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. RESUMEN
El Mango (Mangifera indica L), es uno de los productos bandera de exportacion a
nivel nacional que actualmente esta dirigiendo su produccién al rubro de productos
orgéanicos; sin embargo, su produccion se ve afectada por hongos fitopatdégenos y
deficiencia de nutrientes en forma orgénica, es por ello que existe la necesidad de

contar con bioinoculantes.

El objetivo del presente trabajo fue aislar y seleccionar rizobacterias del género
Azotobacter y Bacillus con potencial aplicacion como bioinoculante en el cultivo de
Mangifera indica L (mango). El aislamiento se realiz6 a partir de muestras de
rizosfera de plantaciones de mango del departamento de Piura. Se logro aislar 23
cepas del género Bacillus, de las cuales, 8 (34,8%) presentaron antagonismo
antifingico frente a Lasiodiplodia theobromae, 7 (30,4%) frente a Colletotrichum
gloeosporioides y 1 (4,3 %) frente a Phytophthora sp. Asimismo 6 (26,1 %) fueron
antagonistas tanto a Fusarium sp. como a Alternaria sp. En el caso de Azotobacter
de las 29 cepas aisladas, 5 (17,2 %) presentaron antagonismo antifingico frente a
Lasiodiplodia teobromae y Phytophthora sp., 6 (20,7 %) frente a Colletotrichum
gloeosporioides, 12 (41,4 %) frente a Fusarium sp. y 11 (37,9 %) frente a Alternaria
sp. Por otro lado 7 (30,4%) de las cepas de Bacillus sp y 18 (62,1 %) de las cepas
de Azotobacter sp presentaron capacidad solubilizadora de fosfatos. El 39,1% (9)
de Bacillus sp y el 65,5 % (19) de Azotobacter sp lograron producir acido indol
acético (AlA). En ambos géneros el 100% presentd capacidad potencial de fijacion

de nitrégeno.

Se realizaron pruebas a nivel de almacigo con 7 cepas del género Bacillus y 5 del
género Azotobacter seleccionadas para uso como potenciales bioinoculantes
debido a que presentaron los mejores resultados en las pruebas anteriores. Se

observd que todas las cepas usadas tuvieron efecto positivo en cuanto a la



reduccion del tiempo de germinacion, incremento en la altura de tallo y nimero de

hojas y ausencia de sintomas de micosis.

Se demuestra de esta forma que la rizosfera del cultivo de mango presenta
bacterias de los géneros Azotobacter y Bacillus con potencial aplicacibn como

bioinoculante para la mejora de la produccién de mango orgénico.

Palabras clave: rizésfera, rizobacterias, micosis, hongos fitopatégenos, antifingico,

bioinoculante.



. ABSTRACT

The Mango fruit (Mangifera indica L), is one of the most important products of
national exportation, nowadays its production has been directed towards organic
products branch; nevertheless the production has been affected by phythopatogenic
fungi and deficiencies in organic nutrients, that's why exists the necessity of having
bioinoculants. The objective of this study was to isolate and select rhizobacteria of
the genus Azotobacter sp. and Bacillus sp. with potential application as bioinoculant
in the cultivation of Mangifera indica L (mango). The isolation was perfomed since
rhizosphere samples, taken from mango plantations of Piura. It could be possible to
isolate 23 strains from Bacillus genus, from which, 8 (34,8%) had antifungal
antagonism to Lasiodiplodia theobromae, 7 (30,4%) to Colletotrichum
gloeosporioides y 1 (4,3 %) to Phytophthora sp. Also 6 (26,1%) were antagonists to
Fusarium sp. and Alternaria sp. In the case of Azotobacter, 5 (17,2%) from the 29
isolated strains, had antifungal antagonism to Lasiodiplodia teobromae and
Phytophthora sp., 6 (20,7%) to Colletotrichum gloeosporioides, 12 (41,4 %) to
Fusarium sp. and 11 (37,9 %) to Alternaria sp. In the other hand 7 (30,4%) Bacillus
and 18 (62,1 %) Azotobacter sp strains had phosphate solubilizing activity. 39,1%
(9) of Bacillus and 65,5 % (19) of Azotobacter could produce indoleacetic acid (I1AA).

In both genus the 100% had potential capacity of nitrogen fixation.

The bacterial strains; 7 from the Bacillus genus and 5 from Azotobacter were
selected as potential bioinoculants in the assays before mentioned, these were
tested in seedbeds. All of these strains had a positive effect in the reduction of the
germination time, increase in the stem height, number of leaves and absence of

mycosis symptoms.



It is demonstrated that mango rhizosphere had bacteria from the genus Azotobacter
and Bacillus with potential application as bioinoculant for the optimization in the
production of organic mango.

Keywords:  rhizosphere, rizhobacteria, mycosis, fungus phythopatogenics,

antifungal, bioinoculant.



[I. INTRODUCCION
En los dltimos afios el uso y abuso de productos quimicos en la agricultura ha
generado grandes niveles de contaminacion de los suelos agricolas, causando un
deterioro y empobrecimiento de los mismos, lo que ha dado como resultado la
disminucion de la produccion de alimentos, mientras que la poblacion humana y su
interés por consumir productos sanos vy libres de residuos quimicos aumenta cada

vez mas.

Una de las tecnologias que actualmente se viene implementando en la agricultura
moderna es la aplicacion de bioinoculantes, un producto 100% biol6gico, hecho a
base de microorganismos que cumplen la funcion de biofertilizantes y
biocontroladores. Esta tecnologia conocida también como agricultura ecolégica se
basa en el uso de microorganismos de suelos y la rizosfera con capacidad
promotora de crecimiento vegetal y con propiedades antagonistas para el control de
fitopatogenos (Gonzélez, 2000; Gutiérrez et al., 2004; Carrillo et al., 2005;
Hernandez et al., 2007); la cual resulta una alternativa sustentable en la generacion
de sistemas de produccién agricola amigables con la salud del consumidor y el

medio ambiente (Serrano y Galindo, 2007).

Uno de los productos bandera de exportacion a nivel nacional es el Mango
(Mangifera indica L). La produccion nacional de mango esta centralizada en la costa
norte, siendo Piura el departamento con mayor produccion y superficie cultivada;
pues los valles de San Lorenzo, Chulucanas, Tambo Grande y Sullana concentran
cerca del 70% de la produccion nacional, y actualmente se enfrenta a las
exigencias del mercado internacional que demanda mayor produccion. Sin embargo
la produccién de mango se ve afectada por hongos fitopatdgenos que permanecen
como endofitos y ante la falta de nutrientes en especial nitrégeno y fosfatos causan

sintomas de diversas micosis (Morales y Rodriguez, 2005), es por ello que existe la



necesidad de contar con un bioinoculante que permita mejorar la produccién de
mango sin afectar el medio ambiente y el suelo (Fondo de Tecnologia Agraria -

FTA, 2007).

Los principales géneros de hongos fitopatdgenos que afectan el cultivo de mango
son: Phytophthora, Fusarium, Phytium, Alternaria, Colletotrichum, Lasiodiplodia
entre otros. De estos géneros se destacan las especies Colletotrichum
gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae, sefialados como los principales
agentes causales de antracnosis y muerte regresiva respectivamente (Gonzalez et

al., 1999; Rodriguez, 2001; Maldonado y Alvarez, 2007).

Actualmente diversos estudios reportan a las rizobacterias de los géneros
Azotobacter y Bacillus como eficaces promotores de crecimiento vegetal y a la vez
biocontroladores de hongos fitopatdgenos, los cuales pueden ser aplicados también
como bioinoculantes (Kumar et al.,, 2001; Aquilanti et al., 2004: Kizilkaya, 2008;
Corkidi et al., 2009). Es por ello que la presente investigacion se busco aislar y
seleccionar rizobacterias del género Azotobacter y Bacillus con potencial aplicacion
como bioinoculante en el cultivo de Mangifera indica L (mango), para lograr la

mejora de la produccion nacional y con ello contribuir al desarrollo del pais.



[ll. MARCO TEORICO
3.1 El mango ( Mangifera indica L)
El mango es un cultivo originario del Noroeste de la India, de la Regién Indo-
Birmanica y las montafias Chittagong en Bangladesh. Se estima que esta planta
fue domesticada por el hombre desde hace 6000 afios (Mora et al., 2002).
La clasificacion taxondmica del mango (Parrotta, 1993; Minaya, 1999) se ubica de
la siguiente manera:
Clase: Dicotiledéneas
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Suborden: Anacardiineae
Familia: Anacardiaceae
Género: Mangifera
Especie: Mangifera indica L
El mango es muy apreciado por sus frutos, con un delicioso sabor, alto valor
nutritivo, y que se destacan por su alto contenido de vitaminas A y C, minerales y
carbohidratos. Una porcion de 140 g de mango contiene el 20% é mas del valor
diario recomendado de consumo de vitamina C. Una libra de mango equivale a %
de taza de una mezcla de frutas. Ademas de sus atributos como alimento, los
extractos de esta planta se han utilizado en la practica ethomédica (Guevara et al.,

1998; Nufiez et al., 1998).

3.2 La planta de mango

El mango un arbol de hoja perenne y de amplia copa tupida que puede llegar hasta
una altura de 25 a 30 metros. Tiene un sistema radical denso y vigoroso, en
condiciones naturales posee una raiz principal pivotante de 6 a 8 m y un sistema de
raices adventicias superficiales cuya concentracion se encuentra en su gran

mayoria en los primeros 2,5 m de suelo (Minaya, 1999).



El tronco es mas o menos recto, cilindrico y de 75-100 cm de didmetro, con una
corteza de color gris — café, tiene grietas longitudinales o surcos reticulados poco
profundos que a veces contienen gotitas de resina. Su sabia es tdxica e irritante y
puede causar lesiones en la piel (Galan, 2000).

Las hojas son lanceoladas, de unos 25 cm de largo, alternas y dispuestas en
espiral, de color rojizo al inicio de su crecimiento y de color verde después. Esta
planta presenta inflorescencias son ramificadas y terminales, de aspecto piramidal,
de 6-40 cm de largo, de 3-25 cm de diametro; las raquias son de color rosado o
morado, algunas veces verde amarillentas. Las flores se producen en las cimas
densas o0 en la Ultimas ramitas de la inflorescencia y son de color verde—
amarillento, de 0,2-0,4 cm de largo y 0,5-0,7 cm de didmetro cuando estan
extendidas. La polinizacibn del mango es esencialmente entomdfila, siendo los
principales polinizadores, insectos del orden Diptera, sefialdandose como uno de los
principales polinizadores a la mosca casera y otros ordenes como himenopteros,

lepidépteros, heterdpteros (Mora et al., 2002).

El fruto es una drupa grande y carnosa con fibra, que puede contener uno o mas
embriones. Generalmente la fruta tarda entre 100 a 120 dias de floracion a
cosecha. La forma, tamafo, peso y color depende de la variedad. La forma es
comunmente ovalada y puede ser redonda o muy alargada, el tamafio varia de 5 a
25 cm de largo, y el peso desde 50 g hasta mas de 2 kg. La cédscara es suave y
cerosa, de color verdoso, amarillo o rojo y envuelve la parte comestible, que al

madurar es amarilla (Galan, 1990).

El fruto consta de una sola semilla, de forma ovoide u oblonga que esta rodeada
por un endocarpio fibroso cuando estd madura. La testa es fina y permeable;
existen dos tipos de semilla, las monoembridnicas y las poliembriénicas (Minaya,

1999).



3.3 El cultivo de mango

El mango es una planta que se cultiva comercialmente en los trépicos (Galan 1990),
desde el nivel del mar hasta los 1200 m de altitud pero desarrolla mejor en alturas
inferiores a 600 m, puede ser sembrada en cualquier época del afio y se adapta a
regiones donde existe una estacion seca y una estacion humeda bien definidas

(Mora et al., 2002).

Los requerimientos agroecolégicos que tiene este cultivo son: clima tropical o
subtropical seco, humedad relativa por debajo de 70%, precipitacién entre 700 y
1500 mm, temperatura entre 20 y 25 °C, suelo de textura intermedia, sin exceso de
sales y profundidad de 1,5-2,0 m (Duran et al., 2003).

