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I. RESUMEN

El cultivo de papa (Solanum tuberosum Linnaeus, 1753), que actualmente se
encuentra entre los cuatro alimentos mas importantes a nivel mundial y que
genera cada afo aproximadamente 110,000 puestos de trabajo permanentes,
ve disminuir su rendimiento debido a los altos costos de fertilizantes quimicos,
problemas fitosanitarios y el deterioro de los suelos. En el presente trabajo se
buscd evaluar la capacidad promotora del crecimiento vegetal (PGPR) de
bacterias del género Azotobacter y del grupo Actinomicetos aislados de la
rizosfera de plantaciones de papa colectadas en los departamentos de
Huancavelica, Junin, Huanuco y Cajamarca. De los 11 campos muestreados,
se aislaron 62 cepas de Azotobacter, de las cuales, el 42,3% (25) inhibieron el
crecimiento del hongo Fusarium solani, el 17% (10) el del hongo Rhizoctonia
solani y el 9% (6) lograron inhibir el crecimiento de ambos hongos evaluados.
En el caso de los Actinomicetos, de los 45 aislamientos el 49% (22) resultd
antagonista contra Fusarium solani, 42% (19) contra Rhizoctonia solani y el
38% (17) a ambos hongos. Por otro lado, el 56,5% (36) de Azotobacter y el
48,8% (22) de aislamientos de Actinomicetos lograron producir acido indol
acético (AlA). El 46,7% (29) de Azotobacter spp. mostro la presencia de halos
de solubilizacién de fosfato mientras que sélo el 11% (5) de Actinomicetos
presentaron dicha actividad. Se realizaron también pruebas de produccion de
metabolitos volatiles donde la cepa A1-19/08 de Actinomicetos fue la que
mostrO mejores resultados, asi mismo, se evaludé la capacidad de producir
sideroforos, sin embargo los resultados fueron negativos para ambos tipos de
bacterias. Luego de la identificacion bioquimica, la mayoria de las cepas
aisladas de Azotobacter fueron reconocidas como A. chroococcum y A.
vinelandii. Por otro lado, las bacterias del grupo Actinomicetos fueron
indentificadas tentativamente como especies del género Streptomyces.

Se realizaron dos experimentos a nivel de invernadero, en el primero se
evaluaron 17 cepas de Actinomicetos y otros tantos de Azotobacter; estas
tuvieron un efecto benéfico sobre la planta de papa en cuanto a la promocién

del crecimiento de la planta como en la produccion de tubérculos.



El efecto de los Actinomicetos se vio reflejado en el incremento del nimero de
tubérculos. En el segundo experimento se determiné el efecto de factores que
influyen sobre el cultivo de la papa, como el tipo de semilla utilizada o el tipo de
suelo empleado, para lo cual, el uso de suelo estéril 0 no estéril para el
desarrollo de los ensayos de invernadero no fue un factor estadisticamente
significativo sobre el efecto de las cepas, mientras que la tendencia general
para Actinomicetos y Azotobacter mostré6 que el uso de semillas-tubérculo
favorece el efecto benéfico que éstas bacterias ejercen sobre la planta de papa

y su produccion.



ABSTRACT

The culturing of potato (Solanum tuberosum Linnaeus, 1753), is nowadays
among the four most important food worldwide and generates approximately
110,000 permanent working places and its yielding is diminished by factors as
costs of fertilizers, phytosanitary issues and the soil deterioration. In this
research we evaluate the Plant Growth Promoting (PGPR) of bacterial strains of
genus Azotobacter and Actinomycetes group, isolated from potato rhizosphere
(S. tuberosum), gathered up from the departments of Huancavelica, Junin,
Huanuco and Cajamarca. Of 11 fields sampled, 62 strains of Azotobacter were
isolated, from which, 42,3% (25) inhibited the growth of the fungus Fusarium
solani, 17% (10) against the fungus Rhizoctonia solani and 9% (6) inhibited
both. In the case of Actinomycetes, 45 strains were isolated, from which, 49%
(22) were antagosnist against Fusarium solani, 42% (19) against Rhizoctonia
solani and 38% (17) inhibited both fungus. On the other hand, the 56,5% (36) of
the strains of Azotobacter and the 48,8% (22) of Actinomycetes isolated, were
able to produce indole acetic acid (IAA). Of the all Azotobacter isolated, 46,7%
(29) showed the presence of solubilization phosphate halo, whereas only the
11% (5) of Actinomycetes evaluated, showed such activity. Tests were carried
out of production of volatile metabolites in which the A1-19/08 strain of
Actinomycetes showed better results; likewise, the capacity to produce
siderophores was evaluated, however, the results was negative for both types
of bacteria. It was carried out a biochemical identification of the isolates, after
that, the majority of Azotobacter strains isolated were identified as A.
chroococcum and A. vinelandii. On the other side, the strains of Actinomycetes
group isolated were tentatively identified as species of the genus Streptomyces.
Two experiments were performed at the level of greenhouse, in the first one 17
of the best strains of Actinomycetes and Azotobacter were tested; wich had a
benefical effect on the promotion of growth in both the plant and the production
of tubers of S. Tuberosum. The effect of Actinomicetos was reflected on the
increasing in the amount of tubers. In the second experiment, it was determined

the effect of such factors as the type of seed used or the type of soil used in the



culture, the use of sterile soil or non-sterile for the development of the tests of
greenhouse didn't have a statistically significant factor on the effect of the
strains in the cultivation, while the general trend for both Actinomycetes and
Azotobacter showed that the use of seed tuber favors the beneficial effect that

these bacteria have on the potato plant (S. tuberosum) and its production.



II. INTRODUCCION

En los dltimos afios, la necesidad del hombre por disminuir la contaminacion
ambiental y mejorar su calidad de vida lo ha llevado a buscar alternativas de
mitigacion, como en el caso de la agricultura donde este problema se agrava
debido al uso indiscriminado de agroquimicos, que si bien tienen un efecto
positivo en la produccion, al mismo tiempo dafian la calidad del suelo

generando pérdidas econdémicas y sobre todo ecoldgicas.

Uno de estos cultivos y que es objeto de la presente investigacion es el de la
papa (Solanum tuberosum Linnaeus, 1753), que actualmente se encuentra
entre los cuatro alimentos mas importantes a nivel mundial después del arroz,
trigo y maiz. El crecimiento positivo de la produccion de papa se explica
basicamente por la capacidad de adaptarse a las condiciones de clima de
diferentes regiones del planeta y mejoras tecnolégicas en los sistemas de

produccion y comercializacion (Ministerio de Agricultura, 2006).

El Pert ocupa el lugar 23 entre los principales paises productores de papa en
el mundo. Segun los resultados del 1l Censo Nacional Agropecuario de 1994,
33,8% de los productores agropecuarios se dedican a la produccion de
Solanum tuberosum generando cada afio aproximadamente 110,000 puestos
de trabajo permanentes (30 millones de jornales). La papa se produce
fundamentalmente en la sierra y la costa del Perd. El 85% de ésta se encuentra
en la sierra, siendo Puno, Huanuco y Junin los departamentos de mayor

produccién nacional (Ministerio de Agricultura, 2003).

Desafortunadamente, el cultivo de Solanum tuberosum (papa) se encuentra
expuesto a una serie de limitaciones, como la baja calidad o el
empobrecimiento del suelo, el uso indiscriminado de agroquimicos, asi como la
presencia de plagas y fitopatdgenos los cuales tienen como consecuencia la
merma en la productividad y rentabilidad del cultivo. Es por ello que es

importante la investigacion minuciosa de todas las alternativas que puedan



aumentar la produccion y favorecer el cultivo de Solanum tuberosum en favor
de la economia de nuestro pais. Esto ha estimulado el estudio de la posibilidad
de disminuir el uso de agroquimicos, complementandolo con fertilizacion

organica y el uso de inoculantes microbianos.

Existen microorganismos con efecto benéfico sobre las plantas, los cuales
tienen un potencial considerable como biofertilizantes y como agentes de
biocontrol. Pueden distinguirse tres grandes grupos: 1) fijadores de nitrégeno;
2) hongos micorrizicos y 3) rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal,
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989). Estas
dltimas son bacterias de vida libre del suelo que se localizan muy cerca de las
raices de las plantas y que tienen un efecto benéfico sobre el crecimiento de
las mismas. Su acciébn sobre el crecimiento y desarrollo lo ejercen por
diferentes mecanismos entre los que podemos citar: la fijacion biologica de
nitrdgeno, la solubilizacién de fosfato, la produccién de quelantes de hierro
(siderdéforos), de fitohormonas, de antibiéticos, etc. (Romero et al., 2003).Es por
esta razon, que el estudio de las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGRP) es considerado como una alternativa de mitigaciéon a los
problemas de contaminacién del suelo, ya que nos permite determinar el efecto
benéfico de las bacterias sobre el cultivo de Solanum tuberosum.

Las bacterias del género Azotobacter, estan presentes en grandes densidades
en el agroecosistema y se asocian al sistema radical de algunas especies
vegetales ocasionando una aceleracion del desarrollo y un aumento del
rendimiento en los cultivos, debido fundamentalmente a su capacidad de
sintetizar sustancias biol6gicamente activas como auxinas, citoquininas,
giberelinas, aminoacidos y vitaminas. Esta propiedad unida a la funcién de fijar
el nitrégeno atmosférico, ha despertado el interés de numerosos investigadores
por elevar el valor de poblaciones autéctonas de cada suelo (Vancura, 1961;
Brown & Walker, 1962; Dibut, 1988; Martinez et al., 1997).



Por otro lado, los Actinomicetos, sobre todo del género Streptomyces tienen un
papel importante en la ecologia de suelos, por su propiedad de degradar
sustratos recalcitrantes tales como la quitina y lignina asi como su capacidad
de produccién de antibidticos y actividad antagonista contra hongos
fitopatdgenos como Fusarium y Rhizoctonia, sin ocasionar efectos toxicos a las
plantas (Rothrock & Gottlieb, 1981).

Las bacterias del género Azotobacter y del grupo Actinomiceto han sido ya
consideradas como organismos PGPR por su capacidad de producir sustancias
benéficas para el crecimiento de cultivos tales como trigo, maiz, tomate, etc. Es
por ello, que en el presente estudio se evaluara la capacidad promotora del
crecimiento vegetal de estos microorganismos aislados en nuestro medio,
mediante la determinacion de su capacidad de producir metabolitos o

sustancias promotoras y actividad antifungica.

Objetivo General

e Evaluar la capacidad promotora del crecimiento vegetal del género
Azotobacter y bacterias del grupo Actinomicetos, asociada a la rizosfera
del cultivo de Solanum tuberosum Linnaeus, 1753, seleccionando

aguellas que puedan mejorar el rendimiento del cultivo.

Objetivos Especificos

e Determinar cuantitativamente la poblacion de bacterias heterotréficas y
hongos mesodfilos asociados a la rizosfera de la Solanum tuberosum en

los lugares muestreados.

e Aislar bacterias del género Azotobacter y del grupo Actinomicetos a
partir de la rizésfera de Solanum tuberosum cultivadas en zonas

altoandinas del Perd.



Seleccionar y evaluar las bacterias aisladas de la rizésfera de Solanum
tuberosum, que presenten mayores capacidades para ser utilizadas
como PGPR, mediante bioensayos de antagonismo frente a Rhizoctonia
solani y Fusarium solani, asi como la capacidad de producir Acido Indol
Acético (AlA), solubilizar fosfato, producir sideréforos y metabolitos

volatiles.

Caracterizar fenotipicamente a las bacterias seleccionadas para lograr

su identificacion.

Probar a nivel de invernadero la capacidad promotora del crecimiento
vegetal de las cepas de Azotobacter y Actinomicetos seleccionadas
previamente en el laboratorio, asi como el efecto del tipo de semilla y

suelo utilizado sobre las plantas inoculadas.



[ll. ANTECEDENTES

3.1 La papa (Solanum tuberosum)

La papa es una planta originaria de los Andes. Los procesos de
domesticacion y procesamiento artesanal de este cultivo fueron
realizados por las culturas prehispanicas, constituyendo la base de su
dieta alimenticia. Ademas, jugé un papel significativo en la tradicion y
costumbres de los antiguos pobladores de los Andes.

De acuerdo con el Sistema de Clasificacion Filogenética de Cronquist

(1988) la papa es clasificada de la siguiente manera:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Scrophulariales
Familia: Solanaceae
Genero: Solanum

Especie:  Solanum tuberosum Linnaeus, 1753

3.1.1 Laplantade papa

La papa es una planta dicotiledonea herbacea anual, presenta un sistema
aéreo y un sistema subterraneo. El primero esta conformado por el tallo, hojas,
flores y frutos, el segundo por raices, estolones y tubérculos. El tallo es
anguloso y grueso con una altura que varia entre 0,5 y 1 m, las hojas son
imparipinadas, con nueve o mas foliolos, cuyo tamafio es tanto mayor cuanto
mas alejado se encuentran del nudo de insercidon (Malagamba, 1997). Las
flores son pentdmeras y los colores son diversos variando desde el blanco a
morado, su numero varia y depende de la variedad. El fruto es una baya
redondeada de color verde que se vuelve amarilla al madurar, su tamafo suele

variar entre uno a tres centimetros de diametro (Arce, 2002).



El tubérculo es un tallo subterrdneo modificado, acortado, engrosado y
carnoso, provisto de yemas latentes u ojos. Varian mucho en forma y tamafo,
mayormente son redondos, acilindrados y alargados. También pueden ser
ovalados, achatados, fusiformes, algo enroscados, es decir, adoptan diversas
formas irregulares. El color de la piel del tubérculo es muy variable, va desde el
blanco al amarillo, de violeta a rojo oscuro y morado, purpura o negro. Muchos
tienen areas jaspeadas o vetas de colores, que depende de la variedad de la
papa (Ministerio de Agricultura, 2006).

3.1.2 El cultivo de papa

El crecimiento fenoldgico del cultivo de papa se inicia con el brotamiento del
tubérculo y finaliza con la madurez fisioldgica del cultivo, al iniciarse la cosecha.
Durante su crecimiento y desarrollo, sufre una serie de eventos o fases a nivel
de érganos vegetativos y reproductivos referidos a la apariciéon, transformacion
y caida de estos. El ciclo vegetativo del cultivo puede tener una duracion de 3 a
7 meses dependiendo de la variedad. Segun la duracion del ciclo vegetativo del
cultivo las variedades de papa pueden ser precoces, semitardias y tardias. La
duracién del ciclo vegetativo de una variedad puede ser menor 0 mayor a su
periodo normal debido a condiciones climaticas desfavorables, manejo
agronomico inadecuado en las labores de riego (la deficiencia de agua retrasa
la emergencia de las plantulas y produce una maduracién precoz del cultivo),
fertilizacion (alta fertilizacion nitrogenada retarda el inicio de la tuberizacion),

entre otras (Ministerio de Agricultura, 2006).

Tradicionalmente el cultivo de la papa ha sido considerado de climas frios,
especialmente en la regién andina a altitudes de 2 000 a 4 000 m.s.n.m, que es
un ambiente de bajas temperaturas, dias cortos y abundante luz solar. Sin
embargo, existen diferencias en los requerimientos de temperatura segun la
variedad y el estado fenologico del cultivo, pero en general las temperaturas
maximas o diurnas se encuentran entre 16 a 25 °C y minimas o nocturnas de 8
a 13 °C (Manrique, 2001).



A su vez este cultivo requiere de humedad abundante y regular pues es
particularmente sensible a la sequia. Los rendimientos son mayores cuando la
humedad del suelo se mantiene uniformemente por encima del 60 o0 70 % de la
capacidad de campo. Sin embargo, aunque es muy exigente en agua, un
exceso detiene el desarrollo de los tubérculos y favorece el desarrollo de
enfermedades (Arce, 2002). Se ha observado que los mayores rendimientos se
dan en los suelos franco arenosos, profundos, bien drenados y con un pH de
5,5 a 7,0 (Cutter, 1978). La iluminacién también es un requerimiento necesario
para el cultivo, pues a mayor intensidad de luz mayor es la fotosintesis, lo que
favorece la formacion y distribucion de carbohidratos sobretodo en los
tubérculos (Arce, 2002).

El tipo de abono, la dosis, el fraccionamiento y el momento de aplicacién deben
estar en funcién de los requerimientos de la planta (variedad, edad de la
planta), contenido nutricional y caracteristicas del suelo (textura, pH), sistema
de riego, disponibilidad de agua, entre otros factores. Para cumplir con una
adecuada fertilizacion, es importante un estudio previo de los nutrientes y
caracteristicas del suelo. Como norma general y en suelos normales la relacion
N: P: K (Nitrégeno, Fosforo y Potasio) recomendada es 1:2:2, aunque cada
caso puede ser diferente (Arce, 2002). Por otro lado, el cultivo de papa
responde muy bien a las aportaciones organicas. La dosis 6ptima se encuentra
entre 25 a 30 TM de estiércol por hectarea, si se sobrepasa esta cifra se
obtendria un desarrollo de vegetacion exagerado (no deseado) y una reduccion
de la tuberizacion (Alonso & Méndez, 2001).

Aunque la papa puede propagarse por semillas y esquejes, en la practica, la
multiplicacion es siempre vegetativa, por medio de semillas-tubérculo de 40 a
60 g de peso, empleandose de 1333 a 2000 Kg de éstas por hectarea. La
profundidad de la plantacién puede ir de 5 a 15 cm, dependiendo del tipo de
suelo (Corbaoui, 1988).



3.1.3 Principales enfermedades del cultivo de papa

Los hongos son la mas importante causa de enfermedades de la papa,
pudiendo ocasionar la destruccion total del cultivo. La enfermedad con mayor
incidencia en el pais es la rancha o tizén tardio, producida por el hongo
Phytophthora infestans que afecta hojas, tallos, bayas y tubérculos (Calderon,
1978).

Existen otros patégenos fungicos como Fusarium solani y Rhizoctonia solani
que causan dafios considerables a la planta y tubérculo. Fusarium solani
ocasiona la pudricion seca y la marchitez del follaje de la papa, ingresando a la
planta directamente por las lenticelas o heridas preexistentes en ésta. Los
ambientes humedos y las temperaturas moderadamente frias constituyen
condiciones favorables para la germinacién de sus esporas y su posterior

penetracion en la planta de papa (Calderon, 1978).

La enfermedad causada por Rhizoctonia solani Kiihn es conocida como “costra
negra” o rhizoctoniasis y se transmite de un cultivo a otro mediante rastrojos,
por suelo infectado e implementos agricolas (Fankhauser, 1997). Este hongo
mata los brotes subterraneos, ataca estolones y tubérculos de papa, formando
en la superficie costras negras llamadas esclerocios, que son las estructuras de
reproduccién del hongo, causando complejas sintomatologias en los diferentes
estados fenoldgicos de la planta (Hooker, 1980).

3.1.4 Lapapaen el mundo

La produccion de papa a nivel mundial se destina principalmente al mercado
interno, exportandose anualmente solo 2,5% del total producido. A pesar del
reducido porcentaje de la produccion que se destina al mercado internacional,
se registra una tendencia creciente del volumen exportado, pasando de 4
millones de toneladas en 1970, a 8 millones de toneladas comercializadas el

afio 2001. El principal pais exportador es Canada, con 45% del volumen



exportado, seguido por Estados Unidos (37%), Guatemala (9%), Colombia
(4%) y Argentina (2%) (Ministerio de Agricultura, 2003).

Durante el periodo 1961 a 2004, la produccion de papa a nivel mundial
presenta una tasa de crecimiento promedio anual de 0,4%, basada en la mayor
participacion de los paises en vias de desarrollo, que presentan una tasa de
crecimiento promedio anual de la produccion de 3,9% en comparacioén con la
tasa negativa de -0,7% de los paises desarrollados. El crecimiento mundial
positivo de la produccion se explica basicamente por la capacidad del cultivo en
adaptarse a las condiciones de clima de diferentes regiones del planeta,
mejoras tecnoldgicas en los sistemas de produccion y comercializacion de la

papa y cambios en la demanda (Ministerio de Agricultura, 2006).

3.1.5 Lapapaen el Peru

El Peru es el principal centro de origen de la papa, por lo cual posee la mayor
diversidad de entradas, sumando actualmente mas de 4 000, reconociéndose
la existencia de por lo menos mil variedades de papas nativas, las cuales se
encuentran por encima de los 3 200 m.s.n.m. Producto del esfuerzo de los
campesinos andinos se conserva in situ el germoplasma de papas nativas,
recurso con un reconocido potencial pero escasamente explotado por los
programas de mejoramiento genético en los paises de origen Peru y Bolivia
(Ministerio de Agricultura, 2003).

La papa es el principal cultivo del pais, dada su importancia econdémica y
social. Segun los resultados del Ill Censo Nacional Agropecuario 1994 (llI
CENAGRO), 33,8% de los productores agropecuarios se dedican a la
produccion de papa, generando cada afio aproximadamente 110 000 puestos
de trabajo permanentes (30 millones de jornales) y siendo la base de la
alimentacion de la poblacién altoandina (Ministerio de Agricultura, 2003).

Durante la campafia agricola 2001-2002, el area instalada con papa represento
18% del total de siembras, siendo el cultivo con mayor contribucion al Valor



Bruto de la Produccion (VBP) agropecuaria con 8,6% y 14,7% del VBP agricola
(Ministerio de Agricultura, 2003).

La papa se cultiva en 19 de los 24 departamentos del Peru, existiendo
condiciones climaticas favorables para la produccion de variedades de interés
comercial (consumo fresco y procesamiento) durante todo el afio. Mas del 90%
de los cultivos se instalan en la sierra, concentrandose las unidades
agropecuarias dedicadas a este cultivo en las regiones Quechua y Suni, que
van desde los 2 300 m.s.n.m. hasta los 4 100 m.s.n.m. Las principales zonas
de produccioén en la sierra son: Huanuco, Junin, Puno (que posee la mayor
extension dedicada al cultivo), La Libertad (principal abastecedor del norte del
pais), Apurimac, Cusco y Cajamarca. En la costa, destacan la produccion de
los departamentos de Lima e Ica. El rendimiento del cultivo depende del nivel
de tecnologia usada, principalmente por el empleo de semilla certificada,
variedades mejoradas, fertilizantes, nivel de mecanizacion, adecuadas
practicas agronomicas, riego tecnificado, ocurrencia de factores abidticos y el

control efectivo de plagas y enfermedades (Ministerio de Agricultura, 2003).

3.2 El sueloy sus componentes microbianos

El suelo constituye un habitat bastante complejo, no sélo por la rigueza de
componentes que presenta sino por la gran diversidad de organismos
presentes en él. Puede contener microorganismos hasta 10° ufc/gramo de
suelo y un estimado de 10* especies microbianas deferentes por gramo de
suelo (Cavaletti et al. 2006). Los actinomicetos y hongos son los grupos mas
numeroso de microorganismos en el suelo, entre 10° - 10" y 10* - 10° ufc/g
suelo respectivamente (Sylvia et al., 1999).

La abundancia de bacterias en comparacion con otros microorganismos se
puede deber a su rapido crecimiento y habilidad de utilizar un amplio rango de

sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno (Glick, 1995).



La actividad microbiana en el suelo es controlada por diversos factores
ambientales tales como la disponibilidad de C, nutrientes minerales,
disponibilidad de agua, temperatura y pH favorable, composicion de la
microflora del suelo e interacciones ecoldgicas entre los microorganismos.
Estos a su vez juegan un importante rol en la fertilidad del suelo pues oxidan
materia organica y promueven los ciclos biogeoquimicos del C, N, Py S. La
actividad enzimatica del suelo esta relacionada con el ciclo dinAmico de los
nutrientes del suelo y la habilidad de las bacterias de catalizar la conversion de
los nutrientes de formas no disponibles a otras totalmente asimilables por las

plantas y por los mismos microorganismos (Gilbert et al., 1993).

La concentracion de bacterias por gramo de suelo que se halla alrededor de las
raices de las plantas en la llamada rizésfera es mucho mayor que en el resto
del suelo (Lynch, 1990), esto se podria deber a los altos niveles de nutrientes
gue se hallan en la zona que rodea a la raices que permiten el desarrollo de
poblaciones microbianas (Glick, 1995).

3.3 Larizosfera

El término rizésfera fue definido en 1904 por Hiltner, como el volumen de suelo
influenciado por la presencia de raices de una planta viva, cuya extension
puede variar de acuerdo al tipo de suelo, la especie de planta, su edad y otros
factores. Esta zona se caracteriza por tener un alto nivel de actividad
microbiana a causa de los nutrientes secretados por las raices de las plantas
en forma de exudados solubles como aminoé&cidos, acidos organicos y otros.
La rizosfera es relativamente rica en nutrientes pues el 40% de las sustancias
producidas en la raiz se pierden en el suelo en forma de exudados solubles.
La vasta actividad bacteriana presente en esta zona, determina entonces las
propiedades fisicoquimicas del suelo de la rizésfera asi como el de la superficie
de la raiz (Foster, 1988).



