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RESUMEN

El deterioro del suelo y la demanda de café organico, hace necesario la busqueda de alternativas
para mejorar su productividad y calidad, por lo que el objetivo de la investigacion fue seleccionar
cepas bacterianas nativas de la rizosfera de plantas de cafeto con actividad in vitro de
promocion del crecimiento vegetal. Se aislaron bacterias a partir de la rizosfera de cultivos
cafetaleros del distrito de Pichanaqui, Provincia de Chanchamayo, Junin, Perd. De las cepas
obtenidas se determind in vitro la actividad promotora del crecimiento vegetal a través de
ensayos de fijacion de N, atmosférico, solubilizacion de fosfatos y produccion de acido indol
acético. Las cepas de mejores resultados se identificaron molecularmente a través del gen
16S rRNA. Se seleccionaron 12 cepas bacterianas. Todas las cepas fijaron N, atmosférico, el
83.3% produjo AlA y el 75% solubilizé fosfatos. Se identificé la presencia de tres géneros:
Azospirillum, Pseudomonas y Burkholderia. Varias de las cepas poseen mas de una actividad
de promocion del crecimiento vegetal. En especial Azospirillum amazonense 11 (fijacion neta
de nitrégeno 2.05 mg I, produccion de AIA 66.03 pg m I y solubilizacién de fosfatos). Esto
las convierte en potenciales biofertilizantes para el cultivo del cafeto (Coffea spp.).

Palabras clave: acido indol acético, fijacion bioldgica de nitrogeno, PGPR, solubilizacién de
fosfatos

Native bacterial strains with plant growth promotion activities isolated
from Coffea spp. rhizosphere in Pichanaqui, Peru

ABSTRACT

The deterioration of the soil and the demand for organic coffee, makes it necessary to find
alternatives to improve its productivity and quality, so the objective of the research was to
select native bacterial strains from coffee plants rhizosphere with plant growth promotion
activities. Bacteria were isolated from the rhizosphere of coffee crops in the Pichanaqui
district, Chanchamayo Province, Junin, Peru. The plant growth promotion activities were in
vitro determined for strains obtained through tests of atmospheric N, fixation, phosphate
solubilization and indole acetic acid (IAA) production. The best-performing strains were
molecularly identified through the 16S rRNA gene. Twelve bacterial strains were selected. All
strains fixed atmospheric N,, 83.3% produced IAA and 75% solubilized phosphates. The presence
of three genera was identified: Azospirillum, Pseudomonas and Burkholderia. Several strains
have more than one activity to promote plant growth. Especially, Azospirillum amazonense 11
(net nitrogen fixation 2.05 mg I, 66.03 pg ml 1AA production and phosphate solubilization).
This makes them potential biofertilizers for the coffee crop (Coffea spp.).

Keywords: biological nitrogen fixation, indole acetic acid, PGPR, phosphates solubilization
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INTRODUCCION

La agroexportacion en Peru ha causado un gran
dinamismo (Peru Opportunity Fund, 2011) y se
ha consolidado como la segunda fuente de
divisas (Minagri, 2018). Para Creus (2017)
debido al creciente reconocimiento del papel
que juegan los procesos biologicos en el
funcionamiento del suelo y en la produccion
agricola, se ha buscado contrarrestar el efecto
de la rapida pérdida de la calidad ambiental,
con la promocién de la denominada agricultura
sostenible. En este contexto, es necesario el
uso racional de fertilizantes sintéticos y una
opcién para su reemplazo son el uso de
microorganismos promotores de crecimiento
vegetal, donde se encuentran especies de
hongos y bacterias.

En larizosfera de las plantas estan presentes
microorganismos fijadores de N, (diazotrofos)
(Cardenas et al., 2010; Clavijo et al., 2012;
Caldwell et al., 2015). De acuerdo con estudios
realizados muchas de las bacterias fijadores
de N, presentan, ademas, diversos
mecanismos que favorecen el desarrollo de
plantas, lo que hace que sean consideradas
como bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR, del inglés, Plant Growth
Promotion Rhizobacteria)(Kumar y Rao, 2012).
Un grupo de las PGPR mas destacadas son
las pertenecientes a los géneros Azotobacter
y Azospirillum, las cuales son bacterias de
vida libre que constitutivamente poseen la
cualidad de fijar N, atmosférico (Kumary Rao,
2012; Arjun et al., 2015).