Para el cultivo de mango lo ideal es sembrar este frutal en suelos sueltos y bien
drenados, para que se facilite la penetracion radicular, de buena fertilidad natural, y
con un pH entre 5,5y 7,5. La textura del suelo debe ser franco arcillosa, franco
arenosa o franco limosa. Se deben evitar los suelos arenosos, ligeros y las arcillas
pesadas, puesto que en los primeros el drenaje es excesivo mientras que los

segundos son casi impermeables (Minaya, 1999).

La temperatura tiene un rol muy importante en periodos previos y durante la
floracion, en el cuajado del fruto hasta su total crecimiento (Nufiez y Davenport,
1995; Protacio et al., 2006;). Cuando la temperatura desciende por debajo de los
10°C, el crecimiento del arbol es muy lento y su floracion muy baja; a partir de los
5°C hacia 0°C, la floracién y los frutos son muy dafiados y las plantaciones en
desarrollo son destruidas totalmente (Nufiez y Davenport, 1991). EI mango no

prospera donde la temperatura media cae por debajo de los 15°C (Minaya, 1999).

La luminosidad no influye en la iniciacion floral, pero si tiene gran efecto en el

crecimiento, desarrollo y rendimiento del arbol, también parece tener incidencia en



el tamafio y coloracion de la fruta siendo un hecho muy conocido que los frutos con
mayor exposicion a la luz solar desarrollan un mejor color y sabor (Chaikiattigos et

al., 1997).

La disponibilidad de agua y el manejo hidrico son muy importantes en este cultivo,
se debe contar con agua suficiente en el periodo de desarrollo y maduracion del
fruto. La mayor necesidad de agua se tiene en los dos primeros afios de vida: 15 a
20 litros semanales por arbol; sin embargo lluvias fuertes en el periodo de floracién
son muy dafiinas, ya que provocan la pérdida de polen e impiden la polinizacion por
los insectos. No debe faltar la humedad durante el crecimiento vegetativo y la
formacion de frutos. Sin embargo, se requiere de un periodo de sequia de 2-3

meses para provocar la induccion floral (Nafiez y Davenport, 1994).

La humedad relativa es importante, si la humedad atmosférica es medianamente
alta resulta favorable y dard buenos rendimientos; mientras que atmdsferas secas
acompafadas de altas temperaturas son muy dafinas, sobre todo para frutos
jévenes y hojas. El viento es muy dafino sobre todo en las etapas de floraciéon y
formacion de frutos, donde puede causar la caida de estas estructuras

reproductivas (Mora et al., 2002).

El mango puede ser producido a partir de semillas o de porta injertos. El proceso
del cultivo de mango tiene dos fases, la primera en el vivero y la segunda en
campo. La fase de vivero se inicia con la seleccion de semillas de los mejores frutos
de las variedades patrén; se prepara una cama de germinacién donde las semillas
son sembradas luego de haberles retirado el endocarpo (parte dura de la semilla) y
sumergido en agua durante 4 horas para facilitar la germinacion (Sergent, 1999),
las semillas germinan a los 15 dias, y son regadas durante un mes. Después las

plantulas a las que se denomina porta injerto son retiradas de la cama de

10



germinacion y se verifica el desarrollo correcto de la raiz antes de ser trasplantadas
a bolsas de polietileno negras, donde creceran durante un mes para ser injertadas
con yemas de las variedades de exportacion (Minaya, 1999).

La variedad de mango mas usada como patron es el “criollo”, en el departamento
de Piura se usa el “criollo de Chulucanas”; sin embargo es poliembriénico por lo que
de una semilla germinan varias plantulas de poco vigor. Estudios realizados
sugieren que la variedad “Haden” es mas conveniente porque al ser
monoembriénico da una solo planta con mayor vigor, de didmetro mas compatible
y de mayor afinidad con las yemas injerto de las variedades de exportacion
(Cumare y Avilan, 1994). Las variedades de mango cultivadas en el Pera son de
dos tipos: las plantas francas (no injertadas y poliembridnicas) y las variedades
mejoradas (injertadas y monoembridnicas). Las plantas francas son: el “criollo de
Chulucanas”, el “Chato de Ica”, el “Rosado de Ica”, etc. Los frutos son de color
amarillo, pulpa fibrosa y de agradable sabor. Las variedades mejoradas son

“Haden”, “Kent”, “Tommy Atkins” y “Edward” (Minaya, 1999).

La fase de campo se realiza cuando el porta injerto ya se ha aclimatado, muestra
vigor y se ha desarrollado el brote del injerto. Para esta fase el suelo debe ser
preparado, estar limpio de malezas, humedo, y con hoyos entre 3 a 6 m de
distancia y de profundidad suficiente para que la raiz de la planta porta injerto traida
del vivero quede totalmente extendida y se evite enroscamiento que puede generar
atrofia y evitar el desarrollo de la planta (Wills y Marler, 1993). Deberan realizarse
podas de formacion y de fitosanidad, después de un periodo de 2 a 4 afios se
realizara la cosecha de frutos, asi como un plan de fertilizacién adecuado (Sergent

et al., 1995; Protacio, 2000).

11



3.4 Importancia econémica del mango

El mango es el tercer fruto tropical en términos de produccion e importacion a nivel
mundial. Se produce en alrededor de 90 paises en el mundo. Asia representa
aproximadamente el 77% de la produccion global de mango y América el 13%
(FAOSTAT 2002).

Con respecto a la comercializacién, México, Brasil, Perd, Ecuador y Haiti son los
mayores proveedores del mercado norteamericano. India y Pakistan son los
abastecedores predominantes en el Oeste Asidtico. Las Filipinas y Tailandia
abastecen mayormente el mercado del sur del Asia. La Union Europea se abastece

de mangos de Sudamérica y Asia.

Perd es un importante productor de mangos de Sudamérica y su principal mercado
es Estados Unidosy Europa. Los principales departamentos que producen mango
son: Piura, Chiclayo, Cajamarca, Lima, Trujillo e Ica. El 30% de la produccion se
destina a la exportacion en estado fresco, el 50% al consumo interno y el 20% a la
agroindustria (Rivera, 2009). Actualmente la demanda de mango fresco, pulpa
congelada y mango organico para exportacion se esta incrementando debido a los
dltimos tratados y acuerdos de comercio y a la necesidad cada vez mayor de
consumir alimentos frescos y libres de quimicos, por sus efectos nocivos en la salud
humana (Pavez y Alas, 2004).

Segun la Asociacion Peruana de Productores y Exportadores de Mango (APEM), El
mango peruano se produce principalmente en la costa norte del Perd, en los

departamentos de Piura, Lambayeque y La Libertad.

3.5 Mango Organico
El mango organico es el resultado de un sistema de cultivo sin el uso de
agroquimicos, manejando la nutricion sobre la base de abonos orgéanicos y el

control de plagas mediante practicas culturales, mecéanicas y bioldgicas (Minaya,
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1999). En promedio, si bien tiene rendimientos menores frente a una explotacion
convencional intensiva como las que pueden gestionar medianos y grandes
agricultores, el mango organico tiene un plus en el precio de hasta 30% por encima
del convencional, suméandose a ello que generalmente es producido por
asociaciones de productores vinculados a otros nichos de mercado como el
Comercio Justo que les generan ingresos adicionales. Para poder venderse como
organica la fruta debe haber sido certificada bajo esta modalidad por una empresa
certificadora acreditada ante el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) y la

autoridad competente que corresponda en el mercado de destino (Cruzado, 2009).

Para nuestro pais el mercado principal de mango organico fresco es Inglaterra,
seguido por Holanda; sin embargo para la pulpa de mango organico el principal
mercado es Holanda seguido de Alemania. Actualmente la demanda de este
producto es mayor en Europa, es por ello que los productores agrarios de diversos
valles de Piura se estan organizando en asociaciones que buscan el asesoramiento
para la implementacion de sistemas que les permitan producir mango orgéanico, tal
es el caso de la Asociacion de Productores de Mango de Exportacién del Sector
Hualtaco, la Asociacion de Pequefios Productores de Mango de San Isidro y la
Asociacién de Productores Agrarios de Pedregal, quienes vienen participando de
diversos proyectos con ayuda del gobierno central y empresas privadas (FTA, 2007;
Cruzado, 2009). No obstante uno de los factores que afecta la produccién son las
enfermedades que atacan al cultivo de mango, debido a que el tratamiento no debe
hacerse con productos quimicos, es por ello que existe la necesidad de contar con
biocontroladores de fitopatégenos para el cultivo de mango organico ya que de este
modo se podria incrementar la produccién nacional lo que nos permitiria ingresar a

mas mercados internacionales.
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3.6 Principales enfermedades del cultivo de Mango

Las enfermedades que afectan al cultivo de mango son causadas por insectos y
hongos. Las micosis son las de mayor importancia debido a que se vienen
incrementando por los cambios climaticos, que generan las condiciones favorables
para la aparicion de estas enfermedades. Los hongos que afectan el cultivo de
mango que se han reportado son Phytophthora, Fusarium, Phytium, Alternaria,
Colletotrichum, Lasiodiplodia, entre otros (Mora et al., 2003; Morales y Rodriguez,
2006). Estos hongos causan micosis que son denominadas de diferentes formas y

pueden afectar la pre cosecha, la post cosecha o ambas etapas.

En nuestro pais la “antracnosis” causada por Colletotrichum gloeosporoides, es la
principal enfermedad pre y post cosecha del mango, causando pérdidas directas de
rendimiento en el campo, en las plantas de empaque, asi como en la calidad del
fruto y su comercializacion posterior; sin embargo en los ultimos afios el incremento
de la micosis denominada “muerte regresiva” causada por Lasiodiplodia

theobromae ha sido evidente (Maldonado y Alvarez, 2007).

3.7 Rizosfera

La relacién suelo - planta se caracteriza por una interrelacion ciclica dada por lo que
el suelo le aporta a las plantas y la necesidad de estas para que el suelo mantenga
su fertilidad natural (Atlas y Bartha, 2000)

El suelo es un habitat bastante complejo, por la riqueza de componentes y la gran
diversidad de microorganismos que posee, entre los que se encuentran bacterias,
hongos, actinomicetos, protozoos y algas (Gryndler, 2000; Cavaletti et al., 2006).

La rizésfera es el volumen de suelo que esta en contacto con las raices de la
planta, donde se desarrollan interacciones complejas. Las raices inducen la

proliferaciébn de microorganismos y €stos a su vez con sus actividades metabdlicas
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desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, en la rizésfera son de vital

importancia para el desarrollo de las plantas (Barea et al., 2005).

La rizésfera 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 (Rico,
2009). Las comunidades bacterianas de la rizésfera tienen un eficiente sistema de
absorcion y catabolismo de compuestos organicos de los exudados; también tienen
la habilidad de adherirse a la superficie de las raices o penetrar en el tejido radical
(Tilak et al., 2005).

Las raices de las plantas secretan un complejo polisacaridico mucilaginoso, que
constituye fuente de carbono para el desarrollo de los microorganismos, ejerciendo

un efecto selectivo sobre los microorganismos en la rizosfera (Hernandez, 2002).

3.8 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegeta | (PGPR)

Las bacterias que habitan la rizosfera reciben el nombre de rizobacterias; pueden
localizarse dentro de estructuras especializadas como los nédulos de las
leguminosas, estableciendo simbiosis mutualista estricta, o pueden estar sobre la
raiz formando una simbiosis asociativa (Loredo et al., 2004; Pefia y Reyes, 2007).
Las rizobacterias estimulan significativamente el crecimiento de las plantas e
incrementan sus defensas frente a otros microorganismos causantes de
enfermedades, por lo que son denominadas rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal PGPR por sus iniciales en inglés (plant growth promoting

rhizobacteria) (Puente et al., 2009).

Para que una rizobacteria sea considerada como PGPR debe cumplir tres

requisitos béasicos: tener un alto tiempo de permanencia en la rizésfera, posibilidad

de colonizar las raices para ejercer un efecto fisioldégico directo sobre el crecimiento
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de las plantas, y no provocar dafio al suelo, planta animal o al hombre (Bach y Diaz,

2008).