Las comunidades bacterianas de la rizosfera tienen un eficiente sistema de
absorcion y catabolismo de compuestos organicos que se encuentran en los
exudados de la raices. A su vez existen bacterias que tienen la habilidad de
adherirse a la superficie de las raices obteniendo asi el maximo beneficio de
los exudados radicales (rizoplano). Por ultimo existen otras que penetran el
tejido radical (endodfitas) y tienen acceso directo a los compuestos organicos
ahi presentes, evitando de esta forma todo tipo de competencia existente en la
rizosfera o en el suelo (Tilak et al., 2005).

3.4 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

El grupo de bacterias conocido como PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), fue definido por Kloepper et al., en 1989 como bacterias que
colonizan la raiz y estimulan significativamente el crecimiento de plantas. El
mecanismo por el cual las PGPR promueven el crecimiento de las plantas no
esta aun totalmente establecido, pero este comprende: (i) la habilidad de
producir o cambiar la concentracién de fitohormonas como el Acido Indol
Acético (Mordukhova et al., 1991), acido giberélico (Mahmoud et al., 1984),
citoquinas (Tien et al., 1979), y etileno (Glick, 1995); (ii) fijacidbn asimbidtica de
N, (Boddey & Ddbereiner, 1995); (iii) antagonismo contra microorganismos
fitopatdgenos (Scher & Baker, 1982), produccién de sideroforos (Scher &
Baker, 1982); (iv) solubilizacion de fosfato mineral y otros nutrientes (De Freitas
et al., 1997).

Segun Kloepper et al., (1989) las PGPR pueden ser: Bioprotectores (supresion
de enfermedades de plantas), Biofertilizantes (aumentar la capacidad de
adquisicién de nutrientes) y Bioestimulantes (produccion de fitohormonas).

En cuanto al efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas, las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal PGPR, pueden actuar de manera indirecta
o directa. (i) Mecanismos indirectos: los metabolitos producidos las PGPR

pueden funcionar como determinantes antagonicos, involucran aspectos de



control biolégico, suprimen o inhiben el crecimiento de microorganismos
perjudiciales para el desarrollo de la planta, via produccién de sideroforos,
antibioticos, accion de enzimas liticas o induccion de mecanismos de
resistencia. (i) Mecanismos directos: ocurren cuando los metabolitos
producidos por algunas cepas de rizobacterias son utilizados como reguladores
de crecimiento o precursores de éstos por parte de la planta (Glick, 1995). La
conjuncion de ambos mecanismos de accion han dado como resultado la
promocion evidente del crecimiento en plantas; observandose un incremento
en la emergencia, el vigor y el peso, un mayor desarrollo en sistemas
radiculares y un incremento hasta el 30% en la produccion de cultivos de

interés comercial, tales como papa, rabano, trigo y soja (Dashti et al., 1997).

Dentro de este grupo de bacterias se encuentran los géneros: Alcaligenes,
Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Serratia, Azotobacter,
Azospirillum, Clostridium, Pseudomonas, Bacillus y Actinomicetos (Kloepper et
al., 1989; Basham & Levanony, 1990; Okon & Lavandera, 1994; Maier et al.,
2004).

3.5 Capacidades Promotoras del Crecimiento Vegetal

3.5.1 Antagonismo - biocontrol de fitopatégenos

El efecto devastador de los microorganismos patdgenos del suelo es altamente
conocido en la agricultura. Es por ello que es importante encontrar la forma
mas efectiva y econdmica de proteger a las plantas de la gran cantidad
enfermedades a las que se encuentran expuestas. En los ultimos afios, el uso
de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) como
controladores bioldgicos contra enfermedades causadas por hongos, bacterias
y virus, ha llegado a ser un importante modo de accién a través del cual las
PGPR benefician el crecimiento de las plantas (Liu et al.,1995; Maurhofer, et
al.,1998).



Estudios previos revelan que el control biolégico realizado por las PGPR
involucra la produccion de metabolitos bacterianos los cuales reducen la
poblacién y la actividad de patdégenos o microflora rizosférica deletérea (Glick
et al., 1995). Estos metabolitos pueden incluir a los sideréforos, que se unen al
Fe haciéndolo menos disponible a ciertos miembros de la microflora patdgena
natural del suelo (Berthelin et al., 1991; Kloepper et al., 1987). Por otro lado, la
produccion de antibiéticos es uno de los aspectos mas estudiados como
mecanismo de biocontrol, muchos estudios han demostrado que los inGculos
bacterianos que producen antibidticos como la pirrolnitrina, ficocianina, 2,4-
diacetilfloroglucinol etc., causan la supresion de fitopatogenos del suelo
(Pierson & Thomashow, 1992; Kloepper, 1994; Glick et al., 1995; Thomashow
& Weller, 1988). A su vez, Glick (1995) indico que el mecanismo mas efectivo
que una PGPR puede emplear para prevenir la proliferacion de fitopatdgenos

es la sintesis de antibidticos.

Otro mecanismo antagoénico es la competencia, que puede definirse como el
comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los
organismos reduzca la cantidad disponible para los demas. Existen tres tipos
de competencia: por nutrientes, por oxigeno y por espacio. En cuanto a la
primera, la competencia por carbono es la mas importante con respecto al
control de hongos ya que ocasiona la fungiostasis, que consiste en la inhibicién
de la germinacion de esporas del hongo en el suelo (Lindemann et al., 1983).

Finalmente, existen estudios que demuestran que las bacterias del género
Streptomyces pertenecientes al grupo Actinomicetos, tienen un alto grado de
antagonismo mediante la produccion de antibidticos contra diversos patdgenos
del suelo como Rhizoctonia solani (Rothrock & Gottlieb 1981; Dhanasekaran et
al., 2005), Fusarium oxysporum (Taechowisan, et al.,, 2005) y Ralstonia
solanacearum (Moura & Romeiro, 1999). Por otro lado también se han
realizado estudios en los se demuestra que las bacterias del género
Azotobacter spp. poseen capacidad antagonista contra hongos como Fusarium
verticillioides (Cavaglieri et al., 2005) y Rhizoctonia solani (Cupull et al., 2003),



asi como bacterias del género Pseudomonas y Bacillus, las cuales juegan un
papel importante también en el control biolégico de enfermedades de plantas
(Thomashow & Weller 1995; Silo- Suh et al., 1994).

3.5.2 Solubilizacién de fosfato

El fésforo, después del nitrégeno es el nutriente inorganico mas requerido por
las plantas y microorganismos. En el suelo, es el factor limitante del desarrollo
vegetal pues las concentraciones de fosforo asimilables son muy bajas,
normalmente varian entre 5 y 30 mg/kg. Esto se debe a que el fésforo soluble
reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio, que provocan su
precipitacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para las plantas. Los
fosfatos inorganicos aplicados como fertilizantes quimicos también son
inmovilizados en el suelo y como consecuencia no pueden ser aprovechados

totalmente por los cultivos (Alexander, 1980; Atlas, 2002).

Por otro lado, el fésforo es importante por su participacion en el proceso de
reproduccién y en la constitucibn genética de las plantas por ser un
componente de los &cidos nucleicos. Interviene ademas en muchas reacciones
bioquimicas relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos, grasas y
proteinas en las que obra como intermediario, donando o aceptando energia en
reacciones especificas (Dominguez, 1989). Giaconi & Escaff (1993) afirman
gue la presencia de este elemento es indispensable para la buena fecundacién
de las flores, estimula el desarrollo del sistema radical y aumenta la resistencia
del vegetal a las enfermedades. Ademas, es uno los nutrientes que regula los

efectos derivados de la presencia de un exceso de nitrogeno.

Es asi que existen bacterias capaces de transformar las formas insolubles del
fosforo en formas solubles, a través de reacciones enzimaticas, haciendo al
fésforo disponible para las necesidades de las plantas (Sudhansu, 1998). La
inoculacion de semillas o suelos con bacterias capaces de solubilizar fosfato,
mejora entonces la absorcion del fosfato del suelo, asi como el aplicado de



manera artificial, dando como resultado el aumento del rendimiento de los
cultivos (Nautiyal, 1999). Asi mismo, muchos autores atribuyen la solubilizacién
de fosfato inorganico insoluble por los microorganismos, a la produccion de
acidos orgéanicos y acidos quelantes de azlcares, la produccién de estos
acidos organicos resulta en la acidificacion de la célula microbiana y el medio
que la rodea. El acido gluconico y el acido 2- quetoglucénico son los agentes
mas producidos por bacterias con habilidad para solubilizar fosfato (Yadav &
Dadarwal, 1997).

Se conocen géneros bacterianos tales como: Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, Achromobacter, Azotobacter,
Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia conocidos por su habilidad
para solubilizar fosfato (Nahas, 1996; Kumar et al., 2001).

3.5.3 Produccién de Acido Indol Acético (AIA).

Las fitohormonas tienen un rol muy importante como reguladoras del
crecimiento y desarrollo de las plantas. De acuerdo a la clasificacion
convencional, existen cinco grupos de fitohormonas: auxinas, giberilinas,
citoquinas, etileno y acido absicico. Las fitohormonas contribuyen al
funcionamiento de diversos procesos biologicos en las plantas, incluyendo la
regulacion de la quiescencia y germinacion de semillas, la formacién de raices,
florescencia y la maduracién del fruto. A su vez, incrementan la resistencia de
las plantas a factores ambientales y pueden inducir o suprimir la expresiéon de
genes y la sintesis de enzimas, pigmentos y metabolitos (Tsavkelova, et al.,
2006).

Un aspecto importante de la interaccion planta-bacteria y que esta siendo cada
vez mas estudiada es la produccion bacteriana de auxinas, las cuales son
responsables de la division, extension y diferenciacién de las células y tejidos
de la planta. Este grupo de fitohornomas estimulan la germinacion de las

semillas y el tubérculo asi como la formacion de raices, controlan el proceso de



crecimiento vegetativo, el tropismo y a su vez influyen en la fotosintesis,

formacion de pigmentos y biosintesis de metabolitos (Tsavkelova et al., 2006).

La auxina tipica es el acido indol acético (AlA), la promocién del desarrollo del
sistema radical caracteristico de este tipo de reguladores de crecimiento
vegetal, es uno de los pardmetros utilizados para determinar la efectividad de
determinadas bacterias rizosféricas. El AIA es similar en estructura al
aminoacido triptéfano y probablemente es éste el precursor del AIA formado en
la planta viva, sin embargo, en las bacterias, la produccion de AIA ocurre
también a partir del triptéfano pero por medio de la indol — acetamida (Patten &
Glick, 2002).

La habilidad para sintetizar acido indol acético (AIA) ha sido detectada en
diversos géneros bacterianos rizosféricos y epifiticos tales como: Azospirillum,
Agrobacterium, Azotobacter, Alcaligenes, Enterobacter, Erwinia, Acetobacter,
Pseudomonas, Bacillus y Xanthomonas (Tsavkelova et al., 2006), asi como

algunas especies del género Streptomyces (Manulis et al., 1994).

3.5.4 Produccion de sider6foros

Los siderdforos son compuestos producidos por diferentes microorganismos
del suelo que basan su actividad en fendmenos de quelacion, un fenémeno
rutinario en los sistemas biolégicos (Neilands, 1995). La gran mayoria de los
microorganismos fijadores de nitrdgeno producen sideréforos para obtener
hierro, elemento necesario para llevar a cabo este proceso, ya que la enzima
nitrogenasa, que esta compuesta por varias unidades protéicas, requiere 36
atomos de hierro para su correcto funcionamiento (Sylvia, 2005). A su vez,
diversos estudios han demostrado que entre las diferentes clases de
sideroforos existentes, los primeros identificados son los del tipo catecol e
hidroxamato, a su vez, existen otros como los a-cetoacidos con caracteristicas

y actividad similar a la de los sideroforos (Neilands, 1995).



Teniendo en cuenta la importancia del hierro en las funciones vitales de los
microorganismos en general, se entiende la eficiencia de captacion generados
por estos mismos. Las bacterias aerobias y anaerobias facultativas tienen una
alta afinidad por los sistemas transportadores de hierro, razén por la cual los
sideroforos son excretados para auxiliar la toma eficiente de este elemento
(Jurkevitch et al., 1992).

Algunas bacterias ambientales capaces de producir sideréforos son:
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Serratia, Klebsiella, Streptomices y
Nocardia (Torres et al., 2000; Knosp et al., 1984; Page & Shivprasad, 1995;
Muller & Raymond, 1984).

3.5.5 Produccién de metabolitos volatiles

La rizosfera de las plantas es el habitat de diferentes microorganismos. La
mayoria de bacterias del suelo posee caracteristicas que les permiten actuar
como antagonistas pues son capaces de suprimir el efecto de los patégenos
del suelo que causan enfermedades por medio de la excrecion de metabolitos
antifingicos que colaboran directa o indirectamente con el crecimiento de las
plantas (Gupta et al., 2000). Muchos de estos compuestos especializados tales
como los antibidticos, pueden ser tanto liquidos como sdlidos, pero poco se
conoce sobre los que son volatiles es decir aquellos con una masa molecular
menor a 300 Da, baja polaridad y alta presién de vapor, los cuales pueden
actuar como antibioticos y causar la inhibicién del crecimiento o tener un efecto
deletéreo para algunos microorganismos (Vespermann et al., 2007). Estos
metabolitos pueden ser los terpenos, jasmonatos y los componentes de la
clorofila. A su vez existen trabajos previos en los que las bacterias del género
Bacillus, Pseudomonas y Serratia producen compuesto como el 3-hidroxy-
2butano (acetoina) y 2,3-butanodiol para promover el crecimiento de
Arabidopsis thaliana (Ryu et al., 2003).



3.6  Caracteristicas generales del género Azotobacter

3.6.1 Clasificacion Taxondmica

Phylum: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Azotobacter

(Bergey, 2005)

3.6.2 Descripcion General

Estas bacterias fueron descritas por primera vez en 1901 por Beijerink. La
morfologia celular de Azotobacter es constantemente variable ya que cambia
segun las condiciones ambientales existentes, es decir, es una bacteria
pleomoérfica. A su vez, se ha determinado que una de las formas de
sobrevivencia de esta bacteria en condiciones desfavorables, es a través de la

formacion de quistes, que le confieren resistencia.

Segun Kennedy (2005), las células bacterianas de Azotobacter pueden tener
una forma bacilar con bordes romos hasta elipsoidales o cocoides, a su vez,
pueden formar ciertos arreglos celulares como cadenas o pares, estas formas
dependen del medio o la edad del cultivo. Son Gram negativas y pueden medir
de 1.6 — 2.7 um de diametro por 3.0 - 7.0 um de longitud. Son bacterias
aerobias de vida libre pero pueden crecer a bajas concentraciones de oxigeno.
Fijan nitrdgeno hasta en condiciones microaerobias (2% oxigeno). La fijacion
de nitrogeno depende de la presencia de Molibdeno, Vanadio o enzimas
nitrogenasas que contengan Fe. Algunas especies son mdviles. Otras pueden
producir también pigmentos solubles o insolubles en agua. Pueden utilizar

alcoholes, azlcares o sales de &cidos organicos como fuentes de carbono.



Crecen en un pH minimo de 4,8 — 6,0 y a un maximo de 8,5, con un pH ideal de
7,0-7,5. La mayoria de aislamientos de Azotobacter provienen del suelo, pero
existen también algunas especies aisladas de ambientes acuéticos. Las
colonias de Azotobacter son viscosas, convexas, lisas o arrugadas y poseen
pequefias inclusiones granulares, y el color depende del medio de cultivo,
pueden llegar a medir de 2 — 6 mm de diametro en 5 dias a una temperatura de
28 a 30° C.

Azotobacter han tenido muy buenos resultados al ser utilizadas para mejorar
los cultivos pues no necesariamente son beneficiosas por su capacidad de fijar
de nitrégeno sino que ademas posee propiedades anexas, ya que bajo ciertas
condiciones ambientales son capaces de solubilizar fosfatos y sintetizar
sustancias estimuladoras del crecimiento en las plantas, entre ellas, vitaminas y
hormonas vegetales, como el &cido indol acético (AIA) que intervienen
directamente sobre el desarrollo de las planta, lo que hace considerar a este
género bacteriano como promotor del crecimiento vegetal (PGPR) (Toro et al.,
1997).

El empleo de Azotobacter como PGPR en la agricultura se ha dado sobre
diversos cultivos como pepino (Kurdish t al., 2008), papa (Imam & Badawy,
1978), maiz (Aly et al., 2003) etc. Asi como también su empleo para productos
comerciales como TEC-NITRO, TCB (Azotobacter + Clostridium), BIOSTIN-
PLUS (Azotobacter chroococcum), NITROSEI, SEIPASA (diferentes cepas de

Azotobacter) (www.terralia.com).




3.7 Caracteristicas generales del grupo Actinomiceto

3.7.1 Clasificacion Taxondmica

Phylum: Actinobacteria
Clase: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales

(Bergey, 1989)

3.7.2 Descripcion general

Los actinomicetos representan un grupo de microorganismos ampliamente
distribuido en ecosistemas naturales y tienen gran importancia en la
participacion de la degradacién de la materia organica, ademas de ciertas

propiedades fisioldgicas que los hacen particulares (Ghanem et al., 2000).

Estos microorganismo son abundantes en el suelo, sin embargo, son
encontrados también en ambientes acuaticos, dulces y marinos (Leiva et al.,
2004). Dentro de sus caracteristicas particulares se encuentra la de producir un
olor tipico a suelo humedo debido a la produccion de un metabolito
denominado geosmina, ademas presenta una actividad metabodlica alta,
producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con las que son
capaces de degradar la materia organica de origen vegetal y animal (Ezziyyani
et al., 2004).

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos, son
bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar
filamentos ramificados. El orden de los Actinomycetales comprende 63 género,



constituyendo aproximadamente del 20 — 60% de la poblacion microbiana del

suelo (Ezziyyani et al., 2004).

Actualmente, los actinomicetos se encuentran incluidos en el dominio bacteria
debido a las siguientes razones: su pared celular esta compuesta por
peptidoglicano, el diametro de sus hifas es inferior al de los hongos (0,5 a 2,0
um), son sensibles a los antimicrobianos, pero presentan resistencia a los
antifingicos y la disposicion de su material genético es tipicamente procariético
(Sylvia, 2005). Estas bacterias son aerobias y algunas anaerobias facultativas,
pudiéndose encontrar en el suelo, animales y el hombre. Frecuentemente
alcanzan grandes densidades poblacionales en suelos con alto contenido de
materia organica y amplias reservas de carbono asimilable y humus
(Fernandez, 1988).

Existen tres factores que influyen en la distribucién y en la actividad de muchos
actinomicetos en el suelo: el pH, la temperatura y el tipo de suelo, en especial
su composicion. La mayoria de los actinomicetos son mesofilos y su
crecimiento se registra entre 25 a 30° C; en temperaturas inferiores a 5° C el
crecimiento es practicamente nulo y en temperaturas superiores a 55° C sélo
algunas especies termodfilas de Streptomyces sp., Thermomonospora sp. y
Thermoactinomyces sp., son capaces de crecer aunque el efecto de la alta
temperatura posiblemente sea letal para el microorganismo si esta

acompafnado de humedad (Stanley, 1994)

La adicion de materia organica a los suelos estimula la multiplicacion y
actividad de los actinomicetos. Los suelos alcalinos y neutros resultan ser mas
favorables para el desarrollo de estas bacterias; el rango de pH Optimo se
encuentra entre 6,5 y 8,0; en suelos con pH por debajo de 5,0 estan
frecuentemente ausentes. Los actinomicetos al ser principalmente aerobios se
desarrollan favorablemente en suelos bien aireados, suelos con humedades

entre 80 y 90% son perjudiciales para su desarrollo (Titus & Pereira, 2007). En



el suelo, se encuentran en casi todos los tipos, su numero varia segun el caso,
pero es comln encontrarlos en suelos fértiles con concentraciones de 10°
UFC/g de suelo seco (Tate, 2000).

Los principales géneros aislados a partir de suelos son Nocardia, Streptomyces
y Micromonospora, que pueden estar presentes como conidias o como hifas
vegetativas. Sin embargo los métodos de aislamiento convencionales muestran
que el 95% de los actinomicetos aislados a partir del suelo pertenecen al

género Streptomyces (Lacey, 1973).

El género Streptomyces ha sido descrito como colonizador de la rizésfera,
capaz de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatdgenos, producir sideroforos,
sustancias promotoras del crecimiento vegetal in vitro, promover la nodulaciéon
y ayudar a los bacteroides como Rhizobium a la asimilacién del hierro en la
fijacion de nitrogeno en leguminosas, lo cual contribuye indirectamente a la

promocion del crecimiento vegetal (PGPR) (Tokala et al., 2002).

En la actualidad existen diversos productos que basados en la capacidad
antagonica de los actinomicetos, son utilizados en el mercado agricola para
mejorar la calidad de sus cultivos, tales como Mycostop (Streptomyces

griseoviridis) (www.verdera.fi) y Actinovate SP (Streptomyces lydicus)

(www.jrjiohnson.com ).




IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestra Bioldgica
4.1.2 Material Vegetal

e Muestras de rizosfera de papa recolectadas de los departamentos de
Huéanuco, Huancavelica, Cajamarca y Junin, con la finalidad de aislar
cepas de Azotobacter y Actinomicetos.

e Semillas de Lactuca sativa L. (lechuga) para la prueba de produccién de
metabolitos volatiles.

e Plantas in vitro y semillas- tubérculo de papa (Solanum tuberosum
Linnaeus 1973) de la variedad Unica obtenidas del complejo de
Biodiversidad del Centro Internacional de la Papa, para ser inoculadas
con las cepas aisladas de Azotobacter y Actinomicetos en los ensayos

de invernadero.

4.1.3 Bacterias y hongos

Se utilizaron las siguientes cepas referenciales de bacterias y hongos como

testigos de las pruebas de antibiosis y antagonismo:

» Bacillus subtilis ATCC6633

» Bacillus subtilis FZB24- FZB Biotechnik GMBH (Producto Aleman)

» Cepa de Rhizoctonia solani y Fusarium solani aislada de tubérculo
de papa (Huancavelica) en el laboratorio de Micologia de la Division

de Manejo Integrado de cultivos (CIP).



4.2 Métodos

4.2.1 Lugar de toma de muestras y muestreo de rizosfera

Los muestreos se realizaron en el mes de Abril del 2008 en 4 departamentos
del Peru: en el departamento de Huancavelica en la localidad de San José de
Aymara (M1) y Mullaca (M2), en el departamento de Junin en las localidades
de La Victoria (M5), Patala (M3-M4) y Marcavalle (M6) en el departamento de
Huanuco en las localidades de Paccha (M7), Huayllacan (M8), Misién Punta
(M9) y Mataos (M10); en el departamento de Cajamarca en las localidades de
Pampa de la Culebra (M11) y Puylucana (M12); (Tabla 1).

Se muestrearon en total 11 campos de los cuales se tomaron dos plantas de
papa al azar de cada uno. La muestra estaba conformada por la raiz y el suelo
alrededor de ésta (rizésfera), cada una lleg6 a pesar 1kg, una vez recolectadas,
se enviaron rapidamente al laboratorio para su procesamiento (Figura 1, 2)
(Calvo, 2008).

4.2.2 Lugar de procesamiento de muestras y trabajo de laboratorio

El trabajo experimental se realizé en el laboratorio de Micologia de la Division
de Manejo Integrado de Cultivos del Centro Internacional de la Papa (CIP),

Lima - Pera.

4.2.3 Tratamiento de las muestras

Se pesaron las raices de cada muestra hasta llegar a 1 g luego se colocaron
en 9 ml de agua peptona (dilucién 10?), inmediatamente, se agité en el vortex
para que la raiz desprenda todo el suelo de su superficie, luego se extrajo 1 ml
de la suspensién formada y se colocé en 9 ml de agua peptona (diluciéon 1072),
se realizaron 8 diluciones decimales sucesivas de cada muestra, tomando las

cuatro Ultimas para el conteo poblacional de microorganismos. Todo este



procedimiento se realiz6 en completa esterilidad en una camara de flujo laminar
(Calvo, 2008).

4.2.4 Cuantificacion de microorganismos de la rizGsfera de Solanum

tuberosum

Para la determinacion de la microflora de la rizésfera de papa, se siguid el
procedimiento del recuento de microorganismos en placa, que consiste en la

realizacion de diluciones sucesivas de cada muestra.

4.2.4.1 Bacterias mesoéfilas y hongos

El conteo de microorganismos se realiz6 para bacterias y hongos totales
presentes en cada muestra, de acuerdo a los métodos citados por APHA —
AWWA (1998).