El uso de PGPR como biofertilizantes, tiene como
objetivo una agricultura sostenible, estrategia
que consta con una amplia aceptacion mundial
como uno de los métodos seguros para el control
de plagasy la promocion del crecimiento de las
plantas (Mhatre et al., 2018).

Entre las bacterias mas estudiadas y frecuentes
en la rizosfera de Coffea spp. se encuentan
especies de los géneros Rhizobium,
Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter y
Pseudomonas (Caldwell et al., 2015). Se han
descrito algunos mecanismos por los cuales
estos microorganismos podrian inducir el
crecimiento de las plantas, entre los que se
mencionan la sintesis de hormonas, como por
ejemplo las auxinas (acido indol acético),
citoquininas y acido abscisico. También se
incluye la solubilizacion de fosfatos, la fijacion
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de nitrégeno atmosférico y la sintesis de
compuestos que inhiben el crecimiento de
microorganismos fitopatégenos, como
sideroforos, quitinasas, antibidticos, etc.
(Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Conociendo que la agricultura en Perd ha
tomado impulso en los ultimos afios y dentro
de ella el desarrollo cafetalero, el deterioro
del sueloy la demanda de café organico, hace
necesaria la busqueda de alternativas para
mejorar su productividad y calidad. Es preciso,
ademas, el desarrollo de tecnologias amigables
con el ambiente que puedan responder al
crecimiento de la demanda de fertilizantes.
Atendiendo a lo anterior, el presente trabajo
tuvo como objetivo seleccionar cepas
bacterianas nativas de la rizosfera de plantas
de cafeto con actividad in vitro de promocion
del crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 500 g de muestras de suelo de la
rizosfera (20 cm de profundidad aproximada)
de plantas de cafeto (Coffea spp.) en cuatro
fincas (Santa Rosa, Autiki, San Pedro y 28 de
Julio) de Pichanaqui, departamento Junin (Per()
cuyas coordenadas geograficas son 10°552 253
S 74°532 443 O. El clima en la regiéon se ha
determinado como subtropical, semihiimedo y
con precipitaciones anuales de aproximadamente
2200 mmy una temperatura promedio de 26 °C
(Cuba e Ita, 2017). De acuerdo con la Leyenda
de Suelos de FAO (1994), el tipo de suelos
analizados son del Sub Grupo asociado Tipo
Dystrudeptos-Tipo Udifluventes que se
caracterizan por tener de 0 a 4% de pendiente,
profundos, de textura franco arcilloso, de
permeabilidad moderadamente lenta.

Aislamiento y caracterizacion

Las muestras de suelo fueron pre-enriquecidas
en caldo NFb modificado (5 g acido malico, 0.5
g K,HPO,, 0.2g MgSO,.7H,0, 0.1 g NaCl, 0.02
g CacCl,, 4 ml Na-EDTA (1.64%, m/v) en un litro
de agua) por 5 dias a 28 °C. A partir de esta se
realizaron diluciones seriadas en solucion salina
(0.85%, m/v) y seguidamente se inocularon por
agotamiento (diluciones 103-10-°) en placas de
Petri que contenian medio de cultivo sélido NFb
(Agar 1.5%, m/v), Agar Ashby (20 g manitol,
0.2 g K,HPO,, 0.2g MgSO,, 0.2gNaCl, 0.1 g
KSO,, 5g CaCO,, 15gde Agary 1lde agua) y
el medio de cultivo disefiado en el Laboratorio
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de Bioprocesos (6 g manitol, 6 g glucosa,
0.5 g extracto de levadura. 0.5 g K,HPO,,
0.2 g NaCl, 0.005 g NaMoO,.5H,0, 0.005 g
MnSO,.4H,0, 0.1 CaCO, en un litro de agua).
Se realizaron ensayos por triplicado.

