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l. INTRODUCCION

El cultivo de Asparagus officinalis L. “esparrago” es econémicamente muy
importante (Borrego, 2014) y es el producto abanderado de las exportaciones
hortofruticolas peruanas (Canto et al., 2008). Los valles de la costa de La Libertad,
Ica, Ancash y Lima cuentan con las condiciones climaticas ideales para la
produccion de esparrago, lo cual permite un abastecimiento sostenido todo el afio,
con uno de los mejores rendimientos a nivel mundial (12,2 tha1); sin embargo,
existen limitantes que pueden disminuir la productividad competitiva de este cultivo.
Entre las mas importantes estan la fertilidad de los suelos, escasez del recurso
hidrico, limitada asistencia técnica y elevados costos de inversion y produccién
(Agrobanco, 2007).

Los fertilizantes quimicos correctamente utilizados incrementan la
productividad y rentabilidad de los cultivos agricolas como el esparrago; no
obstante, cada afio aumenta la cantidad de fertilizantes por aplicar, debido a la
menor eficacia de adsorcién en el suelo y absorcién por la planta (Nicolalde &
Quintana, 2010) y bajo un manejo inadecuado, los fertilizantes quimicos

contaminan el ambiente (Perleche & Renteria, 2013).

Con el objetivo de mitigar el impacto ambiental causado por el uso excesivo
de los insumos quimicos en la agricultura, se investiga la diversidad de
microorganismos rizosféricos como las rizobacterias promotoras de crecimiento en

plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR), que incluyen especies del



género Bacillus. Estas bacterias estimulan los ciclos biogeoquimicos de los
nutrientes, fijan nitrdgeno atmosférico, solubilizan fosfato (Romero & Zapata, 2014),
producen reguladores de crecimiento y sideroforos, asi como también reducen el
ataque de fitopatdgenos e insectos (Altuna & Pelaez, 2013; Bhattacharyya & Jha,
2012).

Se han reportado investigaciones sobre Bacillus spp., en las que se ha
demostrado incremento en la germinacion (Luna et al.,, 2013) y emergencia
(Adesemoye et al., 2009), desarrollo vegetativo (Luna et al., 2013) y rendimiento
(Salaheddin et al., 2010) de los cultivos agricolas; no obstante, también se han
obtenido resultados diferentes a los esperados (Astorga et al., 2014). En el
rizoplano vy rizosfera de los cultivos como el esparrago se encuentran especies de
Bacillus con caracteristicas de promotoras de crecimiento en plantas; sin embargo,
no se ha realizado investigacion para aislarlas, caracterizarlas y determinar su

efecto en los cultivos agricolas.

Tecnolégicamente las especies de Bacillus son faciles de aislar y cultivar en
sustratos de bajo costo. Asimismo, forman esporas que permanecen viables bajo
condiciones desfavorables (Calvo & Zufiga, 2010), por lo que se consideran
apropiadas para constituir biofertilizantes que pueden ser aplicados a las semillas
o el suelo, con éxito en la sobrevivencia y establecimiento de las bacterias. Los
resultados de la presente investigacion permitiran identificar especies de Bacillus
propias de la region, con potencial para la biofertilizacion, generando valor
agregado a la biodiversidad regional, a la vez que se disminuye el riesgo para la
salud de los seres vivos y el efecto negativo de los insumos quimicos en el

ambiente.

El problema planteado fue: ¢cuales son las caracteristicas de las especies
de Bacillus aisladas del rizoplano y rizésfera de esparrago y cual es su potencial
como promotoras de crecimiento en plantas?. El objetivo general fue: aislar e
identificar especies de Bacillus en el rizoplano y rizésfera de espérrago y determinar
su potencial como promotoras de crecimiento en plantas. Los objetivos especificos

fueron: aislar e identificar fenotipicamente especies de Bacillus en el rizoplano y



rizsfera de plantas de esparrago; cuantificar el nitrégeno fijado, fosfato solubilizado
e indoles producidos in vitro por las bacterias; seleccionar los seis cultivos de
bacterias con los mayores valores en el nitrégeno fijado, fosfato solubilizado e
indoles producidos y determinar el efecto de las bacterias seleccionadas en la altura
y nimero de tallos de plantas de esparrago. La hipétesis planteada fue: Las
especies de Bacillus aisladas del rizoplano y rizésfera de esparrago fijan nitrégeno,
solubilizan fosfatos, producen indoles e incrementan la altura y nimero de tallos de

las plantas de esparrago.