Para determinar el nUmero de bacterias totales y continuando con el método
del recuento de microorganismos en placa, se tomé 1 ml de la diluciones 107
hasta 107, y se sembré por el método de incorporacion utilizando el Agar Plate
Count (PC). Las placas se incubaron por 48 horas a 28° C. Se tomé en cuenta
aguellas donde el crecimiento de colonias oscilaba entre 30 a 300 colonias. El
namero resultante se multiplico por el factor de dilucion de la placa
correspondiente. En cuanto al numero de hongos totales de cada muestra, se
tom6 1ml de las diluciones 10 hasta 10, luego se sembré por el método de
incorporacion en Agar Papa Dextrosa (PDA) apropiado para el crecimiento de
dichos microorganismos, las placas se incubaron por 5 dias a 25° C,
posteriormente se tomaron en cuenta aquellas en las que se observd un
crecimiento entre 8 a 80 colonias, el numero resultante del conteo se multiplicé
por el factor de dilucion correspondiente. Todos los resultados se expresaron

en ufc por gramo de suelo.



4.2.4.2 Cuantificaciéon de Azotobacter

La poblacién de Azotobacter presente en cada muestra se cuantificé siguiendo
el método propuesto por Zapater (1975), utilizando tubos de ensayo con 10 ml
de Medio Mineral Sin Nitrogeno (MMSN) en caldo a pH 7, suplementado con
azul de bromotimol al 0,05% (p/v), a este medio se le agregé 1 ml de cada
dilucion de 102 hasta 10™, por triplicado y se incub6 por 5 dias a 28° C. El
crecimiento de Azotobacter se manifesto al virar el color del indicador de azul a
amarillo, ademas de la turbidez y la formacién de un velo en la superficie del
caldo, los tubos que presentaron estas caracteristicas fueron considerados
positivos. La cantidad de bacterias se expres6 como el Numero Mas
Probable/gramo de rizosfera (NMP/g) (Figura 3) (Cochran, 1950).

4.2.4.3 Cuantificacién de Actinomicetos

Para determinar la cantidad de Actinomicetos presentes en cada muestra, se
siguid la metodologia citada por APHA-AWWA-WPCF (1998). Se tomo6 1 ml de
cada dilucién de 10 hasta 10, luego se sembré por el método incorporacion
en Agar Almidén Caseina a pH 7 suplementado con Fluconazol al 0,25% (p/v)
para evitar el crecimiento de hongos, luego las placas se incubaron a 28° C por
6 dias. Pasado el tiempo de incubacién, se seleccionaron las colonias segun
las caracteristicas morfolégicas que permitieron determinar los asilamientos de
actinomicetos (textura, coloracion del micelio aéreo y del sustrato, forma y
tamafio de la colonia) segun Locci (1986). Posteriormente se realizé el
recuento de microorganismos considerando las placas en las que se observo
un crecimiento entre 30 — 300 colonias, éstos se expresaron en ufc/gramo

rizésfera (ufc/qg).



4.2.5 Seleccion de colonias de Azotobacter y Actinomicetos: Pruebas
diferenciales

Para el aislamiento de Azotobacter, se tomaron en cuenta solamente los tubos
considerados como positivos para la cuantificacion previamente realizada, es
decir aquellos que presentaron un velo en la superficie del caldo, turbidez y
viraje de color del indicador de azul a amarillo; de cada tubo se tom6 una asada
de caldo y se estrié en placas con Medio Mineral de Zapater suplementado con
purpura de bromocresol, como indicador de pH. Las placas se incubaron por 5
dias a 28 ° C. Luego se realizaron replicas sucesivas de aquellas colonias que
presentaban la morfologia tipica reportada para el género Azotobacter, es
decir, colonias lisas, brillosas u opacas, convexas y mucoides, hasta obtener
colonias puras. Luego de la obtencién de colonias puras, cada aislamiento de
Azotobacter fue sometido a tincibn Gram con el objetivo de reconocer las
caracteristicas microscoépicas tipicas del género. Posteriormente, se realizaron
las pruebas bioquimicas para cada aislamiento puro, de cada tipo de
microorganismo. Para el caso de los aislamientos del género Azotobacter se
realizo la prueba de catalasa, oxidasa, utilizacion de azucares, produccion de

pigmentos, formacion de quistes y motilidad (Bergey, 2005).

Para el aislamiento de Actinomicetos, de cada placa considerada para el
conteo poblacional, se seleccionaron colonias de morfologias diferentes tipicas
de Actinomicetos, inicialmente de superficie suave, luego al desarrollar micelio,
se tornaron de apariencia aterciopelada, granulosa o pulverulenta, ademas se
observé tanto el micelio aéreo como basal en relacion a la amplia variedad de
pigmentos. Se realizaron replicas sucesivas de dichas colonias hasta lograr
cultivos puros. Estas placas fueron sembradas por estriado en Agar Almidén
Caseina (AC), y se incubaron por 6 dias a 28 °C (Locci, 1986). En el caso de
Actinomicetos se realizaron las pruebas de produccion de pigmentos difusibles,
utilizacién de azlcares, actividad antibacteriana, y caracterizaciéon morfolégica
(Locci, 1986).



4.2.6 Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas.

4.2.6.1 Crecimiento de bacterias a diferentes temperaturas

En placas de Agar Tripticasa Soya (TSA) y Agar Nutritivo (AN) se sembraron
15 pL (10° ufc/ml) de un cultivo de 24 h de Azotobacter y 48 h de
Actinomicetos, respectivamente y por duplicado, luego se incubaron a las
temperaturas de 4, 10, 15y 20 °C, usando un control a 28 °C. La evaluacion se
realizd midiendo el diametro de las colonias cada 48 horas durante 15 dias
comprobando asi el crecimiento y la adaptabilidad de cada aislamiento a las
diferentes temperaturas a las que se enfrenta el cultivo de papa en el Peru
(Calvo, 2008).

4.2.6.2 Crecimiento de bacterias a diferente pH

En placas con TSA y Agar Nutritivo regulado a diferentes gradientes de pH se
sembraron 15 pL (10°ufc/ml) de cultivo de 24 horas de Azotobacter y 48 horas
de Actinomicetos respectivamente. Ambos medios fueron regulados a pH 4,
5,5y 7 (control). El crecimiento de las bacterias se evalu6 diariamente por 8
dias midiendo el diametro de las colonias con el objetivo de determinar su
capacidad adaptativa a suelos de pH bajo que se presentan en algunas zonas
alto andinas (Calvo, 2008).

4.2.7 Pruebas para capacidades promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) in Vitro

Cada cepa aislada de las bacterias del género Azotobacter y Actinomicetos fue
sometida a algunas pruebas de capacidad PGPR in vitro.



4.2.7.1 Prueba de antagonismo contra Rhizoctonia solani y Fusarium

solani

4.2.7.1.1 Aislamiento de Rhizoctonia solani y Fusarium solani

Para el aislamiento de Rhizoctonia solani y Fusarium solani se tomaron
muestras de tubérculos infectados recolectados en zonas altoandinas. Para el
caso de Rhizoctonia solani, la superficie del tubérculo infectado fue lavada y
desinfectada sumergiéndolo en hipoclorito de sodio al 5% de 3 a 5 min. Se
enjuago6 con agua destilada, en completa esterilidad y luego se extrajeron los
esclerocios para ser sembrados en Agar Agua al 2% por 5 dias a 20 °C, luego
de este tiempo, se coloco el hongo en placas con Agar Papa Dextrosa (PDA)
igualmente a 20 °C por 5 dias. Se observd que el crecimiento del micelio sea
parejo y ademas que no exista presencia de bacterias, para lograrlo se replicé
el micelio del hongo hasta obtener un crecimiento uniforme (Anguiz & Martin,
1989). Luego se observdé al microscopio para confirmar las estructuras
caracteristicas de cada hongo y por ultimo se almacené el hongo aislado en
tubos con Agar Papa Dextrosa (PDA) en plano inclinado a 4 °C.

Para el aislamiento de Fusarium solani se retir6 el micelio blanco caracteristico
gue se encuentra en la superficie de tubérculos afectados por la enfermedad y
se procedié a sembrar de la misma manera que Rhizoctonia solani. Una vez
purificado el hongo se realizo la identificacion de las estructuras caracteristicas

al microscopio (Anguiz & Martin, 1989).

4.2.7.1.2 Prueba de antagonismo en placa

Se reactivaron las cepas aisladas de Azotobacter y Actinomicetos, luego fueron
sembradas por 2 y 5 dias en Caldo Tripticasa Soya (TSB) y Caldo Nutritivo
(CN) respectivamente, a 28° C y con una agitacion de 150 rpm, hasta obtener
una poblacién de 10° ufc/ml.



Se utilizaron placas con Agar Papa Dextrosa (PDA) a pH 7, divididas en 3
cuadrantes marcando el punto central de la placa y 3 puntos equidistantes a
este en cada centro del cuadrante. En cada uno de estos puntos se sembraron
30 uL de cada una de las cepas bacterianas a probar. Luego con un
sacabocado de 1 cm de diametro se retir6 una porcién del micelio del hongo
fitopatdgeno previamente aislado y se colocé invertido en el centro de la placa
con las bacterias alrededor. Paralelamente se realizaron placas control de
hongo sin bacterias. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Luego se

incubaron las placas a temperatura ambiente.

La inhibicibn de hongo a causa de la bacteria se observd al finalizar el
crecimiento total de éste, es decir después de 5 dias para Rhizoctonia solani y
7 dias para Fusarium solani. Para calcular el porcentaje de inhibicion se
midieron las areas alrededor de cada cepa bacteriana. Tomando en cuenta el
radio de la colonia del hongo que crecio opuesta a la colonia de las bacterias
asi como también el radio maximo que en el que crecio el hongo en la placa. El
resultado se expresod en porcentaje de inhibicion siguiendo la técnica propuesta
por Ahmed et al. (2007).

4.2.7.2 Pruebade produccion de Acido Indol Acético (AIA)
Para determinar la produccion de acido indol acético (AIA) de cada cepa
aislada tanto para Azotobacter como para Actinomicetos, se siguié un método

de caracter cualitativo y otro de caracter cuantitativo, de la siguiente manera:

Prueba cualitativa

Se utilizd un método colorimétrico basado en la reaccion del reactivo de
Salkoswky al detectar compuestos derivados del Indol. Se sembraron las cepas
de Azotobacter y Actinomicetos en TSB y Caldo Nutritivo, respectivamente,
suplementados con L- triptéfano por 6 dias para el caso de Azotobacter y 7
dias en el caso de Actinomicetos a 28 °C y 150 rpm.



Luego se colocaron en cada pocillo de una placa de ELISA por duplicado, 100
uL de cultivo de bacteria y 200 uL de reactivo de Salkowsky, asi como también
un control con caldo sin bacteria y reactivo. Se coloco la placa de ELISA en
oscuridad por 15 min a fin de que el reactivo reaccione. Pasado el tiempo se
observé el viraje de color de cada pocillo de amarillo a diversas tonalidades,
desde rosado hasta fucsia encendido, lo que indica la presencia de acido indol
acético (AlA). En base a este resultado se seleccionaron las cepas que fueron

sometidas a la prueba cuantitativa (Gordon & Weber, 1950).

Prueba cuantitativa

Para tener un calculo mas exacto de la cantidad de AIA producido por cada
cepa, se realizé una curva de calibracion control con los caldos utilizados para
el crecimiento de cada microorganismo, es decir TSB y Caldo Nutritivo para
Azotobacter y Actinomicetos respectivamente. Para realizar dicha curva de
calibracion se prepararon frascos Stock de TSB y Caldo nutritivo con
concentraciones de AIA, de 5ug/ml a 180ug/ml, luego se midio la absorbancia
de cada concentracion a una longitud de onda de 530 nm en el
espectrofotometro (UV — 160 Shimadzu).

Posteriormente para calcular la produccion de acido indol acético (AlA) en los
microorganismos, se seleccionaron las cepas de Azotobacter y Actinomicetos
que resultaron positivas en la prueba cualitativa, éstas fueron activadas y
sembradas en 20 ml de TSB y Caldo nutritivo respectivamente, suplementado
con L-triptéfano. La evaluacién se realizé6 a los 3, 6, 10 y 15 dias para
Azotobacter y a los 4, 8, 12 y 15 dias para Actinomicetos.

Se tomo 5 ml de cultivo, y se centrifugd dos veces por 15y 10 min a 8000 rpm
utilizando solo el sobrenadante. Luego se extrajo una alicuota de 1 ml del
sobrenadante final y se coloc6 en tubos de prueba, posteriormente se
adicionaron 2 ml de reactivo de Salkowsky, para luego colocarlos en oscuridad

por 15 min, transcurrido el tiempo, se realizo la medicién de cada muestra en el



espectrofotometro, utilizando un control sin bacteria. Por ultimo, para calcular la
cantidad de AIA producida por cada cepa en pg/ml, se tomé como referencia la

curva control realizada anteriormente (Glick, 1995).

4.2.7.3 Prueba solubilizaciéon de fosfato

Medio solido

La metodologia a utilizarse para determinar las bacterias solubilizadoras de
fosfato fue la empleada por Nautiyal (1999). Se reactivaron las cepas de
Azotobacter y Actinomicetos en TSB por 2 dias y Caldo Nutritivo por 5 dias,
respectivamente, hasta llegar a una poblacién de 10° ufc/ml para cada
microorganismo. Luego se sembraron 15 pl del cultivo fresco de cada bacteria
en placas con medio de cultivo National Botanical Research Institute’s

Phosphate (NBRIP) con fosfato tricalcico.

Se incubaron por 15 dias a 28° C. La evaluacion se realizé durante 30 dias
cada 48 h, desde la formacion de un halo transparente alrededor de las
colonias, lo que indica la solubilizacion del fosfato del medio. El célculo del halo
de solubilizacion se realiz6 mediante la férmula mateméatica de la corona
circular como sigue: A= n(R*r%), donde R: radio del halo de solubilizacién y r:

radio de la colonia bacteriana.

Medio Liguido

Se reactivaron las cepas de Azotobacter y Actinomicetos que formaron halos
de solubilizacion en medio sélido, luego éstas fueron sembradas en caldo
NBRIP, y se incubaron a 28 °C a 150 rpm, por 12 dias, la evaluacion se realiz6
cada 48 h, midiendo el pH del caldo (Chatli et al., 2008).



4.2.7.4 Prueba de produccién de sideréforos

Para la deteccion de sideréforos se realizd la prueba Chrome Azurol S (CAS),
la cual utiliza un complejo hierro — colorante que cambia su color al perder

hierro, de azul a anaranjado.

Se sembraron 3 pl de cultivo tanto de Azotobacter como de Actinomicetos de 2
y 3 dias de crecimiento respectivamente, sobre el agar Chrome Azurol S
(CAS). Las placas fueron incubadas a 28 °C durante 2 semanas, la evaluacion
comenzoé al observarse el crecimiento de la bacteria. Para esta evaluacion se
tomé en cuenta la presencia de halos anaranjados alrededor de las colonias
(Payne, 1994).

4.2.7.5 Producciéon de metabolitos voléatiles

Para evidenciar la producciéon de metabolitos volatiles tanto de las cepas
aisladas del género Azotobacter como de Actinomicetos se escogieron 5 cepas
al azar de ambos tipos de microorganismos. Luego, se pre germinaron semillas
de lechuga (Lactuca sativa L.) por tres dias en medio de cultivo Murashigue &
Skoog, pasado este tiempo se colocaron en una misma placa petri partida a la
mitad, 20 uL de bacteria en su medio correspondiente y 6 semillas pre
germinadas de lechuga en medio Murashigue & Skoog, por placa. Estas fueron
colocadas luego en una camara de crecimiento por 15 dias a 12 h de luzy 12

de oscuridad diariamente (Ryu et al., 2003; Vespermann et al., 2007).

4.2.8 Pruebas a nivel de invernadero para promotores de crecimiento

vegetal.

Las mejores cepas seleccionadas in Vitro como promotores de crecimiento se

probaron a nivel de invernadero. (Tabla 21, 22)



4.2.9 Experimentos en invernadero

Se instalaron dos ensayos de invernadero en simultdneo, para evidenciar el
efecto de la inoculacion de Azotobacter y Actinomicetos sobre el cultivo de
Solanum tuberosum teniendo como variables el tipo de sustrato (estéril y no
estéril) tanto en plantula como en semilla vegetativa de papa de la variedad
Unica, dichos ensayos se realizaron en el cobertor N° 44 en el Centro
Internacional de la Papa (CIP), durante los meses de Noviembre a Enero, en
los cuales se registro una temperatura promedio de 23 °C y humedad relativa
78,91%.

4.2.9.1 Acondicionamiento de plantulas in vitro a Jiffy

El periodo de acondicionamiento tuvo lugar durante dos semanas, durante las
cuales, las plantulas de papa de 1 mes de edad se colocaron en pequefios
soportes temporales de suelo, denominados Jiffy, previamente hidratados con
agua corriente, luego fueron regadas con una solucién nutritiva de
NPK (proporcion 20:20:20) a una concentracion de 3 g/l. El riego se realizd

cada 48 horas a 15 ml por planta en el invernadero (Figura 18A, B)

4.2.9.2 Trasplante a macetas

Luego del periodo de acondicionamiento de las plantas en Jiffy estas fueron
trasplantadas a macetas, las cuales contenian sustrato (3/4 de la capacidad de
la maceta). La composicidén del sustrato utilizado consistia en una mezcla de
1: 1: 2 (Tierra: Arena: Turba) que fue preparada y posteriormente esterilizada
por calor a 80 °C por 4 horas y con las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:
pH 5,43, conductividad eléctrica de 1,07 dS/m, 17,89 % de materia organica,
0,29% de N, 0,13% P,0s, 0,22% de K;O, 1,16% de CaO, 0,60% de MgO y
0,23% de Na (Figura 18C).



4.2.9.3 Preparacién del in6culo

Las cepas seleccionadas fueron sembradas en TSB y Caldo Nutritivo para
Azotobacter por 2 dias y Actinomicetos por 3 dias respectivamente, a 28 °C y
150 rpm, alcanzando una poblacién de 108 ufc/ml; asi como también plantas y

tubérculos de papa sin inéculo como controles negativos.
4.29.4 Instalacion de Ensayos
4294.1 Experimento 1:

En el primer experimento se inocularon plantas in vitro de Solanum tuberosum
var. Unica, con las cepas seleccionadas de Azotobacter y Actinomicetos con el

objetivo de evaluar el efecto de esta inoculacion sobre el cultivo de papa.

Luego del trasplante a maceta, cada planta fue inoculada con 5 ml de caldo con
Azotobacter y Actinomicetos respectivamente, cerca de las raices, a los cuales
se les llamo tratamientos. Posteriormente las raices fueron cubiertas con
sustrato. En total se probaron 17 tratamientos con 4 repeticiones por cada uno,
usando como control negativo caldo sin bacteria (Calvo, 2008) (Figura 18D).

42942 Experimento 2:

En el segundo experimento, se sembraron plantas in vitro y semillas-tubérculo
de S. tuberosum var. Unica. Los factores a evaluar fueron: el tipo de bacteria
utilizada (tratamiento), el tipo de suelo en el que se sembro (estéril/no estéril) y

el tipo de semilla utilizada (in vitro/tubérculo).

Luego del periodo de acondicionamiento, las plantulas fueron inoculadas con 5
ml de caldo tanto con Azotobacter como con Actinomicetos cerca a las raices
siguiendo el procedimiento del experimento 1; se probaron 3 tratamientos en
ambos tipos de sustrato, con 4 repeticiones cada uno. Las semillas tubérculo,

de 5 cm de largo por 3 cm de ancho y 16,5 g de peso promedio fueron



embebidas en 30 ml de cada tratamiento durante 30 min, en agitacién. Para
luego ser colocadas dentro de las macetas (5 cm de profundidad). Las plantas
y tubérculos permanecieron en macetas por 11 semanas para luego ser

evaluadas (Figura 18E).

4.2.9.5 Tratamiento de plantas en el invernadero y cuidados.

Después del mes de instalacién, se completé el volumen total de la maceta con
sustrato (Aporque). Cada tratamiento fue fertilizado con NPK (20:20:20) a la
semana de la inoculacion. Para controlar una posible poblacion de moscas
blancas se colocaron trampas amarillas colgantes en cada mesa donde se

ubicaban las macetas.

4.2.9.6 Evaluacion de dinamica poblacional de microorganismo de

suelo en invernadero.

Se realiz6 el seguimiento poblacional de Azotobacter y Actinomicetos a partir
de dos tratamientos escogidos aleatoriamente de las macetas con planta in
vitro y el control. Esta evaluacion se realiz6 cada dos semanas, siguiendo los

procedimientos descritos anteriormente sobre recuento de microorganismos.

4.2.10 Andlisis de Resultados de Invernadero

Se utiliz6 un Disefio Estadistico Completamente al Azar (DCA) para ambos
experimentos. En el caso del Experimento 1 se evalud el efecto del tratamiento
(bacteria) sobre el cultivo de papa (S. tuberosum), para lo cual se tomaron en
cuenta 23 parametros: altura de la planta, nimero de tallos y hojas, peso
fresco, peso seco y porcentaje de materia seca de tallos y hojas, area
especifica de las hojas, peso especifico de las hojas y el area foliar total; en el
suelo: niamero de tubérculos, peso fresco, peso seco y porcentaje de materia
seca de tubérculos y raices; por otro lado se tomo en cuenta también, el peso
fresco, peso seco y porcentaje de materia seca de toda la planta asi como el



indice de cosecha. Para calcular el area especifica de la hoja se tomaron tres
foliolos representativos de cada planta inoculada, de la parte baja, media y
superior, se pesaron y luego con ayuda de un medidor de area foliar (Leaf area
meter Cl202), se calculo el area de los tres foliolos, luego ésta fue dividida
entre el peso seco de estos tres foliolos (cm?/g). El area foliar total de la planta
es el producto del area especifica de las hojas por el peso seco de hojas de
toda la planta (cm?), el peso especifico de las hojas es la inversa del area
especifica de las hojas multiplicado por 100 (g/dm?) y por ultimo el indice de
cosecha esta dado por el peso seco del tubérculo entre el peso seco de toda la
planta, lo que indica, que porcentaje de la planta es productivo (tubérculo)
(Calvo, 2008). El andlisis estadistco para este experimiento se realiz6 mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey, con un nivel de
significancia del 5%. Los datos de este experimento fueron analizados en el

programa estadistico SPSS 16.0.

En el Experimento 2, se tuvieron en cuenta tres factores que influyen sobre el
cultivo de papa: el tipo de suelo del cultivo (estéril/no estéril), el tipo de semilla
utilizada (in vitro/ semilla-tuberculo) y el tratamiento con bacteria, cada uno con
Sus respectivos controles sin bacteria, con el objetivo de determinar cual de
estos factores o0 sus interacciones influyen de forma notable sobre el
rendimiento de las plantas de papa. El andlisis de los resultados se realizo
mediante un analisis factorial y la prueba de Tukey, con un nivel de
significancia del 5%. El andlisis de los resultados fueron realizados en el
programa estadistico R (R Proyect, 2008).



V. RESULTADOS

5.1 Conteo de poblaciones microbianas de la rizosfera

Luego de haber procesado las muestras, se realiz6 un andlisis de las
poblaciones microbianas presentes en cada lugar de muestreo, es decir,

poblaciones de Azotobacter, Actinomicetos, Bacterias y Hongos Totales.

En cuanto al conteo poblacional de bacterias totales, este se encuentra en un
rango de 50 a 90 x 10° ufc/g, siendo en la localidad de Misién Punta donde se
encontré mayor carga microbiana. Mientas que las poblaciones de hongos en
las muestras flucttan entre 50 a 90 x 10° ufc/g, habiendo encontrado en la

localidad de Mullaca la mayor poblacion.

Como se puede observar en la Tabla 3, las poblaciones mas abundantes de
Azotobacter spp. se encontraron en la rizosfera de las muestras recolectadas
en las localidades de Patala, La Victoria, Mision Punta con 8 360, 10 802 y 8
228 Numero Mas Probable de de bacterias por gramo respectivamente
(NMP/g). De igual forma, se encontraron mayor cantidad de Actinomicetos en
las localidades de San Jose de Aymar4a, Patala y Pampa de la Culebra, con 3,1
x 10°, 3,0 x 10°, 3,5 x 10° ufc/g. Sin embargo no se encontré una poblacién
significativa de Actinomicetos en las muestras M6, M7 y M8, de las localidades

de Marcavalle, Paccha y Huayllacan respectivamente.

5.2 Aislamientos de Actinomicetos y Azotobacter spp. de larizésfera

de papa, por localidades.

Luego de haber realizado el conteo de poblaciones de microorganismos, se
realizaron los aislamientos correspondientes a las bacterias del género

Azotobacter y Actinomicetos por zonas muestreadas.



