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RESUMEN

El nitrégeno es un factor limitante en los cultivos agricolas como Zea mays L.
‘maiz”. El objetivo de la investigacion fue determinar el potencial como
promotoras de crecimiento en maiz de las bacterias enddfitas diazotréficas
fijadoras de nitrdgeno aisladas de Saccharum officinarum L. “cana de azucar’.
Estas se aislaron de raices y pseudotallos de cafia de azlcar variedad
RB 72-454 (Brasilera) de 9 — 12 meses, se investigaron las caracteristicas que
evidencian in vitro promocion de crecimiento de plantas y en un ensayo con un
disefio completamente aleatorio se compard el efecto de cinco bacterias
endofitas (T2 -T6) un testigo quimico (T1) y un testigo (TO) en el crecimiento y
rendimiento de maiz INIA 619- Megahibrido. Se aislaron 366 bacterias endofitas
fijadoras de nitrogeno entre las que se identificaron los géneros
Gluconacetobacter (22%), Bacillus (21%), Azospirillum (19%), Herbaspirillum
(16%) y Burkolderia (14%). El 55 % de bacterias enddfitas solubilizaron fosfato
(indices de 0,69 — 4,12) y produjeron acido indol acético (6,13 — 70,45 ppm).
Burkholderia sp.5, Herbaspirillum sp.21, Gluconacetobacter spp.6 y 22 y
Azospirillum sp.36 aumentaron la altura de las plantas (5,02 - 41,05 %), la
biomasa aérea fresca (30,99 -76,99%) y seca (6,41 - 28,20 %) en comparacion
con el testigo quimico. Se demostré la promocion de crecimiento del maiz por

las bacterias endofitas diazotréficas aisladas de cafa de azUcar.

Palabras clave: Bacterias enddfitas diazotroficas, cafia de azucar, promocion

de crecimiento, maiz.



ABSTRACT

Nitrogen is a limiting factor in agricultural crops such as Zea mays L. "maize".
The objective of the research was to determine the potential of nitrogen-fixing
diazotrophic endophytic bacteria isolated from Saccharum officinarum L.
"sugarcane" as growth promoters in maize. These were isolated from roots and
pseudostems of sugarcane variety RB 72-454 (Brazilian) aged 9 - 12 months, the
characteristics that show in vitro plant growth promotion were investigated and in
a completely randomized design trial the effect of five endophytic bacteria (T2 -
T6), a chemical control (T1) and a control (TO) on the growth and yield of INIA
619- Megahibrido maize were compared. A total of 366 nitrogen-fixing endophytic
bacteria were isolated, among which the genera Gluconacetobacter (22%),
Bacillus (21%), Azospirillum (19%), Herbaspirillum (16%) and Burkolderia (14%)
were identified. Fifty-five percent of endophytic bacteria solubilized phosphate
(ratios of 0.69 - 4.12) and produced indole acetic acid (6.13 - 70.45 ppm).
Burkholderia sp.5, Herbaspirillum sp.21, Gluconacetobacter spp.6 and 22 and
Azospirillum sp.36 increased plant height (5.02 - 41.05 %), fresh (30.99 -76.99%)
and dry (6.41 - 28.20 %) aerial biomass compared to the chemical control. Growth
promotion of maize by diazotrophic endophytic bacteria isolated from sugarcane

was demonstrated.

Key words: Diazotrophic endophytic bacteria, sugarcane, growth promotion,

maize.



. INTRODUCCION

El nitrégeno (N2) es indispensable para los seres vivos; no obstante, en su
mayoria es un factor que limita los cultivos agricolas como Zea mays L. “maiz”,
por lo que se requiere la aplicacion de fertilizantes quimicos. Estos productos
incrementan el rendimiento (Espinoza et al., 2019) y por tanto favorecen la
disponibilidad de alimentos en el mundo; sin embargo, la inadecuada aplicacién
disminuye la rentabilidad para el agricultor e impacta el suelo, con alteracion del
pH, la estructura y microbiota, asi como también acidificacion (Gonzalez, 2019),
acumulacion de metales pesados como el cadmio (Mendoza et al., 2021) y
arsénico (Ahmed et al.,, 2017) y pérdida de nutrientes (Garcia et al., 2020).
También afectan el agua, al favorecer la eutroficacion de las aguas superficiales y
contaminacion de las aguas subterraneas (Gonzalez, 2019) y el aire con la
emision de gases con efecto invernadero y lluvia acida (Atikur y Dunfru, 2018).

El mayor consumo de fertilizantes quimicos corresponde a los
nitrogenados, tal que en 1960 se aplicaron 10,8 millones de toneladas métricas
(TM), en el 2000 la cifra fue de 82 millones TM, en el 2014-2015 fue de
102,5 millones TM y para el 2050 se estiman 249 millones TM (Gonzalez,
2019; Ahmed et al., 2017).La eficiencia de uso del fertilizante nitrogenado es de
30-50 % para la mayoria de las plantas, lo que significa que el 50-70 % no es
utilizado, se pierde por escorrentia, lixiviacion, volatilizacion, desnitrificacion y
ademas contamina el ambiente causando acidificacién, salinizacion y toxicidad
(Ahmed et al., 2017). Una vez incorporada en el suelo, la urea es hidrolizada por
la ureasa microbiana hasta amoniaco y didxido de carbono (CO2), ambos gases
con efecto invernadero y lluvia acida. Las raices absorben el nitrégeno como
nitrato y el amonio y el nutriente no absorbido es inmovilizado por las arcillas,
aumentando la acidez y la salinidad, que a su vez propicia la pérdida de nutrientes
(Garcia et al., 2020).
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El amoniaco en altas concentraciones es oxidado (nitrificacién) hasta
nitrato que no es absorbido por el complejo de intercambio catidnico y por
escorrentia llega a los cuerpos de agua superficial y causa eutroficacion. En
condiciones de lluvia o exceso de riego, los nitratos son lixiviados y contaminan
las aguas subterrdneas. Como producto de la desnitrificacién de los nitratos se
forma 6xido nitroso, N2O (Garcia et al., 2021; Atikur y Dunfu, 2018), con un
potencial de calentamiento 298 veces mayor que el didxido de carbono (CO2) y
una vez que el amoniaco se volatiliza es un precursor de los 6xidos de nitrdgeno
gue debilitan la capa de ozono y luego caen como acido nitrico, componente de
la lluvia &cida (Garcia et al., 2020).

El consumo de agua o vegetales con elevada concentracion de nitratos
afecta la salud de los humanos. Los nitratos por accion de la biota intestinal son
reducidos a nitritos, que oxidan la hemoglobina a metahemoglobina (minimo
transporte de oxigeno) que produce hipoxia y el sindrome de los nifios azules.
Por su parte, los nitritos bajo condiciones acidas del estbmago interaccionan con
las aminas formando N-nitroso con potencial teratogénico y carcindégeno.
Asimismo, una alta concentracion de nitrato reduce la absorcion de iodo y se
producen alteraciones hipertréficas en la glandula tiroides (Ahmed et al., 2017).

Los microorganismos fijadores de nitrégeno o diazotréficos reducen el
nitrdgeno molecular de la atmdsfera hasta amoniaco, que es incorporado a los
compuestos organicos nitrogenados (Bolivar et al., 2016). Los diazotréficos
pueden ser endodfitos y rizosféricos. Los enddfitos tienen mayor disponibilidad de
nutrientes y proteccion frente a las condiciones desfavorables (Imran et al., 2019).
Las plantas de Saccharum officinarum L. “cafia de azucar” interactuan con las
bacterias fijadoras de nitrégeno (Hossain et al., 2020), que les proveen hasta el
70 % de los requerimientos del macronutriente (Tortora et al., 2019). Estas
bacterias también producen auxinas, solubilizan fosfatos y tienen actividad
-aminociclopropano carboxilato desaminasa, ACCD (Mejia et al., 2022),
relacionada con la tolerancia de las plantas a la salinidad (Ferreira et al., 2018),

por lo que son consideradas promotoras de crecimiento en plantas (PGPR).
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Las bacterias endodfitas diazotréficas de cafia de azucar requieren ser
aisladas y caracterizadas, para después inocularlas en cultivos agricolas como el
maiz. El problema de la investigacion fue: s Cual es el potencial como promotoras
de crecimiento de Z. mays L. “maiz” de las bacterias endodfitas fijadoras de
nitrdgeno o diazotroficas de S. officinarum L. “cana de azucar’? Se formuld la
siguiente hipotesis: Las bacterias endofitas diazotroficas aisladas de
S. officinarum L. “cafa de azucar’ producen indoles, solubilizan fosfatos vy
promueven el crecimiento de Z. mays L. “maiz”.

El objetivo general de la investigacion fue determinar el potencial como
promotoras de crecimiento en maiz de las bacterias endofitas diazotroficas
aisladas de cafia de azucar. Los objetivos especificos fueron: caracterizar
fenotipicamente las bacterias endofitas diazotréficas aisladas de raices y
pseudotallos de cafia de azucar, identificar en las bacterias endofitas diazotroficas
las caracteristicas que demuestran in vitro promocion de crecimiento vegetal y
comparar el efecto de cinco bacterias endofitas diazotréficas en el crecimiento de
maiz INIA 619- Megahibrido amarillo duro.
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Il. DISENO TEORICO
2.1 Antecedentes

En la rizosfera y tejidos de cafia de azlcar se han aislado e identificado
bacterias diazotroficas de los géneros Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella (Silva
et al.,, 2018), Novosphingobium y Ochrobactrum (Antunes et al., 2022),
Paraburkholderia (Alves et al., 2017), Pseudomonas (Li et al., 2017) y Azospirillum
(Tortora et al., 2019). También se han identificado especies de Achromobacter,
Bacillus, Herbaspirillum, Pantoea, Paenibacillus, Rhizobium, Serratia,
Sphingomonas, Escherichia, Rhodococcus, Stenotrophomonas, Xanthomonas,
Saccharum, Ideonella, Kasokonia, Bradyrhizobium, Azoarcus, Pleomorphonas,
Sinorhyzobium y Exophiala (Singh et al., 2022).

El nUmero y género de bacterias diazotréficas reportadas en cafia de
azUcar varian segun la muestra de aislamiento, técnica utilizada y cultivares o
especies investigadas. En las hojas, tallos y raices se aislaron bacterias endofitas
cuya diazotrofia se verific6 mediante la prueba de reduccion de acetileno (ARA).
Se obtuvieron 89 aislamientos entre los que el 71 % correspondié a bacterias
Gram negativas y 29 % a Gram positivas y a nivel molecular se identificaron los
géneros Novosphingobium y Ochrobactrum (Antunes et al., 2022). En los tejidos
y en el suelo de la rizésfera se aislaron bacterias diazotroficas en medios carentes
de nitrégeno y a nivel molecular se identificaron los géneros Azospirillum (Tortora
et al., 2019), Burkholderia, Klebsiella y Enterobacter (Rojas et al., 2015). A su vez,
en el suelo rizosférico se aislaron bacterias diazotroficas en cuatro medios de
cultivo y se identificé el género Pseudomonas (Li et al., 2017). En raices, tallos y
hojas de cinco especies de cafa de azucar (S.officinarum, S.barberi, S.robustum,
S.spontaneum y S.sinense) se analizo la diversidad de microorganismos con el
gen nif H y también se realizaron aislamientos de las bacterias en medios
semisdlidos sin nitrdgeno con 5 % de sacarosa. El gen nif H se determind en
319 766 unidades taxondmicas operativas (OTUS) y se identificaron 56 géneros y
94 especies. A su vez, mediante la técnica del medio de cultivo se obtuvieron
194 morfotipos, entre los que se identificaron 19 géneros y 42 especies (Singh et
al., 2022).
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Las bacterias diazotroficas presentan diversos mecanismos mediante los
cuales promueven el crecimiento de las plantas. Entre éstos se mencionan la
solubilizacion de fosfatos (Singh et al., 2020), produccion de &cido indol acético
(Tortora et al., 2019), sideréforos, amonio, cianuro de hidrégeno (Li et al., 2017),
giberelinas, citoquininas (Aroumougame et al., 2020), actividad ACCD (Singh et
al., 2020), inhibicion de hongos (Singh et al., 2020) y bacterias (Michavila et al
2022) que evidencian el potencial para el control biol6gico (Hoang et al., 2020;
Michavila et al., 2022).