.  MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de lainvestigacion

El género Bacillus, comprende especies filogenética y fenotipicamente
heterogéneas. El crecimiento aerobio, la reaccién positiva en la tincion de Gram, la
forma bacilar y la formaciéon de endosporas, se consideran caracteristicas
fundamentales para la clasificacion; no obstante, la heterogeneidad en la fisiologia,
ecologia y genética dificulta la generalizacion. Con base a las estrategias
moleculares de la secuencia del ARNr 16S, este grupo se ha subdividido en cuatro.
El primero, Bacillus senso estricto, agrupa 27 especies, entre las que se encuentra
B. subtilis. El segundo grupo, senso lato, incluye bacilos formadores de esporas
redondeadas, como B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis y las taxas
espordgenas como Coryphanon, Exiguobacterium, Kurtia y Planococcus. El tercer
grupo considera a B. polymyxa y B. macerans, reclasificados en el género
Paenibacillus. El cuarto grupo esta formado por los géneros Aneurobacillus y
Brevibacillus (Tejera et al., 2011; Altuna & Pelaez, 2013).

Las especies de Bacillus son ubicuas y pueden ser aisladas de raices y
rizosfera de diversos cultivos agricolas como Physalis peruviana L. “uchuva”
(Venner & Martin, 2009), Solanum tuberosum L. “papa” (Calvo & Zuiiga, 2010),
Glycine max L. “soya” (Wahyudi et al., 2011), Oryza sativa L. “arroz’ (Badia et al.,
2011), Lycopersicon esculentum Mill “tomate” (Rios & Zuhiga, 2012),
Jatropha curcas L. “pifion blanco” (Aguilar & Coral, 2013), Gossypium sp. “algodon”
(Salaheddin et al., 2010), Zea mays L. “maiz’ (Altuna & Pelaez, 2013),



Eucaliptus nitens “eucalipto” (Angulo et al., 2014) e inclusive malezas (Perleche &
Renteria, 2013).

Las bacterias del género Bacillus favorecen el crecimiento de las plantas a
través de mecanismos directos e indirectos. Los directos son: fijacién de nitrdgeno
(Orozco & Martinez, 2009; Cuervo, 2010; Rios & Zuhiga, 2012; Aguilar & Coral,
2013; Altuna & Pelaez, 2013; Perleche & Renteria, 2013), produccion de acido
indolacético (Stechmann, 2011; Wahyudi etal., 2011; Rios & Zufiga, 2012; Aguilar
& Coral, 2013; Angulo et al., 2014), citoquininas (Ortiz et al., 2009) y giberalinas
(Gutiérrez et al., 2001) y solubilizacion de fosfato (Aguilar & Coral, 2013; Altuna &
Pelaez, 2013; Perleche & Renteria, 2013).

Los mecanismos indirectos o de biocontrol incluyen la competencia por un
nicho ecoldgico o por nutrientes, interaccion directa con el patdogeno (parasitismo y
lisis enzimatica), antibiosis, produccion de sideréforos e induccion de resistencia
sistematica en las plantas (Hernandez et al., 2006; Bhattacharyya & Jha, 2012). Las
especies de Bacillus son de crecimiento rapido por lo que colonizan rapidamente
un ambiente (Martim et al., 2003; Perleche & Renteria, 2013), producen antibioticos
(Schallmey et al., 2004; Layton et al., 2011), sider6foros (Wahyudi et al., 2011),
enzimas quitinoliticas (Reinoso et al., 2007; Perleche & Renteria, 2013),
compuestos antifingicos difusibles y volatiles (Reinoso et al., 2007). La antibiosis,
competencia y actividad enzimatica litica son caracteristicas de Bacillus spp.
(Perleche & Renteria, 2013).

La inoculacion de Bacillus se relaciona con incremento en la germinaciéon en
tomate (Rios & Zulfiga, 2012), emergencia en maiz (Altuna & Pelaez, 2013),
elongacion de coledptilos en maiz (Idris et al., 2007), altura de plantas en tomate
(Aysha et al.,, 2012), longitud de raiz y tallo en soya (Wahyudi et al., 2011),
prolificidad de raices laterales en Arabidopsis (Ortiz et al., 2009), peso de biomasa
aéreay radicular en cebada (Canbolat et al., 2006), papa (Ekin et al., 2009), tomate
(Aysha et al., 2012), maiz (Paredes, 2014), contenido de nitrégeno, fésforo y
potasio en raices y tallos de Cucumis melo “melén” (Egamberdiyeva, 2007), fésforo,
fierro y zinc en hojas de fresa (Esitken et al., 2010).

Las bacterias del género Bacillus pueden constituir biofertilizantes; sin

embargo, en un inicio deben ser aisladas y caracterizadas. El potencial como PGPR



se investigd en Bacillus spp. aisladas de la rizosfera de maiz. Se colectaron
muestras de suelo rizosférico, se diluyeron en NaCl 0,85% plv, se sometieron a
tratamiento térmico a 80°C y se sembraron en agar nutritivo. Se obtuvieron
226 cultivos puros de bacilos esporulados, entre los que se identificaron
Bacillus circulans (54%), B. lentus (34%), B. mycoides (3%), B. brevis (2%),
B. pasteurii (1%) y B. subtilis (1%). Con las bacterias se cuantific6 1,0-12,5ppm de
acido indolacético; 7,8—26,4ppm de nitrégeno fijado como amonio; 0,4-2,1ppm de
fosforo solubilizado, asi como también se detect6 actividad proteolitica, quitinolitica
y antagonica a Fusarium verticillioides, demostrandose su potencial como
promotoras de crecimiento en plantas (Altuna & Pelaez, 2013).