Los mecanismos por los cuales las PGPR promueven el crecimiento vegetal son
varios dentro de los cuales se destacan: fijacion de nitrdgeno, produccion de
sustancias reguladoras del crecimiento como fitohormonas (&cido indol acético,
acido giberélico, etileno y citoquinas), produccion de sustancias que movilizan
nutrientes tales como siderdéforos y fosfatasas, y ademas de tener la capacidad de
antagonismo frente a fitopatbgenos (De Freitas et al., 1997; Arshad vy

Frankenberger, 1998; Nogales, 2005).

En cuanto al efecto positivo las PGPR pueden actuar de forma indirecta o directa.
De forma indirecta los metabolitos producidos pueden funcionar como
determinantes antagoénicos, e involucran aspectos de control biolégico, suprimen o
inhiben el crecimiento de microorganismos perjudiciales para el desarrollo de la
planta, via produccion de siderdforos, antibidticos, accion de enzimas liticas o
induccion de mecanismos de resistencia. La forma directa ocurre cuando los
metabolitos producidos son utilizados como reguladores de crecimiento o
precursores de estos por parte de la planta. El efecto positivo se puede evidenciar
al observar un incremento en la emergencia, vigor y el peso, un mayor desarrollo de
sistemas radiculares y un incremento hasta el 30 % en la produccion de cultivos de

interés comercial (Glick, 1995; Loredo et al., 2004).

Dentro del grupo de PGPR, se encuentran los géneros: Alcaligenes, Arthrobacter,

Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, = Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,

Pseudomonas, Rhizobium (Dobbelaere et al., 2003; Torriente, 2010).
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3.9 Capacidades Promotoras del Crecimiento Vegetal

3.9.1 Antagonismo y control biolégico de fitopatdge nos

El efecto negativo de los microorganismos patdgenos del suelo es muy conocido en
agricultura, debido a que son la causa de cuantiosas pérdidas econémicas. Para
llevar a cabo el manejo y control de fitopatégenos se ha utilizado durante muchos
afos insumos quimicos; pero debido a los efectos negativos tales como, aparicién
de microorganismos con resistencia, deterioro de los suelos y contaminacion
guimica de los alimentos lo que causa efectos nocivos en la salud humana, cada
vez es mas urgente y necesario encontrar nuevas tecnologias para el control y
manejo de microorganismos fitopatdogenos. El uso de Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (PGPR) para el control de fitopatogenos es una de las
tecnologias limpias y amigables con el medio ambiente y la salud humana, que
actualmente se estd implementando en diferentes lugares del mundo y para

diversos tipos de cultivo (Daban, 2004).

Estudios previos revelan que el control bioldgico realizado por las PGPR involucra
la produccion de metabolitos bacterianos los cuales reducen la poblacion y la
actividad de fitopatégenos. Estos metabolitos incluyen a los sideroforos y a los
antibioticos; los sideréforos se unen al Fierro (Fe) haciéndolo menos disponible
para ciertos patégenos del suelo, los antibiéticos causan antagonismo logrando
reducir o inhibir la poblacién de fitopatdgenos (Crowley et al., 1991).

Otro mecanismo por el cual las PGPR logran el antagonismo de fitopatégenos es la
competencia, que se define como el comportamiento desigual de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacién de este
por uno de los organismos reduce la disponibilidad para los demas. Existen tres
tipos de competencia: por nutrientes, por oxigeno y por espacio. La competencia

por carbono es la mas importante con respecto al control de hongos, debido a que
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ocasiona fungistasis, es decir la inhibicion de la germinacion de esporas del hongo
en el suelo (Rico, 2009).

Diversos estudios sefalan a los géneros Azotobacter y Bacillus como los mas
importantes en el control biolégico de enfermedades de plantas (Hernandez et al.,

2006; Villa et al., 2007).

3.9.2 Solubilizacién de Fosfatos

El fosforo, es el segundo nutriente inorganico mas requerido por las plantas. En el
suelo es el factor limitante del desarrollo vegetal, pues las concentraciones de
fésforo asimilable son muy bajas, los valores estan entre 5 y 30 mg/kg. Esto se
debe a que el fésforo soluble reacciona con iones como el calcio, fierro o aluminio,
que provocan su precipitacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para las
plantas. El uso de fosfatos inorgénicos en los fertilizantes quimicos no soluciona la
deficiencia porque estos también son inmovilizados en el suelo y no son
aprovechados (Atlas y Bartha, 2002). Una alternativa ante este problema es el uso
de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR), debido a que estos
microorganismos tienen la capacidad de transformar las formas insolubles del
fésforo en formas solubles, a través de reacciones enzimaticas, haciendo que el

fésforo sea disponible para las plantas ( Oviedo e Iglesias, 2005).

Dentro del grupo de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR) con
significante capacidad solubilizadora de fosfatos estan los géneros: Azotobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Erwinia y Rhizobium (Vasquez et al., 2000; Kumar et al.,

2001; Pefia y Reyes, 2007).

3.9.3 Produccion de Acido Indol Acético
Las fitohormonas tienen un rol importante como reguladores del crecimiento y

desarrollo de las plantas. Las fitohormonas contribuyen al funcionamiento de
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diversos procesos biolégicos de las plantas, incluyendo la regulacién de la
quiescencia y germinaciéon de las semillas, formacion de las raices, florescencia y
maduracion del fruto. A su vez, incrementan la resistencia de las plantas a factores
ambientales y pueden inducir o suprimir la expresion de genes y la sintesis de
enzimas, pigmentos y metabolitos (Celis y Ricardo, 2008; Tsavkelova et al., 2006).

Existen cinco grupos de fitohormonas: auxinas, giberelinas, citoquinas, etileno y
acido absicico. Del grupo las auxinas la mas estudiada es el acido Indol acético en
cuanto a su produccién por Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal, y es
caracteristico de los géneros: Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Erwinia y

Streptomyces (Manulis et al., 1994; Tsavkelova et al., 2006).

3.9.4 Fijacién de Nitrégeno

El nitrégeno es el elemento mas limitante para el crecimiento de las plantas en
suelos tropicales (Franco y Dobereiner, 1994), la fijacion de nitrdgeno atmosférico
(N2) es un proceso indispensable para el desarrollo de la planta; dicho elemento es
primordial en la formacion de estructuras moleculares como los acidos nucléicos,
aminoazlcares, aminoacidos, entre otros (Franco, 2008). Es por ello que se ha
incrementado el uso de productos de sintesis, con el &nimo de aumentar la
produccién agricola; sin embargo esto ha causado efectos negativos en los
recursos naturales, tales como acumulacién de nitratos en las aguas fredticas,
toxicidad en las plantas por la presencia de altos niveles de NO, en los suelos,
contribuyendo con la muerte de la biota del suelo, ocasionando desequilibrios en los
procesos naturales biogeoquimicos que se traducen en un alto costo econémico,
social y ecologico (Marin et al., 2003).

A nivel microbiano, el complejo nitrogenasa ha sido ampliamente estudiado en la
fijacién de nitrogeno, pues se presenta en varias rizobacterias miembros PGPR. La
fijacion bioldgica de nitrdgeno con microorganismos del suelo es considerada uno

de los principales mecanismos por el cual las plantas encuentran beneficio de la
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asociacion, uno de los beneficios mas estudiados es la relacion mantenida con
microorganismos diazotréficos, que proveen a la planta de nitrdgeno y ésta les
proporciona fuentes de carbono disponible en los exudados (Zahir et al., 2004).

La capacidad para fijar nitrégeno segun diversos estudios, es caracteristico de los
géneros: Azospirillum, Beijerinckia, Azotomonas, Bacillus, Citrobacter, Clostridium,
Chromatium, Chlorobium, Desulfovibrio, Desulfomonas, Gluconacetobacter,

Herbaspirillum, Klebsiella (Torres et al., 2000; Jiménez, 2007).

3.10 Caracteristicas del género Bacillus

El género Bacillus tiene la propiedad de adaptarse a cambios bruscos de
temperatura, porque cuentan con genes de shock térmico inducibles que incluyen
proteinas chaperonas y proteasas (Petersohn et al., 2001), ademas poseen otros
mecanismos para asegurar Su sobrevivencia ante condiciones fisicas
desfavorables, pero si estas respuestas fallan para poder mantenerse en estado
vegetativo se induce la esporulacion (Petersohn et al., 2001). La habilidad de formar
endosporas altamente resistentes, es una caracteristica muy importante para ser
PGPR, porque de este modo permanecen por mas tiempo en la rizésfera de las

plantas (Bach y Diaz, 2008).

Las bacterias del género Bacillus, se caracterizan por ser Gram positivas, tener
forma bacilar, movilidad flagelar, presentan flagelos insertados en forma peritrica,
pueden llegar a medir de 0,5-2,5 a 1,2-10 m, son aerobias estrictas o facultativas,
guimiorganétrofas  (Holt et al.,, 2000). Pueden crecer en un amplio rango de
temperatura, soportan altas salinidades y distintos pH, pero el pH minimo en que

crecen es de 2 a 3. (Chamorro, 2006; Marquez, 2007).

Las colonias de Bacillus tienen forma irregular y color crema, la apariencia de los

bordes de las colonias varia entre aserrada, lobulada, digitiforme y ondulada; las
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elevaciones de la colonias suelen ser planas o acuminadas, en este Ultimo caso
presentan el centro mas elevado en forma de anillo, la consistencia suele ser seca
pero también se presentan colonias cremosas y ligosas, la gran mayoria presenta
una superficie opacay la consistencia y tamafio es variable (Calvo y Zufiga, 2010).
Bioguimicamente este género es catalasa positivo, nitrato positivo, citrato negativo,
almidoén positivo, reducen azucares tales como glucosa, manitol, xilosa y arabinosa
(Holt et. al.,, 2000). La prueba bioquimica de produccién lecitinasa es muy
importante segun la Agencia de Proteccion de la Salud (HPA por sus iniciales en
inglés Health Protection Agency) (2004) debido a que las 4 principales especies de
este género que son lecitinasa positiva son B. anthracis, B. mycoides, B. cereus y
B. thuringiensis. A excepcion de B. thuringiensis, todas son patégenas para el ser
humano por lo cual no se debe usar como PGPR, ya que uno de los tres requisitos

bésicos para ser PGPR es no ser patégena.

Dentro de las propiedades por las que se considera a este género como PGPR esta
su capacidad de solubilizacion de fosfato (Chatli et al., 2008); sintesis de
fitohormonas como el acido indol acético (Vessey, 2003); sintesis de antibidticos y
metabolitos termoestables; enzimas extracelulares como proteasas y quitinasas;
sustancias con actividad biocida, tales como subtilisina, iturinas y polimixinas;
pueden formar un cristal de proteina, conocido como delta-endotoxina, que se
forman durante la esporulacién y tienen actividad toxica para larvas de insectos
(Sanchez, 2004). Por todas esta propiedades es considerado como uno de los
géneros mas importantes para el uso de control biolégico (Todar, 2003; Rahman et

al., 2006; Moijica et al., 2009).
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3.11 Caracteristicas del género Azotobacter

Las bacterias del género Azotobacter, se caracterizan por tener una morfologia
celular variable ya que cambia segun las condiciones ambientales existentes, por lo
gue se dice que es pleomorfica (Rico, 2009). Una de las formas que adopta ante
condiciones desfavorables, es la formacion de quistes, que le confieren resistencia,
esta es una caracteristica muy importante para ser PGPR, porque de este modo
permanecen por mas tiempo en la rizosfera de las plantas (Bach y Diaz, 2008).

La forma celular depende de la edad del cultivo; asi en cultivos jovenes se les
observa en forma bacilar, mientras que en cultivos viejos tienden a ser elipsoidales
y en ciertos casos es comun observar granulos sudanofilicos y metacromaticos y
son Gram negativas (Kennedy, 1901; Tejera et al., 2005).

Las colonias jévenes de estos microorganismos son generalmente lisas o
arrugadas, opacas, convexas, viscosas y el color depende del medio de cultivo,
pueden llegar a medir entre 2 y 6 mm de didmetro en 5 dias a una temperatura de

28 a 30 °C (Rico, 2009; Jiménez, 2007).