Las bacterias diazotroficas promueven el crecimiento de cafia de azlcar,
como lo reportaron Rojas et al. (2015); Muangthung et al. (2015); Li et al. (2017);
Tortora et al. (2019); Singh et al. 2020) y Muhammad et al. (2021). Las bacterias
enddfitas diazotréficas también favorecen el crecimiento y rendimiento de otros
cultivos agricolas como Zea mays L. “maiz” como lo demostraron Oliveira et al.
(2018); Mallé et al. (2020); Bidarkar y Murumkar. (2020); Duoc y Hiep. (2022). y
Schultz et al. (2022). Las bacterias enddfitas diazotroficas colonizan las raices y
tallos de cafa de azucar (Li et al., 2017), incrementan el indice de velocidad de
brotacion (Tortora et al., 2019); confieren tolerancia al estrés por sequia
(Muhammad et al., 2021), incrementan la biomasa de raices (22,7 %), brotes (30,6
%) y contenido de nitrdgeno en raices (13,7 %), brotes (20 %) y plantulas
(17, 1 %) (Singh et al., 2020). En otros cultivos como maiz se ha demostrado
incremento de la altura, longitud de la raiz, contenido de clorofila, nimero de hojas,
biomasa, ancho de tallos (Schultz et al.,, 2022), peso de granos, numero de
mazorcas, diametro de mazorcas, longitud de mazorcas y 20 — 55 % de

rendimiento (Contreras et al., 2020).

2.2 Bases tedricas

La fijacién biolégica de nitrdgeno o diazotrofia es realizada por los
microorganismos denominados diazotréficos. Estos presentan el complejo
enzimatico nitrogenasa, que cataliza la reduccion del triple enlace que une los
dos atomos de nitrogeno atmosférico para formar amonio, NHz * (Bonilla et al.,
2021). La diazotrofia puede ser realizada en simbiosis con las plantas como por
ejemplo los rizobios y actinobacterias del género Frankia. También pueden fijar

nitrdgeno bacterias que colonizan la superficie radicular o ingresan a los tejidos
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como enddfitos facultativos: como G. diazotrophicus, Herbaspirillum spp.,
Azoarcus spp. Yy Burkholderia spp. (Velasco et al., 2020).

Las bacterias endofitas colonizan los tejidos de las plantas, pero no se
encuentran en células especializadas como las endosimbiontes. Una bacteria es
considerada endofita cuando se aisla de tejidos desinfectados superficialmente
y se le observa dentro de los tejidos vegetales (observacion microscopica).
Cuando no existe la observacion se aplica el término enddfito putativo (Bonilla et
al.,, 2021). Las bacterias enddfitas tienen ventajas competitivas sobre las
bacterias rizosféricas: mayor disponibilidad de nutrientes y proteccién frente a
las condiciones desfavorables y menor competencia, puesto que la poblacion de
bacterias enddfitas es menor que la de rizosféricas. Asimismo, el interior de los
tejidos, bajo en oxigeno favorece la actividad de la nitrogenasa responsable de
la reduccion o fijacion del nitrégeno (Imran et al., 2019).

Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria diazotrofica, aislada
por primera vez en cafia de azUcar. La mejor fuente de carbono para su
crecimiento es la sacarosa en alta concentracion (10 %). Produce sideroforos,
acido indol acético y giberelinas, solubiliza fosfatos y presenta antagonismo a
fitopatdogenos (Saranraj et al., 2021). G. diazotrophicus ha sido caracterizada
como promotora de crecimiento en Daucus carota L. “zanahoria” y Beta vulgaris
L. “remolacha” (Rios et al., 2019) y es capaz de sobrevivir después de la
inoculacion en una diversidad de cultivos agricolas, incluyendo
Sorghum sp. “sorgo”, Z. mays L. “maiz” y Gossypium sp. “algodon” (Lovaisa et
al., 2018).

El género Burkholderia agrupa bacterias fijadoras de nitrégeno,
anteriormente identificadas como Pseudomonas cepacia y Pseudomonas sp. Su
arbol filogenético separa un grupo conformado por patégenos de plantas,
animales y hombres y los patdgenos oportunistas del complejo B. cepacia, asi
como también un segundo grupo constituido por especies no patdégenas al
hombre que incluyen rizosféricas, endodfitas y simbiontes. Entre las bacterias
enddfitas se consideran B. tropica, B. kururiensis, B. unamae, B. silvatlantica,
B. phytofirmans, y B. acidipaludis. A su vez, B. tropica aislada del suelo
rizosférico, tallos y raices de cafia de azucar es una bacteria diazétrofa que
solubiliza fosfatos, produce exopolisacaridos y sideroforos y presenta actividad
antagonica a hongos y nemétodos (Sandana et al., 2020).
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2.2.1 Saccharum officinarum L. “cafa de azucar”

En la cafia de azlcar se diferencian cuatro etapas de crecimiento: fase de
establecimiento (germinacion y emergencia) en plantacibn o en rebrote
(30 dias), achicamiento o reposo fisiologico (50 dias), crecimiento rapido
(180 dias) y maduracion y cosecha con una duracion de 60 dias (Dancé y Saenz,
2015). La fertilizacion de la cafia de azucar es determinante para lograr un
rendimiento rentable. La produccién de 100 t de tallos por hectarea requiere
70 - 110 kg de nitrégeno por hectarea. El primer abonamiento con nitrégeno
(urea) se realiza a los 30 - 45 dias después de la siembra y el segundo
abonamiento desde los 60 hasta los 90 dias e incluso hasta los 120 dias después
de la siembra para completar la dosis requerida (Cherlinka et al., 2022).

Las plantas de la variedad RB 72-454 (Brasilera) de cafia de azucar tienen
tallos erectos, gruesos de color verde morado con visos amarillentos y las hojas
son medianas. Su floracion es escasa y presenta buena adaptacion en los
ambientes de bajo potencial de produccion, principalmente en suelos de textura
arenosa. Esta variedad de cafia tiene resistencia a la roya y al carbon de
cafia, su rendimiento es de 98,89 t de cafia /ha/ afio con un contenido de
13,20 % de sacarosa a los 18 meses (Instituto Nacional de Innovacion Agraria
[INIA], 2014).

El crecimiento y rendimiento de la variedad RB 72-454 estan influenciados
por muchos factores ambientales, pero la temperatura y precipitacién son los
mas influyentes (Gurski et al., 2021). El rango de temperatura requerido es de
30 — 34 °C y cuando la temperatura disminuye se incrementa el contenido de
sacarosa. El promedio ideal de precipitacion depende de la etapa en la que se
encuentran las plantas, durante el crecimiento la planta necesita mayor cantidad
de aguay en la maduracion el requerimiento de agua es mas reducido (Espinoza,
et al., 2019).
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2.2.2 Zea mays L. “maiz”

El maiz es una graminea anual con mecanismo fotosintético Cas. Las
plantas son herbaceas, con raices primarias (fasciculadas) y secundarias
(adventicias), tallos tipo cafia, hojas lanceoladas abrazadas al tallo por vainas
con inflorescencias masculinas y femeninas. La inflorescencia femenina o
mazorca se desarrolla en las yemas axilares de las hojas y la masculina o panoja
en el apice de la planta. La falta de nitr6geno retrasa el desarrollo en la fase
vegetativa como la fase reproductiva del maiz. EIl momento critico de asimilacion
de nitrdgeno se presenta antes de la emision de los estigmas o periodo de activo
crecimiento vegetativo. La deficiencia de nitrdgeno reduce la biomasa y por tanto
la produccion de fotoasimilados disponibles (Montoro y Ruiz, 2017).

El maiz tiene demandas nutricionales altas, especialmente de
nitrégeno (N), potasio (K) y fosforo (P), asi como también las plantas necesitan
otros elementos en menor proporcion como el calcio, magnesio, azufre, zinc,
boro, manganeso, fierro, cobre, cloro y molibdeno. Se ha estimado que la
produccion de 1 tonelada de granos de maiz requiere 20,4 kg de nitrégeno; 8,5
kg de fosforo y 22,3 kg de potasio y 13 mg a 6 kg de diversos micronutrientes;
no obstante, la formula N, P, K varia segun la fertilidad del suelo, la variedad
o el hibrido (INIA, 2020).

Las plantas de maiz amarillo duro se adaptan a diversos suelos; con un
mayor desarrollo en suelos francos, franco-arcilloso-arenosos y franco-
arcillosos, con alta humedad. Su rendimiento es mayor en ambientes templados
y subtropicales con altas temperaturas en el dia y frescas en las noches. La
fotosintesis y el desarrollo es muy lento a 10 °C y la temperatura éptima es de
32 - 35 °C. Temperaturas superiores a 38 °C reducen la formacion del grano y
temperaturas menores a 15,6 °C retrasan en forma significativa la floracién y
madurez (INIA, 2020). EI maiz INIA 619- Megahibrido es un hibrido simple de
maiz amarillo duro obtenido en el Instituto Nacional de Innovacion Agraria
(Programa Nacional de Innovacion Agraria en Maiz). El hibrido presenta alto
potencial de rendimiento (14 tha?), tolera las plagas, enfermedades y se adapta

en los valles de la costa y selva (INIA, 2014).
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Variables Definicién conceptual Indicadores Unidad
Crecimiento de Incremento en la alturay Altura cm
maiz INIA 619- rendimiento de la planta
Megahibrido en condiciones Biomasa frescay seca ¢
(Dependiente) favorables de T°, aérea
humedad, radiacion
solar etc. Biomasa frescay seca ¢
(Diaz et al., 2023) radicular
Bacterias Bacterias que colonizan Halo de solubilizacion mm
enddfitas los tejidos de las plantas
fijadoras de y pueden reducir el Indice de solubilizacion — --
nitrdgeno nitrégeno hasta
(Independiente) amoniaco mediante la Acido indol acético ppm

actividad del complejo
enzimatico.
(Bonilla et al., 2021)
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M. DISENO METODOLOGICO
3.1 Disefio de contrastacion de hipotesis
En la investigacion de tipo explicativa con el disefio experimental
completamente aleatorio (DCA), se determind el efecto de cinco bacterias
enddfitas fijadoras de nitrogeno (BEFN) o diazotréficas en el crecimiento de maiz
INIA 619-Megahibrido amarillo duro. Los tratamientos fueron testigo (T0), testigo
quimico (T1) y BEFN 1,2,3,4,5 (T2 - T6).

3.2 Poblacion y muestra

En la investigacién descriptiva la poblacion correspondié a las plantas de
cafia de azucar variedad RB 72-454 (Brasilera) cultivadas en el distrito de Patapo
(cruce de Las Canteras) y se investigaron 25 muestras no probabilisticas
colectadas en mayo - julio de 2022. En la investigacion tipo explicativa la poblacion
y muestra de estudio no probabilisticas y por conveniencia fueron 21 plantas de
maiz, distribuidas en siete tratamientos, tres repeticiones y tres plantas en cada

repeticion (Figuras 1, 2).

3.3 Muestreo

Las pseudotallos y raices de cafia de azUcar se colectaron en el cruce Las
Canteras, distrito de Patapo, Lambayeque (Figura 3, tabla 1). Patapo es uno de
los 20 distritos de Chiclayo y esta ubicado a 6°44" 07" latitud sur y 79°38°04""
longitud oeste (Wikipedia, 2017). La toma de muestras de pseudotallos y raices
se realizé en plantas de cafia de azlcar con similar fenotipo y una altura promedio
de 1,5-2,5m. A 0,2 cm de la base del tallo se retir6 la capa superficial del suelo,
hasta encontrar las raices y cuidadosamente se extrajeron las plantas. Con un
machete se eliminaron las hojas y los pseudotallos y raices se acondicionaron en
bolsas de polietileno identificadas y se trasladaron al laboratorio del Centro de
Investigacion Para El Fomento Sustentable (CIFOS) en Pimentel.
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Figura 1
Plantas de Saccharum officinarum L. variedad RB 72-454 en el distrito de Patapo,

2022.