En los ambientes desfavorables las bacterias maximizan su potencial como
promotoras de crecimiento en plantas. En este contexto, se investigaron las
especies de Bacillus aisladas de la rizésfera de malezas asociadas a maiz. Las
bacterias se aislaron en agar nutritivo a 30°C por 48 horas, seleccionandose las
colonias constituidos por bacilos Gram positivos esporulados. Se obtuvieron
285 cultivos puros de bacilos, identificandose B. circulans (20%), B. firmus (19%),
B. cereus (18%), B. sphaericus (6%), B. subtilis (4%), B. licheniformis (2%),
B. lentus (1%) y B. brevis (1%). Con las bacterias se cuantific6 0,4—34,47ppm de
acido indolacético; 18,0-24,65ppm de nitrégeno fijado como amonio, 0,18-3,43ppm
de fésforo solubilizado y también se detecté actividad proteolitica, quitinolitica y
antagonica a Fusarium verticillioides, caracteristicas por las que estas bacterias son
consideradas con potencial para su utilizacion como biofertilizantes (Perleche &
Renteria, 2013).

En el marco de la implementacién de una produccidon organica se evaluaron
microorganismos promotores de crecimiento en tomate. Los microorganismos
identificados como Bacillus pumilus (7), B. altitudinis (1), B. subtilis (1),
Bacillus sp. (6) y Rhodosporidium paludigenum (1) se cultivaron en caldo tripticasa
de soya parala cuantificacion de acidoindolacético, agar Pikovskaya y agar quitina,
para la deteccion de solubilizacion de fosfatos y enzimas quitinasas,
respectivamente. El microorganismo que alcanzd mayor valor en el AlA se inoculd
en semillas de tomate para determinar el efecto como promotor de crecimiento. Los

microorganismos solubilizaron fosfato y se cuantificé 2,49-547ppm de AlA,



alcanzandose el mayor valor con B. subtilis. El diagrama del plano factorial obtenido
demostré que las plantas de tomate inoculadas presentaron los mayores valores
en longitud y peso de raices y tallos (Rodriguez, 2013).

Las bacterias del género Bacillus son una alternativa para el control de tizones
foliares y pudricién de frutos causados por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.).
Seinvestigo la actividad antagédnica de Bacillus subtilis en pruebas de confrontacion
directa y mediante el uso de filtrados de cultivos bacterianos. En las pruebas de
confrontacion directa, B. subtilis inhibié en 62—80% el crecimiento del fitopatdégeno,
con halos de inhibicién de 0,20—-0,88cm. Los filtrados de los cultivos esterilizados a
120°C por 15 minutos inhibieron hasta en 70% la germinacién de conidios. Las
cepas CBCC2, CBRF24, CBCK47 y CBMN22 inhibieron al hongo tanto en
confrontacion directa como en los filtrados, demostrandose el potencial de estas
bacterias para el control de C. gloeosporioides (Ruiz et al., 2014).

Los microorganismos aislados de la rizosfera de Cicer arietinum L. “garbanzo”
se investigaron en su actividad antagonica in vitro contra los hongos causantes de
la rabia del garbanzo: Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani.
Los microorganismos se confrontaron en cultivos duales y se seleccionaron los
cuatro con la mayor inhibicion del crecimiento de los patdgenos. Estos identificados
como Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Trichoderma lignorum vy
T. harzianum fueron combinados con Glomus intraradices y su efectividad para
controlar la enfermedad se comparé con un tratamiento quimico (PCNB) y un
testigo absoluto. Los tratamientos se aplicaron a la semilla, y se evalu6 la severidad
de la enfermedad cada 15 dias y la colonizacién de raices por los antagonistas a
los 45 dias. La colonizacién de B. subtilis + G. intraradices fue de 1,3 x 108 ufc/g de
raiz fresca—75%, con 57% de reduccion de la severidad de la enfermedad,
concluyéndose que la aplicacion en conjunto de B. subtilisy G. intraradices es una
alternativa para el control de hongos patdgenos en el garbanzo (Paredes et al.,
2009).



2.2 Baseteodrica

En la “Agricultura moderna”, las técnicas agricolas introducidas, el afan de
lucro de los grandes productores y la necesidad de subsistencia de los campesinos,
ha producido una grave deforestacién en el planeta, aumento de la erosion y
pérdida de la capacidad productiva de los suelos (Davila, 2004). La agricultura
organica propone para el crecimiento y desarrollo de los cultivos la utilizacion de
opciones tecnolégicas como las bacterias promotoras de crecimiento en plantas
para producir alimentos sanos, proteger la calidad del ambiente y la salud humana
e intensificar las interacciones biologicas y los procesos naturales beneficiosos
(Davila, 2004).