Estos aislamientos se lograron luego de estriar de 3 a 4 veces las colonias en
el medio apropiado hasta lograr colonias puras. Para la identificacion de las
bacterias del género Azotobacter spp. fueron sembradas en medio mineral sin
nitrogeno (MMSN), luego se tomo en cuenta la morfologia caracteristica del
género es decir, colonias de superficie lisa, brillantes u opacas, ligeramente
convexas y apariencia mucoide. Es asi que la Tabla 4 sefiala que la localidad
con la mayor cantidad de aislamientos fue Paccha (M7) y en la que se encontrd
menor cantidad fue Mataos (M10) ambas ubicadas en el departamento de

Huanuco.

Por otro lado, la identificacion de Actinomicetos, luego de 2 a 3 siembras
sucesivas de las colonias aisladas hasta conseguir un cultivo puro en agar
Almidén Caseina (AC) fueron objetos de caracterizacion morfologica para
tomar en cuenta la presencia de micelio base y micelio aéreo asi como la
pigmentacidn asi como la textura seca tipica en las colonias de Actinomicetos.
La Tabla 4 indica que la localidad que presenta la mayor cantidad de
aislamientos es Mataos (M10) ubicada en el departamento de Huéanuco.
Finalmente, de todas las localidades muestreadas, se obtuvieron 62
aislamientos de las bacterias del género Azotobacter, y 45 aislamientos de
Actinomicetos.

5.3 Caracteristicas morfolégicas de los aislamientos de Azotobacter
spp. y Actinomicetos.

En la Tabla 5 se puede observar que las colonias aisladas de Azotobacter spp.
presentan una superficie lisa y coloracion crema que varia de opaca a brillante
y transparente, en cuanto a la elevacion se observa que en la mayoria de las
colonias es convexa, el borde es entero, su forma es circular y el diametro de la
colonia se encuentra entre 1 y 5 mm. Por otro lado, se observaron algunas
colonias que acidificaron el medio, resultado que se evidencié con el viraje de

color del mismo, de morado a amarillo (Figura 4).



Por otro lado, en los aislamientos de Actinomicetos, sembrados en agar
Almidén Caseina a 28 °C por 6 dias, se observaron las caracteristicas
morfolégicas de las colonias. Se observa la presencia de micelio aéreo corto, la
pigmentacion del mismo y del micelio base asi como la textura de la superficie
de la colonia (Figura 5).Todos los aislamientos de Actinomicetos presentan
micelio aéreo con diversos pigmentos como blanco, amarillo, gris y verde
(Tabla 6). En el micelio base se observan también diferentes coloraciones
como anaranjadas, marrones, amarillas, gris, verde y azul, sin embargo se
observaron algunos aislamientos que no presentaron pigmentos en el micelio
base. La textura de la superficie de las colonias es en su mayoria suave, pero

también se encontraron algunas rugosas y arenosas.

5.4 Pruebas de capacidad PGPR de las cepas aisladas

5.4.1 Prueba de antagonismo

De las 62 cepas del género Azotobacter, 29 resultaron positivas (Figura 25), de
las cuales, segun la Tabla 6, con respecto a la capacidad de inhibicién contra
Fusarium solani, de todas las cepas positivas, 25 fueron antagonistas contra
éste hongo llegando a tener un porcentaje de inhibicibn maximo de 48%,

registrado en la cepa A3 -08/08.

En cuanto a la capacidad de Azotobacter spp. para inhibir el crecimiento de
Rhizoctonia solani, de todos los aislamientos positivos, solo 10 fueron
antagonistas para este hongo, sin embargo, el porcentaje maximo de inhibicion
fue de 62,4% (Figura 25), registrado en la cepa A3-01/08; es decir, los
porcentajes de inhibicibn mas altos fueron registrados contra Rhizoctonia
solani. Ademas como se puede observar en la Tabla 7, los valores de la
desviacion estandar en los porcentajes de inhibicion son pequefios, lo que
indica que el ensayo tuvo resultados estables. Por otro lado, de todas las cepas
de Azotobacter spp. positivas, sélo 6 demostraron ser antagonistas contra

ambos hongos (Figura 6).



En cuanto a la capacidad antagonista de Actinomicetos, 25 de los 45
aislamientos evaluados presentaron resultados positivos (Figura 26), de los
cuales 22 resultaron antagonistas contra Fusarium solani. En la Tabla 8, se
puede observar que los porcentajes de inhibicion obtenidos varian entre 20 y
45% siendo la cepa A1-07/08 aquella que presento el porcentaje de inhibicidon
mas alto. Por otro lado, con respecto a la capacidad antagonica de
Actinomicetos contra el hongo Rhizoctonia solani, de todos los aislamientos, 19
resultaron positivos (Figura 26), estos resultados varian entre 28,6 y 72,6%
siendo la cepa A1-42/08 aquella que presentd el porcentaje de inhibicion mas

alto (Figura 7).

A diferencia de Azotobacter spp., los aislamientos de Actinomicetos que tiene
la capacidad de inhibir el crecimiento de ambos hongos evaluados asciende a
68%, teniendo valores reducidos de desviacion estandar lo que indica que los

resultados del ensayo son estables.

5.4.2 Pruebade Solubilizacion de Fosfato

El 46,7% (29) de las 62 cepas evaluadas de Azotobacter spp. mostré la
presencia de halos de solubilizacién variando entre 0,11y 5,43 cm?, siendo la
cepa A3-39/08 en la que se obtuvo el mayor valor (Tabla 9). En cuanto al
comportamiento de las cepas con respecto al crecimiento del halo de
solubilizacion, se observa en la Figura 27, que éste comenzo6 en el dia 4 y
continué incrementadndose hasta detenerse entre el dia 16 y el dia 18,

manteniéndose estable hasta el dia 30, ultimo dia de evaluacion (Figura 8).

Por otro lado, para ciertas cepas, tomando en cuenta las areas de los halos
producidas, se realizé un seguimiento de la variacion del pH en caldo para
solubilizadores de fosfato durante 288 h (12 dias), donde se observo que el pH
del medio que al inicio era de 7,0 descendi6 notablemente entre los dias 4y 6

llegando hasta 4,4 para la cepa A3-39/08, volviendo a incrementarse en los



ultimos dias de evaluacion hasta llegar a 6,4 para algunas cepas (Tabla 10)
(Figura 10).

Por otro lado, la Tabla 11, sefiala que de las 45 cepas de Actinomicetos
evaluadas, solo el 11% (9) formaron halos de inhibicién, los cuales varian entre
0,13 a 0,35 cm?, siendo la cepa A1-45/08 la que presentd el valor méas alto
(Figura 9). Asi mismo, las cepas positivas fueron sembradas en caldo
solubilizador de fosfato para evaluar el gradiente de pH observandose el pH
mas bajo en el dia 4 para la cepa A1-34/08 el cual lleg6 a 5,5 mientras que en
las otras cepas evaluadas, el pH descendi6 a 6 hasta el dltimo dia de
evaluacion (Tabla 11). En cuanto al comportamiento de las cepas con respecto
al crecimiento del halo de inhibiciéon se observa en la Figura 28 que comenzé
en el segundo dia de evaluacion y se detiene en el dia 16, manteniéndose
estable hasta el dia 30. Entre las dos bacterias evaluadas, se puede observar
que Azotobacter spp. fue la que presentd mayor capacidad para solubilizar
fosfato comparado con Actinomicetos.

5.4.3 Produccién de Acido Indol Acético (AIA)

La capacidad de Azotobacter spp. y Actinomicetos para producir esta auxina
fue evaluada mediante una prueba de caracter cualitativo y luego mediante una
de cardcter cuantitativo para todas las cepas. En el caso de Azotobacter de las
62 cepas evaluadas, el 56,5% (36) fueron positivas en la prueba cualitativa
(Figura 11). Esta prueba se realizo a los 6 dias de haber sembrado las cepas
de Azotobacter spp. en caldo tripticasa soya (TSB) suplementado con L-
triptéfano. Por otro lado, para la prueba cuantitativa se realizaron mediciones al
3, 6°, 10™ y 15 dia de crecimiento de las cepas tomando en cuenta
aquellas que fueron positivas para la prueba cualitativa y con resultados

representativos con respecto a las pruebas anteriores (Tabla 13) (Figura 13).

Como se puede observar en la Figura 29, la cepa A3-57/08 produjo una mayor
concentracion de acido indol acético (AlA) llegando hasta 588,6 ug/ml en el dia



10 de evaluacion, seguida por la cepa A3-34/08 con 323,6 ug/ml y la cepa A3-
31/08 con 173,1 ug/ml de AIA ambas en el dia 15 de evaluacion. La produccién
de la mayoria de las cepas en este ultimo dia, varia entre 7,6 ug/ml y 100,7
ug/ml de AIA. Ademas, el comportamiento de las cepas en cuanto a la
produccion de AlA es variado, por ejemplo, la maxima produccion de la cepa
A3-57/08 se manifiesta al 10™ dia de crecimiento, mientras que la cepa A3-
36/08 presenta su méxima produccion en el dia 6, con 120 pug/ml, el cual
desciende notablemente hasta el dia 15. Por otro lado, las cepas A3-04/08, A3-
31/08 y A3-34/08 presentan un comportamiento similar, es decir, aumentan su

produccion de AlA llegando al dia 15.

Por otro lado, de las 45 cepas evaluadas de Actinomicetos, 22 fueron positivas,
representando el 48,8% de todas las cepas (Figura 12). La prueba cuantitativa
se realizé para todas las cepas positivas en la prueba cualitativa y a su vez que
presentaron resultados representativos en las pruebas PGPR anteriores. La
cepa Al1-36/08 fue la que produjo la mayor concentracion de AIA con 51,78
ug/ml, seguida de la cepa A1-39/08 con 39,93 ug/ml, y por ultimo la cepa Al-
45/08 con 27,84 ug/ml de AIA. La produccion de las demas cepas varia de 6,91
ug/ml a 16,63 pg/ml de AIA (Tabla 14). Por otro lado, segun la Figura 30, el
comportamiento de las mayoria de las cepas en los 15 dias de evaluacion es
bastante similar, comenzando por una minima produccién hasta el 8'° dia de
evaluacion elevandose hasta el dia 15, siendo el comportamiento de la cepa

A1-36/08, el mas resaltante.

5.4.4 Producciéon de metabolitos volatiles

Luego de dos semanas de incubacién las placas conteniendo plantulas de
lechuga y las bacterias, fueron evaluadas tomando en cuenta el numero de
plantas germinadas, no germinadas, atrofiadas y finalmente el peso seco de
todas las plantulas por placa, asi como del control sin bacteria. Segun la Figura

31, los metabolitos secundarios producidos por las cepas de Azotobacter y las



condiciones dadas en el ensayo tuvieron un efecto negativo sobre las plantulas

de lechuga, con un peso fresco inferior al del control sin bacteria.

Por otro lado, en el caso de Actinomicetos, se observaron diferencias entre el
peso fresco de las plantulas control y las que crecieron con bacteria, como en
el caso de la cepa A1-19/08, la cual llegd a tener 35% mas del peso fresco del
control (Figura 32). De forma general se podria decir que las bacterias del
género Azotobacter spp. tuvieron un efecto negativo sobre el crecimiento de las
plantulas de lechuga mientras que los metabolitos volatiles producidos por

Actinomicetos tuvieron un efecto positivo en el crecimiento de esta planta.

5.4.5 Produccion de sideroforos

Esta prueba se realiz6 tanto para Actinomicetos como para Azotobacter bajo
las mismas condiciones. Luego de dos semanas de incubacién todas las cepas
evaluadas crecieron en el medio sefalado anteriormente, sin embargo, ninguna
formé el halo anaranjado caracteristico que evidencia la presencia de
sideroforos. Por lo tanto esta prueba es negativa para todas las cepas

evaluadas de ambos tipos de microorganismos (Figura 15).

5.5 Caracterizacion fisiolégicay bioquimica de bacterias

Luego de evaluar todos los aislamientos tanto de Actinomicetos como de
Azotobacter spp. se considerd aquellas cepas que tienen mejor capacidad para
producir acido indol acético (AlA), solubilizar fosfato, e inhibir el crecimiento de
hongos patdgenos de la papa (Solanum tuberosum) como Rhizoctonia solani y
Fusarium solani. De modo que de los 62 aislamientos de Azotobacter spp., y
de los 45 aislamientos de Actinomicetos se escogieron 20 cepas
respectivamente, las cuales fueron identificadas tetativamente mediante
pruebas fisioldgicas y bioquimicas, para ser empleadas luego en los ensayos

de invernadero.



5.5.1 Caracterizacion fisiologica

En la primera prueba fisioldgica, se probé la capacidad de crecimiento de las
cepas Azotobacter spp. y de Actinomicetos a diferente pH. En la Figura 33 se
puede observar el crecimiento de las cepas seleccionadas de Azotobacter a
diferentes pH en 192 h (8 dias). La Figura 33A muestra que el 65% de las
cepas evaluadas crecieron a pH 4 entre el 90% y 100% con respecto al control
a pH 7, a su vez indica que todas las cepas llegaron a crecer como minimo
50% del tamafio del control. Por otro lado, la Figura 33B indica que a
diferencia del crecimiento a pH 4, el 75% de las cepas evaluadas a pH 5,5 llego
a desarrollarse al maximo con respecto al control. Cabe recalcar que todas las

cepas, incluyendo el control crecieron a 28 °C (Tabla 15).

Paralelamente, se probo la capacidad del crecimiento de Azotobacter spp. a
diferentes temperaturas: 4, 10, 15 y 20° C (Figura 34). De las 20 cepas
evaluadas, a 4° C, el 35% llego a crecer menos del 50% del tamafio del control
a 28° C, y el 20% no presentd crecimiento (Figura 34A). A 10 °C, de las 20
cepas seleccionadas, solo el 5% no crecio, y el resto llego tener como minimo
el 50% del tamafio del control (Figura 34B). A 15 °C todas las cepas evaluadas
crecieron, donde el 37% llego a tener del 50% al 80% del tamafio del control y
el 21% llego a crecer tanto como el control (Figura 34C). Finalmente a 20° C, el
50% de las cepas evaluadas se desarrollaron totalmente. Observandose una
efectividad en el crecimiento de Azotobacter a medida que la temperatura se
acerca a los 28° C. Esta prueba fue evaluada durante 360h (15 dias) (Tabla
16).

Se probé también la capacidad de crecimiento de Actinomicetos a diferente pH,
sembrando las bacterias en Agar Nutritivo a 28 °C. Como se observa en la
Tabla 17, a pH 4 solo 10 de las 20 cepas probadas lograron crecer
representando el 50% de las cepas evaluadas, mientras que a pH 55y 7,0
todas las cepas evaluadas se desarrollaron. En la Figura 35 se observa que el
30% de las cepas llego tener menos del 50% del tamafio del control y el 20%

crecio tanto como éste.



Por otro lado, en cuanto a la capacidad de las cepas aisladas de Actinomicetos
para adaptarse en diferentes temperaturas, ninguna crecio a 4 °C, a diferencia
de los resultados obtenidos en las demas temperaturas evaluadas, donde
todas las cepas mostraron crecimiento. A 10 °C, el crecimiento comenzé a
partir de las 144 h, en el cual el 65% de las cepas llego a crecer solo hasta el
50% del tamafio del control a 28 °C (Figura 36A). A 15° C, se observa como el
crecimiento de la mayoria de las cepas evaluadas llega hasta el 80% del
tamafo del control (Figura 36B), y por ultimo a 20° C se observa que un 30%
de las cepas evaluadas lograron crecer tanto como el control (Figura 36C). La

evaluacion se realizo durante 360 h (15 dias) (Tabla 17, 18).

5.5.2 Pruebas diferenciales de Azotobacter y Actinomicetos

Se realizaron pruebas de caracterizacion bioquimica y fenotipica de cada
microorganismo. Todas las pruebas para la identificacion de las cepas de
Azotobacter spp. y Actinomicetos fueron las més representativas tomadas del
Manual de Bergey (1986, 2005), estas pruebas fueron realizadas para todas las

cepas seleccionadas luego de haber realizado las pruebas PGPR.

En Azotobacter spp. la formacién de quistes en condiciones especificas, es
determinante para diferenciar este género de otras especies con caracteristicas
similares como Pseudomonas, Azospirilum, Klebsiella, y Azomonas. De las 20
cepas evaluadas solo la cepa A3-23/08 no produjo quistes. Asi mismo se
realiz6 una prueba para determinar la motilidad de las cepas, pues ésta se
presenta de manera arbitraria entre las especies del género, teniendo como
resultado que la mayoria de las cepas presentdé motilidad en distintas
intensidades lo que se denominé variable. Otros resultados considerados
variables segun Bergey (2005) son las pruebas de oxidasa y catalasa, los
cuales no fueron determinantes en la identificacion de Azotobacter, sin
embargo fueron realizadas a manera de orientacibn. Ademas se realizaron
también pruebas para evidenciar la produccion de pigmentos, pero los
resultados no fueron determinantes, ya que soélo algunas de las cepas



evaluadas lograron producirlos y con minima intensidad. En cuanto a la prueba
de utilizacion de carbohidratos como fuente de carbono, se utilizaron solo
algunos que establecian la mayor diferencia entre las especies, sin embargo
muchos de estos también son considerados variables en el Manual de Bergey
(2005).

En la Tabla 19 se observan las caracteristicas bioquimcas de todas las cepas
seleccionadas, de las cuales 13 presentan caracteristicas que indican que se
podria tratar de Azotobacter chroccoccum lo que representa el 65%. Estas
cepas son: A3-04/08, A3-07/08, A3-09/08, A3-11/08, A3-18/08, A3-22/08, A3-
23/08, A3-33/08, A3-34/08, A3-35/08, A3-39/08, A3-42/08, A3-48/08. Esta
determinacion se manifiesta sobre todo por la semejanza en los resultados
obtenidos en las pruebas de utilizacion de azlcares, la ausencia de pigmentos,

y la motilidad de las cepas.

Las cepas A3-13/08, A3-16/08 y A3-58/08 han sido consideradas como
Azotobacter vinelandii; en cuanto a la primera, al igual que A. vinelandii, se
evidencio la presencia de pigmento verde en el medio apropiado en el que se
sembré al igual que la cepa A3-16/08, ademas de la utilizacion de la mayoria
de azlcares probados. De otro lado, la cepa A3-58/08 se diferencia de A.
vinelandii solo por la ausencia de pigmentos, sin embargo utiliza los mismos
azucares. Las cepas A3-26/08 y A3-62/08 fueron consideradas como
Azotobacter armeniacus debido a la utilizacion de azucares y la motilidad entre
esta especie y las cepas comparadas. Las cepas A3-31/08 y A3-32/08 fueron
consideradas como Azotobacter beijerinckii puesto que esta especie carece de
movimiento al igual que las cepas sefialadas, ademas de la semejanza en
cuanto a la utilizacién de azucares como fuente de carbono de A. beijerinckii
(Figura 14).

Para la identificacion tentativa de Actinomicetos (Tabla 20), se realizaron en su
mayoria, pruebas morfolégicas, también se consideré la produccion de
pigmentos, la antibiosis frente a Bacillus subtilis y la utilizacion de ciertos



carbohidratos como fuente de carbono. Estas pruebas fueron realizadas para
las 20 cepas aisladas. Se determinaron tentativamente las especies de cada
cepa las cuales fueron caracterizadas previamente dando como resultado el
género Streptomyces. Las cepas A1-03/08, A1-16/08, A1-21/08, A1-25/08, Al-
30/08 y A1-38/08 fueron consideradas como S. griseoloalbus debido a sus
caracteristicas morfolégicas de la colonia como el color de las esporas y del
micelio base asi como la produccién de pigmentos difusibles. Las cepas Al-
05/08 y A1-19/08 fueron consideradas como S. violaceusniger, las cepas Al-
14/08 y A1-37/08 como S. olivaceoviridis, las cepas A1-31/08 y A1-32/08 como
S. voilaceus, la cepa A1-06/08 como S. aureufaciens, la cepa A1-33/08 como
S. albus, la cepa A1-34/08 como S. griseoflavus, la cepa A1-36/08 como S.
rochei, la cepa A1-39/08 como S. albidoflavus, la cepa Al-42/08 como S.

filipinensis, y finalmente la cepa A1-45/08 como S. lavendulae.

El elevado niumero de especies identificadas se debe a que las colonias del
género Streptomyces poseen una gran variabilidad en cuanto al color de sus
esporas y del micelio de la base (Figura 16, 17). En las Tablas 21 y 22 se
observa la identificacion bioquimica de cada cepa seleccionada y evaluada asi

como sus propiedades PGPR.

5.6 Recuento poblacional durante ensayos en Invernadero

Durante el ensayo de invernadero se realizé un seguimiento de las poblaciones
de dos tratamientos in vitro al azar tanto para Azotobacter spp. como para
Actinomicetos en cual se demostr6 el comportamiento de cada tipo de

microorganismo tanto en sustrato estéril como en sustrato no estéril.

Las cepas de Azotobacter evaluadas durante las 10 semanas que duré el
ensayo fueron: A3-13/08 y A3-16/08, éstas fueron comparadas con un control
sin bacteria. En el tratamiento con sustrato estéril, se puede observar la
poblacién del control y de la cepa A3-13/08 en la segunda semana de10° ufc/g,
sin embargo luego de dos semanas, poblacion del control desciende, mientras

que la poblacién de la cepa A3-13/08 aumenta manteniéndose en 10° ufc/g



hasta el final del ensayo. Otro es el caso de la cepa A3-16/08, que en la
segunda semana registré una poblacién de 10° ufc/g, la cual desciende en la
8'2 semana a 10° ufc/g y al finalizar el ensayo a la 10™ semana tiene una
poblacién de 10 ufc/g.

En cuanto al comportamiento de las cepas evaluadas de Azotobacter spp. en
sustrato no estéril, la poblacion inicial del control fue de 10* ufc/g, que aumenta
a 10° ufc/g en la 4" semana, luego para la 6 y 8@ semana desciende a 10*
ufc/g y finalmente para la 10™ semana desciende hasta 10° ufc/g. Mientras que
la poblacion de la cepa A3-13/08 en la segunda semana es de 10° ufc/g, la cual
desciende apenas en la 4® semana manteniéndose hasta el final del ensayo a
la 10™ semana. Por otro lado, la cepa A3-16/08 comienza el ensayo con una
poblacién de 10° ufc/g, la cual se mantiene hasta la 4® semana, y desciende a

10* ufc/g hasta el final del ensayo.

Para evaluar comportamiento de las poblaciones de Actinomicetos en el
ensayo de invernadero también se tomaron dos tratamientos al azar de todas
las cepas evaluadas, que fueron: A1-06/08 y A1-03/08, los cuales, comparadas
con el control sin tratamiento tuvieron una mayor poblacién. La poblacién del
control es bastante reducida dentro de las 10° ufc/g, mientras que la poblacién
en la cepa A1-03/08 aumenta en la 6™ semana y disminuye en al 10™ semana
manteniéndose en 10°. Por otro lado la cepa A1-06/08 comienza el ensayo con
una poblacion reducida que aumenta en la 6™ semana y se mantiene hasta el

final del ensayo en 10° ufc/g.

En cuanto al andlisis poblacional de Actinomicetos en sustrato no estéril, el
control sin tratamiento tiene una poblacion mayor que la encontrada en el
tratamiento estéril, a su vez presenta una poblacion menor que las cepas
evaluadas, es decir, la cepa A1-03/08 comienza el ensayo con una poblacion
de 10° ufc/g y aumenta en la 4® semana hasta 10° ufc/g, la cual vuelve a
descender en la 6 semana a 10° ufc/g, la que se mantiene hasta el final del
ensayo, este comportamiento se observa también en la cepa A1-06/08.



5.7 Ensayos de invernadero

El ensayo a nivel de invernadero se realizo durante 11 semanas, desde el mes
de noviembre del 2008 a enero del 2009. Se realizaron dos ensayos
paralelamente para probar diferentes efectos y su influencia sobre el cultivo de

papa (S. tuberosum).

5.7.1 Experimento 1

En este experimento se probaron 17 cepas de Azotobacter spp. y
Actinomicetos respectivamente, el criterio para la eleccién de las cepas fueron
los resultados obtenidos en las pruebas de promocién del crecimiento vegetal,
es decir la capacidad antagonica contra por lo menos uno de los dos hongos
probados, produccion de acido indol acético (AlA), asi como la capacidad de
solubilizar fosfato; fue necesario que las cepas seleccionadas tuvieran
resultados positivos en por lo menos dos de las pruebas de promocion de
crecimiento vegetal (PGPR), ya que el objetivo fue probar el efecto de las

bacterias sobre el desarrollo de las plantas de papa.