Se seleccionaron colonias grandes y
viscosas y se purificaron. Se describio la
morfologia de la colonia considerando la
elevacion, margen, superficie y opacidad.
Para la identificaciéon de los aislados se
realizo una tincion de Gram y adicionalmente
se realizaron pruebas bioquimicas de
actividad oxidasa, catalasa, KOH y ureasa
(Holt et al., 1994; Buchanan y Bagi, 1994).
Los aislados con identificacion preliminar se
nombraron segun nomenclatura del
laboratorio, se conservaron a 4°C y se
conformd una coleccién de cepas para
posteriores analisis.

Fijacion biolégica de N,

La fijacion de N, de las cepas se evaluo por
el método indirecto de valoracién de ion
amonio, utilizando la técnica colorimétrica
de Berthelot (fenol-hipoclorito)
(Weatherburn, 1967). Para la cuantificacion
de nitrégeno amoniacal se cultivé cada cepa
en tubos de ensayo, de 50 ml de capacidad,
con 20 ml de medio de cultivo Burk (0.2 g I
Mg,sO,, 0.8 g I K,HPO,, 0.2 g I'* KH,PO,,
0.13gl*CasO,, 0.0015 g I'* FeCl_, 0.000253
g I Na,MoO,-2H,0O y 20 g I* de sacarosa
con 10% (m/v) de suelo rizosférico estéril.
Los tubos se incubaron a 28 °C durante
96 horas a 150 rpm. Terminado la
incubacion se tomaron 5 ml de cada cultivo
y se afiadieron 5 ml de KCI 2 M, se
homogenizaron y se dejaron en reposo por
1 hora para precipitar, seguido se tomaron
los caldos libres de suelo y se
centrifugaron a 2 000 rpm por 20 minutos.
Se recuper6 el sobrenadante y se
agregaron 0.08 ml de solucién alcohdlica
de fenol al 10% (v/v), 0.08 ml de
Nitroprusiato sddico al 0.5% (v/v) y 0.2 ml
de solucion oxidante (20% de citrato de
sodio, m/v; 1% KOH, m/v y 1% de hipoclorito
de sodio, v/v 1.5 N). Las soluciones se
dejaron reposar por 1 hora y posteriormente
se ley6 la absorbancia en espectrofotometro
UV/Visible a una longitud de onda de 632.9
nm en el software MetaSpec Pro. Para la
estimacién de la concentracién, se
prepararon soluciones de NH,Cl en un rango
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0.8 - 5.6 mg I'! para realizar la curva patron.
Los ensayos fueron por triplicado. Para
conocer la concentracion neta fijada de
nitrégeno se reemplazé los valores de la
absorbancia en la curva patrén estimada, el
resultado fue expresado en mg It de nitrégeno
fijado como NH,. Se seleccionaron las cepas
que presentaron los valores mas altos de
nitrogeno fijado.

Produccion de acido indol acético (AlA)

Las cepas se inocularon en medio de cultivo
caldo Triptéfano (Merck) durante de 72
horas a pH 7 y 28 °C. Posteriormente se
centrifugaron a 2000 rpm por 30 minutos y
se recuper6 1 ml del sobrenadante.
Seguidamente se agregaron 2 ml del reactivo
de Salkowski (4.5 g de FeCl, y 10.8 M de
H,SO,; Glickmann y Dessaux, 1995) y se dejo
reaccionar por 30 minutos en oscuridad. Para
tener mayor agudeza en la deteccion de AIA
se midiod la absorbancia en el espectro visible
para una muestra de 30 pg mi? de AIA
(HIMEDIA) con 2 ml de reactivo de
Salkowski. A partir los resultados se
selecciond la longitud de onda (A) para leer
la absorbancia en una curva patrén de AlA
con las concentraciones de 5, 10, 15, 25y
30 pg ml?. Se seleccionaron las cepas que
presentaron los mayores valores de
produccion de acido indol acético.