En la rizosfera de las plantas se consideran tres componentes: el suelo
rizosférico, el rizoplano y la raiz misma. El suelo rizosférico es la zona del suelo
influenciada por las raices a través de la liberacion de exudados por efecto de la
actividad microbiana. El rizoplano es la superficie de la raiz, incluidas las particulas
fuertemente adheridas a la raiz. La raiz misma también forma parte de la rizosfera,
porque determinados microorganismos son capaces de colonizar los tejidos

internos (Nihorimbere et al., 2011).

El término rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas, conocido por
sus siglas en inglés PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria) fue propuesto por
Kloepper & Schroth en 1978, para describir a las bacterias que habitan la rizésfera
de las plantas y que pueden tener un efecto sobre los cultivos. En 1996, se
propusieron los términos PGPB (Plant growth promoting bacteria o bacterias
promotoras de crecimiento en plantas) y biocontrol — PGPB (Biocontrol — plant
growth promoting bacteria o bacterias promotoras del crecimiento de plantas con
actividad de biocontrol). El ttrmino PGPB es aplicable a las bacterias que influyen
directamente sobre el metabolismo de las plantas, promoviendo el aumento de la
toma de agua y nutrientes, el desarrollo del sistema radical y la estimulacion de la
actividad de otros microorganismos rizosféricos beneficiosos. Las biocontrol-PGPB
describe a las bacterias que adicionalmente tienen la capacidad de suprimir

fitopatdbgenos mediante produccién de metabolitos inhibitorios o por la induccién de



resistencia natural en la planta. Estos términos permiten incluir a otras bacterias
benéficas que no son rizobacterias, entre las que destacan los rizobios (Hernandez
et al., 2006).

Las PGPR benefician a los cultivos agricolas a través de mecanismos directos
e indirectos. La promocion directa ocurre cuando las PGPR sintetizan metabolitos
y facilitan a las plantas la toma de nutrientes mientras que la promocion indirecta
es consecuencia de la disminucion o prevencion del efecto deletéreo de
fitopatdbgenos por las PGPR. Los mecanismos directos incluyen la sintesis de
reguladores del crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquininas), solubilizacién de
fosfatos minerales, fijacion de nitrégeno atmosférico, produccién de sideréforos y
estimulacion del sistema de absorcion de iones como los nitratos. Entre los
mecanismos indirectos o de biocontrol se encuentran la competencia por un nicho
ecoldgico o por nutrientes, la interaccion directa con los patdégenos (parasitismo y
lisis enzimética), antibiosis 0 amensalismo, produccion de sider6foros e induccién
de resistencia sistémica a la planta (Delgado et al., 2003; Hernandez et al., 2006;
Bhattacharyya & Jha, 2012).

Bacterias como Azospirillum, Herbaspirilum, Enterobacter y Azotobacter
promueven el crecimiento de plantas, mayoritariamente a través de mecanismos
directos, asi como Pseudomonas, Bacillus y Streptomyces lo hacen a través de
mecanismos indirectos; no obstante, todas las PGPR presentan un mayor o menor
grado de efectividad en ambos mecanismos (Guillén et al., 2006; Franco, 2008;
Karnwal, 2009; Martinez et al., 2010; Salaheddin et al, 2010). El efecto de las PGPR
también se atribuye a la denominada “hipdtesis aditiva”, segun la cual mas de un
mecanismo estan involucrados en la asociacién planta-rizobacteria, los mismos que
operan simultdneamente o en asociacion. La suma de los diferentes mecanismos
refleja los cambios observados en el crecimiento de las plantas, cuando son

cultivadas bajo condiciones ambientales propicias (Bashan et al., 1996).

El efecto positivo de las PGPR esta relacionado con el crecimiento en longitud
de las raices laterales, asi como el nimero y longitud de los pelos radiculares,

cambios que se asocian con la sintesis de auxinas, citoquininas Yy giberelinas. En



un modelo hipotético, el AIA sintetizado por una bacteria que esta adherida a la
superficie de la semilla, o bien a la raiz en desarrollo, es tomado por la planta y
junto con el AIA endégeno (de la planta) puede estimular la divisiény alargamiento
de las células o bien promover la sintesis de &cido 1-amino-ciclopropano-1-
carboxilico (ACC), con la activaciéon de la enzima ACC sintasa. Por tanto, aumenta
el ACC, que es un precursor inmediato del etileno, que a su vez inhibe la elongacién
de las raices; no obstante, el ACC es hidrolizado por las bacterias (amino
ciclopropano carboxilasa desaminasa: ACC desaminasa), transformandose en alfa-
cetobutirato y amonio. Las bacterias inducen a la planta a sintetizar mas ACC de
lo que necesita para que éstas tengan una fuente de nitrégeno disponible. Una
consecuencia directa de la disminucion del ACC en la planta (endégeno y
bacteriano) es la reduccion de etileno, con incremento significativo en la formacion

de los pelos radiculares (Loredo et al., 2004).