Luego de 11 semanas de permanecer en macetas, las plantas fueron
cosechadas. El andlisis estadistico se realiz6 para todos los parametros
evaluados, sin embargo se escogieron solo 9 de ellos, los cuales fueron mas
representativos: el nimero de tubérculos (NT), peso seco de tubérculos (PST),
% materia seca de tubérculo (%MST), % materia seca de raiz (%MSR), peso
seco de la planta (PSP), % materia seca de la planta (%0MSP), area foliar total

(AFT), peso especifico de hojas (PEH) e indice de cosecha (IC).

Las Tablas 23 y 24, sefialan los resultados del andlisis estadistico realizado
para las cepas de Azotobacter spp. y Actinomicetos respectivamente. Dichas
tablas presentan los promedios de las cuatro repeticiones por cada tratamiento
y los grupos de significancia. Cada tratamiento fue comparado con el control y

entre si.



Los andlisis estadistico sefialan que los tratamientos de Azotobacter spp.
probados en el ensayo, lograron superar al control. La cepa A3-34/08 fue la
gue presenté un mayor incremento en cuanto a la produccién de tubérculo, es
decir, produjo tres veces mas tubérculos que el control, asi como cuatro veces
mas el peso seco del mismo y por consecuencia segun los observado en el
Figura 37, el indice de cosecha también fue superior al del tratamiento control
en un 100%. Sin embargo el tratamiento que produjo un menor namero de
tubérculos fue A3-23/08 y el que obtuvo menor peso seco de tubérculo fue la
A3-19/08 que la relaciona con el indice de cosecha que también fue el de

menor valor a comparacion del resto de tratamientos.

En cuanto al porcentaje de materia seca de raiz, el tratamiento A3-18/08
presento diferencias significativas comparadas al control, aumentando su valor
en 25%, mientras que entre el resto de tratamientos, el A3-23 tuvo el
porcentaje de materia seca mas alto, sin embargo no hubo diferencias
significativas entre los demas tratamientos. En cuanto al peso seco de las
plantas, los valores del control fueron muy diferentes al de las plantas
inoculadas, sin embargo no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, el peso seco de planta para cada tratamiento superé entre 66% y
120% al del control, lo que se puede observar en la Figura 39, donde se
compara el peso seco de la planta con el peso seco del tubérculo. De esta
figura se desprende entonces que el tratamiento A3-32/08 presenté mayor
peso seco de planta mas no un mayor peso seco de tubérculo, el cual fue
producido por el tratamiento A3-34/08, como se indica lineas arriba.

En cuanto al area foliar total, solo los tratamientos A3-07/08, A3-09/08, A3-
18/08, A3-30/08 y A3-35/08, presentaron diferencias significativas con el
control, superando el area de éste entre 120% y 270% (tratamientos A3-18/08 y
A3-35/08 respectivamente). Por ultimo, en cuanto al peso especifico de las
hojas, solo las cepas A3-07/08, A3-11/08, A3-18/08, A3-22/08, A3-26/08, A3-
35/08 y A3-57/08 presentaron diferencias significativas con respecto al control,
superando su valor en hasta 86% (tratamiento A3-11/09) mientras que el resto



no presentd diferencias entre si. En la Figura 43 se puede observar que el
tratamiento que aumentd el area foliar total de la planta fue A3-35/08, mientras

gue el A3-11/08 tuvo un mayor efecto sobre el peso especifico de la hoja.

La Figura 45 muestra la comparacion entre el porcentaje de materia seca tanto
de tubérculos, planta y raiz, donde se observa que el efecto de los tratamientos
ocasionaron un aumento relativo de los tres parametro con respecto al control,
sin embargo fue en porcentaje de materia seca de raiz donde se observé un

mayor efecto de los tratamientos.

Por su parte, los tratamientos de actinomicetos fueron evaluados considerando
los mismos parametros (Tabla 24), de los cuales se obtuvo que solo los
tratamientos A1-01/08, A1-05/08, A1-19/05, A1-21/08, A1-33/08, A1-37/08, Al-
38/08 y A1-42/08 mostraron diferencias significativas con respecto al control en
cuanto al numero de tubérculos, siendo la cepa A1-33/08 la que presentd
mayor cantidad de tubérculos en la cosecha, cuadriplicando la produccion del
control. En cuanto al peso seco del tubérculo, las cepas A1-01/08 y A1-14/08
superaron un promedio de 4 veces el peso de éste, mientras que las cepas Al-
05/08, A1-32/08 y A1-39/08 mostraron un incremento de 3 veces el peso seco
de tubérculo del control y el resto de tratamientos solo duplicé su tamafio. En la
Figura 40 se observa que el tratamiento A1-38/08 present6 el mayor peso seco
de tubérculos mientras que el tratamiento A1-21/08 mostré el menor valor entre
todos los pardmetros evaluados. En cuanto al porcentaje de materia seca de
tubérculo, el tratamiento A1-14/08 present6 una diferencia significativa con
respecto al control superandolo en un 27%, por otro lado los tratamientos Al-
01/08, A1-05/08, A1-16/08, A1-21/0, A1-25/08, A1-32/08, A1-37/08 y A1-39/08
no presentan diferencias significativas entre si, siendo la cepa A1-37/08 la que
presentd el mayor porcentaje de materia seca de tubérculo, y comparado con el
control, supera su valor en un 22%.

Por otro lado, para el porcentaje de materia seca de raiz, solo el tratamiento
A1-37/08 presentd diferencias significativas con respecto al control,

superandolo en un 100%, sin embargo el resto de tratamientos no mostraron



diferencias significativas, aunque entre ellos, el tratamiento que presentd mayor
porcentaje de materia seca de raiz luego del tratamiento A1-37/08 fue el Al-
19/08. En el porcentaje de materia seca de la planta, el tratamiento que
presentdé mayor diferencia significativa comparada con el control fue también el
tratamiento A1-37/08, pues superd su valor en un 14%. Por otro lado, los
tratamientos A1-01/08, A1-05/08, A1-14/08, A1-25/08, A1-32/08 y A1-33/08,
presentaron a su vez diferencias significativas frente el control, superando el
porcentaje de materia seca de la planta producido en un promedio del 9,5%,
siendo el tratamiento A1-14/08 el que obtuvo el mayor porcentaje. La
comparacion entre el porcentaje de materia seca de las tres partes
significativas de la planta de papa (S. tuberosum) se evidencia en la Figura 46,
donde se observa que de todos los tratamientos, el A1-37/08 presentd un
mayor porcentaje de materia seca de raiz, sin embargo para los demas
tratamientos la proporciéon del desarrollo del tubérculo, raiz y planta se
mantiene, siendo en todos, el porcentaje de materia seca de raiz, el que

presenta mayor valor en todos los tratamientos.

En cuanto al peso seco de la planta, solo las cepas Al1-31/08 y A1-39/08
presentaron valores significativamente diferentes comparados con el control,
diferenciandose de éste en 70 y 100% respectivamente, mientras que en el
resto de tratamientos relacionados entre si no se observaron diferencias

significativas, teniendo un valor promedio que supera al del control en 80%.

Por otro lado, en el area foliar total, se observa que el tratamiento A1-42/08
presentd el menor valor comparado con el resto de tratamientos entre si e
incluso con el control. Mientras que los tratamientos A1-05/08, A1-14/08, Al-
16/08, A1-19/08, A1-21/08, A1-25/08, A1-30/08, A1-31/08, A1-34/08, A1-36/08
y A1-39/08 no presentaron diferencias significativas con respecto al control ni
entre ellos. Sin embargo el tratamiento A1-32/08 supero el area foliar de este

ultimo en un 100%.



En cuanto al peso especifico de hojas, se encontraron 3 grupos
significativamente diferentes al control, a excepcién de los tratamientos Al-
01/08, A1-05/08, A1-14/08, A1-19/08, A1-21/08, A1-36/08 y A1-38/08 los cuales
no presentaron diferencias significativas ni comparados con el control, ni entre
ellos mismos (Figura 44). Y por ultimo, en cuanto al indice de cosecha, los
tratamientos A1-16/08, A1-21/08, A1-25/08, A1-30/08, A1-31/08, A1-33/08, Al-
36/08, A1-37/08, A1-39/08 y A1-42/08, no presentaron diferencias significativas
respecto al control sin tratamiento y a los demas tratamientos, mientras que Al-
14/08 y A1-38/08 presentaron los valores mas altos de indice de cosecha entre

todos los tratamientos, duplicando el valor del control (Figura 40).

5.7.2 Experimento 2

Para este experimento se utilizaron tres cepas aisladas tanto de Azotobacter
spp. (A3-13/08, A3-16/08 y A3-39/08) como de Actinomicetos (A1-03/08, Al-
06/08 y A1-45/08), denominadas tratamientos. Las cepas fueron escogidas por
sus optimos resultados en las pruebas de promocion del crecimiento vegetal
(PGPR), es decir capacidad de solubilizar fosfato, produccion de acido indol

aceético y antagonismo.

Para este experimento se tuvieron en cuenta tres factores, que son: el tipo de
suelo, el tipo de semilla y el tratamiento (cepa) utilizado, asi como las

interacciones entre cada uno de ellos comparados con el control y entre si.

Luego de permanecer en macetas por 11 semanas, las plantas fueron
cosechadas. De todas las variables dependientes consideradas, se tomaron en
cuenta las consideradas en el Experimento 1. En el caso de Actinomicetos, el
tipo de semilla tuvo un efecto significativo, sobre los otros factores
considerados pues se observo una mayor produccion de tubérculos en las
semillas in vitro, lo cual fue generado por el tratamiento A1-03/08, sin embargo
el tipo de suelo para este pardmetro resulta indiferente pues no tuvo resultados
estadisticamente significativos sobre el nimero de tubérculos. De igual forma,



la produccion de tubérculos para el caso de Azotobacter fue superior en las
semillas in vitro que las semillas-tubérculo, éste aumento de la produccion de
tubérculos fue generado por el tratamiento A3-13/08, el cual fue superior tanto
sobre el control como entre los demés tratamientos, mientras que el tratamiento
A3-39/08 genero la menor cantidad de tubérculos incluso menor que el control.
En cuanto al peso seco de tubérculos, el factor que influyd notablemente sobre
el tratamiento de actinomicetos utilizado, fue el tipo de semilla, pues el
tratamiento A1-03/08 present6 un incremento del peso seco de tubérculos
cuando se utilizaron semillas tipo tubérculo creciendo en suelo no estéril. Por
otro lado, en el caso de Azotobacter, la interaccion entre el tratamiento utilizado
y el tipo de suelo fue estadisticamente significativa, siendo la cepa A3-16/08 la
que obtuvo un mayor peso seco del tubérculo en suelo no estéril y a partir de
semillas tipo tubérculo, a pesar que este factor no fue significativo para este

parametro.

Por su parte, el porcentaje de materia seca del tubérculo, en actinomicetos fue
influenciado por cada factor de manera diferente, pues todos, incluyendo las
interacciones de estos, fueron estadisticamente significativos, sin embargo, la
cepa A1-45/08 mostré6 mayor porcentaje de materia seca del tubérculo en las
semillas in vitro, en suelo no estéril. Por el contrario, en el caso de Azotobacter,
el tipo de semilla no fue estadisticamente significativa sobre el porcentaje de
materia del tubérculo, sin embargo, el tratamiento A3-13/08 mostr6 mejores

resultados en semillas-tubérculo, en suelo no estéril.

El peso seco de las plantas, en actinomicetos, fue mayor en el tratamiento Al-
03/08 a partir de semillas tubérculo en suelo no estéril, el cual presentdé un
aumento de aproximadamente el 100% del peso seco del control bajo las
mismas condiciones; para las interacciones del resto de factores entre si no se
encontraron diferencias significativas. Para el caso de Azotobacter, el analisis
estadistico mostr6 que el tratamiento y el tipo de semilla utilizado fueron
factores estadisticamente significativos, es asi que el tratamiento A3-16/08
mostré el mayor peso seco de la planta a partir de semillas tubérculo y suelo no



estéril, sin embargo, este ultimo factor no fue significativo en el analisis

estadistico sobre el resultado.

5.8. Resultados PGPR — Invernadero

El Experimento 1 revela directamente el efecto de las cepas tanto de
actinomicetos como de Azotobacter sobre la planta de papa (S. tuberosum), a
partir de lo cual se pudieron determinar las cinco mejores cepas de cada tipo
de bacteria considerando los resultados de las pruebas de promociéon del

crecimiento vegetal PGPR y adaptabilidad.

En la Tabla 25, se observan las cinco mejores cepas de Azotobacter spp.,
considerando su desempefio en el invernadero: A3-18/08, A3-32/08, A3-34/08,
A3-35/08 y A3-57/08, de las cuales tres fueron identificadas como Azotobacter
chroococcum. Por otro lado, la Tabla 26, sefala las cinco mejores cepas de
Actinomicetos considerando también sus resultados de invernadero: A1-33/08,
A1-37/08, A1-38/08, A1-39/08 y A1-42/08, todas pertenecientes al género

Streptomyces.



VI. DISCUSION

En la primera parte de la presente investigacion se lograron obtener una gran
cantidad de aislamientos tanto de Azotobacter como de Actinomicetos
provenientes de la rizosfera de S. tuberosum. Persello et al. (2003) y
Tsavkelova et al. (2006) indican que los exudados de las raices de las plantas
atraen por quimiotaxis a bacterias como Azotobacter o Pseudomonas,
estableciendo de esta forma, una relacion estrecha no simbidtica de
colonizacion, caracteristica importante de la promocion de crecimiento vegetal
directo, mientras que por su parte, Persello et al.(2003) y Franco (2008)
sefalan que los actinomicetos, con énfasis en el género Streptomyces poseen
otro tipo de relacion con las plantas, por medio de su produccién de antibioticos
asi como ciertos metabolitos secundarios razén por la cual son considerados

promotores del crecimiento vegetal indirecto.

La capacidad promotora del crecimiento vegetal (PGPR) fue evaluada in vitro
mediante diversas pruebas fundamentales para determinar microorganismos
del suelo con estas propiedades como lo realizan Husen (2003), Joseph et al.

(2007) en sus investigaciones.

La primera de las pruebas realizadas fue la del antagonismo contra
fitopatdogenos del suelo. En cuanto a la capacidad de actinomicetos para inhibir
el crecimiento del hongo Fusarium solani, en el presente trabajo se encuentré
gue de las 45 cepas probadas, 22 fueron antagonistas contra este hongo, lo
que representa el 48% de las cepas, mientras que en el trabajo de lkeda et al.
(2000), se probo la capacidad antagonica de diversas cepas del género
Sptreptomyces contra el hongo Fusarium y solo el 27% de las cepas evaluadas
fueron positivas. Esto podria deberse a que la cantidad de cepas de
Streptomyces evaluadas por Ikeda et al. (2000) superaba las 4000. Por otro,
lado las zonas de inhibicion obtenidas en el trabajo de lkeda et al. (2000) son
equivalentes al promedio de los porcentajes de inhibicion resultantes en el

presente trabajo, es decir, una zona de inhibicion promedio de 1,0 cm,



equivaldria a un porcentaje de inhibicibn de 25 a 30%, que representan el

promedio de los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Por otro lado, en cuanto a la capacidad antagonista de actinomicetos contra
Rhizoctonia solani, los porcentajes de inhibicion obtenidos son congruentes con
las zonas de inhibicion presentadas por Rothrock & Gottlieb (1981), donde las
bacterias del género Streptomyces, dieron como resultados medidas de 1 cm a
1,5 cm entre la bacteria y el hongo patégeno sembrados en la misma placa
(zona de inhibicién), lo que es equivalente al porcentaje mas alto presentado en
este trabajo que fue alrededor de 72%. Sin embargo, pese a estos resultados,
segun los trabajos de Ulacio et al. (2002) y Garcia et al. (2002), el
microorganismo antagonista por excelencia contra Rhizocotonia solani es

Trichoderma harzianum, del cual se fabrican productos comerciales.

Por su parte, los resultados obtenidos con respecto a la capacidad antagonica
de Azotobacter spp. contra el hongo Fusarium solani revelan que el mayor
porcentaje de inhibicion obtenido fue de 48%, en contraste con las
investigaciones de Cavaglieri et al. (2005), donde se encontraron porcentajes
de inhibicién de hasta 100% por parte Azotobacter armeniacus contra Fusarium

verticillioides.

Para el caso de la capacidad antagonica de Azotobacter spp. contra
Rhizoctonia solani, sélo un tercio de las muestras positivas inhibieron el
crecimiento de este hongo, por el contrario, en este ensayo se encontraron
porcentajes de inhibicion mas altos (62,4%) comparados con los encontrados
para Fusarium solani, lo que se asemeja a los resultados encontrados en
investigaciones como la de Fatima et al. (2009), en la cual, las cepas aisladas
de Azotobacter spp. presentaron un porcentaje de inhibicibn de 55 a 99%,

inhibiendo casi completamente el crecimiento de Rhizoctonia solani.



La capacidad que poseen algunas bacterias habitantes de la rizésfera para
solubilizar fosfato, les permite ser consideradas como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, especialmente aquellas que se encuentran en suelos con
grandes cantidades de fosfato precipitado, es decir, no disponible para las
plantas. Al evaluar esta caracteristica en las cepas de Azotobacter spp. cerca
del 50% mostro la capacidad de solubilizar fosfato, lo que favorece la absorcién
de este nutriente, aumentando el crecimiento de las plantas asi como el posible
empleo de estas bacterias en la agricultura demostrado en los trabajos de
Reyes et al. (2006), Kumar et al. (2000) y Mrkovacki & Milic (2001), quienes
sefialan que diversos cultivos como el de tomate o trigo, inoculados con
Azotobacter chroococcum en suelos con bajas concentraciones de fosfato
disponibles, tuvieron un efecto benéfico que los cultivos no inoculados, sin
embargo Mrkovacki & Milic (2001) afirman también que se lograria un mayor
efecto de absorcion del fosforo por las plantas, si Azotobacter spp. actuara en

compafia del hongo Glomus fascilatum.

Por su parte, la capacidad de las bacterias del grupo Actinomicetos de
solubilizar fosfato en este trabajo se observa que es deficiente comparada con
la de Azotobacter, pues solo la décima parte de las 45 cepas evaluadas de
actinomicetos mostraron esta capacidad, presentando halos de inhibicién de
menor tamafo. Franco (2008), sefiala que si bien obtuvo un porcentaje
considerable de cepas de actinomicetos capaces de solubilizar fosfato, éstas
no tuvieron el rendimiento deseado, comparado con el de las bacterias del
género Azotobacter spp. el cual fue utilizado como control positivo en dicho
estudio. Lo cual no indica que las cepas que resultaron positivas no sean
capaces de solubilizar el fosforo pues las bacterias que no formaron halos en
un medio lo pueden hacer en otro, o hasta ser evaluados en caldo de
solubilizacion (Chatli et al., 2008).

Ademas de las pruebas de solubilizacion de fosfato en medio soélido, se realizo
una prueba en la que se evalud la produccion de acidos como mecanismo de

solubilizacion midiendo el pH del medio progresivamente, esta prueba se



realizd para todas las cepas que produjeron halos de solubilizacién, tanto para
actinomicetos como para Azotobacter. En el caso de actinomicetos, todas las
cepas evaluadas disminuyeron el pH neutro del medio hasta un promedio de
pH 5,5 independientemente del area del halo de solubilizacién producida por la
bacteria, indicando de esta forma que el mecanismo de las cepas de
actinomicetos evaluadas es el de la formacion acidos para lograr la
solubilizacion del fésforo, pues el acido actia como agente quelante para el
calcio, aumentando la disponibilidad del fésforo (Nautiyal, 1999; Sylvia, 2005).
El mismo resultado se obtuvo para las cepas positivas evaluadas de
Azotobacter spp, lo que se asemeja a las investigaciones realizadas por Chatli
et al. (2008), donde se evalu6 en el mismo medio empleado en el presente
trabajo (NBRIP) tanto en agar como en caldo, midiendo también el pH de éste
ultimo, donde finalmente se llego a un pH promedio de 5 a 6. Sin embargo,
Franco (2008), realizando también la prueba de acidez en cepas de
actinomicetos solubilizadoras de fosfato, obtuvo un 30% incapaces de producir
acidos, es decir el pH del medio que utilizd no presento ningin cambio,
indicando que podrian existir otros mecanismos para lograr dicha

solubilizacion.

Segun Tsavkelova et al. (2006), los més eficientes productores de auxinas son
las bacterias habitantes de la rizésfera de las plantas. El Acido Indol Acético
(AIA) producido por las bacterias representa una capacidad PGPR importante
ya que beneficia a la planta contribuyendo con el crecimiento radicular, pues
esta auxina es capaz de promover la formacién de raices laterales y
adventicias, sin embargo el efecto de ésta sobre la planta depende de su
concentracion y el tipo de cultivo en el que éste se evalle. Exisiten
investigaciones donde se reporta a las bacterias del género Azotobacter como
productoras de acido indol acético (AlA), una de las auxinas mas estudiadas
hasta el momento (Tsavkelova et al., 2006; Mrkovacki & Milic, 2001; Ahmad et
al., 2005; Garcia & Herraiz, 1987).



A partir de estas investigaciones, en el presente trabajo se evaluaron a las 62
cepas de Azotobacter aisladas previamente, dando como resultado un 56% de
cepas positivas para la produccién de acido indol acético, es decir, un valor
menor al esperado. Posteriormente, se realizd la cuantificacion del AIA
producido por cada cepa positiva, en el que se obtuvieron resultados en cuatro
tiempos continuos, es decir al 3%, 6°°, 10™ y 15*° dia; los resultados obtenidos
en el 6° dia, es decir en la fase estacionaria del cultivo de Azotobacter, son
congruentes con los datos reportados en el trabajo de Brown & Walter (1970)
en el que obtuvieron resultados de hasta 50ug/ml de AIA en el mismo tiempo
de incubacion, a excepcién de la cepa A3-39/08, la cual produjo un exceso de
AIA de 120ug/ml, sin embargo estos investigadores aseguran que fue el
maximo tiempo y produccion de acido indol acético (AIA) que encontraron.
Pese a dicha afirmacion, se realizaron mediciones hasta el dia 15, las cuales
coinciden con las reportadas en el trabajo de Ahmad et al. (2005) en el que
obtuvo resultados entre 7 y 28,9ug/ml de AlA, en el mismo dia de evaluacion.
Sin embargo, 4 de las cepas de Azotobacter evaluadas mostraron resultados
elevados no registrados anteriormente y que van de 100 a 588,6 ug/ml entre el
dia 10 y el dia 15 de evaluacion. Lo que lleva a pensar que la cantidad de AIA
producido por estas bacterias, podria tener un efecto negativo en el desarrollo
de las raices vegetales, pues tal como sefialaron Persello et al. (2003), las
plantas no poseen un sistema regulador que mantenga los niveles
fisiologicamente apropiados de acido indol acético en sus tejidos, por lo tanto,
una cantidad abundante de AIA producida por la bacteria, podria inhibir la
sintesis de otras sustancias pertenecientes a ruta de sintesis de AlA que sigue
la planta, lo que generaria un efecto inhibidor en el desarrollo de esta.

Por otro lado, al evaluar las 45 cepas de Actinomicetos previamente aisladas,
se obtuvo como resultado que el 48% de éstas fueron positivas. En el presente
trabajo se evalué la produccion de acido indol acético (AlA) de actinomicetos
en el 4°, 8°, 10™ y 15" dia de incubacién. Sin embargo, en la investigacion
realizada por Franco (2008), las mediciones son realizadas en el dia 8"°, 9",

10™ y 11"°, es por ello que solo se compraron los resultados obtenidos en el



8'° dia de evaluacion, el cual coincide parcialmente con los presentados en
este trabajo, es decir, la produccion de &cido indol acético, varia entre 0,99
ug/mly 13,1 pg/ml de AlA, con excepcion de la cepa A1-36/08, la cual obtuvo
15 pg/ml de AIA, produccion que se fue incrementando hasta el dia 15,
llegando a 51,8 ug/ml. La produccion promedio de &cido indol acético
presentada en el presente trabajo hacia el ultimo dia de evaluacion (8 pg/ml —
10 pg/ml) coincide también con las investigaciones realizadas por Manulis et al.
(1994). Asi mismo, los altos valores registrados en algunas de las cepas como
A1-19/08, A1-36/08 y A1-39/08, podria deberse segun Manulis et al. (1994) y
Silva (2008), a otros productos derivados del indol, pues para la sintesis del
acido indol acético (AIA), participan mas de una ruta metabdlica, como la ruta
Indol-3-acetamida, Indol-3-etanol, acido Indol-3-lactico, Indol-3-acetaldehido,

siendo la primera, la mas comun entre los microorganismos y plantas.