Son microorganismos aerobios pero algunos pueden vivir en tensiones bajas de
oxigeno y su movilidad se debe a flagelos peritricos; ademas, producen pigmentos
solubles en agua en medios especificos (Holt, 2000). La fijacion de nitrégeno
depende de la presencia de Mo, Va, 0 enzimas nitrogenasas que contengan Fe.
Son quimioorganotréficas puesto que utilizan para su crecimiento azucares,
alcoholes y sales inorganicas. 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 (Rico, 2009; Jiménez, 2007).

Bioguimicamente son catalasa y oxidasa positivo, reducen el nitrato, utilizan como
fuente de carbono y energia a la fructosa, glucosa, sucrosa, acetato, fumarato,
piruvato, succinato, acetilmetilcarbinol y -oxoglutarato, producen el sulfuro de

hidrégeno e hidrolizan almidén (Holt, 2000; Jiménez, 2007).
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Dentro de las propiedades por las que se considera a este género como PGPR se
tiene que producen metabolitos promotores de crecimiento (giberelinas, auxinas y
citoquininas), fijan asimbidticamente nitrdgeno, son solubizadoras de fosfato,
antagonista de fitopatdégenos y realizan procesos de biodegradacion de plaguicidas

como el endosulfan (Santana et al., 2002).
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar y seleccionar rizobacterias del género Azotobacter y Bacillus con potencial

aplicacion como bioinoculante en el cultivo de Mangifera indica L (mango).

4.2 Objetivos Especificos

Aislar bacterias del género Azotobacter y Bacillus de la rizosfera de
plantaciones de Mangifera indica (mango).

Evaluar la capacidad antagonista de las cepas aisladas por su actividad
frente a los principales hongos fitopatdbgenos del mango (Colletotrichum
gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Phytophthora sp, Fusarium sp, y
Alternaria sp.)

Evaluar mediante prueba in vitro la capacidad de solubilizacion de fosfatos,
produccion de acido indol acético, y fijacion de nitrogeno de las cepas
aisladas.

Seleccionar las cepas del género Azotobacter y Bacillus con mejores
resultados obtenidos en las pruebas anteriores y que no son antagonistas
entre si, para mezclas de cultivos a utilizarse como bioinoculantes.

Evaluar los bioinoculantes disefiados en la prueba anterior por su efecto
benéfico nivel de alméacigo del mango, considerando el tiempo de
germinacion, numero de hojas, altura del tallo y presencia-ausencia de

sintomas de micosis.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 MATERIAL

Material biolégico:
Muestras de tierra de la rizésfera de plantaciones de Mangifera indica L
(mango). Los muestreos se realizaron en el departamento de Piura en el
valle de San Lorenzo en el caserio de Pedregal.
Cepas de referencia genero Bacillus sp de la coleccion del laboratorio de
Ecologia Microbiana UNMSM y Azotobacter vinelandi, donada por el United
States Departament of Agriculture — USDA
Hongos fitopatégenos: Colletotrichum gloeosporioides, Lasiodiplodia
theobromae, Phytophthora sp, Fusarium sp, y Alternaria sp, proporcionadas

por Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) — Lima - Perq.

5.2 METODOS

5.2.1 Toma de muestras de rizésfera

Las muestras consistieron en porciones de suelo tomadas de la zona rizosférica de
plantaciones de cultivo de mango (Figura 1). Se muestrearon un total de 5 campos
de cultivo de mango, de los cuales se tomaron dos muestras al azar de cada uno.
La muestra incluyé porciones de suelo colectadas asépticamente de la zona en
contacto con la raiz, con un peso promedio de 0,5 kg, las cuales una vez
recolectadas en bolsas ciplox y debidamente rotuladas (Figura 2), fueron
trasladadas al laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas - Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima — Perq,

para ser procesadas.
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5.2.2 Tratamiento de las muestras
Una vez en el laboratorio las muestras fueron pesadas y codificadas, procediendo
luego a medir el pH de cada una. Las muestras se procesaron segun metodologias

recomendadas para aislar e identificar cepas de los géneros Bacillus y Azotobacter.

5.2.3 Aislamiento e identificacion del género Bacillus

Se realiz6 siguiendo la metodologia de Marquez, (2007); para lo cual se tom6 1 g
de tierra que formé parte de la rizésfera y se prepararon diluciones seriadas hasta
10°, seguido de shock térmico y siembra inmediata de las 2 ultimas diluciones en
Agar Nutricio (AN), los cultivos fueron incubados a 28-30°C durante 24- 48 h. Luego
se realizaron replicas sucesivas de las colonias que presentaban la morfologia
tipica caracteristica de Bacillus y se realizaron pruebas bioquimicas como catalasa,
utilizacién de citrato, reduccion del nitrato, hidrélisis de almidén, produccion de
lecitinasa y utilizacion de azulcares siguiendo las metodologias sefialadas por
Méarquez (2007) y Calvo (2010). Finalmente las cepas se distribuyeron en viales

usando Agar Nutricio (AN) més glicerol al 15 % (v/v).

5.2.4 Aislamiento e identificacion del género  Azotobacter

Se realiz6 segun la metodologia descrita por Jiménez (2007) y Rico (2009). Se
tomé 1 g de tierra de la rizésfera de cada muestra, se prepararon diluciones
seriadas hasta 10° en solucidn salina al 0,85%, se tomd 1mL de las 2 ultimas
diluciones para luego inocular en tubos con Caldo Mineral sin Nitrogeno (CMSN).
La incubacién se realiz6 a 28°C por 5 a 7 dias, y luego de este tiempo, de cada
cultivo positivo se sembré por duplicado en el medio Agar Ashby Glucosa (AAG)
para su aislamiento, con incubacion a 28°C por 7 dias al cabo de este tiempo se
realizaron réplicas sucesivas de aquellas colonias que presentaban la morfologia
tipica de Azotobacter. Luego de la obtencion de colonias puras, cada aislamiento de

Azotobacter fue sometido a la tincion Gram con el objetivo de reconocer las
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caracteristicas microscopicas tipicas del género. Posteriormente, se realizaron las
pruebas bioquimicas como determinacion de catalasa y oxidasa, reduccién de
nitrato, utilizacion de azucares, formacion de quistes. Finalmente las cepas se
dsitribuyeron en viales usando Agar Tripticasa de Soya (TSA) mas glicerol al 15 %

(Vviv).

5.2.5 Comportamiento cultural de las cepas de Bacillus y Azotobacter
aisladas.

5.2.5.1 Crecimiento a diferentes temperaturas

En placas de Agar Tripticasa de Soya (TSA) y Agar Nutritivo (AN) se sembraron 15
UL (108 ufc/ml) de un cultivo de 24 h de Azotobacter y Bacillus respectivamente y,
luego se incubaron a las temperaturas de 18, 25 y 32 °C, usando un control a 28
°C. La evaluacion se realizé midiendo el didmetro de las colonias cada 48 h 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 mango en el

departamento de Piura (Minaya, 1999).

5.2.5.2 Crecimiento a diferente pH

En placas de Agar Tripticasa de Soya (TSA) y Agar Nutritivo (AN) se sembraron 15
uL (108 ufc/ml) de un cultivo de 24 h de Azotobacter y Bacillus respectivamente.
Ambos medios fueron regulados a pH 5,5, 7 (control) y 7,5. La evaluacion se realizé
midiendo el didmetro de las colonias cada 48 h durante 8 dias, con el objetivo de
determinar la capacidad adaptativa de las cepas al pH de los suelos de cultivo de

mango (Minaya, 1999).
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5.2.6 Pruebas para capacidades promotoras del creci  miento vegetal (PGPR) in
Vitro

Cada cepa de la bacterias del género Azotobacter y Bacillus fue sometida a
algunas pruebas de capacidad PGPR in Vitro.

5.2.6.1 Prueba de antagonismo

Para determinar la capacidad de antagonismo se utilizé la técnica reportada por
Gutiérrez (2003) y Rico (2009) para los géneros Bacillus y Azotobacter
respectivamente. Se reactivaron las cepas en Caldo Tripticasa de Soya (TSB) por
sus iniciales en inglés (Trypticase Soy Broth) a 28°C y con una agitacion de 150
rom hasta durante 48 h, obteniendo turbidez equivalente al tubo 1 de la escala
patron de Mc Farland. Se sembraron por triplicado usando la técnica de estriado de
las cepas de las bacterias en puntos equidistantes en placas de Agar Papa
Dextrosa (APD), se incubaron a 28°C durante 48 h. Luego con ayuda de un
sacabocado se retird de una placa de cultivo del hongo fitopatégeno una porcién y
se coloco invertido en el centro de la placa con las cepas bacterianas alrededor. Se
usaron placas control del hongo sin bacterias, las cuales nos indicaron el tiempo de
la lectura final de la prueba. El tiempo de lectura final de la prueba fue de 4 dias
para Lasiodiplodia theobromae, 6 dias para Colletotrichum gloeosporioides, 7 dias
para Phytophthora sp y Fusarium sp, y 9 dias para Alternaria sp. (Tabla 12). La
determinacion de la inhibicion del crecimiento fangico se hizo usando el método
reportado por Ezziyyani et al. (2004), mediante el calculo del Porcentaje de
Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR), PICR = (R1 — R2)/R1 x 100, donde R1y
R2 son los radios mayor que corresponde al lado donde no existe influencia del
antagonista y menor que corresponde al lado donde existe influencia del

antagonista respectivamente.
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5.2.6.2 Solubilizacion de fosfatos

Se realizd una evaluacidén cualitativa de solubilizacién de fosfatos siguiendo la
metodologia descrita por Vasquez et al. (2000). Para tal fin se reactivaron las cepas
de Bacillus y Azotobacter en caldo tripticasa de soya (TSB) y a partir de cultivos con
concentraciones equivalentes al tubo 1 de la escala patron de Mc Farland se
sembr6 10 pL en puntos equidistantes en placas con Agar Picovskaya, se
incubaron a 30°C por un periodo de 24 - 72 horas. Se tom6 como efecto
solubilizador la presencia de un halo de aclaramiento mayor a 5 mm alrededor de

cada colonia.

5.2.6.3 Prueba de la produccion de Acido Indol Acét  ico (AIA)

Para determinar la produccién de Acido Indol Acético (AIA) de cada cepa aislada
tanto de Azotobacter como Bacillus se realiz6 una evaluacion cualitativa por medio
de un método colorimétrico basado en la reaccion del reactivo de Salkowsky al
detectar compuestos derivados de indol (Rico, 2009). Se reactivaron las cepas de
Azotobacter y Bacillus en TSB suplementado con L- triptéfano durante 6 dias a
28°C. Luego se colocd en cada pocillo de una placa de ELISA por duplicado 100 pL
de cultivo de bacteria y 200 pL del reactivo de Salkowsky, asi como también un
control con caldo sin bacteria ni reactivo. Se colocé la placa de ELISA a oscuridad
por 15 minutos para que el reactivo reaccione. Finalmente se realizé la lectura
tomando el viraje de color de cada pocillo de amarillo hasta diversas tonalidades de

fucsia como positivo para la presencia de acido indol acético (AlA).

5.2.6.4 Prueba de Capacidad Potencial de Fijacion d e Nitrégeno

Para determinar la capacidad potencial de fijacion de nitrégeno se reactivaron las
cepas de Bacillus y Azotobacter y a partir de cultivos con concentraciones
equivalentes al tubo 1 de la escala patrén de Mc Farland se sembraron en placas

petri con medio selectivo para NFB (bacterias fijadoras de nitrdgeno) y se evalué el
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crecimiento de la colonia midiendo el didmetro durante 15 dias. Segun Renie en
1988 (Cuervo 2010), este medio tiene una fuente combinada de carbono donde
s6lo crecen los microorganismos que poseen el complejo enzimatico de la
nitrogenasa que les permite reducir el nitrégeno atmosférico y utilizarlo en su

metabolismo y por lo tanto son fijadores de nitrégeno.

5.2.7 Seleccion de cepas con mejores resultados par a el disefio de los tipos
de bioinoculantes

Se realiz6 el andlisis acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de
antagonismo frente a hongos fitopatdgenos, solubilizacién de fosfatos, produccion
de acido indol acético y capacidad potencial de fijacion de nitrdgeno. Se
seleccionaron las cepas que presentaron los mejores resultados, las cuales fueron
sembradas en placas petri con Agar Tripticasa de Soya en puntos equidistantes e
incubarlas a 28 - 30 °C durante 15 dias, para evaluar la posible capacidad de
antagonismo que podrian mostrar entre si las bacterias seleccionadas. Esta prueba

permitié la combinacién de cultivos para formular diferentes tipos de bioinoculantes.