Solubilizaciéon de fosfatos

Se realizaron pruebas cualitativas de
solubilizacion de fosfatos de las cepas. Los
resultados positivos fueron evidenciados por
la formacién de halos de coloracion amarilla
alrededor de las colonias debido al viraje a
pH acidos. Para ello, se utilizé el medio de
cultivo agar SMRS-1 (0.2 g I'* KCI, 0.5
(NH,),S0O,, 0.3 g I MgSO,.H,0, 0.004 g I'*
FeSO,.7H,0, 0.2 g I NaCl, 5 g I'* Ca,(PO,),.,
10 g It glucosa, 0.5 g It extracto de
levadura, 0.1 g It Parpura de Bromocresol
(Becerra et al., 2011).

Se inocul6 cada cepa en medio de cultivo
caldo SMRS-1 sin indicador de pH (purpura
de bromocresol), se incubaron a 28 °C y
120 rpm. Después de 24 horas de
crecimiento se centrifug6 a 2500 RPM por
30 minutos, se recuper6 la biomasa y se
realizaron lavados celulares, y la
concentracion celular se ajusté a 3x108
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ufc ml?* con la escala de McFarland
(McFarland, 1970). Se adicionaron 10 pl
en la placa de Petri con medio de cultivo
SMRS-1 y se dejo secar la microgota.
Como control negativo se inoculé agua
destilada estéril. Se identificaron por
observacién visual los halos de
solubilizacion a los 5 dias de incubacién
(28 °C). Todas las pruebas se realizaron
por triplicado. Para hallar el indice de
solubilizacién se siguio la férmula utilizada
por Santana y Vasquez (2002) indice de
solubilizacién=(diametro de la colonia +
halo)/diametro de la colonia. Se
seleccionaron las cepas que presentaron
indices de solubilizacion elevados.

Identificacién molecular

Se procedio a la identificacion de las cepas
seleccionadas para cada una de las
actividades promotoras de crecimiento
vegetal. Para la extraccion de ADN se
cosech6 una biomasa equivalente a 0.5-2
ml de cada cultivo de entre 4 a 6 horas de
crecimiento a 30 °C en medio de cultivo
tripticasa de soya (Merk) y se uso el
protocolo modificado de Holmes y Quigley
(1981). Para ello, se centrifugaron 1.5 ml
de cultivo a 13 000 rpm por 5 min, luego se
transfirio el pellet a 1 ml agua destilada y
se incub6 por 5 minutos a 100 °C,
inmediatamente se congel6 a -20 °C por
10 minutos. Luego se centrifug6 a 13 000
rpom por 10 minutos, se recupero6 el
sobrenadante en un tubo con dos
volimenes de etanol absoluto frio, se
centrifugdé nuevamente a 13 000 rpm por
10 minutos, se descarté el sobrenadante
y se dejo secar al ambiente para luego
resuspender con 20 ul de agua.

Para la amplificacion de secuencia 16S rRNA
por PCR se estandariz6 5 pl de volumen como
el requerido para generar los amplicones
mediante PCR de la region 16S rRNA. Se fijaron
30 ciclos para los cebadores 27f (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"), 1492r (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Para ello se
usé la enzima Taq DNA Polimerasa, y se fijo
la temperatura de desnaturalizacion en 95
°C durante 20 segundos, mientras que, la
temperatura de anidamiento fue 55 °C por
30 segundos. Finalmente, la temperatura
de extension se fijo en 72 °C por 30
segundos. El producto esperado fue
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evaluado por electroforesis en gel de
agarosa (1%) y enviado a secuenciar por
sintesis en la plataforma ABI 2000 por
Macrogen INC. (Korea).

Los cromatogramas se analizaron mediante el
software Chromas v 2.6.6 y se compararon
las reacciones forward y reverse.
Seguidamente se generd una secuencia
consenso entre ambas reacciones. El producto
de la reaccion fue ingresado a la base de
datos BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov),
usando la opcién megablast (secuencias mas
parecidas).

Andlisis estadisticos

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
Los datos se sometieron a pruebas de
varianza para determinar las diferencias entre
los ensayos, y la prueba de Turkey a<0.05
para comparar medias entre los ensayos. Los
datos se analizaron mediante InfoStat-
Statistical Software version 2018.