Figura 2
Tratamientos en la determinacion del efecto de bacterias diazotréficas en Zea

EXE3T1T
XX211T
2 XTE1T

TO: Testigo
T1: Testigo quimico
T2 — T6: Bacterias diazotroficas
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Figura 3
Ubicacion  geograficamente del distrito de Patapo,en Lambayeque,

2022.
https://earth.google.com/web/search/Patapo,+Chiclayo/@-6.7354457,79.63343
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Tabla 1

Posicion georeferencial de los puntos de muestreo de Saccharum officinarum L.,
distrito de Patapo, 2022.

Muestras (N°) Posicién georeferencial
01-05 17M 654828 UTM 9256637 114 m
06 -10 17M 654887 UTM 9256719 114 m
11 -15 17M 654921 UTM 9256831 115 m
16 - 20 17M 654819 UTM 9256895 116 m

21-25 17M 654819 UTM 9257002 116 m



https://earth.google.com/web/search/Patapo,+Chiclayo/@-6.7354457,79.63343
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En el laboratorio se separaron las raices de los pseudotallos, se lavaron y
en el caso de las raices se remojaron previamente por 2 horas para facilitar el
desprendimiento del suelo. En simultdneo al muestreo de tejido en cada uno de
los cinco puntos de muestreo se colectaron 18 kg de suelo radicular ( de los
cuales 88 kg se guardaron para la fase explicativa experimental de la investigacion
y 1 kg se utilizo para el analisis fisico — quimico en el Laboratorio Analisis de
Suelos y Aguas) , Instituto Nacional de Innovacién Agraria en el cual se determiné
que el suelo fue ligeramente alcalino (pH 7,4) con baja salinidad (CE 2,3
milimhos/cm), textura franco arenosa y fertilidad deficiente con, niveles bajos de
materia organica (1,23 %), fésforo (6,80 ppm) y potasio (102 ppm), asi como un
contenido medio de carbonato de calcio (2,30 %) (Tabla 2).

3.4 Caracterizacion fenotipica de bacterias endoéfitas diazotréficas
aisladas de caia de azucar

Las bacterias endofitas diazotroficas se aislaron de pseudotallos y raices
de cafa de azucar, ambos desinfectados (Corrales et al., 2020 modificado por los
autores). En los pseudotallos se seleccionaron los cinco nudos siguientes a la
base del tallo y el nudo del extremo terminal opuesto, con un cuchillo se cortaron
fragmentos de 5 cm constituidos por el nudo y 2 cm de entrenudo hacia arriba y
abajo del mismo y se depositaron en la base de placas de Petri previamente
esterilizadas. A continuacién, a los fragmentos del pseudotallo se les retird la
epidermis esclerosada o capa superficial, se fragmentaron (5 cm), se pesaron 5 g
y se llevaron a frascos esterilizados (Figura 4).

La desinfeccion del tejido vegetal se realizo por lavado con agua destilada
(50 mL) mas detergente neutro (0,005 %) durante 1 minuto, enjuague por cuatro
veces con agua destilada esterilizada (1 minuto por enjuague), agitacion
( 15 minutos) en solucién de fosfato de potasio 0,05mol L * (pH 7,0), inmersion
(1 minuto ) en alcohol 70 % y agitacion ( 5 minutos ) en hipoclorito de sodio (NaCl
5 % pl/v) con Tween 80 %. El tejido vegetal se llevo a otros frascos para la
inmersion en alcohol 70 % (1 minuto), agitacién en solucién tampon (15 minutos)
y enjuague (cuatro veces) consecutivas en agua destilada esterilizada (Corrales
et al., 2020). El tejido vegetal desinfectado se deposité en bolsas con cierre
hermético (15x16cm), con un mortero se macero hasta la obtencién de jugo celular
y de éste, se sembré una gota por (doble puntura) en los medios semisoélidos

carentes de nitrégeno (Figura 5) NFb ( Azospirillum sp.), LGI ( Gluconacetobacter



Tabla 2

Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo radicular de Saccharum officinarum
L., Patapo 2022

Caracteristicas Unidades Valores
pH 7,40
Conductividad eléctrica milimhos/ cm 2,30
Materia organica % 1,23
Foésforo ppm 6,80
Potasio ppm 102
Carbonato de calcio % 2,30

Ao % 65
Texturasg Lo % 18

Ar % 17
Sodio intercambiable meq/100 g 0,322
Capacidad de intercambio cationico meq/100 g 12,866
Porcentaje de sodio intercambiable % 12,503
Porcentaje de saturacion % 37,85
Tipo de suelo Normal

*Laboratorio Andlisis de Suelos y Aguas, Instituto Nacional de Innovacion Agraria.
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Figura 4
Fragmentos del tallo de Saccharum officinarum L. acondicionados para la

desinfecciéon, Pimentel 2022.

FIGURA 5

Siembra de jugo celular por doble puntura en medio semisélido sin nitrégeno,
Pimentel 2022.
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sp.), JMV Burkholderia sp. y JNFb (Herbaspirillum spp.). Las raices se
fragmentaron (5 cm) y se procesaron de manera similar a los tallos (Corrales et
al., 2020).

Transcurrida la incubacion, se seleccionaron los medios de cultivo con una
pelicula blanca en forma de cono invertido bajo la superficie y se realizaron dos
cultivos en similares medios de forma consecutiva (primer y segundo subcultivo).
Para el aislamiento de las bacterias microaerdfilas, con la pelicula se obtuvo una
suspension (solucién salina), se sembro en los medios solidos correspondientes
y se incubo a 30 °C (48 horas). Las diversas colonias de las bacterias aisladas se
cultivaron por tercera vez en el medio semisolido (tercer subcultivo) y luego en
medio solido respectivo. La identificacion del género de las bacterias enddfitas
diazotréficas se realizé considerando caracteristicas de morfologia, bioquimica y

fisiologica (Brenner et al., 2005; Corrales et al., 2020).

3.5 Identificacion de las caracteristicas que demuestran in vitro
promocion de crecimiento vegetal identificadas en las bacterias
endoéfitas diazotréficas
Se determiné el indice de solubilizacion de fosfato en agar NBRIP (fosfato

tricalcico 1 g L ) mediante método descrito por Acosta et al. (2019) y se

cuantificé el AIA producido mediante el método colorimétrico de Gordon y Weber

(Li et al.,2022). Las tres bacterias de cada género identificadas, que presentaron

ambas caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal investigadas y a la

vez alcanzaron los mayores valores, se seleccionaron para continuar la

investigacion.
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3.6 Comparacion del efecto de bacterias endofitas diazotroficas en el
crecimiento  de Zea mays L. “maiz

En el ensayo, bajo condiciones de invernadero se compar6 el efecto de
bacterias endodfitas diazotréficas (60 en una primera etapa y cinco bacterias en
una segunda etapa) en el crecimiento de Zea mays L., maiz INIA 619-
Megahibrido. El disefio experimental utilizado fue completamente aleatorio (DCA)
con 61 (primera etapa) y siete tratamientos (segunda etapa). En la primera etapa
se incluyé un testigo con agua (no aplicado con bacterias: TO) y en la segunda
etapa dos tratamientos correspondieron a los testigos con agua(TO0) y fertilizante
guimico(T1) respectivamente. El fertilizante quimico 160N: 100P: 60K kgha
(Tufall et al., 2021) se aplico como urea (46 % N), en forma fraccionada, 50 % a
los 10 dias después de la siembra(dds) y 50 % a los 25 dds, el fésforo como fosfato
diamonico y el potasio como sulfato de potasio se aplicaron en simultaneo al
nitrégeno: 10 dds (Tufail et al., 2021).

En el distrito de Patapo, se recolectaron 88 kg de suelo que fue esterilizado
en la autoclave dos veces a 121° C por 40 minutos (Tufail et al., 2021) y luego
25 kg se distribuyeron en 61 vasos de polipropileno (400 g por vaso) y 63 kg en
18 macetas de arcilla (3,5 kg por maceta). Las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo experimental se determinaron en el Laboratorio Analisis de Suelos y Aguas,
Instituto Nacional de Innovacion Agraria. El cultivo de maiz inoculado con las
bacterias enddfitas diazotroficas se realizo en la casa de mallas de CIFOS durante
octubre-noviembre de 2022 con una temperatura media de 17 a 23 C°.

Las semillas se trataron por 24 horas con el insecticida Acephato O,S —
dimethyl acetylphoromidothiolate : Orthene 75PS (4,8 g kg!). Para la obtencion
del in6culo los caldos nutritivos cultivados con bacterias por 24 horas se
centrifugaron, el sedimento se lavd y se resuspendidé en solucién salina hasta
alcanzar la densidad Optica de 1 determinada en el espectrofotdbmetro a 600 nm
(Wagar et al., 2022). El in6culo de cada bacteria se deposité sobre las semillas
de maiz, a las semillas del testigo se le agrego agua y después de 2 horas éstas
se sembraron en los vasos de polipropileno (Tufail et al., 2021).

En la primera etapa del ensayo a los 10 y 20 dias después de la siembra
(dds) se midi6 la altura (Garcia et al., 2021). A los 20 dias las plantas, se separaron

las raices del tallo y la biomasa aérea se deshidrat6é en la estufa a 60 °C por 3
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dias hasta alcanzar un peso constante determinado en una balanza de precision
(Notebook Series Digital Scale), se calcularon los porcentajes (%) de incremento
y se seleccionaron los quince tratamientos cuyas plantas presentaron un vigor
igual o mayor que el testigo con agua y a su vez la mayor altura respecto a los
tratamientos bacterianos.

En la segunda etapa del ensayo la inoculacién de las bacterias y la siembra
de las semillas se realiz6 de forma similar a la primera etapa. Cada 10 dias se
determiné la altura de las plantas, a los 40 dias éstas se extrajeron, las raices se
separaron del follaje, éste se deshidraté en la estufa (60 °C) por 3 dias (Tchuisse
et al., 2020) y el peso constante se registro en una balanza de precision (Notebook
Series Digital Scale). En las plantas inoculadas con las bacterias en las que se
alcanzaron los mayores valores (altura y peso de biomasa aérea) y en el testigo
guimico se determind el contenido de nitrégeno en el Laboratorio Andlisis de

Suelos y Aguas, Instituto Nacional de Innovacion Agraria en Lambayeque.

3.7 Analisis estadistico de los datos

Los valores (altura y peso de la biomasa ) registrados en las plantas de
maiz en la primera etapa se analizaron con una estadistica descriptiva
(promedio y desviacion estandar). Los valores de la altura (10 dds), peso de la
biomasa area fresca y seca de las plantas de maiz registrados en la segunda
etapa del ensayo y que presentaron normalidad en la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y homogeneidad de varianza en la prueba de Levene (p>0,05) se
analizaron con la prueba paramétrica de ANOVA y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey. Los valores que no presentaron normalidad (p<0,05) como
la altura a los 20, 30 y 40 dias se analizaron con la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (Hernandez et al., 2014). Los programas utilizados fueron Excel
version 2016 y Rstudio Version 3.6.0.
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Iv. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas fenotipicas de las bacterias endoéfitas diazotroficas

aisladas de cana de azucar, Patapo 2022

En 25 plantas de cafa de azucar variedad Brasilera de 9 — 12 meses, se
procesaron 150 muestras de nudos de los pseudotallos (seis por pseudotallo) y
25 muestras de raices en las cuales se obtuvieron 366 bacterias enddfitas
diazotréficas formadoras de una pelicula blanquecina horizontal o blanco -
cremosa en forma de paraguas, bajo la superficie del medio de cultivo semisdlido
sin nitrégeno (Figuras 6, 7 ). La pelicula caracteristica de las bacterias enddfitas
diazotréficas se observd en 100 tubos con medio de cultivo sin nitrégeno
sembrados con las muestras de raices (cuatro medios por raiz), en 50 tubos
después del primer subcultivo y en 42 tubos después del segundo subcultivo. En
las placas de Petri con medio sdlido sin nitrogeno se aislaron uno — tres
morfotipos de colonias y la pelicula blanquecina se observé en 54 tubos después

del tercer subcultivo (Figura 8).