A su vez Manulis et al. (1994) sefialan que algunos Streptomyces patdgenos
podrian producir dicha auxina, sin embargo, esta produccion no determina del
todo la patogenicidad del streptomiceto pues, existen otro factores que lo hacen
perjudicial para la planta de papa (S. tuberosum). Sin embargo, la capacidad de
promover el crecimiento vegetal por parte de los Streptomyces es determinante
en comparaciéon a la produccién de acido indol acético (AIA) de las especies
patogenas de este género, ademas, esta producciéon podria hasta optimizar las

interacciones microbiana con la planta hospedera (Manulis et al., 1994).

Los ensayos en las pruebas de produccion de sideroforos tanto en
actinomicetos como en Azotobacter, resultados negativas en este trabajo, sin
embargo existen investigaciones como las de Knosp et al. (1984) y Page &
Shivprasad (1995) que sefialan que las especies de Azotobacter vinelandii y
Azotobacter salinestris, producen compuestos como la azotobactina y la

azotochelina, los cuales ejercen la funcion de unirse al Fe.

Por otro lado para el caso de actinomicetos, Franco (2008) encontré la
presencia de sideroforos en las cepas de actinomicetos evaluadas, sin

embargo estos tuvieron un rendimiento minimo con respecto al control.



Estos resultados obtenidos podrian llevar a pensar que el método utilizado, que
fue el mismo tanto para Actinomicetos como para Azotobacter, no fue el
conveniente, puesto que en los trabajos antes citados la metodologia fue
distinta obteniendo resultados positivos, es decir para ambos microorganismos
se utilizaron medios liquidos para determinar la presencia de sideroforos. Sin
embargo, para el caso de Azotobacter, solo se tienen reportes de produccién
de estos compuestos quelantes en dos especies (A. vinelandii y A. salinestris),
una de las cuales no ha sido identificada bioquimicamente en el presente

trabajo.

La produccion de metabolitos volatiles por parte de Azotobacter, fue probada
en semillas de lechuga, pero tuvo un efecto negativo sobre las mismas puesto
que al comparar el peso fresco de las semillas emergentes, éste fue inferior al
del control. Pese a que investigaciones previas como la de Ryu et al. (2003)
demuestran que bacterias como Pseudomonas, cercanas taxondémicamente a
Azotobacter, tuvieron un efecto benéfico sobre semillas de Arabidopsis
thaliana, asi como la capacidad de inhibir el crecimiento de Rhizoctonia por el
mismo método de cultivo, promoviendo de esta forma su crecimiento. Esto se
podria deber a que el efecto benéfico sobre el crecimiento de las plantas por
parte de las PGPR depende de la especie de rizobacteria utilizada y la planta
sobre la cual se da el efecto. Por otro lado, para el caso de actinomicetos, se
observé un efecto benéfico sobre las semillas de lechuga por parte de una sola
cepa, que fue la A1-19/08, presentando un 35% mas de peso fresco de semilla
germinada comparado con el control, ademas esta cepa tuvo resultados
optimos en las otras pruebas PGPR realizadas anteriormente. Por su parte, los
trabajos de Ryu et al. (2003) y Vespermann et al. (2007), sefialan que la
produccion de metabolitos voléatiles podria ser considerado un mecanismo
promotor del crecimiento vegetal, es por ello que seria recomendable realizar
una investigacion mas profunda sobre el tipo de metabolitos excretados por

actinomicetos y los beneficios que tienen éstos sobre las plantas.



En cuanto a los ensayos de invernadero, en el Experimento 1, los tratamientos
de Azotobacter spp. tuvieron en general un efecto positivo sobre el cultivo de
papa (S. tuberosum), lo que se puede observar en cada variable considerada,
pues los resultados presentaron diferencias significativas con respecto al
control, sin embargo no todos los tratamientos estimularon de manera similar

cada parametro utilizado.

El area especifica de la hoja que relaciona el area de la hoja con su peso seco,
ha sido empleada durante muchos afios por diversos autores para comparar el
espesor y/o la densidad de las hojas, es por eso que este indice esta
influenciado en primer lugar, por la especie de planta, luego el ambiente
(disponibilidad de nutrientes, luz y humedad del suelo), asi como cambios en la
capacidad fotosintética. La variabilidad del area especifica de las hojas entre
los diferentes tipos dentro de una misma especie de planta puede estar
relacionada a la diferente capacidad fotosintética que existe entre hojas
jovenes y adultas o las especies demandantes de luz. Normalmente las hojas
juveniles poseen areas especificas de hoja mas altas que las adultas, es por
€s0 que es una de las variables que afectan el crecimiento de la planta, pues
esta relacionada con la eficiencia fotosintética, es decir, cuanto mayor sea,
mayor sera la produccion de sustancias de reserva como el almidén, lo que
favorece el rendimiento de los cultivos como en el caso de la papa, pues se
produciria mayor cantidad de tubérculos (Steinbauer, 2000; Wei-xing & Tibitts,
1996). Sin embargo, Landsberg (1990) uso la inversa del area especifica de las
hojas, nombrado como peso especifico de la hoja, como un indicador de la
dureza, grosor y/o densidad de ésta, posteriormente Choong et al. (1992)
mencionaron que la dureza de la hoja estaba relacionada con la materia seca,
especificamente, esta dureza exhibia una correlacion significativamente
negativa con el area especifica de las hojas, es decir, que si bien el peso
especifico de as hojas es la inversa del area especifica, este indice por si
mismo es un buen indicador del grosor y densidad de las hojas, que puede
evidenciar tanto su capacidad fotosintética como la resistencia de éstas a
factores ambientales.



En la Figura 37, se compara los resultados del peso especifico de las hojas y el
indice de cosecha de cada tratamiento, por lo que se puede observar que no
necesariamente el tratamiento que produjo un mayor indice de cosecha, mostrd
un mayor grosor en la hojas (A1-34/08), o viceversa. Pese a que un peso
especifico de hojas alto signifique una mayor produccion y almacén de
sustancias en la planta. Por otro lado, al comparar en la Figura 42, el nUmero y
peso seco de tubérculos, asi como el indice de cosecha, se puede observar
que en el tratamiento A1-34/08 se presentan los valores mas altos comparados
tanto con el control como con el resto de tratamientos, lo que podria evidenciar
que esta cepa de Azotobacter spp. favorece la produccion de tubérculos en
papa, esta capacidad de Azotobacter spp. ha sido reportada anteriormente en
el trabajo de Imam & Badway (1978).

Por su parte, en la Figura 43 se puede observar que una mayor area foliar total
no esta relacionada totalmente con el espesor de las hojas, como en el
tratamiento A3-35/08, el cual presenté una mayor area foliar comparada con la
del control sin embargo las hojas de esta planta resultaron ser mas delgadas.
En el resto de tratamientos se observa que el grosor de las hojas es superior al
area foliar total, es decir que la mayoria de cepas inoculadas de Azotobacter
promueve la formacién de hojas gruesas y capaces de almacenar mayor

cantidad de nutrientes, favoreciendo el desarrollo total de la planta.

Por ultimo, en la Figura 45, se puede apreciar que en todas las plantas
inoculadas hubo un aumento del porcentaje de la materia seca del tubérculo
gue muestra en si la produccion neta de nutrientes que genera la planta de
papa, siendo el tratamiento A3-18/08 el que produjo un efecto mayor en la
planta sobre su capacidad de absorber nutrientes, puesto que a mayor
formacion de raices mayor absorcion de sustancias nutritivas y beneficiosas

para la planta.

Por otro lado, en cuanto al efecto de Actinomicetos sobre el cultivo de papa (S.
tuberosum) en este primer ensayo, se observa en la Figura 38, que la

inoculacion de estas bacterias en las plantas, produjo un engrosamiento de las



hojas, es decir un elevado peso especifico, lo cual favorece al almacenamiento
de nutrientes y sustancias de reserva como el almidon debido a su relacién con
la capacidad fotosintética. Sin embargo el indice de cosecha, que indica la
parte aprovechable comercialemente de la planta (tubérculo), no fue alto en las
condiciones en el que se desarrollo el experimento, lo que se evidencia
también en la Figura 40, donde se observa un mayor peso seco de planta de

gue tubérculo.

Asi mismo en la Figura 46, se evidencia también la mayor produccion de
materia seca de raiz, sobre todo por el tratamiento A1-37/08 en actinomicetos,
comparado con la materia seca de tubérculo y planta. Estas ultimas no
presentan mucha diferencia entre si. Este incremento de materia seca de raiz
favorece la capacidad de la planta par absorber nutrientes e incrementar su
crecimiento, es decir, evidencia la capacidad promotora del crecimiento vegetal

en Actinomicetos y Azotobacter spp.

Por otro lado, si se compara el efecto de ambos tipos de microorganismos en el
ensayo realizado, las Tablas 23 y 24, sefialan que la mayor diferencia entre
ellos es la produccién del niamero de tubérculos, pues el promedio de
tubérculos producidos por actinomicetos varia entre 5 a 8 por planta, mientras
que Azotobacter solo produjo entre 3y 6 por planta, esto se podria deber a que
los tratamientos de actinomicetos presentaron un peso especifico de hojas
mayor, lo que se traduce en hojas mas gruesas que aumentan la capacidad

fotosintética y la asimilacion de nutrientes.

Asi mismo, teniendo en cuenta entonces las capacidades de Azotobacter y
Actinomicetos tanto en las pruebas de promocion del crecimiento vegetal
(PGPR) como su efecto sobre S.tuberosum en este primer ensayo de
invernadero, seria recomendable futuras investigaciones en las que,
considerando la capacidad productora de &cido indol acético (AIA) y
solubilizadora de fosfato que posee Azotobacter asi como la capacidad

antagonica de Actinomicetos, se realice una interaccion entre ambas bacterias



con el objetivo de elaborar productos comerciales agricolas que promuevan el
crecimiento de S.tuberosum y a su vez disminuyan la cantidad de fitopatdgenos
en el suelo de manera organica, complementando las practicas agricolas

cotidianas.

Los resultados estadisticos del Experimento 2 indican que la cepa empleada en
cada tratamiento tuvo un efecto significativo en todos los parametro
considerados en la evaluacion, esto podria deberse a que las bacterias
empleadas para cada tratamiento tienen capacidad de colonizacion tanto en la
superficie de las raices (rizoplano) como en la rizosfera de las plantas de papa
(Gholami et al., 2009).

Actualmente, existen investigaciones que sefialan la influencia de otros factores
sobre la promocién del crecimiento vegetal por accion de las bacterias PGPR y
actuando en conjunto con ellas, uno de estos factores es la condicion del suelo
en el que se desarrolla el cultivo, Gholami et al. (2009), probo el efecto de
Pseudomona putida, una bacteria considerada PGPR, sobre el cultivo de maiz
en suelo estéril y no estéril, obteniendo como resultado un mayor rendimiento
del cultivo en suelo no estéril. Este resultado es similar al obtenido en el
presente experimento. En cuanto a Actinomicetos, la tendencia que mostraron
los parametros analizados indicaron que las plantas desarrolladas en suelo no
estéril fueron las mas productivas en cuanto al peso seco del tubérculo, el peso
seco de la planta y el indice de cosecha, sin embargo el tipo de suelo no fue
estadisticamente significativo en los pardmetros considerados, lo que impide
afirmar rotundamente que el suelo no estéril influye de manera determinante
sobre la produccion de la planta con respecto al suelo estéril, en todo caso
dependeria de la bacteria y la relaciobn que ésta tenga con los demas

microorganismos de la rizosfera asi como con la planta en si.

Asi mismo, Gholami et al. (2009) afirma también en sus investigaciones, que al
inocular semillas de maiz con Azospirillum brasilense, tanto en suelo estéril y

no estéril, tuvo un mayor rendimiento de la planta en el suelo estéril,



comparado con el control, lo cual se observa también en los resultados
estadisticos de Azotobacter, donde, para los parametros nimero y peso seco
de tubérculos se obtuvieron mejores resultados en el suelo estéril, sin embargo,
en la evaluacién estadistica de los pardmetros, el tipo de suelo no fue
significativo, es decir, no puede considerarse determinante en el efecto de la

tratamiento sobre la planta.

Por otro lado, tanto para Actinomicetos como para Azotobacter en este
segundo experimento, se observé un mayor rendimiento en los tratamientos
inoculados en semillas-tubérculo, lo que se evidencia tanto en el parametro
peso seco del tubérculo como en el peso se seco de la planta, asi mismo este
factor fue considerado estadisticamente significativo en la evaluaciéon de todos
los parametros considerados, esto se debe a que la semilla tubérculo tiene la
capacidad de almacenar sustancias que permiten un mejor desarrollo de la
planta, lo que al ser influenciado por la bacteria, se traduce en el mejor
desarrollo de la planta, es decir la promocion del crecimiento vegetal, lo cual
depende a su vez de factores ambientales, de la variedad de papa utilizada y
del inculante bacteriano (Malagamba, 1997). Lo que sugiere que estas
bacterias podrian ser empleadas mas adelante en cultivos a gran escala en el
campo, como un complemento de los productos quimicos utilizados
cotidianamente, con la finalidad de disminuir el deterioro de los suelos agricolas

y aumentar la produccion del cultivo de papa (Adesemoye et. al., 2009).



VII. CONCLUSIONES

Se concluye que es pobible aislar gran cantidad bacterias del género
Azotobacter y del grupo Actinomiceto de la rizosfera de Solanum

tuberosum Linnaeus, 1753 de las zonas altoandinas.

Azotobacter tiene mayor capacidad antagonica frente a Fusarium solani
que las bacterias del grupo Actinomicetos; sin embargo, estos inhibieron

notablemente el crecimiento de Rhizoctonia solani.

Azotobacter mostré mayor capacidad para producir acido indol acético
(AIA) y solublizar fosfato, en cambio el resultado de Actinomicetos fue
moderado con respecto a dichas capacidades.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de promocion del
crecimiento (PGPR), las cepas aisladas de Azotobacter son capaces de
promover el crecimiento vegetal de manera directa, debido a su mayor
capacidad de producir sustancias que estimulan el crecimiento vegetal y
los Actinomicetos son promotores del crecimiento vegetal indirectos,

pues poseen mayor capacidad antagonista.

La mayoria de cepas aisladas de Azotobacter pertenecen a la especie
A.chrocooccum, y todas las cepas aisladas del grupo Actinomicetos

pertenecen al género Streptomyces.

De acuerdo a los resultados de invernadero, la inoculacion de
S.tuberosum con cepas de Azotobacter, tuvo un efecto favorable sobre
el crecimiento de la planta y la produccion de tubérculos. Las cepas de
Actinomicetos por su parte, mostraron su efecto sobre la promocién del
crecimiento de S. tuberosum mediante incremento del ndmero de

tubérculos.



La tendencia general tanto para Actinomicetos como para Azotobacter
indica que el uso de semillas-tubérculo favorece el efecto promotor del
crecimiento de dichas rizobacterias sobre S. tuberosum y su

rendimiento.
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IX. TABLAS Y FIGURAS



Tabla 1. Localidad de muestreo y caracteristicas.

Provincia Localidad Altura Variedad CUI“\./O Agricultor
(msnm) anterior
. San Jose Amarilla Terrenos Benavides
Huancavelica 3950 en
de Aymara del Centro Perez
descanso
Terrenos
Mullaca 3420 Viuda en Varios
descanso
Peruanita, Terrenos Cayo
Patala 4132 Amarilla en Hualpa
del Centro descanso Romero
Terrenos
Huancayo La Victoria 3200 Yungay en Varios
descanso
Amarilla Terrenos
Marcavalle 3362 en Varios
del Centro
descanso
Terrenos
Paccha 3400 Serranita en Varios
descanso
Terrenos
Huayllacan 3500 Tumbay en Varios
, descanso
Huanuco
Mision Terrenos
3450 Canchan en Varios
Punta
descanso
Terrenos
Mataos 3200 Canchan en Varios
descanso
Terrenos .
Pampa de 3020 Perricholi en Sebastian
la Culebra Lucano
, descanso
Cajamarca
Terrenos Andres
Puylucana 2800 Yungay en Sanchez

descanso




Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras analizadas.

CE

Muestra  Provincia Localidad pH (1:1) Cac0s MG P K N % Fe Clase
% % ppm pmm ppm Textural
dS/m
M1 Huancavelica S2M99S€ 406 1,07 0 9,5 52,1 520 058 3516  'anco
de Aymara Arenoso
Franco
M2 Huancayo Mullaca 7,46 0,92 19,5 3,1 62,0 341 0,17 29,6
Arenoso
M3-M4 Huancayo  Patala 416 0,77 0 9,5 91 295 052 3010  Hranco
Arenoso
M5 Huancayo  LaVictoria 7,21 0,4 0 2,9 209 195 0,15 27,5 Franco
Arenoso
Franco
M6 Huancayo Marcavalle 7,41 0,79 0 6,3 49,1 365 0,36 289,0 .
Limoso
M7 Huanuco Paccha 4.98 0.28 0 3,4 43,7 459 0,26 - Franco
M8 Huénuco Huayllacan 4.47 0.32 0 4,7 35,6 356 0,39 - Franco
M9 Huanuco Mision 471 0.33 0 6,6 590 304 045 - Franco
Punta arenoso
M10 Huéanuco Mataos 511 0.17 0 3,1 49,8 296 0,21 11,5 Franco
M11 Cajamarca  ampade 5, q 539 0 3,6 435 363 019 75,3 Franco
la Culebra
M12 Cajamarca Puylucana 7,6 0,2 2,2 3,4 47,9 383 0,26 154 Franco

CE: Conductividad Eléctrica. MO: Materia organica



Tabla 3. Densidad poblacional de Azotobacter spp., Actinomicetos, Bacterias

totales y Hongos, por zonas muestreadas

o ' Zona de Conteo Conteo _ Bacterias Hongos

Muestra Provicincia Localidad extraccion Azotobacter Actinomicetos totales Totales
(NMP/qg) (ufc/g) (ufc/g) (ufc/g)

M1 Huancavelica gslj?nsaera Rizosfera 5046 3,1x10° 10 x 10° 99 x 10°
M2 Huancayo Mullaca Riz6sfera 5206 3,3x10° 51 x10° 11 x 10°
M3 Huancayo Patala Rizosfera 5407 2,8x10* 59 x 10° 57 x 10°
M4 Huancayo Patala Riz6sfera 8360 3,0x 10° 59 x 10° 57x 10°
M5 Huancayo La Victoria  Rizosfera 10802 1,9 x 10* 59 x 10° 57x 10°
M6 Huancayo Marcavalle Riz6sfera 2696 0 10 x 107 99x 10°
M7 Huénuco Paccha Rizosfera 4237 0 37 x 10° 57 x 10°
M8 Huénuco Huayllacan  Rizésfera 4297 0 37 x10° 56 x 10°
M9 Huanuco Mision Rizésfera 8228 27x10° 94x10°  89x10°
M10 Huénuco Mataos Rizésfera 5738 4,7 x10° 71 x 10° 51 x 103
M11 Cajamarca IPa ag]uﬁ’:bﬁz Rizésfera 5921 35x10° 75x10° 90 x 10°
M12 Cajamarca Puylucana  Rizosfera 1289 6,2 x 10° 79 x 10° 95 x 10°

NMP/g: Nomero Mas Probable por gramo de rizésfera
ufc/g: Unidades formadoras de colonia por gramo de rizésfera



Tabla 4. Niumero de cepas de Azotobacter spp. y Actinomicetos aisladas de la

rizésfera de papa.

Total de cepas por muestra

Muestra Provincia Localidad

Azotobacter Actinomicetos
. San Jose
M1 Huancavelica de Aymara 7 5
M2 Huancayo Mullaca 8 9
M3 Huancayo Patala 7 5
M4 Huancayo Patala 3 2
M5 Huancayo La Victoria 5 4
M6 Huancayo Marcavalle 4 0
M7 Huanuco Paccha 9 4
M8 Huanuco Huayllacan 5 0
. Mision
M9 Huanuco Punta 3 1
M10 Huénuco Mataos 2 12
. Pampa de
M11 Cajamarca la Culebra 5 1
M12 Cajamarca Puylucana 4 2

Total 62 45




Tabla 5. Caracteristicas de las cepas de Azotobacter spp. aisladas por zona

muestreada.
o Descripcion morfolégica de colonia
Cocdl::?o Provincia Localidad Samoio
Forma Borde Elev. Sup. Color
(mm)

A3-01/08 Oorcent Paccha Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 2,0
A3-02/08 Oorcent Paccha Circular  Irregular Elevada Lisa  Cremal/opaco 15
A3-03/08 Huanuco Paccha Circular  Irregular Elevada Lisa  Cremal/opaco 2,0
A3-04/08 Huénuco Huayllacan Circular  Irregular Elevada Lisa  Cremal/opaco 1,0
A3-05/08 Huénuco Huayllacan Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 1,0
A3-06/08 Huénuco Paccha Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 15
A3-07/08 Huénuco MP Circular  Entero Convexa Lisa  Crema/brillante 15
A3 -08/08 Huénuco Paccha Circular  Irregular Elevada Lisa  Oorcent/brill. 1,0
A3-09/08 Huénuco MP Circular  Entero Convexa Lisa Crema/brillante 2,0
A3-10/08 Huénuco Mataos Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 3,0
A3-11/08 Huénuco MP Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/opaco 15
A3-12/08 Huancayo Marcavalle  Circular  Entero Elevada Lisa  Crena/brillante 2,0
A3-13/08 Huancavelica SJA Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalbrillante 6,0
A3-14/08 Huancavelica SJA Circular  Irregular Convexa Lisa  Cremal/opaco 1,8
A3-15/08 Huancayo La Victoria  Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 0,5
A3-16/08 Huancavelica SJA Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/brillante 7,0
A3-17/08 Huancayo Marcavalle  Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 15
A3-18/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalbrillante 3,5
A3-19/08 Huancavelica SJA Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalbrillante 7,0
A3-20/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/opaco 2,3
A3-21/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 55
A3-22/08 Huancavelica SJA Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 4,0
A3-23/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa Cremalbrillante 15
A3-24/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Crema/brillante 15
A3-26/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 3,0
AR-27I0R Huancavn I a Victaria Circnlar FEntern Convexa lica Cremal/hrillante 25
A3-28/08 Huancayo Marcavalle  Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/opaco 15
A3-29/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalbrillante 3,0
A3-30/08 Huancayo Patala Circular  Irregular Convexa Lisa  Cremal/opaco 1,2
A3-31/08 Huancayo La Victoria  Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalbrillante 2,0
A3-32/08 Huancavelica SJA Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 55
A3-33/08 Huancavelica SJA Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalbrillante 3,5
A3-34/08 Huancayo Patala Circular  Irregular Convexa Lisa  Cremal/opaco 2,0
A3-35/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Elevada Lisa  Cremalbrillante 15
A3-36/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 3,0
A3-37/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/opaco 2,0
A3-38/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Convexa Lisa  Crena/opaco 1,8
A3-39/08 Cajamarca PC Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 1,8
A3-40/08 Huanuco Huayllacan Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/brillante 2,0
A3-41/08 Cajamarca PC Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/brillante 15
A3-42/08 Huanuco Paccha Circular  Irregular Elevada Lisa  Crema/opaco 1,8
A3-43/08 Cajamarca Puylucana  Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 15
A3-44/08 Cajamarca Puylucana  Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 1,0
A3-45/08 Cajamarca Puylucana  Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 2,0
A3-46/08 Cajamarca Puylucana  Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/opaco 15
A3-47/08 Cajamarca PC Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalopaco 1,0
A3-48/08 Cajamarca PC Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 1,0
A3-49/08 Huénnuco Huayllacan Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/brillante 15
A3-50/08 Huénuco Paccha Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalopaco 2,0
A3-51/08 Huénuco Paccha Circular  Entero Elevada Lisa  Oorcent/brill. 2,0
A3-52/08 Huénuco Huayllacan Circular  Entero Convexa Lisa  Cremalopaco 25
A3-53/08 Huénuco Paccha Circular  Irregular Elevada Lisa  Crema/opaco 2,0
A3-54/08 Cajamarca PC Circular  Entero Convexa Lisa  Oorcent/brill. 15
A3-55/08 Huénuco Mataos Circular  Irregular Convexa Lisa  Crema/opaco 1,0
A3-56/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Concavo Lisa  Cremalbrillante 4,0
A3-57/08 Huancavelica SJA Irregular  Irregular  Plana Lisa  Crema/opaco 3,0
A3-58/08 Huancavelica Mullaca Circular  Irregular Concavo Lisa  Crema/opaco 2,0
A3-59/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Cremal/brillante 25
A3-61/08 Huancayo Patala Circular  Entero Convexa Lisa  Crema/brillante 3,0
A3-62/08 Huancavelica Mullaca Circular  Entero Elevada Lisa  Cremalbrillante 2,4
A3-63/08 Huancayo La Victoria  Circular  Irregular Convexa Lisa  Crema/brillante 2,4
A3-64/08 Huancayo Marcavalle  Circular  Entero Convexa Lisa Cremal/opaco 2,4

SJA: San José de Aymara. PC: Pampa de la Culebra. MP: Mision Punta. Oorcent/brill: Transparente/brillante



Tabla 6. Caracteristicas de Actinomicetos aislados por zona muestreada.