5.2.8 Evaluacion de los diferentes tipos de bioinoc  ulantes a nivel de alméacigo

Esta prueba se realiz6 a nivel de campo, es decir en el lugar del muestreo de la
rizosfera del mango. Para ello primero se prepararon en el laboratorio los
bioinoculantes, para lo cual se preparo cultivo de las cepas seleccionadas usando
Caldo Tripticasa de Soya (TSB), a pH 7, el volumen de fermentacién fue en
matraces de 1 L en condiciones de agitacién constante a 180 rpm por 24 horas en
un sheiker luego en condiciones de esterilidad se combinaron. Estos bioinoculantes
se envasaron asépticamente en recipientes de vidrio color &mbar, herméticamente
sellados y se mantuvieron en condiciones de refrigeracion hasta el momento de su

aplicacion (Galindo et al., 2006).
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Se seleccion6 semilla de mango de la zona y se tomd suelo de los campos
muestreados; la mitad de suelo se esterilizé por el método de solarizacién (Figura
14) segun Lozano et al., (2008), para lo cual se dispuso el suelo en capas de 10 a
15 cm de espesor, se cubrié con plastico y se expuso a radiacion solar durante 20
dias y la otra mitad de suelo no fue esterilizado. El suelo y las semillas fueron
trasladados al vivero “El Huerto” para preparar los almacigos. Para cada tipo de
bioinoculante se trabajo por triplicado y se procedio de la siguiente manera: semilla
inoculada con 10 mL del bioinoculante a probar y sembrada en suelo esterilizado,
para ver los efectos positivos del bioinoculante sin la interferencia de posibles
contaminantes del suelo y su control semilla sin inocular sembrada en suelo
esterilizado; semilla inoculada con 10 mL del bioinoculante a probar y sembrada en
suelo sin esterilizar, para ver el efecto del bioinoculante con la interferencia de
posibles contaminantes y su control semilla sin inocular sembrada en suelo sin
esterilizar. Se retirdé en condiciones de esterilidad el endocarpo de la semilla y se
sumergié en agua durante 4 horas para facilitar la germinacion (Sergent 1999),
después de este tiempo se procedié a sembrar las semillas, las que debian ser
inoculadas se les agregd 10 mL del bioinoculante a probar. La inoculacion se repitio
a los 10 dias de la siembra. Los almacigos se mantuvieron a una temperatura de 18
- 25 °C y se regaron con agua desinfectada con cloro (potable) 1 o dos veces al dia,
cada 3 dias durante 2 meses. Los parametros a evaluar fueron: tiempo de
germinacion, altura del tallo, nimero de hojas, presencia o ausencia de sintomas de

micosis.

5.2.9 Disefio y analisis estadistico
Para comparar los rangos de actividad de las diversas cepas en las pruebas a
realizarse se utiliz6 paquete estadistico SPSS, el programa Microsoft Excel para

elaborar las Tablas, Figuras.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas generales del lugar de muestreo
Las muestras de suelo rizosférico fueron calificadas como franco arcilloso, y
franco limoso, con una temperatura de 28 - 30 °C y pH de 6 - 7,2, caracteristicas

adicionales se puede observar en la Tabla 1.

6.2 Aislamiento e identificacion del género  Bacillus

Se aislaron en total 23 cepas del género Bacillus, esto se logré tras realizarse
replicas sucesivas de aquellas colonias que presentaban la morfologia tipica, en el
medio Agar Nutricio, es decir colonias, color blanco o crema y de forma irregular y
borde digitiforme o aserrado; tal como se aprecia en la Figura 3.

En la Tabla 2 se indica las cepas del género Bacillus obtenidas de cada campo de
cultivo. Se puede apreciar que el campo de cultivo con mayor numero de
aislamientos es el campo C con 6 cepas de Bacillus confirmadas.

Asimismo la Tabla 3 muestra la caracterizacion morfolégica de cada cepa de
Bacillus aislada. En las Figuras 4 y 5 se muestran algunas pruebas bioquimicas

realizadas y los resultados se aprecian en la Tabla 4.

6.3 Aislamiento e identificacion del género  Azotobacter

Se aislaron 29 cepas del género Azotobacter, esto se logré tras realizar réplicas
sucesivas de las colonias que presentaban la morfologia tipica del género; es
decir, colonias lisas de borde regular, brillosas u opacas y mucoides que crecieron
en el Agar Ashby Glucosa hasta obtener colonias puras y caracterizarlas
bioguimicamente (Figura 6y 7).

En la Tabla 5 se puede apreciar que el campo de cultivo con mayor nimero de
aislamientos para Azotobacter es el campo D con 9 cepas de Azotobacter

confirmadas.
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La Tabla 6 muestra la caracterizacion morfolégica de las cepas de Azotobacter.

Asimismo, la Tabla 7 sefiala los resultados de las pruebas bioquimicas respectivas.

6.4 Comportamiento cultural de las cepas de  Bacillus y Azotobacter aisladas.
6.4.1 Crecimiento a diferentes temperaturas

La evaluacion de la capacidad de crecimiento de Bacillus y Azotobacter a las
temperaturas de 18, 25, 32 °C, durante 15 dias se observa en la Tabla 8 y 9
respectivamente. En esta prueba se usé un control a 28°C y se encontré que
ambos géneros crecieron mas del 50 % con respecto al control a 28 °C lo que nos
indicaria una gran adaptabilidad a las temperaturas a las que se enfrenta el cultivo

de mango.

6.4.2 Crecimiento a diferente pH

En esta prueba cuya evaluacion consistié en determinar la capacidad de las cepas
de Bacillus y Azotobacter para crecer a los diferentes valores de pH que presentan
los suelos de cultivo de mango, se us6 un control a pH 7 y la evaluacion se hizo
durante 8 dias. En la Tabla 10 y 11 se aprecian los resultados para los géneros
Bacillus y Azotobacter respectivamente. Las cepas aisladas para ambos géneros
presentan un crecimiento mayor al 50% con respecto al control pH 7, lo que nos
indicaria una gran adaptacion al rango de pH de 5,5 - 7,5 que se presenta en los

suelos de cultivo de mango.

6.5. Pruebas para capacidades promotoras del crecim  iento vegetal (PGPR) in
Vitro

6.5.1 Prueba de antagonismo

Esta fue la primera prueba para evaluar la capacidad promotora de crecimiento
vegetal que se realizé a las cepas de los géneros Bacillus y Azotobacter. Al cabo de

los respectivos tiempos de incubacion solo algunas cepas de Bacillus y Azotobacter
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presentaron antagonismo antifingico (Tablas 13 y 15). Las Figuras 8 y 9 muestran
algunas de las cepas frente a los hongos fitopatbgenos. Ambos géneros
presentaron valores bajos de desviacion estandar lo que nos indicaria que los

resultados son estables (Tabla 14 y 16).

Para el género de Bacillus, se encontré que de las 23 cepas aisladas, 8 presentaron
antagonismo frente a Lasiodiplodia theobromae (34,8%), 7 cepas presentaron
antagonismo frente a Colletotrichum gloeosporioides (30,4%) y solo 1 cepa
presentdé antagonismo frente a Phytophthora sp. (4,3 %), asimismo 6 cepas
presentaron antagonismo tanto a Fusarium sp. como a Alternaria sp. (26,1 %).

El Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) de las cepas de Bacillus
frente a los hongos fitopatdgenos se muestran en la Tabla 14; la cepa IXB20
presento el valor méas alto (75 %) y fue frente a Alternaria sp, mientras que el valor

mas bajo (45,7 %) lo presentd la cepa XB23 frente a Lasiodiplodia theobromae.

Los valores mas altos de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) para
el género Bacillus fue de la cepa IXB20 que alcanzé valores de 75,0%, 67,4%, 60,9
% y 55,6 % para Alternaria sp., Lasiodiplodia teobromae, Phytophthora sp. y
Fusarium sp. respectivamente. Para Colletotrichum gloeosporioides el valor mas
alto fue 64,4 % producido por la cepa VB10.

En cuanto al género Azotobacter de las 29 cepas aisladas, 5 presentaron
antagonismo antifingico frente a Lasiodiplodia teobromae y Phytophthora sp. (17,2
%), 6 frente a Colletotrichum gloeosporioides (20,7 %), 12 frente a Fusarium sp.
(41,4 %) y 11 frente a Alternaria sp. (37,9 %). En la Tabla 16 se muestra el
Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) de las cepas de Azotobacter
frente a los hongos fitopatdgenos; el valor mas alto registrado es 67,4% de la cepa
IIAS5 y frente a Lasiodiplodia teobromae, mientras que el valor mas bajo 17% se

registr6 para la cepa IlIA6 frente a Fusarium sp. Para Colletotrichum
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gloeosporioides el porcentaje de inhibicion mas alto fue 66,7% presentado por la
cepa llIA5, mientras que para Phytophthora sp. el porcentaje de inhibicibn mas alto
fue 65,2% que se registré para la cepa VIIAL19, y para los hongos Fusarium sp. y

Alternaria sp.el valor méximo fue 60% en ambos casos debido a la cepa IVA7.

6.5.2 Solubilizacion de fosfatos

Se debe tener como criterio de seleccién la presencia de un halo de aclaracion
mayor de 5 mm alrededor de la colonia (Figura 10), es por ello que muchas cepas
aunque fueron capaces de crecer y formar un ligero halo de 2 mm o menor de 5
mm de diametro no fueron seleccionadas ( Vasquez et al., 2000),

De las 23 cepas del género Bacillus solo 7 (30,4%) presentaron capacidad
solubilizadora de fosfatos (Tabla 17). Mientras que para el género Azotobacter 18
de las 29 cepas es decir el 62,1 % mostraron capacidad solubilizadora de fosfatos
(Tabla 18). En todos los casos la capacidad solubilizadora de fosfatos fue

considerada como moderada.

6.5.3 Prueba de la produccién de Acido Indol Acétic o (AIA)

Los resultados obtenidos para esta prueba se presentan en las Tablas 17 y 18. Las
cepas que producen acido indol acético lograron virar el medio a color rojo a
diferencia de las cepas negativas (Figura 11). Para el género Bacillus 9 de las 23
cepas aisladas dieron positivo es decir 39,1%; mientras que para el género

Azotobacter 19 de las 29 cepas aisladas fueron positivas, es decir 65,5 %.

6.5.4 Prueba de Capacidad Potencial de Fijacion de  Nitrégeno
Todas las cepas lograron crecer en el medio libre de nitrdgeno, demostrando asi su
capacidad de fijacién de nitrégeno, los didmetros de las colonias a los 15 dias de

lectura tuvieron valores entre 15 y 30 mm de didmetro esto en el caso de las cepas
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del género Bacillus, y entre 14 y 28 mm para el género Azotobacter (Figura 12).

Estos resultados se pueden observar en las Tablas 17 y 18 respectivamente.

6.6 Seleccidn de cepas con mejores resultados para el disefio de los tipos de
bioinoculantes

Después de obtener todos los resultados de las pruebas anteriores se llevo a cabo
la seleccidn de las cepas con mejores resultados, para ello se eligié a aquellas que
lograron inhibir el crecimiento de 3 0 mas hongos fitopatdgenos y que dieron
positivo a por lo menos una de las otras tres pruebas que se les realizo.

En la Tabla 17 y 18 se muestran las cepas y sus resultados para Bacillus y
Azotobacter respectivamente; para el género Bacillus, las cepas seleccionadas
fueron 11B4, 11IB6, VB10, VB11, VIIB16, IXB20, y XB23, en el caso de Azotobacter,
se selecciond a las cepas IlIA5, IVA7, VA12, VIIA19 y VIIIA24.

Todas las cepas seleccionadas al ser sembradas juntas en diferentes
combinaciones, no mostraron antagonismo entre si, lo cual se evidencio al crecer
juntas una misma placa (Figura 13).