La solubilizacién de fosfatos precipitados consiste en la liberacion de fosfato
inorganico soluble a partir de fosfatos insolubles y las PGPR responsables del
proceso se denominan solubilizadoras del fosforo. El principal mecanismo, es la
produccién de acidos organicos, aunque también se consideran los &cidos
inorganicos como el sulfhidrico, nitrito y carbdnico, la excrecion de protones
acompafada de la asimilacion del ibn amonio y la accion de mecanismos
reductores de los cationes. Por su parte, en el proceso de mineralizacion del
fosforo, las PGPR pueden movilizar el fosforo de la materia organica no soluble del
suelo y convertirlo en fésforo inorganico soluble, mediante la excrecién de enzimas

hidroliticas como fosfatasas, fitasas y fosfonatasas (Carrefio, 2009).

En la fijacion de nitrégeno las bacterias reducen el nitrdgeno molecular en
amoniaco, gracias al complejo enzimatico nitrogenasa, constituido por dos
metaloproteinas: la molibdeno-ferroproteina (I) y la ferroproteina (Il), requiriéndose
las proteinas ferrodoxina y flavodoxina como donadoras de electrones y reductores
naturales de la nitrogenasa. En el proceso, los electrones son llevados por la
ferrodoxina hacia la ferroproteina, que a su vez activa el molibdeno—ferroproteina y
se produce la reduccién del nitrégeno, siendo luego fijado a compuestos aminados.

Los géneros de bacterias fijadoras de nitrégeno diazoétrofas de vida libre son:

10



Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Enterobacter, Klebsiella,

Pseudomonas y Clostridium (Lara et al., 2007).
2.2.1 Asparagus officinalis L.

Clasificacion taxondmica (Llatas & Llatas, 2013):

Reino . Plantae

Division : Magnoliophyta (= Angiospermae)
Clase : Liliopsida (= Monocotyledoneae)
Orden . Liliflorales

Familia : Liliaceae

Género : Asparagus

Especie  : Asparagus officinalis L.

Rafces muertas
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El esparrago es originario de la region del este del Mediterraneo en el
territorio ocupado actualmente por ltalia y Grecia y de la region de Asia Menor,
donde ha sido cultivado hace mas de 2000 afios. Los griegos y romanos usaban
los esparragos como alimento y medicina; no obstante, su cosecha empezo a ser
comercializada a fines del siglo XIX (Canto et al., 2008). El género Asparagus L. se
encuentra en la familia Liliaceae, que agrupa plantas productoras de numerosos
alcaloides y compuestos sulfurados. Las especies mas frecuentes son
A. acutifolius y A. aphyllus con cladiolos de caracter rigido y punzante, a
diferencia de A. officinalis y A. albus con cladiolos flexibles y no punzantes (Vallejo
et al., 2009).

El esparrago es una planta herbacea perenne, formada por tallos aéreos
ramificados y una parte subterranea denominada comunmente “garra” constituida
por un tallo subterraneo, corona o rizoma, a partir del cual se producen yemas que
originaran los turiones o esparragos Y las raices principales o de almacenamiento
(Borrego, 2014). Estas son cilindricas, gruesas y carnosas y acumulan reservas
para la producciéon de turiones. Los turiones son la parte comestible y
comercializable y cuando se dejan vegetar son los futuros tallos ramificados. Las
plantas son dioicas. Las masculinas son mas productivas en turiones, mas
precoces y longevas que las femeninas, por lo que se prefieren, ya que al fructificar
no hay posibilidad que las semillas originen nuevas plantas que incrementen la

densidad de plantacion (Kirschenbilder et al., 2015).

El esparrago es uno de los alimentos mas bajos en calorias con mas de 90%
de agua, rico en proteinas, fibra y vitaminas C, E y A con una poderosa accién
antioxidante (Canto et al., 2008). El producto comestible es de textura carnosa y
firme. Las variedades de color verde claro o blanco Connovers Colosal y
Mammouth White, se comercializan principalmente procesados y en su mayoria se
cultivan en La Libertad. Las variedades de color verde oscuro Martha y Mary
Washington, Palmetto, Argentenil, UC 72 y UC 157, se comercializan
mayoritariamente frescos y se cultivan en Lima e Ica en dos campafias: enero a

mayo - junio y la principal de setiembre a diciembre (Agrobanco, 2007).
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La produccion nacional de esparrago esta centralizada en la costa, siendo
La Libertad la region con mayores rendimiento y produccion. Desde enero a abril
existe una alta productividad, pero con una baja calidad del cultivo,
incrementandose el porcentaje de descarte. Por el contrario, de mayo a setiembre
la calidad es mayor pero con menor productividad. Los mejores meses para
cosechar son octubre a diciembre. Casi la totalidad del volumen de produccién, a
diferencia de China, esta destinada al mercado externo porque el consumo local es
menor a 1 kg percapita anual, evidenciandose que este producto no es

habitualmente consumido por el poblador peruano (Agrobanco, 2007).