Cédigo CIP

Departamento

Localidad

Descripcion morfolégica de colonia

Color

Color

M'(,:ello micelio micelio Textu_rg
Aéreo p superficie
aéreo base

A1-01/08 Huancayo Patala + Blanco Marron Suave
A1-02/08 Huancavelica Mullaca + Amarillo Amarillo Suave
A1-03/08 Huancavelica Mullaca + Blanco Gris Suave
A1-04/08 Huancayo Patala + Amarillo - Suave
A1-05/08 Huancavelica Mullaca + Gris - Arenoso
A1-06/08 Huancavelica SJA + Gris - Suave
A1-07/08 Huancavelica Mullaca + Gris - Arenoso
A1-08/08 Huancavelica Mullaca + Blanco Anaranjado  Suave
A1-09/08 Huancayo La Victoria + Blanco Azul Suave
A1-10/08 Huancayo Patala + Verde Verde Suave
A1-11/08 Huancayo La Victoria + Blanco Marron Suave
A1-12/08 Huancavelica SJA + Gris - Suave
A1-13/08 Huancayo Patala + Amarillo Marron Suave
A1-14/08 Huancayo La Victoria + Blanco Gris Arenoso
A1-15/08 Huancayo Patala + Verde Verde Suave
A1-16/08 Huancavelica SJA + Amarillo Anaranjado  Suave
A1-17/08 Huancavelica SJA + Blanco - Arenoso
A1-18/08 Huancayo Patala + Verde Verde Suave
A1-19/08 Huancayo La Victoria + Gris - Suave
A1-20/08 Huancavelica Mullaca + Gris - Arenoso
A1-21/08 Huancavelica Mullaca + Blanco Anaranjado  Suave
A1-22/08 Huancayo Patala + Amarillo Marron Rugosa
A1-23/08 Huancavelica Mullaca + Blanco Marron Suave
A1-24/08 Huancavelica SJA + Gris -

A1-25/08 Huancavelica Mullaca + Amarrilo Anaranjado  Suave
A1-26/08 Huénuco Mataos + Blanco - Suave
A1-27/08 Huénuco Mataos + Blanco Marron Suave
A1-28/08 Huénuco Paccha + Verde Verde Rugosa
A1-29/08 Huanuco Mataos + Amarillo Anaranjado  Suave
A1-30/08 Huanuco Paccha + Gris Verde Rugosa
A1-31/08 Huancavelica SJA + Verde Verde Rugosa
A1-32/08 Huancavelica SJA + Blanco - Rugosa
A1-33/08 Huancavelica SJA + Blanco Amarillo Rugosa
A1-34/08 Huanuco Paccha + Gris - Suave
A1-35/08 Huanuco MP + Blanco Anaranjado  Suave
A1-36/08 Huancavelica SJA + Blanco - Suave
A1-37/08 Cajamarca Puylucana + Blanco - Suave
A1-38/08 Cajamarca Puylucana + Blanco - Arenoso
A1-39/08 Cajamarca PC + Amarillo Marron Suave
A1-40/08 Huanuco Mataos + Blanco Marron Suave
A1-41/08 Huancavelica SJA + Amarillo - Arenoso
A1-42/08 Huénuco Paccha + Gris - Suave
A1-43/08 Huanuco Mataos + Amarillo Marron Suave
A1-44/08 Huénuco Mataos + Blanco Verde Suave
A1-45/08 Huénuco Mataos + Blanca Verde Suave

SJA: San José de Aymara. PC: Pampa de la Culebra. MP: Mision Punta. Oorcent/brill: Transparente/brillante



Tabla 7. Dorcentaje de actividad antagdnica de cepas aisladas de Azotobacter

spp. contra Fusarium solani y Rhizoctonia solani

Porcentaje de actividad antagénica (%)

Cédigo CIP - - - - -
Fusarium solani Rhizoctonia solani
A3-01/08 0 62,4+0,1
A3-02/08 0 0
A3-03/08 0 0
A3-04/08 0 0
A3-05/08 0 61,2+0,1
A3-06/08 40+ 0,0 0
A3-07/08 0 0
A3-08/08 48,0+0,0 44,7+0,1
A3-09/08 0 0
A3-10/08 0 0
A3-11/08 0 0
A3-12/08 0 0
A3-13/08 255+0,1 37,6+0,1
A3-14/08 0 0
A3-15/08 425+0,1 0
A3-16/08 19,0+0,1 41,2+0,1
A3-17/08 0 0
A3-18/08 225+0,1 0
A3-19/08 21,3+0,1 0
A3-20/08 375+0,1 0
A3-21/08 25,0+0,1 324+0,1
A3-22/08 30,3+0,0 0
A3-23/08 31,5+0,1 0
A3-24/08 36,5+0,2 28,8+0,1
A3-26/08 29,0+0,1 0
A3-27/08 30,0+0,0 0
A3-28/08 39,0+0,1 0
A3-29/08 34,0+0,1 0
A3-30/08 43,0+0,0 0
A3-31/08 0 0
A3-32/08 215+0,1 40,0+0,1
A3-33/08 0 0
A3-34/08 0 0
A3-35/08 28,0+0,0 0
A3-36/08 0 0
A3-37/08 0 0
A3-38/08 0 30,6+0,1
A3-39/08 0 0
A3-40/08 0 0
A3-41/08 0 0
A3-42/08 33,0+0,4 0
A3-43/08 0 0
A3-44/08 0 0
A3-45/08 0 0
A3-46/08 0 0
A3-47/08 0 0
A3-48/08 0 0
A3-49/08 0 0
A3-50/08 0 40,0+0,1
A3-51/08 0 0
A3-52/08 0 0
A3-53/08 0 0
A3-54/08 0 0
A3-55/08 0 0
A3-56/08 24,0+0,1 0
A3-57/08 0 0
A3-58/08 26,5+0,1 0
A3-59/08 25,0+0,1 0
A3-61/08 0 0
A3-62/08 26,5+0,0 0
A3-63/08 26,5+0,1 0
A3-64/08 0 0




Tabla 8. Porcentaje de actividad antagdnica de cepas de Actinomicetos contra

Fusarium solani y Rhizoctonia solani

Corcentaje de actividad antagénica (%)

Cdédigo CIP ; , 5 , X
Fusarium solani Rhizoctonia solani
A1-01/08 350+0,1 51,2+0,2
A1-02/08 0 0
A1-03/08 40,0 +0,0 46,4+0,2
A1-04/08 0 476+0,1
A1-05/08 275+0,1 345+0,2
A1-06/08 0 0
A1-07/08 450+0,3 405+0,2
A1-08/08 41,3+0,1 31,0+0,0
A1-09/08 0 0
A1-10/08 0 0
Al1-11/08 0 28,6+0,0
Al1-12/08 0 0
A1-13/08 0 0
Al1-14/08 0 0
A1-15/08 0 0
Al1-16/08 25,0+0,3 36,9+0,1
Al1-17/08 0 0
A1-18/08 0 0
A1-19/08 238+0,1 345+0,1
A1-20/08 0 0
A1-21/08 31,3+ 0,1 26,2+0,3
A1-22/08 325+0,1 28,6+0,1
A1-23/08 0 0
Al1-24/08 0 0
A1-25/08 325+0,1 333+0,1
Al1-26/08 0 39,3+0,1
A1-27/08 21,3+0,1 0
A1-28/08 36,3+ 0,4 56,0+ 0,1
A1-29/08 36,3+0,1 31,0+0,1
A1-30/08 0 0
A1-31/08 28,8+0,2 59,5+0,3
A1-32/08 0,0 42,9+0,4
A1-33/08 38,8+0,1 0
A1-34/08 350+0,1 452 +0,1
A1-35/08 0 0
A1-36/08 28,8+0,1 53,6+0,1
A1-37/08 0 0
A1-38/08 20,0+0,1 0
A1-39/08 15,0+0,0 0
A1-40/08 38,8+0,2 0
A1-41/08 0 0
Al1-42/08 375+0,1 72,6+0,1
Al1-43/08 20,0+0,1 0
Al1-44/08 0 0

A1-45/08 27,5%0,1 52,4+0,1




Tabla 9. Actividad solubilizadora de fosfatos de cepas de Azotobacter aisladas

de larizésferade S. tuberosum en funcién de la variacién de pH durante 288 h.

pH

Cepas
Azotobacter oy, Inicial  4g8h  96h 144h 192h 240h 288h

A3-01/08 0,20 7,0 4,5 4,5 5,0 6,2 6,0 6,0
A3-04/08 0,25 7,0 4,2 4,6 4,4 6,2 6,1 6,1
A3-07/08 1,48 7,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
A3-09/08 0,22 7,0 5,2 4,8 4,6 6,2 6,2 6,2
A3-10/08 0,28 7,0 51 51 51 6,0 6,2 6,2
A3-13/08 2,57 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A3-16/08 2,10 7,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 6,0
A3-17/08 1,88 7,0 54 54 55 6,0 6,0 6,0
A3-18/08 1,04 7,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 6,0
A3-19/08 2,20 7,0 5,2 5,0 4,6 6,2 6,2 6,2
A3-22/08 1,63 7,0 5,4 5,4 5,4 6,0 6,0 6,0
A3-23/08 1,04 7,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 6,0
A3-28/08 0,13 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A3-31/08 0,11 7,0 6,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
A3-32/08 1,88 7,0 5,8 54 4,4 5,0 5,8 6,1
A3-33/08 0,16 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A3-34/08 0,69 7,0 6,0 6,0 5,0 5,0 4,5 5,0
A3-35/08 0,28 7,0 5,6 4,8 4,4 6,0 6,1 6,1
A3-36/08 0,22 7,0 5,8 5,8 6,1 6,4 6,4 6,4
A3-39/08 5,43 7,0 5.2 4,8 4,4 5,4 54 5,6
A3-42/08 1,90 7,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
A3-44/08 0,45 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A3-45/08 0,43 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A3-48/08 0,33 7,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
A3-50/08 0,16 7,0 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4
A3-51/08 0,23 7,0 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2
A3-57/08 0,15 7,0 4,8 4,6 6,2 6,4 6,4 6,4
A3-58/08 0,75 7,0 5,0 6,0 5,0 5,0 5,0 5,0
A3-62/08 0,48 7,0 6,0 5,0 5,0 5,0 4,5 5,0

ASP: Area solubilizacion de fosfato (cm2)



Tabla 10. Solubilizacion de fosfato en 32 cepas de Azotobacter spp. durante 30 dias de evaluacion.

Cepas Area de solubilizacién (cm?)

Azotobacter a4 piag Dia8 Dial0 Dial? Diald Dialé Dial8 Dia20 Dia22 Dia24 Dia26 Dia28 Dia 30
A3-01/08 0,02 006 006 009 013 020 020 020 020 020 020 020 020 020
A3-04/08 002 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025 025
A3-07/08 071 080 099 126 1,15 1,48 148 148 148 148 148 148 148 148
A3-09/08 002 002 005 005 009 007 022 022 02 02 02 022 02 022
A3-10/08 002 008 009 009 011 009 028 028 028 028 028 028 028 028
A3-13/08 020 065 190 204 218 218 257 257 257 257 257 257 257 257
A3-16/08 019 028 1,88 1,8 19 204 210 210 210 210 210 210 210 210
A3-17/08 017 058 1,88 1,8 1,88 1,88 1,88 1,88 1,88 188 188 188 188 188
A3-18/08 037 079 104 104 1,10 1,04 1,04 1,5 1,5 1,5 104 104 104 1,04
A3-19/08 020 008 1,13 1,37 1,91 2,05 220 1,91 220 220 220 220 220 220
A3-22/08 063 137 1,37 1,37 163 163 1,63 1,63 163 163 163 163 163 163
A3-23/08 005 031 099 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04 104 104 104 104 104 104
A3-26/08 003 045 048 048 057 099 099 099 099 099 099 099 099 0,99
A3-28/08 002 006 007 007 013 013 013 013 013 013 013 013 013 013
A3-31/08 004 009 011 011 011 011 011 011 011 011 011 011 011 011
A3-32/08 038 067 150 162 162 1,88 1,88 1,88 1,88 188 188 188 188 188
A3-33/08 002 006 007 007 016 016 016 016 016 016 016 016 016 0,16
A3-34/08 006 022 018 025 040 034 069 069 069 069 069 069 069 0,69
A3-35/08 004 009 009 000 010 028 028 028 028 028 028 028 028 028
A3-36/08 006 007 009 005 005 012 012 012 012 012 012 012 012 022
A3-39/08 016 057 094 094 1,10 121 433 543 543 543 543 543 543 543
A3-42/08 009 040 057 057 075 094 051 1,9 1,90 1,90 190 1,9 1,9 1,90
A3-44/08 005 015 016 016 016 018 019 045 045 045 045 045 045 045
A3-45/08 004 013 016 016 019 019 019 043 043 043 043 043 043 043
A3-47/08 009 050 067 067 067 076 08 08 08 08 08 08 085 085
A3-48/08 009 019 019 023 033 033 033 033 033 033 033 033 033 033
A3-50/08 004 009 010 010 016 016 016 016 016 016 016 016 016 0,16
A3-51/08 002 019 021 021 023 023 023 023 023 023 023 023 023 0023
A3-57/08 009 015 015 015 015 015 015 015 015 015 015 015 015 0,15
A3-58/08 031 054 075 075 075 075 075 075 075 075 075 075 075 075
A3-62/08 005 010 017 012 025 025 025 048 048 048 048 048 048 048

A3-64/08 0,04 0,15 0,16 0,12 0,25 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54




Tabla 11. Actividad solubilizadora de fosfatos de cepas de Actinomicetos

aisladas de larizosfera de S. tuberosum en funcién de la variacién de pH durante
288 h.

H
Cepas ASP pH P
. - (cm2) -
Actinomicetos di Inicial
30 dias 48h 96 h 144 h 192 h 240 h 288 h
A1-03/08 0,15 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A1-06/08 0,31 7,0 7,0 6,0 50 5,0 50 6,0
A1-30/08 0,25 7,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
A1-34/08 0,13 7,0 6,0 55 6,0 6,0 6,0 6,0
A1-45/08 0,35 7,0 6,0 6,0 50 50 6,0 6,0

ASP: Area solublizacion de fosfato (sz)

Tabla 12. Solubilizacion de fosfato en 5 cepas de Actinocemicetos durante 30
dias de evaluacion.

Area de solubilizacion (cm?)

Cepas Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
Actinomicetos 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

A1-03/08 005 005 005 005 005 005 o016 0,16 0,16 016 0,16 0,16 0,16 0,16 0,15
A1-06/08 0,19 0419 0419 0419 0429 019 031 031 o031 031 031 031 031 031 031
A1-30/08 0,13 013 013 013 0,13 013 025 025 025 025 025 025 025 0,25 0,25
A1-34/08 0,09 009 009 009 0,09 0,09 0213 0213 013 0,13 013 0,13 0,13 0,13 0,13
A1-45/08 0,19 0419 0419 019 019 019 035 035 035 03 035 03 035 035 0,35




Tabla 13. Evaluacién de la produccion de acido indol acético (AIA) por cepas de
Azotobacter spp durante 15 dias de evaluacion.

Cepa Cualitativa Cuantitativa (ug/ml)
Azotobacter en 6 dias 30 dia 6° dia 10° dia 15° dia
A3-04/08 + 9,4 10,8 15,3 100,7
A3-07/08 + 7.9 16,0 11,5 29,7
A3-09/08 + 8,0 7,7 9,1 13,1
A3-11/08 + 7,5 9,9 8,5 25,8
A3-13/08 + 7.3 45,8 12,2 25,6
A3-16/08 + 7,5 12,3 21,6 63,5
A3-18/08 + 10,8 25,1 53,2 30,4
A3-19/08 + 9,0 8,2 14,9 38,6
A3-23/08 + 7,8 15,0 10,2 28,8
A3-26/08 + 9,8 13,7 16,1 31,1
A3-30/08 + 7,6 10,7 9,0 22,5
A3-31/08 + 8,1 16,2 22,0 173,1
A3-32/08 + 111 17,3 78,8 48,6
A3-33/08 + 7,6 9,8 9,4 7,9
A3-34/08 + 7,6 23,7 86,9 323,5
A3-35/08 + 8,0 14,6 8,8 19,9
A3-39/08 + 7,7 120,7 59,0 7,6
A3-42/08 + 8,9 15,8 10,0 16,5
A3-48/08 + 7,7 12,6 83,7 22,8
A3-57/08 + 7.8 23,3 588,6 435,3
A3-58/08 + 9,6 13,4 21,7 29,5
A3-62/08 + 7,3 9,4 8,1 7,6

Tabla 14. Produccion AlA de cepas de Actinomicetos positivas

Cepas Cualitativa Cuantitativa (ug/ml)
Actinomicetos en 6 dias 4° dia 8° dia 12°0dia  15° dia
A1-03/08 + 7.6 7,3 8,7 7,9
A1-06/08 + 8,1 12,3 17,7 16,6
A1-14/08 + 7,2 7,5 8,0 8,0
A1-15/08 + 8,7 11,0 10,7 10,2
A1-16/08 + 7,5 7,4 7,6 6,9
A1-19/08 + 8,0 6,4 8,8 18,1
A1-21/08 + 8,4 9,5 9,4 11,3
A1-25/08 + 9,9 9,3 9,5 10,2
A1-31/08 + 7,6 7,8 9,5 9,4
A1-33/08 + 7,2 79 9,1 8,6
A1-36/08 + 8.9 13,4 29,0 51,8
A1-37/08 + 8,6 10,0 8,6 9,1
A1-38/08 + 8,7 8,6 10,0 8,9
A1-39/08 + 13,1 15,3 16,3 39,9
A1-42/08 + 7,8 7,7 7,3 6,9
A1-45/08 + 131 15,4 16,7 27,8




Tabla 15. Crecimiento de cepas de Azotobacter a pH 4 y 5,5 con respecto al
control (pH 7) alas 192 h (8 dias)

Crecimiento (%)

Cepa pH 4 pH 5,5 pH 7
A3-09/08 95,0 100,0 100,0
A3-04/08 95,0 95,8 100,0

A3-07/08 91,7 100,0 100,0
A3-11/08 90,0 100,0 100,0
A3-13/08 88,5 100,0 100,0
A3-16/08 100,0 100,0 100,0
A3-18/08 57,6 81,8 100,0
A3-19/08 100,0 100,0 100,0
A3-22/08 100,0 95,5 100,0
A3-23/08 86,5 67,3 100,0
A3-26/08 100,0 100,0 100,0
A3-30/08 90,0 100,0 100,0
A3-31/08 75,0 78,1 100,0
A3-32/08 100,0 100,0 100,0
A3-33/08 100,0 61,5 100,0
A3-34/08 100,0 100,0 100,0

A3-35/08 84,6 88,5 100,0
A3-39/08 87,5 95,8 100,0
A3-42/08 55,0 95,0 100,0

A3-57/08 100,0 100,0 100,0

Tabla 16. Crecimiento de Azotobacter a diferentes temperaturas con respecto al
control (28°C) alas 360 h (15 dias)

Temperatura de crecimiento (°C)

Cepa
40 10° 15° 20° 28°
A3-09/08 35,3 52,9 64,7 70,6 100,0
A3-04/08 64,3 57,1 60,0 84,2 100,0
A3-07/08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
A3-11/08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
A3-13/08 10,5 78,9 56,5 87,0 100,0
A3-16/08 0,0 70,8 57,7 79,2 100,0
A3-18/08 33,3 46,7 40,0 100,0 100,0
A3-19/08 53,8 100,0 88,2 78,9 100,0
A3-22/08 0,0 66,7 43,5 76,5 100,0
A3-23/08 12,7 56,4 25,5 86,2 100,0
A3-26/08 80,0 100,0 100,0 100,0 100,0
A3-30/08 46,7 66,7 73,3 92,9 100,0
A3-31/08 16,1 29,0 51,6 58,8 100,0
A3-32/08 0,0 100,0 55,0 100,0 100,0
A3-33/08 0,0 79,5 25,6 100,0 100,0
A3-34/08 60,0 45,0 80,0 94,7 100,0
A3-35/08 100,0 90,9 36,4 57,1 100,0
A3-39/08 57,9 0,0 81,8 80,0 100,0
A3-42/08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

A3-57/08 26,7 46,7 46,7 100,0 100,0




Tabla 17. Crecimiento de Actinomicetos a pH 4,0y pH 5,5 con respecto al control
apH 7 por 144 h (6 dias)

Crecimiento (%)

Cepa
pH 4 pH 5,5 pH 7
Al1-01/08 0,0 90,0 100,0
A1-03/08 100,0 85,7 100,0
A1-05/08 40,0 73,3 100,0
A1-06/08 44,4 87,5 100,0
Al-14/08 10,3 100,0 100,0
Al-16/08 0,0 75,0 100,0
Al1l-19/08 20,8 87,5 100,0
Al1l-21/08 100,0 100,0 100,0
Al1l-25/08 0,0 88,9 100,0
A1-30/08 0,0 100,0 100,0
A1-31/08 0,0 83,3 100,0
A1-32/08 0,0 100,0 100,0
Al1-33/08 0,0 66,7 100,0
Al1-34/08 31,6 89,5 100,0
Al1-36/08 100,0 100,0 100,0
Al1-37/08 0,0 77,3 100,0
A1-38/08 0,0 57,1 100,0
A1-39/08 19,0 54,5 100,0
Al-42/08 30,0 87,5 100,0
Al1-45/08 100,0 100,0 100,0

Tabla 18. Crecimiento de Actinomicetos a diferentes temperaturas con respecto
al control a 28° C durante 168 h

Temperatura de crecimiento (°C)

Cepa
4° 100 15° 20° 28°
A1-01/08 0 63,6 54,5 100,0 100,0
A1-03/08 0 44,4 44,4 55,6 100,0
A1-05/08 0 26,7 100,0 100,0 100,0
A1-06/08 0 42,9 57,1 71,4 100,0
A1-14/08 0 34,5 24,1 37,9 100,0
A1-16/08 0 60,0 66,7 80,0 100,0
A1-19/08 0 4,0 16,0 40,0 100,0
A1-21/08 0 50,0 75,0 87,5 100,0
A1-25/08 0 40,9 45,5 68,2 100,0
A1-30/08 0 50,0 77,8 83,3 100,0
A1-31/08 0 47,1 70,6 94,1 100,0
A1-32/08 0 90,9 72,7 100,0 100,0
A1-33/08 0 41,2 47,1 58,8 100,0
A1-34/08 0 38,9 55,6 72,2 100,0
A1-36/08 0 36,8 42,1 68,4 100,0
A1-37/08 0 60,0 100,0 100,0 100,0
A1-38/08 0 34,8 34,8 52,2 100,0
A1-39/08 0 33,3 42,9 47,6 100,0
A1-42/08 0 35,0 45,0 60,0 100,0
A1-45/08 0 100,0 77,8 100,0 100,0




Tabla 19. Caracterizacién de cepas de Azotobacter spp. aisladas de la rizésfera

de papa.

Prueba

O
@
o
QD
n

A3-04/08
A3-07/08
A3-09/08
A3-11/08
A3-13/08
A3-16/08
A3-18/08
A3-19/08
A3-22/08
A3-23/08
A3-26/08
A3-30/08
A3-31/08
A3-32/08
A3-33/08
A3-34/08
A3-35/08
A3-39/08
A3-42/08
A3-57/08

Produccion de
Quistes
Motilidad

Oxidasa

Catalasa

Produccion de
Pigmentos
Amarillo - Verde
fluorescente

Verde

Marron - negro
Marron-negro a
rojo - violeta
Rojo Violeta

Utilizacion de
Carbohidratos

Glucosa
Caproato
Manitol
Benzoato
Glicerol

+

+

+

+ + o +

+

o + +

+

+

+

+

o

+

+

+

+

+

+

+

+ o + +

+

+ 4+ + o +

+

o

+

+

d: variable



Tabla 20. Caracterizacion de cepas de Actinomicetos aisladas de larizésfera de

papa.

Pruebas

A1-01/08
A1-03/08
A1-05/08
A1-06/08
Al1-14/08
Al1-16/08
A1-19/08
A1-21/08
A1-25/08
30/0
31/
A1-33/08
A1-32/08
A1-34/08
A1-36/08
A1-37/08
A1-38/08
A1-39/08
A1-42/08
A1-45/08

Morfologia - cadena de
esporas
Recto - flexible + + - + + + 4+ + 4+ ++ 4+ - - + - + + + +

Espirales T T T T ST ST S S
Recto - flexible / espirales T ST T T R
Reticulada + - -+ + + 4+ - + - - - -+ 4+ + + + + -
Superficie

Liso + + + - + + - + + + + + + + - - - - - -
Espinoso T T T R
Piloso E L T R R NI R
Rugoso R L S T AT R N S I S
Color masa de esporas
Amarillo

Gris

Blanco

Azul

Rojo T R T T R
Violeta E L T R R NI R
Color micelio base

Marron S T T R T T S
Amarillo - marron I L T T T T T T T i
Verde + -+ - 4+ - o+ - - - - - - - - - - -+ o+
Rojo — naranja E T e
Azul — violeta S T e T T T

Producciéon de pigmentos
Difusibles

Antibiosis contra Bacillus
subtilis

Utilizacién de:

Glucosa + + + -+ + + 4+ 4+ 4+ + + - 4+ + + 4+ o+
Manitol S T -+ - -+ o+ - -
Sacarosa e e

+ + !
+
:
.
.
.
.
.
+
.
+
+ o+
.
.
.
+
.
+
:
.