RESULTADOS

Se realizaron 60 aislamientos de bacterias.
El medio de cultivo NFb fue el que permitio
realizar la mayor cantidad de aislamientos,
de los cuales se seleccionaron 12 por
presentar caracteristicas macroscopicas
(culturales), microscopicas y bioquimicas
de posibles microorganismos diazotroéficos,
de acuerdo con el manual de Bergey
(Baldani et al., 2015). Todos con colonias
circulares, transltcidas y convexas,
células de forma bacilar y Gram negativas
(Tabla 1) y con actividades relacionadas
con la promocion del crecimiento vegetal
(Tabla 2). Los aislados seleccionados,
caracterizados e identificados se
nombraron como 1A, 1E, 1F, 1G, 1H, 11,
2C, 2D, 2F, 2G, 2J y 2K y formaron parte
de la coleccion de cepas del laboratorio.

La curva patréon obtenida de NH,CI
(R?=0.9893) en un rango de concentraciones
de 0.8 a 5.6 mg I* fue adecuada para la
cuantificacion de ion amonio en la
determinacién de forma indirecta de la
fijacion de nitrogeno atmosférico de las
cepas, cultivadas en un medio de cultivo libre
de N, (Figura 1). Todas las cepas
seleccionadas fijaron N, atmosférico (Tabla 2).
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Tabla 1. Caracteristicas culturales y bioquimicas de 12 cepas aisladas de la rizosfera
de plantas de cafeto (Coffea spp.) y seleccionadas por sus actividades promotoras
del crecimiento vegetal.

Margen
Cepa Morfologia Oxidasa Catalasa KOH Ureasa

colonia
1A bacilos Entero + + D -
1D Coco-bacilos irregular + D + +
1F bacilos entero + + + +
1G bacilos entero + + D +
1H Coco-bacilos entero - - + +
11 bacilos irregular + + + +
2C bacilos entero + + + +
2D bacilos irregular D + + +
2F bacilos entero + + + +
2G coco-bacilos entero + + D +
2] bacilos entero + + + +
2K bacilos entero D + D +

+ Respuesta positiva, - respuesta -, D respuesta dudosa

Tabla 2. Actividades relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal en cepas

bacterianas aisladas de la rizosfera de plantas de cafeto (Coffea spp.).

Fijacién de nitrégeno Producciéon de AIA indice de

Cepa (mg 1Y) (ug mlt) solubilidad

1A 2.75 = 0.02¢g 20.36 = 3.04a ND

1E 0.93 = 0.08a 23.69 = 1.47a 1.2+ 0.00

1F 1.43 + 0.11cd ND 2.39 £ 0.54

1G 1.32 + 0.13bcd 66.38 = 10.34c 1.25 = 0.19

1H 1.08 + 0.03ab ND ND

11 2.05 + 0.11f 66.03 = 10.95c 1.31 +0.10

2C 1.05 + 0.12ab 72.35 = 0.00c 1.36 = 0.04

2D 1.07 + 0.09ab 44.46 £11.27b 2.61 +£0.35

2F 1.85 + 0.18ef 15.43 £ 0.64a ND

2G 1.54 + 0.16de 25.10 = 0.76a 2.00 =£0.17

2] 1.16 + 0.06abc 21.06 = 0.03a 3.08 £ 0.29

2K 1.16 + 0.02abc 21.36 = 3.46a 2.83 £0.29

Medias con letras diferentes en una columna indican diferencias significativas segun

la prueba de Turkey para p<0.05, ND: no determinado, =+ error estandar

Las cepas 1A y 1l presentaron la mayor
concentracion en este método. De acuerdo
con los resultados, la cepa 1Ay 11 obtuvieron
2.75y 2.05 mg It respectivamente (Tabla 2).