Con las cepas seleccionadas de ambos géneros, se disefio 7 tipos de
bioinoculantes cada uno con 2 cepas diferentes, a los que se les codifico tal como

se aprecia en la Tabla 19, los mismos que se probaron a nivel de almacigo.

6.7 Evaluacion de los diferentes tipos de bioinocul antes a nivel de almacigo

Los resultados de los 7 tipos de bioinoculantes usados para las pruebas a nivel de
almacigo se muestran en la Tabla 20.

Para todos los casos en los que las semillas no se inocularon el tiempo de
germinacion fue de 15 dias, y para aquellos en los que se usé bioinoculante el
tiempo de germinacion fue de 11 a 14 dias. Los bioinoculantes B3 y B6, redujeron
26,6% es decir 4 dias del tiempo de germinacion comun, siendo este el mayor

porcentaje registrado; mientras que el tratamiento B4 sélo redujo 4 % o sea 1 dia
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del tiempo de germinaciébn comun, siendo este el menor porcentaje registrado en

este estudio.

El nimero de hojas de las plantas que germinaron de semillas inoculadas fue
minimo 6 y maximo 9, mientras que las plantas de semillas que no se inocularon
presentaron 4 o 5 hojas.

Con respecto a la medida de la altura del tallo se registré un minimo de 26 cm y un
méximo de 35 cm en plantas de semillas inoculadas. Para plantas de semillas no
inoculadas el minimo fue 22 cm y el maximo fue 24 cm.

Con respecto a la presencia de micosis, en todas las plantas que germinaron de
semillas inoculadas no se observa sintomas de micosis (Figura 16), mientras que
en las plantas de semillas que no se inocularon se presenta sintomas de micosis

(Figura 15).
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VIl. DISCUSION

La mejor forma de garantizar la produccion y el crecimiento de un alimento organico
en el Perl, serd mediante la aplicacion de la agricultura ecologica basada en la
utilizacién éptima de los recursos naturales de manera sostenible y equilibrada.
Esto es, obtener alimentos saludables de mayor calidad nutritiva sin la presencia de
sustancias de sintesis quimica y obtenida mediante procedimientos sustentables,
como el uso de bioinoculantes microbianos.

En la presente investigacion se lograron obtener 23 cepas del género Bacillus, y 29
cepas del género Azotobacter, de la rizosfera de plantaciones del cultivo de mango

Mangifera indica L., del valle de San Lorenzo — Piura, una zona tropical.

No se encontraron referencias bibliograficas respecto a microorganismos de
rizosfera de plantaciones de mango es por ello que la discusion de los resultados
sera con reportes similares de Bacillus y Azotobacter en otras especies vegetales.
Los resultados de esta investigacion coinciden con lo encontrado por otros
investigadores como Jiménez (2007) y Torriente (2010), quienes indican que el
género Azotobacter se encuentran en gran proporcién en la rizésfera de suelos
tropicales que se caracterizan por poseer altos contenidos de materia organica,
fosfatos y valores de pH cercanos a la neutralidad. Por otra parte los investigadores
Sosa et al. (2005), Orbera (2009), Venner y Martin (2009) y Calvo (2010), sefalan
gue el género Bacillus es un género altamente presente en la rizosfera de diversos
cultivos; ademas este género debido a su capacidad de formacion de esporas tiene

una ventaja de supervivencia en la rizésfera vegetal.

La capacidad promotora del crecimiento vegetal de las rizobacterias aisladas en
esta investigacion, fue evaluada in vitro mediante diversas pruebas fundamentales
para determinar microorganismos con propiedades PGPR, tal como lo sefiala

Husen (2003) y Joseph et al. (2007).
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La primera de las pruebas realizadas fue la de antagonismo contra fitopatégenos
que afectan el cultivo de mango. Con respecto al tema de la procedencia de las
cepas, hay que recordar que las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR) tienen propiedades lo que les confiere una capacidad especial y los sefiala
como mejores controladores de fitopatdgenos a diferencia de cepas estandarizadas
gue estan en otros lugares y que a su vez presentan antagonismo (Puente et al.,

2009; Bach y Diaz, 2008).

Para el género de Bacillus, se encontré que de las 23 cepas aisladas 8 cepas (34,8
%) dieron antagonismo frente al menos 1 de los 5 hongos fitopatégenos a los que
se les enfrento; de las cuales 50 % fue antagonista frente a 4 hongos, 25 % frente a
3 hongos, 12,5 % fue antagonista a sé6lo un hongo y 12,5 % fue antagonista a los 5
hongos a la vez. La capacidad de las especies del género Bacillus de ser
antagonista a mas de un fitopatégeno a la vez ya ha sido reportada antes, y esto
puede deberse al hecho de que éstas son de una misma especie y pueden exhibir
diferentes capacidades para producir toxinas e inhibir el crecimiento de diferentes
microorganismos (Di Pietro et al., 1991; Choi et al., 1999). EI mecanismo de
antibiosis es generalmente el modo de antagonismo observado en Bacillus sp
(Edwards et al., 1994). La mayoria de las cepas del género Bacillus producen
muchas clases de antibiéticos como bacilomicina, fungimicina y micosubtilina que
son efectivos en suprimir el crecimiento de patdgenos in vitro y/o in situ (Pa y
Gardener, 2006). De hecho, los Bacillus actian via antibiosis, por competencia de
nutrientes, sitios de exclusion e infeccion, parasitismo y/o induccion de resistencia

(Arras y Arru, 1997; Kloepper et al., 2004).

Los valores més altos de porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de
los Bacillus frente a los hongos fitopatégenos fueron para Alternaria sp,

Lasiodiplodia teobromae y Fusarium sp de 75,0%, 67,4% y 556 %
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respectivamente, todos producidos por la cepa IXB20; y para Colletotrichum
gloeosporioides el valor mas alto fue 64,4 % producido por la cepa VB10. Estos
valores de inhibicion tan altos registrado para los Bacillus es debido a que las
bacterias pertenecientes a este género se caracterizan por tener la capacidad de
producir sustancias antagonistas, tales como, metabolitos, antibiéticos, enzimas
liticas, entre otras, que son una valiosa alternativa al control quimico, que tanto se
ha encarecido a nivel internacional y del cual existe una tendencia cada vez mas
generalizada a disminuir su uso, debido precisamente a los dafios que ha causado
al hombre y al medio ambiente tal como lo sefialan investigadores como Sosa et al.,

(2005) y Gutiérrez et al., (2003).

Al comparar los resultados de este trabajo con los reportados por otros
investigadores se encontrd que el porcentaje de cepas con capacidad antagonista y
los valores de porcentaje de inhibicion hallados en esta investigacion son en la
mayoria de los casos valores altos.

Ros et al., (2008) reporta 2,9 % de cepas antagonistas frente a Phytophthora sp,
valor menor al 4,3 % encontrado en esta investigacion, pese a que trabajé con 102
cepas; en este caso la procedencia de los Bacillus aisladas por Ros et al., (2008)
fue el suelo y no la rizésfera y como ya se sabe los microorganismos presentes en
la rizésfera son generalmente diferentes a los microorganismos presentes en otra
zona del suelo por el hecho de interactuar en forma compleja con las raices de la

planta y poseer propiedades PGPR tal como sefiala Bach y Diaz (2008).

Orberd et al., (2009) quien trabajé con 36 cepas del género Bacillus aisladas de
rizosfera de plantas ornamentales, sefiala que 13,9% mostraron antagonismo frente
a Colletotrichum sp y Fusarium oxysporum; en esta investigacion se encontrd que

de 23 cepas 30,4% mostraron antagonismo frente a Colletotrichum gloeosporioides
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y 26,1 % frente a Fusarium sp porcentajes mayores pese a que se trabajé con

menos cepas.

Mojica et al., (2009) reporta 29,7 % de cepas de Bacillus thuringiensis antagonistas
frente a Phytophthora capsici; si bien en esta investigacion se reporta solo 4,3% de
cepas del género de Bacillus antagonistas frente a Phytophthora sp, se debe tener
presente el nimero y la procedencia de las cepas con las que se trabajo, ya que
Mojica et al., (2009) trabajé con un total de 64 cepas que procedian de una
coleccion internacional y no se puede determinar si fueron cepas de rizésfera.

Respecto al porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de las cepas de Bacillus
frente a los hongos fitopatdgenos, se encontrd valores entre 45,7 % y 75 %, en

este caso los valores hallados son mayores a los reportados.

Lagunas et al., (2001) reportan a Bacillus firmus con un porcentaje de inhibicion de
33,8 a 41,0 % frente a Phytophthora capsici, valores menores a los que se encontré
en este trabajo que fue de 60,9%. Por su parte Orbera et al., (2009) para las cepas
de Bacillus frente a Colletotrichum sp reporta 51,6 a 60,8 % como porcentaje de
inhibicion, en esta investigacion se registr6 56,8 a 64,4%; mientras que para
Fusarium oxysporum el valor registrado fue 67,9 a 72,2 % en este caso es mayor al
registrado en esta investigacion, pues las cepas de Bacillus mostraron valores de
48,6 a 55,6 %. A su vez Mojica et al., (2009) sefala para Bacillus thuringiensis un
porcentaje de inhibicién de 15,1 a 27,8 % frente a Phytophthora capsici, el cual es
més de dos veces menor al que registra esta investigacion, ya que el porcentaje de
inhibicién de Bacillus frente a Phytophthora sp., fue 60,9%. Hernandez et al. (2006)
quienes trabajaron con 5 cepas del genero Bacillus aisladas de rizésfera de papa y
chile y encontraron un porcentaje de inhibicibn maximo de 53,4% frente a
Alternaria dauci patégeno del cultivo de zanahoria, este valor es menor al maximo

encontrado en este trabajo que fue 75%.

41



En cuanto al género Azotobacter de las 29 cepas aisladas, 82,8% presentaron
antagonismo antifingico frente a fitopatbgenos del cultivo de mango; este
porcentaje es mayor en comparacion al 34,8% registrado para las cepas del género
Bacillus aisladas en este estudio, lo que nos indicaria que la rizésfera de mango es
una fuente importante de cepas de Azotobacter con capacidad antagonista. Al
comparar el porcentaje de cepas aisladas en esta investigacion que son
antagonistas frente a hongos fitopatégenos, se tiene que el género Bacillus
presenta un mayor porcentaje de cepas antagonistas en comparacion con el género
Azotobacter respecto a los dos hongos mas importantes que afectan al cultivo de
mango en nuestro pais Colletotrichum gloeosporioides y Lasiodiplodia teobromae,
pero el género Azotobacter muestra un mayor porcentaje de cepas antagonistas
frente a los hongos Phytophthora sp, Fusarium sp y Alternaria sp, por lo que el
banco de cepas que se ha generado con este estudio es un gran aporte a la linea

de investigacién para formular controladores bioldgicos de hongos fitopatégenos.

Los valores del porcentaje de inhibicion encontrados para las cepas del género
Azotobacter son similares a los que se encontr6 para el género Bacillus, lo cual
confirma al género Azotobacter como una rizobacteria promotora de crecimiento
vegetal PGPR con importante capacidad biocontroladora de hongos fitopatégenos,

tal como lo sefalan Jiménez (2007) y Rico (2009)

Por otro lado, el porcentaje de inhibicidn registrado en este estudio para el género
Azotobacter frente a Fusarium sp fue mayor en comparacion al reportado por Rico
(2009) quien sefiala 48% de inhibicion de Azotobacter frente a Fusarium solani.

En este estudio se encontraron 2 cepas con un potencial importante en la
capacidad biocontroladora, pues mostraron porcentajes de inhibicion por encima de

50 % y ademas fueron antagonistas a mas de un hongo a la vez. Estas cepas son:
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la cepa 1XB20 del genero Bacillus que fue antagonista a los 5 hongos evaluados en
este estudio y la cepa IVAT del género Azotobacter que fue antagonista a 4 de los 5

hongos que se evalud.