Entre las 366 bacterias enddfitas diazotroficas el 52,19 % (191) se aislé de
raices y el 47, 81 % (175) de pseudotallos. Las bacterias enddfitas diazotroficas
se aislaron de las raices en los medios NFB (16,67 %), JMV (13,66 %), JNFB
(16,39 %) y LGI-P (5,47 %). Las bacterias enddfitas diazotroficas se aislaron de
los nudos de los pseudotallos en los medios NFB (7,10 %), JMV (7,65 %), JNFB
(8,47 %) y LGI-P (24,59 %). El mayor porcentaje de bacterias enddfitas se aislo

del quinto nudo, seguido de ultimo nudo y segundo nudo (Figuras 9, 10).
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Figura 6

Pelicula blanca horizontal formada bajo en el medio de cultivo semisélido por
bacterias enddfitas diazotroéficas aisladas de raices y pseudotallos de Saccharum

officinarum L., Patapo 2022.

Pseudotallo

Figura 7

Pelicula blanco-cremosa en forma de paraguas formada en el medio de cultivo
semisolido por bacterias enddfitas diazotréficas aisladas de raices y pseudotallos
de Saccharum officinarum L., Patapo 2022.

Pseudotallo
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Figura 8

Bacterias enddfitas diazotroficas observadas después de la siembra, primer y
segundo subcultivo, aislamiento y tercer subcultivo en medio sin nitrégeno,
Patapo 2022.
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Figura 9
Porcentaje de bacterias endodfitas diazotroficas aisladas de raices y
pseudotallos de Saccharum officinarum L, Patapo 2022.
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Figura 10
Porcentaje de bacterias enddfitas diazotréficas segun el nudo de

procedencia en pseudotallos de Saccharum officinarum L, Patapo 2022.
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Las caracteristicas fenotipicas investigadas identificaron el género en el
94 % (180) de bacterias aisladas de raices, correspondientes a Azospirillum
(26 %), Burkolderia (21 %), Herbaspirillum (23 %), Gluconacetobacter (5 %) y
Bacillus (19 %). En el 89 % (155) de las bacterias aisladas de nudos de
pseudotallos se identificaron los géneros Azospirillum (10 %), Burkolderia (6 %),
Herbaspirillum (9 %), Gluconacetobacter (40 %) y Bacillus (24 %). En el 6 % de
las bacterias aisladas de raices y en el 11% aisladas de pseudotallos las
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas investigadas no identificaron los
géneros Azospirillum, Burkolderia, Herbaspirillum, Gluconacetobacter y Bacillus
(Figuras 11, 12, 13, tabla 3).

4.2 Caracteristicas que demuestran in vitro promociéon de crecimiento
vegetal identificadas en las bacterias endoéfitas diazotroficas, Patapo
2022.

El 62,29 % de las bacterias enddfitas diazotréficas solubilizaron fosfato
tricalcico con indices de solubilizacion de 0,50 — 4,44 (anexo 2). EI 54,38 % de
estas bacterias se aisl6 de raices y el 45,62 % de pseudotallos (Figura 14). El
52.94 % de estas bacterias productoras de acido indol acético se aislaron de

raices y el 47,06 % de pseudotallos (anexo 3).

El 55 % de las bacterias enddfitas diazotréficas solubilizaron fosfato
(0,69 — 4,12) y produjeron &cido indol acético (6,13 — 70,45). Entre estas
bacterias (anexo 4) que presentaron las dos caracteristicas de promocién de
crecimiento vegetal se seleccionaron las tres de cada género identificado que

alcanzaron los mayores valores en las caracteristicas investigadas (Tabla 4).
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Figura 11

Observacion microscopica (1000 x) de bacterias Gram negativas aisladas de

raices de Saccharum officinarum L., Patapo 2022.
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Figura 12

Observacion microscépica (1000 x) de bacterias Gram negativas aisladas de

pseudotallos de Saccharum officinarum L., Patapo 2022.
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Figura 13

Colonias de Gluconacetobacter sp. aisladas en agar papa dextrosa, Patapo
2022.




Tabla 3
Caracteristicas fenotipicas de los géneros identificados en bacterias endofitas diazotroficas aisladas de raices y pesudotallos de

Saccharum officinarum L., Patapo 2022

Caracteristicas Azospirillum sp. Burkholderia sp. Herbaspirillum sp. Gluconacetobacter sp. Bacillus sp.

Coloraciéon de Gram - - - - +

Células Bacilos rectos o Bacilos rectos Bacilos curvos Bacilos pequefios Bacilos rectos
curvos

Motilidad + + + + +

Catalasa + + +/- + +

Oxidasa + + + + +

Requerimiento de biotina - - - - -

Crecimiento en caldo NFb - - - - -

Hidrdlisis de urea + - +/- + .
Hidrdlisis de gelatina - + - - +
Hidrélisis de almidén - - - + +
Tolerancia a NaCl 3% +/- - - - +

Reduccidn de nitrato a nitrito + - - - +




....... continuacion
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Caracteristicas Azospirillum spp. Burkholderia spp. Herbaspirillum spp. Gluconacetobacter spp. Bacillus spp.
Granulos de PHA + - - - -
Descarboxilacién de lisina - + - - -
Crecimiento a 45 °C - - - - +
Utilizacién de citrato de sodio. - - - - +
Produccién de acetoina - - - - +
(Prueba de Voges -Proskauer.
Crecimiento en agar PDA - - - + -
Resistencia a Polimixina B
(300 UI) - + - - -
Crecimiento en agar
semisolido con fuente de
carbono:
-Acido maélico + + + + .
-Glucosa - + + + +
-Manitol - + + + +
-Sacarosa - + + + }

*(+) positivo;(-) negativo

* Akhdar et al. (2019); Antunes et al. (2022); Ferreira et al. (2020); Gomes et al. (2018); Liu et al. (2020)
* Mufioz y Sakurada (2018); Patifio et al. (2020); Verma y Chowdhurg (2019); Zhao et al. (2020)



Figura 14

Halos de solubilizacion de fosfato en agar NBRIP por Azospirillum sp. 36 (a),
Burkholderia sp.5 (b), Herbaspirillum sp.21 (c) y Gluconacetobacter sp. 6 (d).
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Tabla 4

indice de solubilizacién y acido indol acético producido por bacterias endoéfitas
diazotréficas aisladas de raices y pseudotallos de Saccharum officinarum L.,
Patapo 2022

Bacterias diazotroficas Procedencia indice de Acido indol acético
solubilizacién (ppm)
Azospirillum sp .15 Tallo 3,25 49,17
Azospirillum sp.21 Raiz 3,49 63,61
Azospirillum sp.36 Raiz 4,12 70,45
Bacillus sp.38 Tallo 2,20 16,21
Bacillus sp.12 Raiz 1,83 10,11
Bacillus sp.44 Tallo 1,90 21,13
Burkholderia sp.2 Tallo 4,28 33,73
Burkholderia sp.5 Raiz 4,44 59,30
Burkholderia sp.10 Raiz 4,07 28,24
Herbaspirillum sp.15 Tallo 3,08 44,70
Herbaspirillum sp.17 Raiz 2,56 40,14
Herbaspirillum sp.21 Raiz 3,59 53,81
Gluconacetobacter sp.6 Raiz 4,44 68,39
Gluconacetobacter sp.12 Tallo 3,50 30,82
Gluconacetobacter sp.22 Tallo 3,96 65,06

*Promedio de tres repeticiones
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4.3 Efecto de bacterias endéfitas diazotréficas en el crecimiento de Zea
mays L. “maiz”

La inoculacion de las bacterias endofitas diazotroficas aumentd el
crecimiento de las plantas de maiz en la primera y segunda etapa del bioensayo.
En la primera etapa, a los 10 dias, la altura se increment6 con rangos de 2,06 —
13,33 % (Azospirillum spp.); 7,82 — 14,98 % (Burkholderia spp.); 0,41- 14,16 %
(Herbaspirillum spp.) y 13,00 — 13,33 % (Gluconacetobacter spp.). A los 20 dias
los rangos de incremento fueron de 1,39 — 9,85 % (Azospirillum spp.); 5,61 —
15,11 % (Burkholderia spp.); 2,43 — 16,19 % (Herbaspirillum spp.) y 2,43 —
16,19 % con Gluconacetobacter spp. (Figuras 15, tabla 5, anexos 2, 3). Respecto
a la biomasa aérea fresca se alcanzaron rangos de incremento de 6,85 —
30,14 % (Azospirillum spp.);4,79 — 32,19 % (Burkholderia spp.); 4,11 — 30,14 %
(Herbaspirillum spp.) y 4,79 — 28,08 % (Gluconacetobacter spp.). En cuanto a la
biomasa seca los rangos de incremento fueron de 9,09 — 72,73 % Azospirillum
spp.); 9,09 — 54,55 % (Burkholderia spp.); 18,18 — 63,64 % (Herbaspirillum spp.)
y 0,00 — 54,55 % con Gluconacetobacter spp. (Tabla 6, anexos 5 ,6).

En la segunda etapa del ensayo, las bacterias endéfitas diazotroficas, asi
como el testigo quimico aumentaron la altura y la biomasa aérea (fresca y seca)
de las plantas de maiz respecto al testigo no aplicado (Figuras 16, 17). Los
porcentajes de incremento en la altura por efecto de las bacterias endofitas
diazotroficas fueron de 12,92 - 24,91 % (10 dias); 5,02 - 20,71 % (20 dias);
22,90 - 41,05 % (30 dias) y 32,42 - 50,24 % a los 40 dias en comparacioén con el
testigo quimico cuyos valores fueron de 2,45; 4,02; 579 y 8,14 %
respectivamente. En cuanto al peso de la biomasa aérea el porcentaje de
incremento por efecto de las bacterias enddfitas diazotroéficas fue de 30,99 - 76,
99 % (biomasa fresca)y 6,41 - 28,20 % (biomasa seca) en comparacion con
el testigo quimico cuyos valores fueron de 10,60 y 11,42 respectivamente.



Figura 15

Zea mays L., 20 dias después de la inoculacién de bacterias

diazotréficas fijadoras de nitrogeno.

Tabla 5
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enddfitas

Rango de la altura de plantas de Zea mays L. inoculadas con 60 bacterias

endofitas diazotroficas de Saccharum officinarum

Tratamientos

Rango en la altura (cm) / dias

Incremento (%) /dias

10 20 10 20

Testigo (TO) 12,15+ 0,33 31,56 £ 1,17

Azospirillum spp. 12,40+0,36 — 32,00£1,73 - 2,06 — 13,33 1,39 -9,85
13,77+0,15 34,67+ 0,58

Burkholderia spp. 11,20+0,10 — 33,33+0,58 — 7,82-1498 5,61-15,11
13,97+ 0,06 36,33+ 0,58

Herbaspirillum spp. 12,20+0,30 — 32,33+0,58 — 0,41- 14,16 2,43 -16,19
13,87+ 0,21 36,67+ 0,58

Gluconacetobacter spp. 10,57+0,40 - 32,33+0,58 — 13,00 -13,33 2,43-16,19
13,77+ 0,47 36,67 + 0,58




Tabla 6

Rango de la biomasa aérea de plantas de Zea mays L. inoculadas con 60

bacterias diazotréficas de Saccharum officinarum L.

Tratamientos Rango en la biomasa (g) / 20

Incremento (%)

dias
Fresca Seca Fresca Seca
Testigo (TO) 1,46 +0,22 0,11 + 0,02
Azospirillum spp. 1,56+0,05 — 0,12+0,01 — 6,85 - 30,14 9,09 — 72,73
1,90+0,10 0,19+0,02
Burkholderia spp. 1,39+0,03 — 0,12+0,02 — 4,79 — 32,19 9,09 — 54,55
1,93+ 0,15 0,17+0,02
Herbaspirillum spp. 1,40+£0,10 — 0,13+0,01 — 4,11 - 30,14 18,18 — 63,64
1,90+ 0,09 0,18+0,02
Gluconacetobacter spp. 1,39+0,03 - 0,11+0,01 — 4,79 — 28,08 0,00 — 54,55
1,87+ 0,03 0,17+0,01
Figura 16
Zea mays L., 40 dias después de la inoculacion de bacterias endofitas

diazotréficas

Herbaspirillum sp. 21, (d) Azospirillum sp. 36, (e) Burkolderia sp. 5

(@) Gluconacetobacter sp.6, (b) Gluconacetobacter sp.2, (c)




Figura 17

Incremento (%) en la altura de plantas de Zea mays L. a los 10 dias (a), 20 dias(b), 30 dias(c), 40 dias(d) y biomasa aérea fresca
(e) seca(f) después de la aplicacién de bacterias enddfitas diazotroficas y fertilizante quimico (T1= Quimico, T2= Azospirillum sp.36,
T3= Burkholderia sp.5, T4= Herbaspirillum sp. 21, T5= Gluconacetobacter sp.6, T6= Gluconacetobacter sp.22).
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El analisis de varianza de los promedios de la altura de las plantas de
maiz, asi como el peso de la biomasa aérea demostro alta significancia entre los
tratamientos. La prueba de TuKey demostré que los mayores valores en la altura
de las plantas a los 10 dias se alcanzaron con Burkholderia sp. 5 (T3) sin
diferencias significativas con Herbaspirillum sp. 21 (T4), Azospirillum sp.
36 (T2) y Gluconacetobacter sp. 22 (T6) pero si con los demas tratamientos.
Respecto a la biomasa aérea de las plantas de maiz los mayores valores
correspondieron a Burkholderia sp. 5 (T3) y Herbaspirillum sp. 21 (T4) con

diferencias significativas frente a los demas tratamientos (Tablas 7, 8, anexo 7).