De acuerdo con los resultados de las lecturas
de la solucion de AIA (30 pg ml?t) en el
espectro UV-vis se determind como Amax531
nm (Figura 2). Por otro lado, la curva patrén
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obtenida tuvo un R?=0.988 (Figura 3). Los pg ml? luego de dos dias de incubacion en
resultados de los andlisis mostraron que el medio de cultivo con triptéfano. Otras cepas
83.3% de las cepas poseian la capacidad de con elevada produccion de AlA fueros 11y
sintetizar AIA (Tabla 2). En este grupo se 1G con 66.03 y 66.38 pg mltrespectivamente
encontro la cepa 2C la cual producia 72.35 (Tabla 2).
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De acuerdo con los resultados de indice de
solubilizacion se observo que el 75% de las
cepas poseia capacidad de solubilizacion de
fosfatos (Tabla 2). Las cepas con mayores
indices fueron 2J, 2Ky 2D con 3.08, 2.83 y
2.61 respectivamente.

Atendiendo a los resultados de los ensayos
de actividad promotora del crecimiento in vitro,
para la identificaciobn molecular se
seleccionaron las cepas 11, 1A, 2C (Figura 4)
y 2J. En general, las secuencias analizadas
mostraron un porcentaje de similitud alto
(Tabla 3). Ello, excepto para la cepa 1A que
mostré un valor bajo para esta puntuacion,
debido a la baja calidad de la secuencia, indico
una identificacion confiable de las secuencias
buscadas. Se identificaron tres géneros:
Azospirillum (Figura 4), Pseudomonas y
Burkholderia.

DISCUSION
Los resultados de este estudio corroboraron

hallazgos previos de otros autores
relacionados con que de la rizosfera de plantas

9oy |
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de Coffea spp. se pueden aislar bacterias
con actividad promotora del crecimiento
vegetal.

En este sentido, trabajos como el de Jiménez-
Salgado et al. (1997) mostraron que la mayor
diversidad relacionada con la rizosfera de Coffea
arabica estaba dominada por acetobacterias,
como las principales responsables de la fijacion
de N, y no encontraron aislados de Azotobacter.
Otros autores tampoco lograron aislar este
género de la rizosfera y suelo no rizosférico de
plantas de cafeto pero identificaron la presencia
de Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas y
Serratia (Muleta et al., 2007a; Muleta et al.,
2007b; Muleta et al., 2009; Muleta et al.,
2013). Incluso, estudios més recientes con
enfoques metagendmicos a la rizosfera de
cafetales coinciden con el hecho de no haber
encontrado género de Azotobacter (Ogutu et
al., 2016). Sin embargo, en casi todos los
estudios mencionados se logré aislar
Azospirillum spp. Una de las caracteristicas
mas destacadas del género Azospirillum y de
otros diazotréficos es la fijacion bioldgica de
N, (Baldani et al., 2015).

Figura 4. Colonias translicidas tipicas del género Azospirillum en medio de
cultivo NFb. (a) Cepa 11 (Azospirillum amazonense), (b) Cepa 1A (Azospirillum
sp.) aisladas de la rizosfera de Coffea spp.

Tabla 3. Identificacion resultante segun el gen 16SrRNA, de las cepas
bacterianas aisladas de la rizosfera de Coffea spp., seleccionadas por su
actividad in vitro como promotoras de crecimiento vegetal.

Cepa Especie S ab score Oligomeros unicos
en comun
11 Azospirillum amazonense 0.969 1400
2C Burkholderia gladioli 0.991 1488
2] Pseudomonas putida 0.981 1327
1A Azospirillum sp. 0.475 1325
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En el presente estudio se obtuvieron cepas
de Azospirillum, Burkholderia y Pseudomonas
de la rizosfera de plantas de cafeto con
actividades promotoras del crecimiento
vegetal. Algunas cepas con mas de un tipo
de actividad como Azospirillum amazonense
11, que posee actividad de fijacion de
nitréogeno, solubilizacion de fosfatos y
produccion de compuestos indélicos. Otras
que se destacaron por un tipo de actividad
como Burkholderia gladioli cepa productora
de compuestos indélicos y Pseudomonas
putida cepa solubilizadora de fosfatos.

También en Perud, Fernandez (2015) obtuvo
cepas de Azotobacter y Pseudomonas de la
rizosfera de cafeto, en el distrito Naranjal de
la provincia de Chanchamayo, como
principales promotoras de crecimiento vegetal.
Sin embargo, no aislaron bacterias de los
géneros Azospirillum y Burkholderia a pesar
de la cercania geografica con los sitios
muestreados en este estudio.