Peru fue el primer exportador de esparragos en el mundo durante el 2007.
En los ultimos 7 afios las ventas al exterior en sus tres presentaciones: frescos,
congelados y preparados crecieron a una tasa promedio anual de 23,2; 13,1 y
12,7%, respectivamente. Elcrecimiento de las exportaciones de esparragos frescos
ha sido constante y excepcional al pasar de 54 millones de dolares exportados en
el afio 2000 a 232 millones en el 2007. Peru exporta esparragos bajo tres formas:
fresco, en conserva y congelado. En el 2006, al esparrago fresco le correspondi6
el mayor aporte en el total de las exportaciones esparragueras (58,8%), seguido
del espérrago en conserva con 32,7% Yy del esparrago congelado con 8,5% (Canto
et al., 2008).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material biolégico
El material bioldégico estuvo constituido por raices con suelo rizosférico

adherido de esparrago, cultivos puros de Bacillus spp. y coronas de esparrago
cultivar UC-157 F2.

3.1.2 Poblacion y muestra

Enla investigacion descriptiva la poblacion estuvo constituida por las plantas
de espérrago del fundo Josymar (50ha) en VirQ, Trujillo y se investigé una muestra
no probabilistica de 96 plantas colectadas durante abril de 2016. EI nimero de
muestras fue calculado (Vasquez et al., 2012), tomando en cuenta una prevalencia
de 90% (Anexo 1), determinada en un estudio piloto por los investigadores. En la
investigacion explicativa la poblacion fueron los cultivos de Bacillus aislados e
identificados en el rizoplano y rizosfera de esparrago durante abril de 2016 y la
muestra no probabilistica y por conveniencia estuvo constituida por seis cultivos de

Bacillus spp. seleccionados.
3.2 Métodos

3.2.1 Variables de la fase descriptiva

Variables cuantitativas: Potencial como promotoras de crecimiento en

plantas (nitrégeno fijado, fosfato solubilizado, indoles producidos).
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3.2.2 Variables de la fase explicativa

Variable independiente: Cultivos (6) de Bacillus spp.

Variable dependiente: Desarrollo vegetativo de plantas de espéarrago (altura

y nimero de tallos).

3.2.3 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipodtesis

La investigacion se realiz6 en dos fases. La primera fase descriptiva
correspondié al aislamiento e identificacion de Bacillus spp., cuantificacion del
nitrégeno fijado, fosfato solubilizado e indoles producidos. En la segunda fase
explicativa se determind el efecto de seis cultivos de Bacillus spp. en la altura y

nimero de tallos de plantas de esparrago, durante 60 dias, en invernadero.

La hipotesis en la primera fase se contrastd con el disefio no experimental
de “Solo Después” (Vasquez et al.,, 2012) y en la segunda fase con el disefio
experimental completamente aleatorio, DCA (Herndndez et al.,, 2010). Los
tratamientos fueron ocho, correspondientes a T1: Testigo absoluto (agua destilada),
T2: Testigo quimico (urea 46% N), T3 — T8: Bacillus spp.. En cada tratamiento se

consideraron tres repeticiones, totalizando 24 unidades experimentales (Figura 1).

3.2.4 Lugar de muestreo

Las 96 muestras de raices con suelo rizosférico de esparrago se colectaron
en el fundo Josymar, ubicado en el lote 10,6 del sector IV, Proyecto Especial
Chavimochic, en la provincia de Vir(, regién La Libertad (Figura 2, tabla 1,
anexo 2). Virl tiene una superficie de 3214,54 km? y limita por el norte con la
provincia de Trujillo, por el este con las provincias de Julcan y Santiago de Chuco,
por el sur con la provincia de Santa de laregion Ancash y por el oeste con el Océano
Pacifico (Municipalidad Distrital de Guadalupito, 2016). El fundo Josymar tiene
50 ha, distribuidas en 24 lotes de aproximadamente 1,5 ha cada uno. Al momento
del muestreo 19 lotes estaban sembrados con esparragos cultivar UC-157 F2
(cuatro plantas por metro lineal), con 1,8-2,5 afios transcurridos después del

transplante de coronas y una poblacién promedio de 30 000 plantas hal.
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T1: Testigo absoluto

T2: Testigo quimico

T3 — T8: Bacillus spp.

Figura 1. Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de Bacillus spp. en Asparagus officinalis L.
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Figura 2. Ubicacion de la provincia de VirQ, region La Libertad, abril, 2016

(https:/Mmmww.google.com.pe/maps/place/Provincia+de+Vir%C3%BA/@-
8.5471469,-78.7881687,9z/data=!4m5!3m4!1s0x91ac59407c7b
0391:0x6c172095672753ce!8m2!3d-8.5528417!4d-78.6254767).