Tabla 21. Capacidad PGPR de las cepas seleccionadas e identificadas de Azotobacter spp. aisladas de la rizosfera de papa.

Cepa % inhibicién frente a Prod. AIA AlA AlA Sol P - o
Azotobacter Rhizoctonia Fusarium 8 dias (ug/_ml) (ug/r_nl) (cm,2) Identificacion*
solani solani 6 dias 15 dias 30 dias
A3-04/08 0,0 0,0 + 10,80 100,66 0,25 A. chrooccocum
A3-07/08 0,0 0,0 + 16,03 29,75 1,48 A. chrooccocum
A3-09/08 0,0 0,0 + 7,66 13,08 0,22 A. chrooccocum
A3-11/08 0,0 0,0 + 9,86 25,80 0,00 A. chrooccocum
A3-13/08 37,0 25,5 + 45,80 25,61 2,57 A. vinelandii
A3-16/08 41,0 19,0 + 12,33 63,47 2,10 A. vinelandii
A3-18/08 0,0 22,5 + 25,11 30,41 1,04 A. chrooccocum
A3-19/08 0,0 21,3 + 8,23 38,58 2,20 A. chrooccocum
A3-22/08 0,0 14,0 + 0,00 0,00 1,63 A. chrooccocum
A3-23/08 0,0 31,5 + 15,00 28,81 1,04 A. chrooccocum
A3-26/08 0,0 29,0 + 13,67 31,09 0,99 A. armeniacus
A3-30/08 0,0 43,0 + 10,67 22,55 0,00 A. vinelandii
A3-31/08 0,0 0,0 + 16,15 173,09 0,11 A. beijerinckii
A3-32/08 40,0 215 + 17,26 48,58 1,88 A. beijerinckii
A3-33/08 0,0 0,0 + 9,82 7,85 0,16 A. chrooccocum
A3-34/08 0,0 0,0 + 23,74 323,52 0,69 A. chrooccocum
A3-35/08 0,0 28,0 + 14,61 19,89 0,28 A. chrooccocum
A3-39/08 0,0 0,0 + 120,69 7,64 5,43 A. chrooccocum
A3-42/08 0,0 33,0 + 15,84 16,51 1,90 A. chrooccocum
A3-57/08 0,0 0,0 + 23,28 435,30 0,15 A. armeniacus

* Segun Bergey (2005)



Tabla 22. Capacidad PGPR de las cepas seleccionadas e identificadas de Actinomicetos aislados de la rizosfera de papa.

Cepa . ” Inh”.OICIon frente .a Prod.,AIA AlA (u,g/ml) AlA (ug/ml) SOI(Izr;]%gar Identificacion*

Rhizoctonia Fusarium 8 dias 8 dias 15 dias 30 dias

solani solani

A1-01/08 51,2 35,0 - 0,0 0,0 0,00 S. exfoliatus
A1-03/08 46,4 40,0 + 7,3 7,9 0,15 S. griseoloalbus
A1-05/08 34,5 27,5 - 0,0 0,0 0,00 S. violaceusniger
A1-06/08 0,0 0,0 + 12,3 16,6 0,31 S. aureufaciens
A1-14/08 0,0 0,0 + 7,5 8,0 0,00 S. olivaceoviridis
Al1-16/08 36,9 25,0 + 7,4 6,9 0,00 S. griseoloalbus
A1-19/08 34,5 23,8 + 6,4 18,1 0,00 S. violaceusniger
A1-21/08 26,2 31,3 + 9,5 11,3 0,00 S. griseoloalbus
A1-25/08 33,3 32,5 + 9,3 10,2 0,00 S. griseoviridis
A1-30/08 0,0 0,0 - 0,0 0,0 0,25 S. griseoloalbus
A1-31/08 59,5 28,8 + 7,8 9,4 0,00 S. violaceusniger
A1-32/08 42,9 0,0 - 0,0 0,0 0,00 S. violaceusniger
A1-33/08 0,0 38,8 + 7,9 8,6 0,00 S. albus
A1-34/08 45,2 35,0 - 0,0 0,0 0,13 S. griseoflavus
A1-36/08 53,6 28,8 + 13,4 51,8 0,00 S, rochei
A1-37/08 0,0 0,0 + 10,0 9,1 0,00 S, olivaceoviridis
A1-38/08 0,0 41,3 + 8,6 8,9 0,00 S. griseoloalbus
A1-39/08 0,0 15,0 + 15,3 39,9 0,00 S. albidoflavus
A1-42/08 72,6 37,5 + 7,7 6,9 0,00 S. filipinensis
A1-45/08 52,4 27,5 + 15,4 27,8 0,35 S. lavendulae

* Segun Bergey (1989)



Tabla 23. Evaluacién del efecto de las cepas seleccionadas de Azotobacter sobre S.tuberosum en invernadero

Parametros®
Tratamientos NT PST (g.) %MST %MSR P(S;D %MSP (ﬁr';-% (g%zgz) IC
Control 225a 2,00 a 12,94 a 15,20 a 6,33 a 14,36 a 186,79 a 0,40 de 32,0a

A3-04/08 5,00 ab 5,11ab 14,59 bc 17,27bc 11,63 b 15,62 bed 284,95 ab 0,38 cde 44,0 abc
A3-07/08 4,75 ab 6,72 b 15,28 cd 17,58 bc 13,73 b 15,76 cde 451,08 bed 0,49 fg 49,0 abc
A3-09/08 3,50 ab 5,10 ab 15,90 de 16,88 b 11,96 b 15,20 b 493,32 cd 0,41 de 41,0 ab
A3-11/08 3,75 ab 5,79 ab 15,213 cd 17,18 bc 10,95 b 15,45 be 261,79 ab 0,54 ¢ 53,0 bc
A3-18/08 3,75 ab 6,33 b 14,10 b 19,11 e 13,08 b 15,44 bc 410,02 bed 0,32 abc 48,0 abc
A3-19/08 4,75 ab 4,50 ab 15,82 de 16,98 b 11,43 b 16,19 e 345,05 abcd 0,45 ef 38,0 ab
A3-22/08 3,75 ab 6,00 ab 15,83 de 17,33 bc 11,50 b 16,11 de 325,98 abcd 0,31 ab 52,0 bc
A3-23/08 2,50 ab 5,76 ab 14,70 bc 18,64 de 13,59b 15,86 cde 334,90 abcd 0,452 ef 42,0 abc
A3-26/08 5,00 ab 5,84 ab 14,84 bc 17,65bc 11,88b 15,61 bed 283,81ab 0,50 fg 49,0 abc
A3-30/08 3,75 ab 6,06 ab 15,78 de 17,28bc 12,60 b 15,37 bc 507,39 d 0,37 bed 45,0 abc
A3-31/08 5,25 ab 5,73 ab 15,81 de 17,28 bc 12,48 b 16,10 de 307,25 abc 0,49 fg 45,0 abc
A3-32/08 5,50 ab 7,32b 15,98 de 17,10bc 14,51 b 16,18 e 273,02 ab 0,39 de 51,0 abc
A3-33/08 3,00 ab 5,04 ab 16,10 de 17,58 bc 10,55b 16,27 e 260,35 ab 0,39 de 47,0 abc
A3-34/08 7,75 b 8,45b 16,38 e 17,36 bc 13,71 b 16,30 e 291,48 ab 0,39 de 62,0 c
A3-35/08 5,50 ab 5,31 ab 14,49 bc 16,86 b 12,28 b 15,15 b 689,02 e 0,29 a 42,0abc
A3-42/08 6,00 ab 7,55b 15,93 de 18,11cd 13,40b 16,20 e 314,55 abcd 0,40 de 57,0 bc
A3-57/08 5,25 ab 752b 15,98 de 17,15bc 12,96 b 16,10 de 309,76 abc 0,49 fg 57,0 bc

! Cada valor es el promedio de cuatro repeticiones. Para cada parametro se realiz6 la separacién en medias. NT= Nro. de tuberculos. PST= Peso seco de tuberculos. %MST= % materia
seca de tubérculo. %MSR= % materia seca de raiz. PSP= Peso seco de la planta. %MSP= %materia seca de la planta. AFT= Area foliar total. PEH=Peso especifico de hojas. IC= Indice de

cosecha.



Tabla 24. Evaluacién del efecto de las cepas seleccionadas de Actinomicetos sobre S.tuberosum en invernadero

Parametros®
Tratamientos NT PST (9.) %MST % MSR PSP % MSP AFT PEH IC
Control 225a 2,00 a 12,94 a 15,20 a 6,33 a 14,36 a 186,79 abc 0,40 a 0,32a

A1-01/08 6,75 bc 7,97 cd 15,97 ef 18,35 ab 13,745 bcd 15,63 cdef 161,29 ab 0,66 abc 0,57 de
A1-05/08 8,00 bc 7,46 bcd 15,90 ef 17,30 ab 13,42 bed 15,51 bedef 238,38 abc 0,62 abc 0,55 cde
A1-14/08 6,50 abc 8,36 cd 16,50 f 18,70 ab 13,90 bed 16,27 ef 223,51 abc 0,57 abc 0,60 e
A1-16/08 6,50 abc  5,09b 15,69 ef 18,53 ab 13,60 bced 15,40 abcdef 302,84 bc 0,82¢c 0,37 a
A1-19/08 7,25 bc 520b 14,20 bc 18,77 ab 11,53 bc 14,87 abcd 239,85 abc 0,68 abc 0,45 abcd
A1-21/08 3,75 bc 5,00b 15,53 ef 18,76 ab 12,80 bc 15,35 abcdef 261,02 abc 0,61 abc 0,39 ab
A1-25/08 4,5 abc 6,06 bc 14,80 cd 19,36 ab 14,00 bed 15,57 bedef 247,79 abc 0,89¢c 0,43 abc
A1-30/08 5,5 abc 5,79 bc 15,20 cde 18,82 ab 14,30 bed 15,09 abcd 266,72 abc 0,71 bc 0,41 ab
A1-31/08 500abc  4,90b 13,63 ab 19,02 ab 10,89 b 14,53 ab 184,98 abc  0,80c 0,45 abcd
A1-32/08 5,00 abc 7,09 bcd 15,92 ef 18,72 ab 13,97 bed 15,89 def 311,83 ¢ 0,46 ab 0,50 bcde
A1-33/08 8,75¢ 5,86 bc 14,90 cde 19,18 ab 12,81 bed 15,45 bedef 282,51 be 0,46 ab 0,46 abcd
A1-34/08 6,50 abc 6,68 bcd 14,26 bed 17,43 ab 14,22 bed 14,68 abc 236,24 abc 0,78 ¢ 0,47 bcd
A1-36/08 5,75abc 5,72 bc 15,31 cdef 16,11 ab 13,45 bed 15,30 abcde 232,69 abc 0,63 abc 0,43 abc
A1-37/08 7,75 bc 6,76 bcd 16,00 ef 34,35b 15,36 cd 16,40 f 281,46 bc 0,89¢c 0,44 abcd
A1-38/08 7,75 bc 9,20d 15,44 def 17,53 ab 14,92 cd 15,15 abcd 180,82 abc 0,687 abc 0,62 e
A1-39/08 6,25 abc 6,85 bcd 15,92 ef 17,39 ab 16,66 d 15,11 abcd 308,50 bc 0,85¢ 0,41 ab
A1-42/08 5 abc 510b 13,51ab 17,58 ab 11,91 be 15,22 abcde 128,12 a 1,21d 0,422 abc

' Cada valor es el promedio de cuatro repeticiones. Para cada parametro se realiz6 la separacién en medias. NT= Nro. de tuberculos. PST= Peso seco de tuberculos. %MST= % materia
seca de tubérculo. %MSR= % materia seca de raiz. PSP= Peso seco de la planta. %MSP= %materia seca de la planta. AFT= Area foliar total. PEH=Peso especifico de hojas. IC= Indice de
cosecha



Tabla 25. Seleccion de cepas de Azotobacter con mayor efecto sobre S.

tuberosum en invernadero y sus capacidades PGPR

Cepa Antagonismo* ?:rlng)j stg/nﬁl)A pH T° Especie**
A3-32/08 ++ 1,88 48,6 + 20°C A. beijerinckii
A3-34/08 - 0,69 323,5 + Todas A. chroococcum
A3-35/08 + 0,28 19,9 + Todas A. chroococcum
A3-18/08 + 1,04 30,4 + 20°C A. chroococcum
A3-57/08 - 0,15 435,3 + 20°C A. armeniacus

*++:Antagonismo contra ambos hongos. +: Antagonismo contra un hongo.-: No antagonista. ** Especie determinada

bioguimicamente.

Tabla 26. Seleccion de cepas de Actinomicetos con mayor efecto sobre S.

tuberosum en invernadero y sus capacidades PGPR

Cepa  Antagonismo* ?grlﬁz'): stg/nﬁl)A pH* 7o Especie™
A1-37/08 - - 9,1 + Todas S. olivaceoviridis
A1-42/08 ++ - 6,9 + Todas S. filipinensis
A1-39/08 - 39,9 + Todas S. albidoflavus
A1-33/08 - 8,6 + Todas S. albus
A1-38/08 + - 8,9 + Todas S. griseoalbus

*++:Antagonismo contra ambos hongos. +:
bioquimicamente. *** Ninguna cepa crecio a pH 4. (*) Ninguna cepa creci6 a 4° C

Antagonismo contra un hongo.-: No antagonista. ** Especie determinada



Figura 1. Campo de colecta de muestras de rizésfera en San José de Aymara,
Huancavelica.

Figura 2. Muestra conteniendo suelo, rizosfera y raices



Figura 3. Recuento de Azotobacter por el método del Numero Mas Probable
(NMP). A: presencia de Azotobacter. B: muestra negativa.

Figura 4. Aislamiento de Azotobacter en MMSN. A: placa conteniendo dos tipos
de colonias. B: morfologia colonia Azotobacter sin acidificar el medio. C:
morfologia colonia Azotobacter acidificando el medio.

Figura 5. Recuento y aislamiento de Actinomicetos. A: placa para recuento de
Actinomicetos. B: aislamiento puro de Actinomicetos. C: colonias de
Actinomicetos



Figura 6. Prueba de Antagonismo de Azotobacter spp. A: frente a Fusarium
solani. B: frente a Rhizoctonia solani

Figura 7. Prueba de Antagonismo de Actinomicetos. A: frente a Fusarium solani.
B: frente a Rhizoctonia solani

Figura 8. Prueba de solubilizacion de fosfato de Azotobacter spp. en agar NBRIP.
A: halo de solubilizacién de fosfato, cepa A3-39/08. B: izquierda, halo de
solubilizacion, cepa A3-06/08, derecha, cepa negativa.
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Figura 9. Prueba de solubilizacion de fosfato en agar NBRIP de Actinomicetos.
A: cepa A1-01/08 negativa. B: halo de solubilizacién moderado de cepa A1-45/08

Figura 10. Solubilizacién de fosfato en caldo NBRIP por tres cepas positivas de
Azotobacter spp. C: control sin bacteria, nétese la turbidez indicando la no
solubilizacion de fosfato a diferencia de los tubos con bacteria.
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Figura 11. Prueba cualitativa produccion de Acido Indol Acético de Azotobacter
spp. C: control sin bacteria. 1. cepa sin produccion de AIA (-). 2: cepa con
produccién de AlA (+)
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Figura 12. Prueba cualitativa produccion de Acido Indol Acético de
Actinomicetos C: control sin bacteria. 1. cepa sin produccion de AlA (-). 2: cepa
con produccion de AlA (+).



Figura 13. Prueba cuantitativa producciéon de Acido Indol Acético (AIA) en
Azotobacter spp. De izq. a der. niveles de produccién de AIA en forma
ascendente.

Figura 14. Pruebas bioquimicas de Azotobacter spp. A: utilizacion de azlcares.
B: produccién de pigmentos.



Figura 15. Crecimiento de cepas de Azotobacter spp. en medio Cromoazurol S
(CAS) para Sider6foros. Negativa.

Figura 16. Prueba bioquimica Actinomicetos: produccion de pigmentos
difusibles. Izquierda: control, derecha: cepas de Actinomicetos productoras de
pigmentos.



Figura 17. Utilizacion de azUcares por 4 cepas de Actinomicetos. Izq. a der:
glucosa, manitol y sacarosa.



Figura 18. Instalacion de invernadero. A: plantas de S. tuberosum in vitro. B:

plantas de S. tuberosum com jiffy. C: traslado de plantas in vitro a maceta. D:

inoculacién de plantas de S. tuberosum com bacteria. E: siembra de semillas-
tuberculo de S. tuberosum en maceta.



Figura 19. Plantas en invernadero a las 4 semanas de instalacion. A: Azotobacter
spp. B: Actinomicetos. Izq. Plantas inoculadas. Der. Planta control sin in6culo.

Figura 20. Plantas de papa a las 11 semanas de tratamiento en el invernadero



Figura 21. Der. S. tuberosum inoculada con Actinomicetos, izgq. Planta sin
inoculo.

Figura 22. Der. S. tuberosum inoculada con Azotobacter spp., izq. Planta sin
inoculo.



Figura 23. Plantas de S. tuberosum inoculadas con Actinomicetos. C: control. 1:
S. tuberosum in vitro sembrada en suelo estéril. 2: semilla-tubérculo de S.
tuberosum sembrada en suelo estéril. 3: semilla-tubérculo de S. tuberosum

sembarada en suelo no estéril.

Figura 24. Plantas de S. tuberosum inoculadas con Azotobacter spp. C: control.
1: S. tuberosum in vitro sembrada en suelo estéril. 2: semilla-tubérculo de S.
tuberosum sembrada en suelo estéril. 3: semilla-tubérculo de S. tuberosum

sembarada en suelo no estéril.
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Figura 28. Solubilizacién de fosfato de las cepas de Actinomicetos durante 30 dias
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Figura 29. Produccion del Acido Indol Acético (AIA) por cepas de Azotobacter en 15 dias de evaluacion.
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Figura 33. Porcentaje de crecimiento de cepas seleccionadas de Azotobacter
con respecto al control (pH 7). A: pH 4,0. B: pH 5,5

20% 20% 5%

5%

20%

40%
@ No crecio m Menos de 50% m 50% - 80% [ No crecio B Menos de 50% m 50% - 80%
m 80% - 90% m 90% - 100% m 80% - 90% m 90% - 100%
C D
21% 0% 0%
26% 30%
16% 50%
[o)
37% 0%
@ No crecio m Menos de 50% m 50% - 80% @ No crecio m Menos de 50% m 50% - 80%
m 80% - 90% m 90% - 100% m 80% - 90% m 90% - 100%

Figura 34. Crecimiento de cepas seleccionadas de Azotobacter a diferentes
temperaturas, con respecto al control a28°C. A: a4°C.B: a1l0°C. C: al1l5°C. D:
a 20 °C.
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Figura 36. Crecimiento de cepas seleccionadas de Actinomicetos a diferentes
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cosecha (IC) para cada tratamiento con Actinomicetos.
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planta (PSP) para cada tratamiento con Actinomicetos.
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Figura 41. Evaluacion del numero de tubérculos (NT), peso seco de tubérculo

(PST) e indice de cosecha (IC) para cada tratamiento con Azotobacter spp.
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Figura 42. Evaluacién del nimero de tubérculos (NT), peso seco del tubérculo

(PST) y el indice de cosecha (IC) para cada tratamiento con Actinomicetos
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ANEXO. MEDIOS DE CULTIVO

1. MEDIO MINERAL SIN NITROGENO (MMSN) — g/L

KoHPO, 0,655
MgS0,4.7H,0 0,20
NacCl 0,02
CaCl, 0,01
ClsFe (0.1% en solucién) 3,40 ml
NaMoOQO, (H,0) 0,0108
KH,PO4 0,15
Manitol 10,0
Agar 15,0
Sacarosa 10,0
*Azul de bromotimol 5% 5,0 ml
**Parpura de bromocresol 0,04
Agua destilada 1000 ml
pH 7

Crecimiento de Azotobacter
* En caldo. ** En agar

2. AGAR PAPA DEXTROSA (PDA) — g/L

Infusion de papa (200g de papa) 4,0 ml
D-glucosa 20,0
Agar 15,0
Agua destilada 1000 ml

pH 5,6+0,1




3. AGAR ALMIDON CASEINA —g/L

Almidon 10,0
Caseina 0,30
Nitrato de Potasio 2,00
NaCl 2,00
KoHPO,4 2,00
MgS0,4.7H,0 0,05
CaCOs3 0,02
FeS0,4.7H,0 0,01
Agar 15,0
Agua destilada 1000 ml
pH 7

4. MEDIO PLATE COUNT (BACTERIAS) —g/L

Triptona 5,0
Extrato de carne 2,5
Dextrosa 1,0
Agar 15,0
Agua destilada 1000 mi

pH 7




5. MEDIO DE CULTIVO NATIONAL BOTANICAL RESEARCH
INSTITUTE'S PHOSPHATE (NBRIP)

Glucosa 10,0
Caz(PO,) 5,0
(NH4)2SO, 0,1
MgS0,4.7H,0 0,25
KCI 0,2
MgCl,.6H,0 50
Agar 15,0
Agua Destilada 1000 ml
pH 7

6. SOLUCION DE SALKOWSKY

2% de FeCl; 0,05M en 35% de Acido Perclérico




7. AGAR WINOGRADSKY —g/L

Na;Mo00O4.H,0O 1.0
MnS0O,4.4H,0 1.0

CaCOg3 0.1

Glucosa 10.0

Agar 15.0

N — butanol 0.2 (ml/100)

e Solucion Stock (g/200ml)

KH.PO, 50.0
MgS04.7H,0 25.0
NaCl 25.0
FeS04.7H,0 1.0

Formacién de quistes en Azotobacter

8. AGAR ASHBY —g/L

Benzoato 5,0
KH,PO,4 1,0
MgS0,4.7H,0 0,2
FeS04.7H,0 0,005
NacCl 0,2
CaCl,.H,0 0,2
Agar 15,0
pH 7

Produccion de pigmentos Azotobacter



9. MEDIO BASE PARA UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS —g/L

(NH4)SO,4 2,64
KH,PO,4 2,38
KoHPO,4 5,65
MgS0O,4 7H,0 1,00
CuS04.5H,0 0,0064
FeS0,4.7H,0 0,0011
MnS0O,4.4H,0 0,007
ZnS04.7H,0 0,0015
Agar 15,0
Carbohidratos 10,0

Utilizacién de carbohidratos — Actinomicetos

10.AGAR GLICEROL — ASPARAGINA —g/L

L-asparagina 1,0
Glicerol 10,0 mi
KoHPO4 1,0
Agua destilada 1000 ml
Agar 20,0
Solucion de sales 1,0 mi

e Solucion de Sales (g/100ml)

FeS0,4.7H,0 1,0
MnCl,.4H,0 1,0
ZnS04.7H,0 0,1
Agua destilada 100 ml

Produccion de pigmentos solubles — Actinomicetos



11. AGAR TRIPTICASA SOYA (TSA) — g/L

Tripticasa 17,0
Peptona 3,0
Cloruro de sodio 50
Fosfato dipotéasico 2,5
Dextrosa 2,50
Agua destilada 1000 mi

Crecimiento de Azotobacter

12. AGAR NUTRITIVO —g/L

Extracto de carne 1,0
Extracto de levadura 2,0
Peptona 5,0
Cloruro sédico 5,0
Agar 15,0
Agua destilada 1000 ml

Crecimiento de Actinomicetos



13. AGAR Cromoazurol S (CAS) —g/L

Solucién 1: CAS — HDTMA

Chrome azurol S 60,5 mg (1.21 mg/ml)
Agua bidestilada 50,0 ml

Sol. 1ImM FeCl3.6H,0 (en 10 mM HCI) 100 ml

Solucién 2: 10 x MM9

KH,PO4 3,0
NacCl 5,0
NH,CI 10,0
Agua destilada 1000 mi

Solucién 3: CAS Agar

NaOH 6,0
PIPES 30,24
10xMM9 100 mi
Agar 15,0

Solucion 4: Casaminoacidos
Casaminoacidos 10g
Agua destilada 100 ml

Produccion de Sideroforos