En cuanto a la altura de las plantas de maiz a los 20, 30 y 40 dias la
prueba no paramétrica de kruskal-Wallis determiné que el mayor valor se alcanzo
con Burkholderia sp. 5 a los 20 dias; Burkholderia sp. 5, Gluconacetobacter sp.
6, Gluconacetobacter sp. 22 y Azospirillum sp. 36 a los 30 y 40 dias, con
diferencias estadisticas frente a los demas tratamientos (anexo 8). El contenido
de nitrégeno de las plantas inoculadas con Burkholderia sp. 5 (T3) fue de 0,70
% en comparacion con 0,63 % en el testigo (T0), tal que se determin6 0,07 % de
incremento en el nitrégeno por efecto de la inoculacion de las bacterias enddfitas

diazotréficas (Anexo 9,10).



Tabla 7

Altura de plantas de Zea mays L. por efecto de la aplicacion de bacterias enddfitas diazotroficas y fertilizante quimico

Altura(cm)/dias

Tratamientos 10° 20** 30** 40**

X sd. Sign. X  sd. Sign. X  sd. Sign. X  sd. Sign.
Testigo (TO) 11,40 £ 0,20 c 34,07 £ 0,93 c 37,78 £1,35 c 40,89 + 2,27 c
Testigo quimico (T1) 11,68 £0,48 c 35,44 + 1,26 c 39,78 £ 2,22 c 44,22 + 1,58 c
Azospirillum sp.36 (T2) 13,77+1,04 ab 38,11+139 bc 51,56 +1,68 ab 60,56 + 0,69 ab
Burkholderia sp.5 (T3) 1459+0,85 a 42,78 +£3,02 a 55,78+154 a 63,56 +0,84 ab
Herbaspirillum sp.21 (T4) 13,81+0,65 ab 39,56 + 1,39 b 48,89 £ 0,77 b 58,56 + 0,83 b
Gluconacetobacter sp.6 (T5) 13,19 £ 0,40 b 37,22 +2,36 bc 56,11+1,68 a 66,44 +2,17 a
Gluconacetobacter sp.22 (T6) 13,48+0,49 ab 37,89 + 3,56 b 56,11 +2,04 a 66,11 +227 a

* ANOVA, p<0,05
** Kruskal-Wallis, p<0,05



Tabla 8

Peso de la biomasa aérea de plantas de Zea mays L. por efecto de la aplicacion de bacterias endofitas diazotréficas y fertilizante

guimico

44

Biomasa(g)/ 40 dias

Tratamientos Fresca* Seca*

X  sd. Sign. X  sd. sign.
Testigo (TO) 2,83+0,18 C 0,35+0,02 cd
Testigo quimico (T1) 3,13+0,22 c 0,39 +0,02 bcd
Azospirillum sp.36 (T2) 460+£0,23 b 045+0,05 ab
Burkholderia sp.5 (T3) 5,54 +0,41 0,50+0,04 a
Herbaspirillum sp.21 (T4) 5,22 +0,15 0,48+0,03 a
Gluconacetobacter sp.6 (T5) 4,10+0,12 b 0,42 £ 0,02 bc
Gluconacetobacter sp.22 (T6) 449+0,10 b 0,35+0,02 d

*ANOVA, p<0,05



V. DISCUSION DE RESULTADOS

El cultivo de Saccharum officinarum L. “cafa de azucar’ requiere
nitrégeno para su crecimiento sobre todo en su fase inicial (Singh et al.,
2022), por lo que en forma convencional se aplican fertilizantes quimicos
nitrogenados. Estos productos aportan el nutriente requerido; sin embargo,
la eficiencia de su uso en la cafia de azucar (250 - 400 kg ha' afio 1) es
de 20 - 30 % y en cada cosecha el suelo sufre una pérdida de 50 - 100 kg
ha ! (Hossain et al., 2020). Esta problematica es discutida considerando los
reportes cientificos que han estimado que la fijacidén biologica de nitrégeno
(diazotrofia) aporta a la cafia de azucar 60 - 80 % del nutriente equivalente
a 200 kg Nhat afio ! (Lima et al.,1987, citados por Hossain et al., 2020).
En este contexto, se considerd el cultivo de cafia de azucar para el
aislamiento y caracterizacion de bacterias enddfitas fijadoras de nitrdgeno
gue pueden ser aplicadas en cultivos de importancia econémica (Singh et

al., 2022) como Zea mays L. “maiz”.

En raices y pseudotallos de cafia de azlcar cultivados en medios
carentes nitrégeno se aislaron bacterias enddfitas diazotroficas, al igual que
lo reportaron Singh et al. (2022), Molina (2021) y Paredes et al. (2020). Las
bacterias endofitas son aquellas que en algin momento de su ciclo se
encuentran en el interior de los tejidos de las plantas con las cuales
establecen una simbiosis. La mayoria coloniza los espacios intercelulares
y benefician a las plantas como controladores bioldgicos, como
mejoradores de la fitorremediacion y como promotores de crecimiento en
plantas. En este ultimo caso presentan multiples mecanismos entre los que

se encuentra la fijacion de nitrogeno (Singh et al., 2022).

Las bacterias diazotroficas también han sido aisladas de suelo
rizosférico en medio sin nitrégeno (Singh et al., 2020) o fueron aisladas junto
a otros microorganismos en medios de cultivo comunes y después se
determind la fijacién de nitrégeno por bacterias enddfitas (tallos y raices) y
rizosféricas (Michavila et al., 2022; Hoang et al., 2020). Las bacterias

diazotréficas enddfitas tienen la ventaja del ambiente microaerdfilo
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requerido para la actividad del complejo enzimatico nitrogenasa y la minima
competencia con otros microorganismos (Singh et al., 2022).

Los medios de cultivo sin nitrdgeno semiselectivos en los que se
aislaron bacterias diazotroficas fueron utilizados previamente por Singh et
al. (2020) en lo correspondiente a JNFb y LGI; Paredes et al. (2020) en
cuanto al LGIP y Tortora et al. (2019) respecto al NFb. Las bacterias
fijadoras reducen el nitrégeno atmosférico y lo convierten en amoniaco que
es utilizado por las plantas, en un proceso catalizado por la enzima
nitrogenasa sensible al oxigeno y constituido por varias subunidades
codificadas por los genes nif H, nif D y nif K, entre los que el nif H es el mas
utilizado como referente en estudios poblacionales (Singh et al., 2022;
Hardoim et al., 2015; Gaby y Buckley, 2012). Los medios semisoélidos sin
nitrégeno favorecen la actividad del complejo enzimatico nitrogenasa y las
bacterias fijadoras forman una pelicula bajo la superficie donde se
encuentran las condiciones de microaerdfilia favorables para la nitrogenasa
(Hoang et al., 2020).

El nimero de bacterias diazotroficas aisladas fue mayor en la rizésfera
gue en los tallos al igual que el reporte de Hoang et al. (2020) quienes
aislaron 6 - 13 bacterias diazotrofas en raices y 6 — 9 en tallos de cafa de
azucar de 6 meses; asi como también, Aroumougame et al. (2020)
investigaron las bacterias endodfitas fijadoras de nitrégeno del género
Burkholderia en raices y tallos de cafia de azucar y cuantificaron (UFC
x 103 g tejido ) 3,5 en raices ; 2,5 en tallos y no se cuantificaron bacterias
enddfitas en hojas . Por su parte, Singh et al. (2022) investigaron la
diversidad de bacterias enddfitas diazotroficas en cinco especies de cafa
de azucar y determinaron que el nimero maximo de unidades taxonémicas
operativas (OTUs) correspondié a los tejidos de las raices y el minimo
namero a los tejidos de las hojas. Asimismo, se determindé que la
caracterizacion de las bacterias fijadoras de nitrégeno depende de la
técnica utilizada. Mediante la técnica del medio de cultivo se obtuvieron
194 morfotipos entre los que se identificaron 19 géneros y 42 especies. A
su vez, en la caracterizacion molecular de microorganismos cultivables y no
cultivables se determinaron 319 766 unidades taxonOmicas operativas

(OTUs) en raices, tallos y hojas y se identificaron 56 géneros y 94 especies.
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Los resultados evidencian una diversidad microbiana que no puede ser
cultivada para su aislamiento en medios; no obstante, desempefian

funciones importantes en las plantas.

El suelo es la fuente inicial de las bacterias diazotréficas fijadoras de
nitrogeno y las enddfitas ingresan por las raices y migran hacia las diversas
partes del vegetal. En este contexto, Vogel et al. (2022), citados por
Aroumougame et al. (2020), demostraron que Burkholderia spp.
representaron 2 - 7 % de las bacterias cultivables en el sueloy 17 — 25 %
en las raices, valores que evidenciaron la asociacion cercana entre las
bacterias diazotroficas y la cafia de azucar. Por el contrario, Tufail et al.
(2021) demostrd a nivel molecular G. diazotrophicus en raices, tallos y
hojas de maiz; no obstante, la presencia de la bacteria endoéfita fue mayor

en tallos que en raices y hojas.

La identificacion de los cinco géneros bacterianos como enddfitos
diazotroéficos en cafia de azucar con la presente investigacion coincide con
los reportes de Singh et al. (2022), Aroumougame et al. (2020), Paredes et
al. (2020) y Singh et al. (2020) en lo correspondiente a Burkholderia,
Gluconacetobacter, Bacillus, Herbaspirillum y Azospirillum spp. Al respecto
Singh et al. (2022) determinaron que entre los ocho géneros de bacterias
predominantes en cinco especies de cafia de azucar se incluyeron
Burkholderia, Azospirillum y Herbaspirilum ademas de Kosakonia,

Bradyrhizobium, Rhizobium , Enterobacter y Stenotrophomonas.

Respecto a Gluconacetobacter spp. , Paredes et al. (2020) colectaron
muestras de tejidos de cafia de azucar en la costa norte del Peru (Piura,
Lambayeque, La Libertad, Ancash) y caracterizaron a nivel molecular y
fenotipica las bacterias enddfitas. Entre éstas, cinco se identificaron como
G. diazotrophicus. El porcentaje de bacterias diazotréficas identificadas en
el género Gluconacetobacter fue 5, 47 % en raices y 19,12 % en
pseudatllos, diferencia que puede ser explicada por la investigacion de
Paredes et al. (2020) quienes identificaron  G. diazotrophicus en tallos y
hojas, pero no en raices, evidenciando el movimiento de las bacterias hacia
las partes superiores de la planta de cafia de azucar. Al respecto, Saranjay

et al. (2021) concluyeron que el aislamiento de G. diazotrophicus depende
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de otros factores como la dosis de nitrégeno aplicada en los cultivos de cafia
de azlcar. En plantas con 275 — 300 kg Nha' se tiene 1,1 — 2,5 % de
aislamiento y en plantas con 120 kg Nha! se alcanza 10- 67 % de

frecuencia.