La capacidad que poseen algunas bacterias habitantes de la rizosfera 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 que no es disponible para las plantas
(Chatli et al., 2008). Los microorganismos solubilizadores de fosforo liberan acidos
organicos que disuelven los fosfatos insolubles haciéndolos disponibles para las
plantas por lo que son considerados de gran importancia dentro de la microflora del
suelo, diversos estudios realizados por Valero (2003), Oviedo e Iglesias (2005),
Chirinos et al., (2006) y Cuervo (2010), sefialan a los géneros Azotobacter y
Bacillus como importantes solubilizadores de fosfato. En este estudio se encontrd
que de las cepas de Azotobacter 62,1% mostré capacidad solubilizadora de fosfato
porcentaje mayor al que se registré para Bacillus 30,4%. Los resultados obtenidos
respecto a Azotobacter 62,1% son mayores en comparacion a los reportados por
Rico, (2009), quien sefiala haber encontrado cerca del 50% de cepas de

Azotobacter con capacidad solubilizadora de fosfato.

Las bacterias de la rizésfera, representan una alternativa para mejorar el aporte
nutricional de las plantas; uno de los efectos benéficos que se destacan es la
secrecion de reguladores de crecimiento de plantas como auxinas que actda
mejorando los procesos de germinacion de semillas, nutricion, desarrollo de raices
etc. Dentro de las hormonas promotoras del crecimiento vegetal, de tipo auxina se
destaca al acido Indol Acético (AlA), la cual ha sido encontrada en diversas
bacterias de los géneros Azotobacter y Bacillus tal como sefialan, Mrkovacki y Milic

(2001), Tsavkelova et al., (2006) y Rico (2009).
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Para la prueba de producciéon de acido indol acético, los resultados sefalan que
65,5% de las cepas de Azotobacter y 39,1% de las cepas de Bacillus, tienen la
capacidad de formar &cido indol acético. Teniendo en cuenta que en esta
investigacion se trabajé con 29 cepas de Azotobacter en comparacion con Rico,
(2009) que trabajo con 62 cepas, y encontrd 65,5 % de cepas productoras de acido
indol acético valor mayor al 56 % reportado por esta investigadora, se puede decir
que la rizésfera de mango es una fuente importante de bacterias solubilizadoras de

fosfato.

El nitrégeno generalmente es considerado el nutriente mas limitante para el
crecimiento de las plantas en su ambiente natural. Hoy en dia la fijacion de
nitrdgeno cobra mas valor, dentro de contexto de la agricultura sostenible, ya que
se puede evitar el uso exagerado de fertilizantes nitrogenados con el consiguiente
ahorro en el consumo de energia y la disminucion de la degradacion del medio
(Anderson, 2003), por ello que una de las caracteristicas que se busca en las
PGPR es la fijacion de nitrégeno. Al evaluar la capacidad de fijar nitrégeno de las
cepas aisladas de la rizésfera de mango, se encontré que todas las cepas de
Azotobacter y Bacillus, fueron capaces de crecer en el medio libre de nitrégeno, lo
gue nos indica que pueden fijar este elemento, los didmetros de las colonias a los

15 dias tuvieron valores similares en ambos géneros.

Aguirre et al., (2009) y Chirinos et al., (2006) sefialan que los bioinoculantes son
componentes vitales de los sistemas sustentables, ya que constituyen medios
econdémicamente atractivos y ecolégicamente aceptables para reducir los insumos
externos y mejorar la cantidad y calidad de los recursos internos, mediante la
utilizacién de microorganismos debidamente seleccionados por su alta eficiencia e
inocuidad, ademas pueden ser generados a partir de recursos locales y tener

caracter endogeno. En todos los casos pueden utilizarse en los cultivos anuales, las

44



praderas de gramineas y leguminosas, hortalizas y frutales. Es por ello que en
nuestra investigacion se buscan cepas que tengan propiedades requeridas para
formular bioinoculantes que puedan usarse en el cultivo de mango organico.
Después de realizar las pruebas PGPR fundamentales a las cepas de los géneros
Azotobacter y Bacillus, se escogié las mejores cepas; 5 para del género
Azotobacter y 7 del género Bacillus, estas cepas no mostraron posible antagonismo
entre si por lo que se disefid bioinoculantes combinando dos cepas. Al hacer la
evaluacion a nivel de almacigo se observo que todas las plantas que crecieron a
partir de semillas inoculadas con los bioinoculantes no presentaron sintomas
visibles de micosis, a diferencia de las plantas control que provenian de semillas no
inoculadas que si presentaron los sintomas visibles de micosis Figuras 16 y 17,
esto evidencia el efecto biocontrolador de las cepas, propiedad que es muy
reconocida en rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal PGPR de los
géneros Azotobacter y Bacillus.

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal PGPR son reconocidas en
diversos estudios como bacterias que incrementan el crecimiento de las plantas, lo
cual se evidencia la reduccién del tiempo de germinacion, incremento de la altura
del tallo y numero de las hojas en las plantas (Sanchez et al., 1997; Gonzalez et al.,
2000; Galindo et al., 2006)

Todos los bioinoculantes evaluados lograron reducir el tiempo de germinacién, e
incrementar el nUmero de hojas y la altura del tallo, respecto a los controles donde
no se uso inoculantes. Los bioinoculantes B3 y B6, redujeron 26,6% es decir 4 dias
del tiempo de germinacién comun, siendo este el mayor porcentaje registrado; asi
mismo el mayor nimero de hojas se registro para los bioinoculantes B6 y B7; y la
mayor altura de tallo se registré6 para el bioinoculante B1l. Estos resultados
confirman a las rizobacterias de los géneros Azotobacter y Bacillus como una de las
mejores alternativas para la elaboracion de bioinoculantes para desarrollar una

agricultura ecologica y econémicamente rentable.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Se concluye que se puede aislar bacterias de los géneros
Azotobacter y Bacillus de la rizésfera del cultivo de mango.

2. De la presente investigacion se concluye que Azotobacter presenta
mayor capacidad de antagonismo frente a los hongos Phytophthora
sp, Fusarium sp. y Colletotrichum gloeosporioides; en cambio
Bacillus presenta mayor capacidad de antagonismo frente a
Alternaria sp., y tanto Azotobacter como Bacillus mostraron igual
capacidad de antagonismo frente a Lasiodiplodia teobromae.

3. Las cepas de Azotobacter presenta mayor capacidad tanto de
solubilizacion de fosfatos como de produccion de acido indol acético
respecto al género Bacillus.

4. Todas las cepas de Azotobacter y Bacillus aisladas de la rizosfera del
cultivo de mango presentan la capacidad potencial de ser fijadores
de nitrégeno.

5. De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de promocion
del crecimiento, se pueden disefiar bioinoculantes formulados con
cepas de los géneros Azotobacter y Bacillus.

6. De acuerdo a los resultados obtenidos a nivel de almacigo, los
bioinoculantes a base de cepas microbianas de Azotobacter y
Bacillus, promueven el crecimiento vegetal y mejoran el cultivo de
mango, al lograr reducir el tiempo de germinacion, incrementar el
namero de hojas y la altura del tallo, y actuar como potenciales
biocontroladores de fitopatdégenos, pues evita la aparicibn de
sintomas de micosis.

7. Las rizobacterias del género Azotobacter y Bacillus tienen potencial
aplicacion como bioinoculante en el cultivo de Mangifera indica L

(mango)
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IX. RECOMENDACIONES

1. Realizar pruebas fisicoquimicas del suelo muestreado, con el fin de obtener
mayor informacién del agroecosistema y de esta forma conocer la funcién
de las bacterias aisladas en este cultivo.

2. Realizar evaluaciones cuantitativas utilizando un medio liquido para
determinar la capacidad de solubilizacién de fosfatos inorganicos.

3. Evaluar los biofertilizantes a nivel de campo considerando més variables
para determinar sus beneficios a nivel del crecimiento y produccion de las

plantas.
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XI. ANEXOS
ANEXO 1: TABLAS
Tabla 1. Caracteristicas generales del lugar de mue  streo y naturaleza de las

muestras de Rizésfera

Campo de cultivo/ Muestr as de Cédigo de pH Temperatur Clase textural
variedad de mango suelo muestras a

B. “Rosado” 3 1 franco arcillosa
4 vV

D. “Haden” 7 Vil franco limosa
8 VIII

Campo de cultivo/
altitud 68 msnm

Tabla 2. Cepas del género Bacillus (n = 23) obtenidas de la rizésfera de

mango.

Campo de cultivo Muestra N° de cepas Cepas Porcentaje (%)
(cédigo) (cédigo)

17,4%

VilB17

2 ViliB18 8.7%
XB21

3 XB22 13,0%
XB23



Tabla 3. Caracterizaciéon Cultural y Tincion Gram de  las cepas de Bacillus

aisladas de la rizésfera de mango.

Cadigo Gram Forma Morfologia de la colonia
microscoépica Forma Borde superficie consistencia color

1B2 + bacilar irregular digitiforme  opaca cremosa blanco

11B4 + bacilar irregular digitiforme  opaca cremosa crema

16 + bacilar irregular ondulado opaca cremosa blanco

B8 + bacilar irregular ondulado opaca cremosa crema

VB10 + bacilar irregular ondulado opaca cremosa blanco

ViB12 + bacilar irregular ondulado opaca cremosa blanco

ViB14 + bacilar irregular aserrado opaca cremosa blanco

ViIB16 + bacilar irregular aserrado opaca cremosa crema

VviiB18 + bacilar irregular ondulado  opaca cremosa blanco

bacilar irregular ondulado opaca cremosa blanco

irregular ondulado opaca cremosa

B.subtilis bacilar irregular ondulado opaca cremosa blanco

Control
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Tabla 4. Diferenciacion bioquimica de las cepas de Bacillus aisladas de la

rizésfera de mango.

Cepas de Catalasa Citrato Nitrato Almidén Lecitinasa Asimilacion de azucares
Bacillus Glucosa Manitol

B2 +

1184 +

B6 +

VIIB16 + . + + - + +

VIIiB18 + . + + - + +

IXB20 + - + + - + +

XB22 + - + + - + +

B.subtilis + - + + - + +
(control)
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Tabla 5. Codificacién de cepas del género Azotobacter (n = 29) obtenidas de la

rizésfera de mango.

Campo de cultivo  Muestra N° de cepas Cepas Porcentaje (%)
(cédigo) (cédigo)

VIAL3
VIA14
VIALS
VIAIL6

VIIIA23
VIIA24
VIIA25
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Tabla 6. Caracterizacion cultural y Tincion Gram de

Azotobacter aisladas de la rizésfera de mango.

las cepas del género

Cadigo Gram Forma Morfologia de la colonia
microscoépica Borde superficie consistencia color

IA1 - cocoide regular brillosa mucoide translucida
1A2 - cocoide regular brillosa mucoide translacida
IA3 - cocoide regular brillosa mucoide translucida
11A4 - cocoide regular brillosa mucoide Translicida
A5 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
1A6 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
IVA7 - cocoide regular brillosa mucoide translucida
IVA8 - cocoide regular brillosa mucoide translacida
IVA9 - cocoide regular brillosa mucoide translucida
VA10 - cocoide regular brillosa mucoide translacida
VA1l - cocoide regular brillosa mucoide translucida
VA12 - cocoide regular brillosa mucoide translacida
VIA13 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
VIA14 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
VIA15 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
VIA16 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
VIIAL7 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
VIIA18 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
VIIAL9 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
VIIA20 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
VIIA21 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
VIIA22 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
VIIIA23 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
VIIIA24 - cocoide regular brillosa mucoide translucida
VIIIA25 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
IXA26 - cocoide regular brillosa mucoide translicida
IXA27 - cocoide regular brillosa mucoide transldcida
XA28 - cocoide regular brillosa mucoide translacida
XA29 - cocoide regular brillosa mucoide translucida
A.vinelandi - cocoide regular brillosa mucoide translacida
(control)
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Tabla 7. Diferenciacion bioquimica de las cepas de  Azotobacter aisladas de la

rizésfera de mango.

Cadigo Catalasa  Oxidasa  Nitrato Formacion Asimilacion de azucares
de quistes Glucosa Fructosa Maltosa

1A2 + + + + + + +

A4 + + + + + + +

IIAG + + + + + + +

IVA8 + + + + + + +

VALO + + + + + + +

VAL2 + + + + + + +

VIAL4 + + + + + + +

VIALE + + + + + + +

VIALE + + + + + + +

VIIA20 + + + + + + +

ViiAZ2 + + + + + + +

Vilia24 + + + + + + +
IXA26 + + + + + + +

XA28 + + + + + + +

A.vinelandi - cocoide Regular brillosa mucoide translicida
(control)

66



Tabla 8. Crecimiento de Bacillus a diferentes temperaturas con respecto al

control (28 °C) a los 15 dias de incubacion.