Tabla 1. Lote de procedencia de muestras de raices con suelo rizosferico de

Asparagus officinalis L. en el Fundo Josymar, VirQ, La Libertad

Lote N° de surcos N°de muestras
Al-B1-C1 54 15 (1-15)
A2-B2-C3 61 15 (16-30)
A3-B3-C3 62 15 (31-45)
A4-B4-C4 63 15 (46-60)
C5 56 5 (61-65)
A6-B6-C6 64 15 (66-88)
C7 49 5 (81-85)
C8 55 6 (86-91)
C9 51 5 (92-96)
Total: 19 lotes 515 96
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3.2.5 Obtencion de muestras

En el campo de cultivo de esparrago, cada cinco surcos se selecciond la
planta mas vigorosa y se extrajeron aproximadamente 50g de raices con suelo
adherido (Figura 3), se depositaron en bolsas de polietileno debidamente
identificadas (Figura 4) e inmediatamente se transportaron en una caja térmica
(10 + 1°C) hacia el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia, seccion
Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad

Nacional Pedro Ruiz Gallo en Lambayeque.

En simultdneo al muestreo de raices con suelo rizosférico de esparrago para
el aislamiento de Bacillus spp., se colectd una muestra representativa de 1 kg de
suelo para realizar el analisis fisico-quimico en el Instituto Nacional de Innovacién
y Extension Agraria, Estacion Experimental Vista Florida de Chiclayo. Segun los
resultados (Tabla 2), el suelo es ligeramente alcalino (pH 6,5) y ligeramente salino
(CE 3,06 dSm'1), con textura arenosa, niveles bajos de materia organica (0,23%),
nitrogeno (0,103 ppm), fésforo disponible (6,0 ppm) y potasio (203,0 ppm).

3.2.6 Aislamiento e identificacién fenotipica de bacterias del género Bacillus

Para el aislamiento de Bacillus spp. (Rios & Zufiga, 2012), cada muestra de
raices con suelo rizosférico fue deshidratada (Figura 5) bajo sombra durante 72
horas y después fue triturada y tamizada. Del material obtenido se tomaron 10g
para realizar una dilucion en 90 mL de solucién salina esterilizada: NaCl 0,87 % p/v
(Figura 6). Las diluciones se llevaron a tratamiento térmico, a 80 °C, durante
10 minutos y luego se enfriaron rapidamente en agua de cafio. A continuacion, se
tomd una alicuota, se sembré mediante la técnica de agotamiento y estria sobre la
superficie de agar nutritivo en placas de Petri (Figura 7, anexo 3) y se incubd en
aerobiosisa 30°C, durante 48 horas. Con las bacterias de las colonias desarrolladas
(Figura 8) se realizd tincion de Gram y los bacilos Gram positivos esporulados,
catalasa positivos, se cultivaron en agar Tripticasa Soya (TSA), constituyendo los

cultivos puros que se guardaron en refrigeracion (8°C).
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Figura 3. Extraccion de raices con suelo rizosférico de Asparagus officinalis L.

Figura 4. Muestras de raices con suelo rizosférico de Asparagus officinalis L.
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Tabla 2. Andlisis fisico-quimico de suelo rizosférico de Asparagus officinalis L. en
VirQ, La Libertad, 2016

Clase CE MO N P K
textual pH (dSm1) (%) (%) (ppm) (ppm)
Arenosa 6,5 3,06 0,23 0,103 6,0 203,0

Figura 5. Raices con suelo rizosférico de Asparagus officinalis L. deshidratadas.
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Figura 6. Suspension de raices y suelo rizosférico de Asparagus officinalis L. en

solucién salina esterilizada.

L

Figura 7. Siembra en agar nutritivo mediante la técnica de agotamiento y estria.
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Figura 8. Colonias de Bacillus spp. desarrolladas en agar nutritivo.

22



El género Bacillus se identifico fenotipicamente (Guillén et al., 2006; Cuervo,
2010), investigando la posicionde las esporas y realizando las pruebas de catalasa,
utilizacién del citrato como fuente de carbono y energia, crecimiento anaerobio en
glucosa; produccion de acidez a partir de arabinosa, manitol y xilosa; hidrélisis del
almidon y lecitina y produccién de acetoina o 2,3 butanodiol en la prueba de Voges—

Proskauer.

3.2.7 Mantenimiento de cultivos de Bacillus spp.

Los cultivos puros de Bacillus spp. identificados se sembraron en agar
tripticasa soya (TSA) y se mantuvieron en refrigeracion (8 °C), realizandose
subcultivos cada 30 dias.