Las bacterias enddfitas diazotréficas solubilizaron fosfato y produjeron
AlA, caracteristicas que evidencian promocién de crecimiento de las plantas
reportadas previamente por Singh et al. (2022), Michavila et al. (2022) y
Hoang et al. (2020), en lo concerniente a la solubilizacion de fosfato, asi
como también Michavila et al. (2022), Aroumougame et al. (2020), Hoang
et al. (2020) y Paredes et al. (2020) en cuanto a la sintesis de AlA. Respecto
a la solubilizacion de fosfato en la presente investigacién el 62,29 % de
bacterias enddfitas fijadoras de nitrégeno solubilizé fosfato, porcentaje
menor al reportado por Hoang et al., (2020) con 73,6 %y Singh et al., (2020)

con 82 %.

En cuanto a la concentracion de &cido indol acético (AlA) producido el
mayor valor (70,45 ppm) fue superior al reportado por Hoang et al. (2020)
con 13,4 ppm; pero fue inferior a 71,47 ppm reportadas por Paredes et al.
(2020). La concentracion de acido indol acético (AlA) depende de la
presencia o ausencia del triptéfano. Al respecto, Aroumougame et al.
(2020), demostraron que Burkholderia spp. produjeron 1,80 — 3,61 ppm en
caldos sin triptéfano y 2,77 — 5,06 ppm con tripté6fano. Asimismo, Michavila
et al. (2022) determinaron rangos de 11,42 — 44,88 ppm de AlA en caldo sin
triptéfano y 29,65 — 316,84 ppm de AlA en caldo con triptéfano cultivados

con bacterias del género Bacillus .

Las bacterias endéfitas diazotréficas son consideradas promotoras de
crecimiento en plantas y ademas de la fijacion de nitrdgeno producen
sideréforos (Hoang et al., 2020), cianuro de hidrogeno (Singh et al., 2020),
giberelinas, citoquininas y presentan actividad de la enzima ACC
desaminasa (Aroumougame et al. ,2020), tienen actividad antifingica
(Singh et al., 2020) y antibacteriana (Michavila et al., 2022).

La promocion de crecimiento en maiz por efecto de las bacterias

diazotroficas observada en la presente investigacion coincide con las
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investigaciones de Mallé et al. (2020) en cuanto a Azospirillum spp., Garcia
et al. (2019) respecto a Bacillus spp; Rao y Savalgi (2019) respecto a
Gluconacetobacter spp., Schultz et al. (2022) en cuanto a Herbaspirillum spp.
y Tagele et al. (2019) en lo que se refiere a Burkholderia sp. Las bacterias
fijadoras de nitr6geno incrementaron la altura y biomasa aérea y radicular del
maiz; no obstante, también se ha reportado aumento del porcentaje de
germinacién (Garcia et al., 2019); indice de vigor de plantulas (Bidarkar y
Murumkar, 2020), didmetro del tallo, contenido de clorofila (Rao y Savalgi,
2019), diametro y color de hojas , numero de hojas por planta (Garcia et al.,
2019), longitud de raices (Pitchaiah et al., 2021) numero y peso de granos
(Mallé et al., 2020), diametro y longitud de las mazorcas y relacion beneficio

— costo (Contreras et al., 2020).

Los reguladores del crecimiento vegetal como el AIA producido por las
bacterias diazotréficas promueven la elongacioén de las células, formacién de
raices y pelos radiculares, proliferacion de pelos radiculares y como
consecuencia aumenta la capacidad de absorcion de los nutrientes (Garcia
et al., 2019). La produccion de indoles afecta el balance hormonal en las
plantas y por lo tanto influencia el crecimiento, de manera prioritaria con
incremento de la superficie radicular que a su vez favorece la absorcion de

agua y nutrientes del suelo (Amezquita et al., 2021).

El incremento del nitrdgeno foliar en las plantas inoculadas con bacterias
diazotroéficas coincide con los reportes de Rao y Savalgi (2019) y Tufail et al.
(2021). El aumento en el contenido de nitrégeno es consecuencia de la
fijacidbn de nitrégeno que favorece la disponibilidad del nutriente para las
plantas (Rao y Savalgi, 2019). La promocidon de crecimiento radicular por
efecto de las bacterias diazotroéficas fijadoras de nitrogeno favorece la mayor
absorcion de nitrégeno del suelo proveniente de la fijacion biolégica o de la

aplicacion de los fertilizantes quimicos nitrogenados (Amaral et al., 2022).

El efecto promotor del crecimiento de maiz por Burkholderia sp. 5 fue
mayor al de Gluconacetobacter sp. 6. Las bacterias de este género favorecen
el cultivo de la cafia de azucar ( Hossain et al., 2020; Paredes et al., 2020) y
en el maiz son capaces incrementar la germinacion, el indice de vigor de las

plantulas, la altura, la longitud de las raices y la biomasa de las plantas
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cultivadas con 50 % de la dosis del nitrégeno requerido como lo demostraron
Bidarkar y Murumkar (2020). Respecto a Burkholderia sp. , Sandana et al.
(2020) concluyeron que esta bacteria enddfita en raices, tallos y hojas,
constituye una importante contribucién a la agricultura debido a que produce
acido indol acético, giberelinas y citoquininas, sideroforos y presenta
actividad ACC desaminasa, caracteristicas que favorecen el crecimiento y

rendimiento de las plantas.

Por el contrario, Schultz et al. (2022) concluyeron que la variacion
genética de las plantas de maiz tiene un efecto significativo en el fenotipo y
la interaccién con las bacterias endofitas puede ser débil o inconsistente con
los diferentes genotipos. Los investigadores inocularon 15 genotipos de maiz
con dos bacterias enddfitas caracterizadas como promotoras de crecimiento
y determinaron que Herbaspirillum seropedicae incrementd el contenido de
clorofila, la altura de las plantas y longitud y volumen de las raices. Por lo
contrario, Burkholderia sp. WP9 no promovié el crecimiento de los fenotipos

de maiz bajo condiciones de invernadero durante 3 semanas.

En la investigacion se demostrd el potencial de las bacterias fijadoras
de nitrégeno para promover el crecimiento de maiz y con este resultado se
coincide con las observaciones de Rao y Savalgi (2019) y Bidarkar y
Murumkar (2020) quienes determinaron que estas bacterias incrementan el
crecimiento y rendimiento de maiz inclusive al disminuir en 25 % - 50 % la

dosis del fertilizante nitrogenado aplicado.
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VI. CONCLUSIONES

6.1 En muestras de raices y pseudotallos de 25 plantas de cafia de azucar
variedad RB 72-454 (Brasilera) de 9 a 12 meses, se obtuvieron 366 bacterias
endofitas fijadoras de nitrégeno o diazotréficas formadoras de una pelicula
blanquecina horizontal o blanco cremosa en forma de paraguas bajo la superficie
del medio de cultivo semisélido sin nitrdgeno. Las caracteristicas fenotipicas
investigadas en las bacterias diazotréficas identificaron los géneros
Gluconacetobacter (22 %), Bacillus (21 %), Azospirillum (19%), Herbaspirillum
(16 %), %) y Burkholderia (14%).

6.2 El 62,29 % de las bacterias diazotroficas solubilizaron fosfato tricalcico
con indices de solubilizaciéon 0,50 — 4,40. El 7,96 % de las bacterias endodfitas
produjeron acido indol acético y se cuantificaron 4,05 — 70,45 % ppm. El 55 %
de las bacterias enddfitas solubilizaron fosfato tricalcico y produjeron acido indol
acético y entre ellas se seleccionaron Azospirillum spp. 15, 21 y 36; Bacillus spp.
38, 12 y 44; Burkholderia spp. 2, 5 y 10; Herbaspirillum spp. 15, 17y 21y
Gluconacetobacter spp. 6, 12y 22.

6.3 Las bacterias enddfitas diazotréficas incrementaron la altura de las plantas
de maiz alcanzando valores de 12,92 - 24,91 % (10 dias); 5,02 - 20,71 % (20
dias); 22,90 - 41,05 % (30 dias) y 32,42 - 50,24 % (40 dias) en comparacion al
testigo quimico. Asimismo, incrementaron la biomasa aérea alcanzando valores
de 30,99 - 76,99 % (fresca) y 6,41 - 28,20 % (seca) en comparacion con el testigo

guimico.



52

VI. RECOMENDACIONES

Identificar con técnicas moleculares Azospirillum sp.36; Burkholderia sp.5;

Herbaspirillum sp.21; Gluconacetobacter sp.6; y Gluconacetobacter sp.22.

Investigar el efecto de Burkholderia sp.5 en el desarrollo de Zea mays L. “maiz’

en condiciones de campo.

Comparar el efecto de Azospirillum sp.36, Burkholderia sp.5, Herbaspirillum
sp.21, Gluconacetobacter sp.6, y Gluconacetobacter sp.22, en el crecimiento y

rendimiento de Saccharum officinarun L. “cafa de aztcar”.
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ANEXO 1

Medios de cultivo para el aislamiento, identificacion y mantenimiento de
bacterias enddfitas fijadoras de nitrégeno (en Garrido, 2007; Jha et al., 2009;
Marra et al., 2012)

a. Soluciéon tampén fosfato de potasio, 0,05 mol L, PH 7,0

Componentes gL™
K,HPO, 9,304
KH,PO, 8,709
Agua destilada csp 1000mL

Verificar el pH 7,0 y autoclavar.

b. Medio de cultivo NFb (Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense,

Azospirillum irakense y Azospirillum halopraeferens)

Componentes gL™
Acido malico 5,0
K;HPO, 0,5
MgSO,7H,0 0,2
NaCl 0,1
CaCl, 2H,0 0,029
solucion de micronutrientes | 2mL
Azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2N 2mL
FeEDTA (Solucién 1,64%) 4mL
solucion de vitaminas | (Biotinol) 1mL
KOH 4,59

Pesar los compuestos en el orden indicado, posteriormente completar el

volumen a 1000 ml con agua destilada y ajustar el PH a 6,5 — 6,8. Para el medio
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semisodlido agregar 1,75 — 1,8g de agar agarLy para el medio sélido 15¢g de

agar agarL'Y 20 mgL* de extracto de levadura como fuente de nitrégeno

Solucién de micronutrientes I:

Componentes gL™?
CuSO, 0,04
ZnS0O, 1,20
H;BO, 1,40
Na;Mo00,.2H,0 1,00
MnSO,.H,0 1,175

Completar el volumen a 1000 mL con agua destilada.
FeEDTA (Solucién 1,64 %)

Preparar una solucién madre con 7,0g de FeSO47H20 y 2g de EDTA de
potasio en 1L de agua destilada. Luego, tomar 1,17mL de la solucién madre y
completar a 1L con agua desmineralizada, para obtener la solucion 1,64% de Fe

deseada.

c. Medio de cultivo JMV (Burkholderia spp.)

Componentes gL™?
Manitol 5,0
K,HPO, 0,6
KH,PO, 1,8
MgSO,. 7H,0O 0,2
NaCl 0,1
CaCl.2H,0 0.02
Azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2N) 2mL
FeEDTA (Solucién 1,64%) 2,1mL
solucion de micronutrientes Il 2mL
solucion de vitaminas Il 2mL
Agua destilada en cantidad suficiente 1000mL

Ajustar el pH a 5,0. Para obtener la solucion de vitaminas I, diluir una pastilla de

complejo B comercial en 10 mL de agua destilada.
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Solucién de micronutrientes Il:

Componentes gL™
ZnSO, 0,1
MnCl,.2H,0 0,03
H;BO; 0,3
CoCl,.6H,0 0,2
CuCl;2H,0 0,01
Na,Mo00,.2H,0 0,03
Agua destilada en cantidad suficiente 1000mL

d. Medio de cultivo JNFb (Herbaspirillum spp.)
El medio JNFb fue desarrollado por la investigadora Johanna Ddbereiner a

partir del medio NFb. La J hace referencia a la investigadora.

Componentes gL™?
Acido malico 5,0
K;HPO, 0,6
MgSO,. 7H,0 0,2
NacCl 0,1
CaCl, 2H,0 0,02
solucién de micronutrientes | 2mL
KH,PO, 1,8
Azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2N) 2mL
FeEDTA (Solucién 1,64%) 4mL
solucion de vitaminas | (Biotinol) 1mL
KOH 4,5
Agua destilada en cantidad suficiente 1000mL

Ajustar el pH a 5,8. Para medio semisélido agregar 1,8g de agarL?, para
medio sélido 18g de agar agarL?, 20mgL* de extracto de levadura como fuente

de nitrégeno y 6 mL de azul de bromotimol.