Cepas Crecimiento (%)
(n=23) 18°C 25°C 32°C 28 °C
(control)

IB1 89,1 91,5 85,4 100,0

1IB3 85,3 89,3 83,2 100,0

11B5 75,9 85,4 76,4 100,0

nB7 79,3 87,3 79,2 100,0

IVB9 77,0 85,0 83,5 100,0

VB11 85,3 100,0 87,1 100,0

VIB13 86,9 89,3 89,9 100,0

VIB15 100,0 100,0 100,0 100,0

VIIB17 74,5 100,0 75,3 100,0

IXB19 74,3 88,0 73,2 100,0

XB21 84,3 87,8 86,4 100,0

XB23 89,7 100,0 95,3 100,0
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Tabla 9. Crecimiento de Azotobacter a diferentes temperaturas con respecto

al control (28 °C) a los 15 dias de incubacion.

Cepas Crecimiento ( %)
(n=29) 18°C 25°C 32°C 28 °C
(control)

A2 85,8 93,6 95,7 100,0

A4 89,7 100,0 95,3 100,0

A6 100,0 100,0 100,0 100,0

IVA8 100,0 100,0 100,0 100,0

VA10 84,5 97,3 94,1 100,0

VA12 85,3 90,4 89,5 100,0

VIA14 93,6 99,2 99,0 100,0

VIA16 84,3 87,8 86,4 100,0

VIIA18 92,1 95,3 96,5 100,0

VIIA20 90,8 94,6 97,3 100,0

VIIA22 87,8 97,3 97,9 100,0

VIIIA24 100,0 100,0 100,0 100,0

IXA26 100,0 100,0 100,0 100,0

XA28 100,0 100,0 100,0 100,0

68



Tabla 10. Crecimiento de Bacillus a pH 5,5y 7,5 con respecto al control a pH 7

a los 8 dias de incubacion.

Cepas Crecimiento ( %)
(n=23) 5,5 7,5 7 (control)

IB2 65,4 86,5 100,0

11B4 68,9 86,4 100,0

111B6 78,9 83,9 100,0

B8 60,5 98,2 100,0

VB10 72,1 85,2 100,0

VIB12 68,9 79,9 100,0

VIB14 65,9 90,0 100,0

VIIB16 60,9 95,7 100,0

VIIB18 58,2 97,4 100,0

IXB20 60,1 95,1 100,0

XB22 75,1 100,0 100,0

69



Tabla 11. Crecimiento Azotobacter de a pH 5,5y 7,5 con respecto al control a

pH 7 a los 8 dias de incubacion.

Cepas Crecimiento (%)
(n=29) 55 7,5 7 (control)

A2 98,5 99,5 100,0

A4 100,0 100,0 100,0

A6 78,4 100,0 100,0

IVA8 75,3 99,4 100,0

VA10 79,3 90,1 100,0

VA12 89,6 96,7 100,0

VIA14 79,1 100,0 100,0

VIA16 100,0 100,0 100,0

VIIA18 73,9 99,8 100,0

VIIA20 99,5 100,0 100,0

VIIA22 100,0 100,0 100,0

VIIIA24 69.3 97,4 100,0

IXA26 72,1 95,1 100,0

XA28 100,0 100,0 100,0
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Tabla 12. Pruebas de antagonismo antifungico de Bacillus spy Azotobacter

sp en funcién del tiempo de exposicion.

Hongos Tiempo de lectura final (dias)

Colletotrichum gloeosporioides 6

Fusarium sp 7



Tabla 13. Pruebas de antagonismo de las cepas del g  énero Bacillus frente a

los hongos fitopatdgenos de mango.

Cepas Lasiodiplodia Colletotrichum Phytophthora Fusarium sp Alternaria sp
(n=23) theobromae gloeosporioides sp

1B2 - - - - -

11B4 + + - + +

11B6 + + - + -

111B8 - - - - -

VB10 + + - + +

VIB12 - - - - -

VIB14 - - - - -

VIIB16 + + - + +

VIIB18 - - - - -

IXB20 + + + + +

XB22 - - - - -

Total de cepas con 8 7 1 6 6
antagonismo
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Tabla 14. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) " de hongos

fitopatdgenos de mango por las cepas  Bacillus sp.

Cepa Lasiodiplodia Colletotrichum Phytophthora Fusarium sp  Alternaria sp

theobromae gloeosporioides sp

IB2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

11B4 56,5+0,1 62,2+0,2 0,0 53,1+0,2 64,3+0,3

111B6 56,5+0,2 62,2+0,2 0,0 50,0+0,1 0,0

B8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

VB10 63,0+0,2 0,0 0,0 50,0+0,2 67,4+0,2

VIB12 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

VIB14 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

VIIB16 63,0+0,3 60,0+0,1 0,0 48,6+0,2 50,0+0,0

VIiB18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

IXB20 67,4+0,3 56,8+0,2 60,9+0,1 55,6+0,2 75,0+0,2

XB22 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*PICR = (R1 - R2)/R1 x 100. Donde R1y R2 son los r adios mayor y menor respectivamente de crecimiento radial
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Tabla 15. Pruebas de antagonismo de las cepas del g énero Azotobacter frente

a los hongos fitopatdgenos de mango.

Cepa Lasiodiplodia Colletotrichum Phytophthora Fusarium sp  Alternaria
theobromae gloeosporioides sp sp

IA2 - - - + -

IIA4 ; ; ) + +

A6 + - - + -

IVAS - 3 ) + +

VA10 - - - - -

VA12 - + - + -

VIAl4 - - + - -

VIA16 - - + - -

VIIA18 - + - -

VIIA20 - + - +

VIIA22 - - - - +

VIIIA24 + - - + +

IXA26 + - - - -

XA28 - - - - -

Total de cepas 5 6 5 12 11

con

antagonismo



Tabla 16. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) " de hongos

fitopatdgenos de mango por las cepas  Azotobacter sp.

Cepa Lasiodiplodia Colletotrichum Phytophthora Fusarium sp  Alternaria sp
theobromae gloeosporioides sp
R
1A2 0,0 0,0 0,0 17,4+0,2 0,0
=
I1A4 0,0 0,0 0,0 44,4+0,2 54,5+0,4
N 5 = N 2 T = O
I1A6 60,9+0,1 0,0 0,0 17,0+0,0 0,0
BT
IVA8 0,0 0,0 0,0 28,0+0,0 12,5+0,1
. . N
VA10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B
VA12 0,0 25,0+0,0 0,0 50,0+0,0 44,4%0,2
I
VIAl4 0,0 0,0 50,0+0,2 0,0 0,0
I
VIA16 0,0 0,0 40,0+0,0 0,0 0,0
I
VIIA18 0,0 56,7+0,3 0,0 0,0 0,0
LT =2 I T = 0
VIIA20 0,0 20,0+0,1 0,0 21,8+0,2 0,0
B2
VIIA22 0,0 0,0 0,0 0,0 31,3+0,4
VIIIA24 50,0+0,2 0,0 0,0 60,0+0,0 35,0+0,0
ez o oo O
IXA26 50,0+0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
T YO = N N =2
XA28 0,0 0,0 60,0+0,0 0,0 0.0

*PICR = (R1 - R2)/R1 x 100. Donde R1y R2 son los r adios mayor y menor respectivamente de crecimiento radial
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Tabla 19. Tratamientos a base de cepas del género  Bacillus y Azotobacter

Cadigo Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
Cepas 1IB4 111B6 VB10 VB11 VIIB16 IXB20 XB23
IIAS IVA7 VIIIA24 VA12 VIIA19 IVA7 IVA7
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ANEXO 2: FIGURAS

Figura 1. Campo de cultivo de mango, lugar de muestreo, afectado por “muerte

regresiva’

Figura 4. Prueba de la lecitinasa (A) y Prueba de la degradacion de almidén

(amilasa) (B).

80



CpP CA CpP CA CpP CA

Figura 5. Prueba de reduccion de nitrato (N), degradacion de glucosa (G) y manitol
(M), realizada a una de las cepas aislada (CA) Bacillus sp. y a la cepa patrén (CP)

Bacillus subtilis.

Figura 6. Colonias de cepas Azotobacter sp (A) y de cepa testigo Azotobacter

vinelandi (B).

CP CA CP CA CP CA CP CA

Figura 7. Prueba de reduccion de nitrato (N), degradacion de glucosa (G), maltosa
(M), fructosa (F), realizada a una de las cepas aislada (CA) de Azotobacter sp. y a

la cepa patron (CP) de Azotobacter vinelandi.
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B20

Bl11

Figura 8. Prueba de antagonismo de las cepas aisladas del género Bacillus frente a

hongos fitopatégenos de mango.
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Figura 9. Prueba de antagonismo de las cepas aisladas del género Azotobacter

frente a hongos fitopatdgenos de mango.
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Figura 10. Prueba de Solubilizacion de fosfatos cepa del género Bacillus (A) y cepa
del género Azotobacter (B).

Control del
medio

o I

Cepa

X 0

Figura 11. Prueba de produccion de acido indol acético.

A B

Figura 12. Prueba de Capacidad Potencial de Fijacion de Nitrogeno, cepa del

género Bacillus (A) y cepa del género Azotobacter (B).

VIIA19 11B6
IIAS

VB11

11B4

IVA7
VA12

VB10

Figura 13. Cepas del género Bacillus y Azotobacter seleccionadas por sus mejores

resultados que no muestran antagonismo entre si.
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Figura 14. Esterilizacion del suelo de cultivo mediante solarizacion.

!

Figura 15. Planta de mango presentando sintomas de micosis.

Figural6. Plantas de mango de semillas inoculadas con los bioinoculantes, sin

sintomas de micosis.
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ANEXO 3: MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

1. AGAR NUTRITIVO®

Componentes g/L

Extract o de levadura 2,0

Cloruro sédico 5,0

Agua destilada 1000 ml

"Medio de cultivo para aislar y caracterizar fenotipicamente Bacillus

2. CALDO MINERAL SIN NITROGENO*

Componentes g/L

MgS04.7H20 0,20

CacCl2 0,01

NaMoO4 (H20) 0,0108

Manitol 10,0

Azul de bromotimol (5% en solucidn) 5,0 mL

pH 7

"Medio de cultivo para aislar Azotobacter
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3. AGAR ASHBY GLUCOSA*

Componentes g/L

KH2PO4 1,0

FeS04.7H20 0,005

CaCl2.H20 0,2

pH 7

"Medio de cultivo para aislar Azotobacter

4. AGAR TRIPTICASA SOYA (TSA) °

Componentes g/L

Peptona 3,0

Fosfato dipotasico 2,5

Agua destilada 1000 ml

pH 7

"Medio de cultivo para aislar y caracterizar fenotipicamente Azotobacter
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5. CALDO TRIPTICASA SOYA (TSB) *

Componentes g/L
Tripticasa 17,0
Peptona 3,0
Cloruro de sodio 50
Fosfato dipotésico 2,5
Dextrosa 2,50
Agua destilada 1000 ml
pH 7

"Medio de cultivo para reactivacion de cepas de Bacillus y Azotobacter

6. AGAR PAPA DEXTROSA (APD) *

Componentes 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

"Medio de cultivo para la prueba de antagonismo

7. SOLUCION DE SALKOWSKY *

2% de FeCI3 0,05M en 35% de Acido Perclérico

"Reactivo usado en la prueba de produccién de acido indol acético
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8. AGAR PICOVSKAYA"®

Componentes g/L

Dextrosa 10,0

Sulfato de amonio 0,5

Sulfato de magnesio 0,001

Agar 18,0

"Medio de cultivo para la prueba de solubilizacién de fosfatos

9. MEDIO SELECTIVO PARANFB”

Componentes g/L

K2HPO4 0,8

CaS0O4 0,1

Sacarosa 50

Agar 15,0

Azul de Bromotimol 0,5

"Medio de cultivo selectivo para asilar bacterias fijadoras de N2.