3.2.8 Cuantificacion de nitrégeno fijado, fosfato solubilizado e indoles

producidos

Conlas bacterias del género Bacillus aisladas e identificadas se cuantificé el
amonio, producto de la fijacion de nitrégeno, el fésforo soluble, producto de la
solubilizacion de fosfatos, y los indoles producidos. Para la obtencién del in6culo,
cada bacteria se cultivdo en 5 mL de caldo nutritivo a 30 °C, durante 24 horas
(Cérdova, 2016). Posteriormente, el caldo se centrifugd a 3500 rpm, durante
5 minutos, el sobrenadante se elimind, el sedimento se lavd en solucion salina
esterilizada (NaCl 0,87 % p/v) y su concentracién se estandarizé a 9x108 cel mL1
por turbidimetria (tubo 3 del nefelometro de Mc Farland) y con el espectrofotometro
de luz visible a 540nm: absorbancia = 0,20, equivalente a 108 células mL-!
(Rodriguez, 2013).

a. Cuantificacion de nitrégeno fijado in vitro
La cuantificacion del nitrogeno fijado in vitro por las bacterias investigadas
se realizé con el método colorimétrico de Berthelot o fenol hipoclorito (Lara et al.,
2007; Cadena & Martinez, 2011). El in6culo (5%:0,15 mL) de cada cultivo
bacteriano fue depositado por triplicado en tubos de 15x150 mL conteniendo 3 mL
de caldo extracto de suelo 10% (Anexo 4)y se incubaron a 30°C, por 72 horas, con

agitacion constante (150 rpm).
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A continuacién, se agregaron 9 mL de KCI2M, se agitaron a 150 rpm durante
1 hora y se dejaron en reposo 1 hora adicional, para después tomar 10 mL de
sobrenadante y centrifugarlos (3000 rpm) durante 5 minutos. Los sobrenadantes
se vertieron en tubos de dilucién y se afiadieron 0,4 mL de solucion alcohdlica de
fenol al 10%; 0,4 mL de nitroprusiato de sodio al 0,5% y 1 mL de solucién oxidante.
Los tubos se agitaron manualmente por 2 minutos y se dejaron en reposo durante
1 hora. La reaccidn se consider6 positiva a la fijacion de nitrdgeno por la aparicion
de una coloracion azul, leyéndose la absorbancia en espectrofotometro de luz
visible a 632,9 nm. Las concentraciones de amonio se calcularon con la ecuacién
de la curva de calibracion, obtenida previamente con diluciones sucesivas de una

solucion de 100 ppm de cloruro de amonio (Anexo 4).

b. Cuantificacion de fosfato solubilizado in vitro

La cuantificacion de fosfato solubilizado in vitro por las bacterias investigadas
se realiz6 con el método colorimétrico del molibdato (Alvarado & Valderrama, 2014).
Elin6culo (5%:0.25mL) de cada cultivo bacteriano se sembro por triplicado en 5 mL
de caldo National Botanical Research Institute’s phosphate, NBRIP (Figura 9,
anexo 5) y se incubaron a 30 °C, con agitacién (150 rpm), por 96 horas. Después,
los caldos fueron centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos y en el sobrenadante se
cuantifico el fosforo soluble (Rodier & Rodi, 2005), considerandose una coloracion
azul, positiva a la solubilizacion de fosfato. La absorbancia se leydo en
espectrofotometro de luz visible a 690 nm y las concentraciones de fosforo soluble
se calcularon con la ecuacién de la curva de calibracién, obtenida con diluciones

sucesivas de una solucién de 10 ppm de fésforo (Anexo 5).

c. Cuantificaciéon de indoles producidos in vitro
La cuantificacion de indoles producidos in vitro se realiz6 segun la reaccion
colorimétrica de Salkowski (Mantilla, 2007; Garcia & Mufioz, 2010). El inéculo
(5%:0,25mL) de cada cultivo bacteriano fue sembrado por triplicado en 5mL de
caldo tripticasa soya suplementado con triptéfano (Figura 10, anexo 6). Después
de la incubacién a 30°C, por 72 horas, en agitacion constante (150 rpm), los cultivos

se centrifugaron a 3000 rpm, durante 5 minutos.
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Figura 9. Caldo National Botanical Research Institute’s phosphate cultivado con

Bacillus spp.

Figura 10. Caldo tripticasa soya suplementado con triptéfano cultivado con

Bacillus spp.
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A continuacion, 0,4 mL de cada sobrenadante se depositaron en tubos, se
agregaron 1,6 mL de reactivo de Salkowski modificado, se mezclaron y se dejaron
en reposo durante 30 minutos, en oscuridad. La reaccion se consideré positiva a la
produccion de indoles por la aparicion de una coloracién grosella, leyéndose la
absorbancia en espectrofotometro de luz visible a 530 nm. Las concentraciones de
indoles se calcularon con la ecuacion de la curva de calibracion, obtenida
previamente con diluciones sucesivas de una solucion 100 ppm de &cido

indolacético (Anexo 6).

3.2.