Es comun obtener aislados de suelo
rizosférico con capacidad de fijar N,. Sin
embargo, muchos estudios estiman la
actividad nitrogenasa a través del ensayo
de reduccion de acetileno (Hardy et al.,
1968) por ser mas sensible y preciso. Sin
embargo, es necesario disponer de
equipamiento para la cuantificacion. En este
contexto, el método de Berthelot
(Weatherburn, 1967) para estimar el N,
fijado mediante la cuantificacién de
nitrégeno amoniacal se posiciona como una
alternativa. De acuerdo con los resultados
obtenidos en la curva patron de NH,CI
(R2=0.98) se constatdé que las 12 cepas
obtenidas alcanzaron concentraciones entre
0.93+0.08y2.75+ 0.02 mg IX. Otros autores
han utilizado este método con resultados
satisfactorios (Pifia et al., 2016).

Los valores de produccion de AlA por las cepas
obtenidas en el presente trabajo fueron altos
con respecto a otros estudios. Por ejemplo,
Clavijo et al. (2012) con cepas de Sphingobium
scionense alcanzaron valores cercanos a
46.47 im mlt. En otro caso, Angulo et al.
(2014) obtuvieron hasta 28.09 ig mi* de AIA
en una cepa de Rahnella aquatillis. No
obstante, es ampliamente conocido que
Azospirillum sp. posee la propiedad de
sintetizar altas cantidades de AIA (Kumar y
Rao, 2012).
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Fernandez (2015) demostro que cepas de los
géneros Azotobacter y Pseudomonas, aislados
de rizosfera de cafetos, solubilizaron fosfatos
en sus dos componentes: bicalcico y tricélcico.
Este autor refiri6 que el 88% y 93% de las
cepas de los dos géneros, respectivamente,
solubilizaron fosfatos. Porcentajes mayores al
encontrado en la presente investigacion solo
con fosfato tricalcico.

Las cepas identificadas mostraron importantes
resultados como promotoras de crecimiento
vegetal. El género Azospirillum pertenece a
un grupo de bacterias Gram negativas, fijador
de nitrégeno, productor de auxinas, giberelinas
y citocininas, asi como de producir sideréforos
y bacteriocinas (Tapia-Hernandez et al.,
1990). De igual forma, las especies de
Burkholderia se refieren como fijadoras de
nitrégeno con gran potencial de uso como
promotoras de crecimiento vegetal, en la
biorremediacion y el control biolégico
(Caballero-Mellado et al., 2007). Por otra
parte, Pseudomonas putida se reconoce como
una especie eficiente en la solubilizacion de
fosfatos y en la produccién de AlA (Patten y
Glick, 2002; Upadhyay et al., 2009). La
presencia nativa de estas especies en la
region cafetalera de Peru es importante
porque abre la posibilidad de utilizarlos como
biofertilizantes. Estas bacterias juegan un
papel importante para el incremento de la
productividad y el manejo del cultivo. La
diversidad microbiana rizosférica lleva una
variedad de microorganismos que ofrecen
propiedades beneficiosas para los ecosistemas
de las plantas (Bhardwaj et al., 2014;
Chojnacka, 2015).

Estos resultados sientan las bases para
estudios exhaustivos y continuos de su campo
de aplicabilidad como inoculantes
potencialmente importante para las practicas
agricolas en el cultivo del cafeto.
Inoculaciones con potentes microorganismos
nativos estan de acuerdo con opiniones
contemporaneas sobre el posible rol de
microorganismos promotores del crecimiento
vegetal y que sostienen el suelo para mejorar
los rendimientos.

CONCLUSIONES
Cepas bacterianas nativas de la rizosfera de

plantas de cafeto de los géneros Azospirillum,
Pseudomonas y Burkholderia poseen actividad
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in vitro de promocion del crecimiento vegetal.
Esto las convierte en potenciales
biofertilizantes para el cultivo.
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