64

e. Medio de cultivo LGI-P (Gluconacetobacter diazotrophicus)

Este medio fue desarrollado a partir del medio de cultivo LGI (Baldani, 1984),

en donde la P hace referencia a Pernambuco, lugar de aislamiento de la primera

cepa de Azotobacter diazotrophicus.

Componentes gL™?
Cristales de azucar 100
K,HPO, 0,2
MgSO,. 7H,O 0,2
CaCl,.2H,0 0,02
KH,PO, 0,6
Na,Mo00,.2H,0 0,002
Azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2N) 5mL
FeCls. 6H,0 0,01
solucion de vitaminas | (Biotinol) 1mL
Agua destilada en cantidad suficiente 1000mL

Ajustar el pH a 5,5. Para medio semisolido agregar 1,8g de agarL?, para medio

solido 17g de agar agarL' y 20 mgL? de extracto de levadura como fuente de

nitrégeno.

f. Agar nutritivo (AN)

Componentes gL™?
Peptona 5,0
Extracto de carne 3,0
Agar agar 15,0
Agua destilada en cantidad suficiente 1000mL




g. Medio National Botanical Research Institute, NBRIP (en Alvarado y

Valderrama, 2014)

Componentes gL™?
Glucosa 10
Caz (PO,) 5
MgCl,6H,0 5
(NH,) 2SO, 0.1
NaCl 2
MgSO,7H,0 0.25
KCL 0.2
Agar agar 15
Agua destilada 1000

65

El medio NBRIP, asi como SRSM seran suplementados con 45 mg de
Fluconazol. Una capsula de 150 mg se disolvera en 10 mL de alcohol al 95% y
se agregaran 2 mL de antibiotico disuelto por litro de medio de cultivo

h. Agar Papa dextrosa

Componentes gLt
Infusién de papa 200
glucosa 150
Agar 15
Agua destilada 1000ml

Ajustar el pH a 5.6 £0.2.
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Bacterias enddfitas fijadoras de nitrégeno que solubilizaron fosfato tricalcico.

Bacteria Procedencia indice de solubilizacion
Burkholederia sp 5 Raiz 4,40
Gluconacetobacter sp 6 Raiz 4,40
Burkholderia sp. 2 Tallo 4,28
Azospirillum sp.36 Raiz 4,12
Burkholederia sp 10 Raiz 4,07
Gluconacetobacter sp 22 Tallo 3,96
Herbaspirillum sp 21 Raiz 3,59
Gluconacetobacter sp 12 Tallo 3,50
Azospirillum sp.21 Raiz 3,49
Gluconacetobacter sp 8 Raiz 3,27
Azospirillum sp. 15 Tallo 3,25
Burkholederia sp 6 Raiz 3,24
Azospirillum sp. 28 Tallo 3,23
Azospirillum sp.3 Raiz 3,10
Herbaspirillum sp 15 Tallo 3,08
Burkholederia sp 3 Raiz 3,01
Gluconacetobacter sp 16 Tallo 3,01
Gluconacetobacter sp 3 Raiz 2,99
Azospirillum sp. 26 Tallo 2,99
Burkholderia sp. 15 Tallo 2,99
Gluconacetobacter sp 30 Tallo 2,99
Burkholederia sp 16 Raiz 2,93
Azospirillum sp.2 Raiz 2,92
Burkholderia sp. 7 Tallo 2,91
Gluconacetobacter sp 13 Tallo 2,91
Gluconacetobacter sp 1 Raiz 2,90
Gluconacetobacter sp 18 Tallo 2,90
Burkholderia sp. 33 Tallo 2,88
Gluconacetobacter sp 28 Tallo 2,88
Gluconacetobacter sp 26 Tallo 2,87
Azospirillum sp.7 Raiz 2,83
Herbaspirillum sp 16 Raiz 2,81
Burkholederia sp 32 Raiz 2,78
Gluconacetobacter sp 14 Tallo 2,78
Gluconacetobacter sp 79 Tallo 2,76
Gluconacetobacter sp 47 Tallo 2,70
Herbaspirillum sp 17 Raiz 2,56
Herbaspirillum sp 29 Raiz 2,54
Gluconacetobacter sp 21 Tallo 2,53
Burkholederia sp 31 Raiz 2,52
Burkholderia sp. 19 Tallo 2,48
Burkholederia sp 13 Raiz 2,45

Gluconacetobacter sp 60 Tallo 2,45




continuacion......

Bacteria

Procedencia

indice de solubilizacion

Herbaspirillum sp 19
Azospirillum sp. 1
Herbaspirillum sp 24
Herbaspirillum sp 38
Herbaspirillum sp 25
Azospirillum sp.20
Azospirillum sp.12
Gluconacetobacter sp 45
Herbaspirillum sp 27
Burkholederia sp 17
Gluconacetobacter sp 54
Herbaspirillum sp 18
Herbaspirillum sp 22
Bacillus sp 38
Burkholederia sp 8
Herbaspirillum sp 26
Herbaspirillum sp 23
Azospirillum sp. 10
Gluconacetobacter sp 40
Azospirillum sp.39
Gluconacetobacter sp 48
Gluconacetobacter sp 43
Gluconacetobacter sp 75
Herbaspirillum sp 20
Gluconacetobacter sp 39
Azospirillum sp.35
Gluconacetobacter sp 32
Azospirillum sp.32
Burkholederia sp 15
Gluconacetobacter sp 77
Azospirillum sp.67
Burkholederia sp 27
Azospirillum sp.47
Azospirillum sp. 63
Gluconacetobacter sp 73
Azospirillum sp.27
Gluconacetobacter sp 50
Azospirillum sp.5
Herbaspirillum sp 2
Burkholderia sp. 42
Gluconacetobacter sp 38
Bacillus sp 44
Herbaspirillum sp 51

Tallo
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Tallo

2,43
2,41
2,41
2,39
2,38
2,33
2,32
2,32
2,29
2,24
2,24
2,23
2,20
2,20
2,18
2,18
2,13
2,12
2,12
2,11
2,08
2,05
2,02
2,01
2,00
1,99
1,99
1,98
1,98
1,98
1,97
1,96
1,95
1,95
1,95
1,94
1,92
191
1,90
1,90
1,90
1,90
1,89
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continuacion......

Bacteria

Procedencia

indice de solubilizacién

Gluconacetobacter sp 72
Bacillus sp 53
Burkholederia sp 45
Herbaspirillum sp 4
Burkholederia sp 21
Gluconacetobacter sp 15
Azospirillum sp.43
Burkholederia sp 28
Herbaspirillum sp 36
Gluconacetobacter sp 61
Gluconacetobacter sp 55
Burkholederia sp 14
Bacillus sp 12
Azospirillum sp.8
Burkholederia sp 29
Burkholederia sp 43
Azospirillum sp. 57
Gluconacetobacter sp 35
Gluconacetobacter sp 53
Azospirillum sp.25
Azospirillum sp.45
Burkholederia sp 41
Gluconacetobacter sp 19
Azospirillum sp.19
Burkholederia sp 38
Herbaspirillum sp 53
Gluconacetobacter sp 20
Gluconacetobacter sp 51
Bacillus sp 14
Herbaspirillum sp 60
Burkholederia sp 34
Azospirillum sp. 64
Herbaspirillum sp 42
Gluconacetobacter sp 17
Burkholederia sp 9
Burkholederia sp 23
Bacillus sp 62
Azospirillum sp.24
Azospirillum sp.23
Burkholderia sp. 48
Azospirillum sp.53
Azospirillum sp.30

Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz

1,89
1,89
1,88
1,88
1,87
1,87
1,86
1,85
1,85
1,85
1,84
1,83
1,83
1,82
1,82
1,81
1,81
1,81
1,81
1,78
1,78
1,78
1,78
1,77
1,76
1,76
1,76
1,76
1,73
1,73
1,72
1,72
1,71
1,71
1,69
1,68
1,67
1,66
1,65
1,65
1,64
1,63
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continuacion......

Bacteria

Procedencia

indice de solubilizacién

Burkholederia sp 18
Burkholderia sp. 50
Herbaspirillum sp 57
Gluconacetobacter sp 11
Azospirillum sp.34
Azospirillum sp. 65
Azospirillum sp. 68
Azospirillum sp.42
Gluconacetobacter sp 57
Azospirillum sp. 58
Gluconacetobacter sp 24
Azospirillum sp.48
Herbaspirillum sp 8
Azospirillum sp.33
Burkholederia sp 40
Gluconacetobacter sp 66
Bacillus sp 67

Bacillus sp 78
Azospirillum sp.13
Burkholederia sp 24
Herbaspirillum sp 11
Bacillus sp 11
Azospirillum sp.40
Burkholederia sp 19
Burkholederia sp 37
Azospirillum sp. 51
Azospirillum sp.16
Burkholderia sp. 44
Gluconacetobacter sp 64
Azospirillum sp. 55
Burkholederia sp 35
Herbaspirillum sp 50
Gluconacetobacter sp 36
Azospirillum sp.37
Herbaspirillum sp 33
Gluconacetobacter sp 70
Herbaspirillum sp 56
Bacillus sp 24
Herbaspirillum sp 48
Gluconacetobacter sp 27
Azospirillum sp.44
Gluconacetobacter sp 42

Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo

1,62
1,61
1,61
1,60
1,59
1,59
1,59
1,58
1,58
1,57
1,56
1,55
1,55
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,53
1,53
1,52
151
1,48
1,48
1,48
1,48
1,46
1,45
1,45
1,44
1,43
1,43
1,43
1,42
1,42
1,42
1,41
1,41
1,41
1,40
1,38
1,38
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continuacion......

Bacteria

Procedencia

indice de solubilizacién

Herbaspirillum sp 58
Bacillus sp 64
Azospirillum sp.18
Burkholederia sp 11
Gluconacetobacter sp 23
Gluconacetobacter sp 69
Azospirillum sp.49
Burkholderia sp. 47
Bacillus sp 71
Herbaspirillum sp 39
Herbaspirillum sp 27
Gluconacetobacter sp 5
Gluconacetobacter sp 31
Gluconacetobacter sp 58
Burkholederia sp 22
Bacillus sp 17

Bacillus sp 29

Bacillus sp 70

Bacillus sp 34
Azospirillum sp. 60
Bacillus sp 65

Bacillus sp 9
Burkholederia sp 4
Gluconacetobacter sp 33
Azospirillum sp.62
Azospirillum sp.46
Azospirillum sp.50
Bacillus sp 42
Burkholederia sp 26
Bacillus sp 55
Burkholederia sp 39
Bacillus sp 33
Gluconacetobacter sp 10
Bacillus sp 52
Azospirillum sp.11
Herbaspirillum sp 37
Bacillus sp 40
Gluconacetobacter sp 76
Herbaspirillum sp 43
Burkholederia sp 1
Bacillus sp 23

Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz

1,37
1,36
1,34
1,34
1,34
1,34
1,33
1,32
1,32
1,30
1,29
1,28
1,28
1,28
1,25
1,25
1,25
1,25
1,24
1,21
1,21
1,20
1,19
1,18
1,17
1,17
1,14
1,14
1,13
1,13
1,12
1,12
1,12
1,12
1,11
111
111
1,04
1,02
1,01
1,00
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Bacteria

Procedencia

indice de solubilizacién

Herbaspirillum sp 40
Bacillus sp 36
Bacillus sp 47
Burkholederia sp 30
Herbaspirillum sp 1
Gluconacetobacter sp 62
Bacillus sp 48
Bacillus sp 56
Burkholederia sp 36
Bacillus sp 22
Bacillus sp 72
Bacillus sp 37
Bacillus sp 75
Bacillus sp 27
Burkholederia sp 20
Bacillus sp 7
Bacillus sp 10

Raiz
Raiz
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Tallo
Tallo
Tallo
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz

0,99
0,99
0,91
0,90
0,89
0,89
0,87
0,87
0,81
0,81
0,81
0,78
0,74
0,71
0,70
0,69
0,50
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ANEXO 3
Bacterias enddfitas fijadoras de nitrdgeno que produjeron acido indol acético.
Bacteria Procedencia AlA
Azospirillum sp.36 Raiz 70,45
Gluconacetobacter sp 6 Raiz 68,39
Gluconacetobacter sp 22 Tallo 65,06
Azospirillum sp.21 Raiz 63,61
Burkholderia sp. 5 Raiz 59,30
Herbaspirillum sp 21 Raiz 53,81
Azospirillum sp. 26 Tallo 51,30
Azospirillum sp.20 Raiz 48,27
Azospirillum sp. 28 Tallo 46,58
Azospirillum sp. 15 Tallo 45,38
Azospirillum sp. 10 Tallo 45,30
Herbaspirillum sp 15 Tallo 44,70
Azospirillum sp.7 Raiz 44,50
Azospirillum sp.39 Raiz 43,91
Azospirillum sp.12 Raiz 41,72
Azospirillum sp.3 Raiz 40,67
Herbaspirillum sp 17 Raiz 40,14
Herbaspirillum sp 23 Raiz 39,36
Azospirillum sp.2 Raiz 38,90
Herbaspirillum sp 27 Tallo 38,28
Azospirillum sp.47 Raiz 37,80
Azospirillum sp. 1 Raiz 37,43
Herbaspirillum sp 22 Raiz 36,32
Azospirillum sp. 52 Tallo 35,41
Herbaspirillum sp 29 Raiz 35,21
Azospirillum sp.25 Raiz 34,92
Azospirillum sp.22 Raiz 34,61
Azospirillum sp.42 Raiz 34,37
Azospirillum sp. 61 Tallo 33,80
Burkholderia sp. 2 Tallo 33,73
Azospirillum sp.31 Raiz 33,51
Azospirillum sp.67 Raiz 33,40
Azospirillum sp. 59 Tallo 32,8
Azospirillum sp.40 Raiz 32,20
Azospirillum sp.6 Raiz 31,21
Azospirillum sp.35 Raiz 31,04
Gluconacetobacter sp 12 Tallo 30,82
Azospirillum sp. 56 Tallo 30,81
Azospirillum sp.24 Raiz 30,72
Azospirillum sp.32 Raiz 30,61
Azospirillum sp.29 Raiz 30,41

Herbaspirillum sp 25 Raiz 30,41




continuacion

Bacteria Procedencia AlA
Herbaspirillum sp 26 Raiz 29,41
Azospirillum sp. 66 Tallo 29,40
Azospirillum sp.27 Raiz 29,31
Azospirillum sp.38 Raiz 29,31
Herbaspirillum sp 38 Tallo 29,31
Gluconacetobacter sp 26 Tallo 29,01
Gluconacetobacter sp 60 Tallo 28,49
Azospirillum sp. 68 Tallo 28,45
Gluconacetobacter sp 1 Raiz 28,41
Gluconacetobacter sp 13 Tallo 28,35
Azospirillum sp. 65 Tallo 28,32
Azospirillum sp.50 Raiz 28,31
Burkholderia sp. 10 Raiz 28,24
Azospirillum sp.30 Raiz 27,62
Azospirillum sp.37 Raiz 27,61
Azospirillum sp.43 Raiz 27,42
Gluconacetobacter sp 28 Raiz 27,39
Herbaspirillum sp 24 Tallo 27,32
Azospirillum sp.14 Raiz 27,21
Gluconacetobacter sp 21 Tallo 26,72
Gluconacetobacter sp 8 Raiz 26,42
Herbaspirillum sp 18 Raiz 26,41
Azospirillum sp.9 Raiz 26,35
Gluconacetobacter sp 61 Tallo 26,31
Burkholderia sp. 15 Tallo 26,21
Azospirillum sp.16 Raiz 26,01
Herbaspirillum sp 19 Tallo 25,81
Azospirillum sp.34 Raiz 25,60
Gluconacetobacter sp 16 Tallo 25,58
Burkholderia sp. 8 Raiz 25,35
Gluconacetobacter sp 79 Tallo 25,35
Gluconacetobacter sp 18 Raiz 25,32
Burkholderia sp. 33 Tallo 25,31
Azospirillum sp.19 Raiz 25,14
Azospirillum sp.23 Raiz 24,82
Gluconacetobacter sp 14 Tallo 24,53
Azospirillum sp. 64 Tallo 23,81
Burkholderia sp. 31 Raiz 23,80
Azospirillum sp. 58 Raiz 23,21
Azospirillum sp.13 Raiz 22,92
Azospirillum sp. 55 Tallo 22,45
Gluconacetobacter sp 45 Tallo 22,39
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Bacteria Procedencia AlA
Azospirillum sp.17 Raiz 22,31
Azospirillum sp.18 Raiz 22,14
Gluconacetobacter sp 30 Tallo 21,80
Bacillus sp 44 Tallo 21,13
Azospirillum sp.62 Raiz 21,07
Azospirillum sp. 54 Tallo 20,81
Azospirillum sp.33 Raiz 20,41
Gluconacetobacter sp 3 Raiz 20,32
Azospirillum sp.8 Raiz 20,31
Herbaspirillum sp 16 Raiz 20,31
Azospirillum sp. 63 Tallo 19,70
Burkholderia sp. 19 Tallo 19,21
Azospirillum sp.45 Raiz 19,06
Gluconacetobacter sp 69 Tallo 19,05
Gluconacetobacter sp 77 Tallo 19,02
Azospirillum sp.11 Raiz 18,92
Gluconacetobacter sp 50 Tallo 18,92
Azospirillum sp.44 Raiz 18,90
Burkholderia sp. 17 Raiz 18,81
Burkholderia sp. 16 Raiz 18,50
Gluconacetobacter sp 25 Tallo 18,42
Burkholderia sp. 3 Raiz 18,41
Burkholderia sp. 7 Tallo 18,40
Gluconacetobacter sp 56 Tallo 18,38
Azospirillum sp.4 Raiz 18,30
Azospirillum sp.5 Raiz 18,23
Gluconacetobacter sp 39 Tallo 18,15
Gluconacetobacter sp 67 Tallo 17,98
Gluconacetobacter sp 78 Tallo 17,93
Gluconacetobacter sp 64 Tallo 17,89
Herbaspirillum sp 8 Raiz 17,81
Azospirillum sp. 60 Tallo 17,81
Burkholderia sp. 6 Raiz 17,38
Gluconacetobacter sp 49 Tallo 17,32
Azospirillum sp.46 Raiz 17,06
Gluconacetobacter sp 38 Tallo 16,89
Herbaspirillum sp 31 Raiz 16,81
Gluconacetobacter sp 57 Tallo 16,67
Herbaspirillum sp 4 Raiz 16,35
Gluconacetobacter sp 47 Tallo 16,25
Burkholderia sp. 12 Raiz 16,23
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Bacteria Procedencia AlA
Herbaspirillum sp 41 Raiz 16,22
Bacillus sp 38 Tallo 16,21
Burkholderia sp. 13 Raiz 16,18
Gluconacetobacter sp 36 Tallo 16,15
Gluconacetobacter sp 52 Tallo 16,15
Gluconacetobacter sp 17 Tallo 16,14
Gluconacetobacter sp 24 Tallo 16,14
Gluconacetobacter sp 68 Tallo 16,14
Gluconacetobacter sp 19 Tallo 16,13
Azospirillum sp.53 Raiz 15,41
Herbaspirillum sp 42 Raiz 15,35
Herbaspirillum sp 2 Raiz 15,32
Burkholderia sp. 32 Raiz 15,28
Azospirillum sp. 57 Tallo 15,28
Herbaspirillum sp 37 Raiz 15,21
Gluconacetobacter sp 75 Tallo 15,15
Gluconacetobacter sp 20 Tallo 15,13
Gluconacetobacter sp 35 Tallo 15,13
Gluconacetobacter sp 72 Tallo 15,05
Burkholderia sp. 29 Raiz 15,01
Burkholderia sp. 35 Raiz 14,96
Azospirillum sp.48 Raiz 14,95
Burkholderia sp. 28 Raiz 14,90
Gluconacetobacter sp 46 Tallo 14,86
Burkholderia sp. 39 Raiz 14,38
Gluconacetobacter sp 9 Tallo 14,23
Azospirillum sp. 51 Tallo 14,18
Gluconacetobacter sp 23 Tallo 14,17
Burkholderia sp. 9 Raiz 14,15
Burkholderia sp. 45 Raiz 14,09
Burkholderia sp. 14 Raiz 14,01
Burkholderia sp. 37 Raiz 13,93
Burkholderia sp. 22 Raiz 13,91
Herbaspirillum sp 11 Raiz 13,91
Herbaspirillum sp 1 Raiz 13,81
Gluconacetobacter sp 37 Tallo 13,48
Burkholderia sp. 38 Raiz 13,38
Herbaspirillum sp 58 Raiz 13,22
Gluconacetobacter sp 29 Tallo 13,15
Burkholderia sp. 24 Raiz 13,10
Burkholderia sp. 25 Raiz 13,02
Gluconacetobacter sp 73 Tallo 12,96
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Bacteria Procedencia AlA
Burkholderia sp. 40 Raiz 12,95
Burkholderia sp. 4 Raiz 12,93
Burkholderia sp. 26 Raiz 12,92
Burkholderia sp. 21 Raiz 12,84
Gluconacetobacter sp 40 Tallo 12,78
Herbaspirillum sp 54 Raiz 12,61
Gluconacetobacter sp 33 Tallo 12,48
Gluconacetobacter sp 54 Tallo 12,48
Bacillus sp 76 Tallo 12,48
Herbaspirillum sp 43 Raiz 12,40
Gluconacetobacter sp 63 Tallo 12,10
Burkholderia sp. 50 Tallo 12,03
Burkholderia sp. 11 Raiz 11,98
Gluconacetobacter sp 43 Tallo 11,90
Herbaspirillum sp 56 Raiz 11,82
Herbaspirillum sp 48 Tallo 11,81
Bacillus sp 77 Tallo 11,34
Herbaspirillum sp 36 Raiz 11,23
Burkholderia sp. 1 Raiz 11,21
Gluconacetobacter sp 11 Tallo 11,18
Bacillus sp 31 Raiz 11,09
Gluconacetobacter sp 71 Tallo 11,08
Gluconacetobacter sp 66 Tallo 11,07
Bacillus sp 56 Tallo 11,05
Herbaspirillum sp 34 Raiz 11,03
Burkholderia sp. 46 Raiz 11,02
Bacillus sp 26 Raiz 11,02
Herbaspirillum sp 10 Raiz 11,01
Gluconacetobacter sp 32 Tallo 10,98
Burkholderia sp. 18 Raiz 10,92
Herbaspirillum sp 49 Tallo 10,92
Bacillus sp 52 Tallo 10,92
Bacillus sp 66 Tallo 10,92
Herbaspirillum sp 46 Raiz 10,91
Burkholderia sp. 36 Raiz 10,85
Herbaspirillum sp 5 Raiz 10,81
Herbaspirillum sp 40 Raiz 10,81
Gluconacetobacter sp 74 Tallo 10,78
Burkholderia sp. 23 Raiz 10,71
Bacillus sp 16 Raiz 10,56
Herbaspirillum sp 60 Tallo 10,42
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Bacteria Procedencia AlA
Gluconacetobacter sp 10 Tallo 10,34
Bacillus sp 39 Tallo 10,23
Herbaspirillum sp 55 Tallo 10,21
Bacillus sp 20 Raiz 10,17
Bacillus sp 54 Tallo 10,15
Bacillus sp 34 Raiz 10,13
Bacillus sp 68 Tallo 10,12
Burkholderia sp. 43 Raiz 10,11
Bacillus sp 12 Raiz 10,11
Bacillus sp 49 Tallo 10,09
Bacillus sp 4 Raiz 10,07
Gluconacetobacter sp 65 Tallo 10,06
Bacillus sp 7 Raiz 10,05
Bacillus sp 24 Raiz 10,01
Bacillus sp 29 Raiz 10,00
Burkholderia sp. 49 Raiz 9,81
Herbaspirillum sp 12 Raiz 9,81
Burkholderia sp. 41 Raiz 9,52
Herbaspirillum sp 53 Tallo 9,44
Burkholderia sp. 48 Tallo 9,36
Bacillus sp 43 Tallo 9,13
Bacillus sp 55 Tallo 9,09
Bacillus sp 6 Raiz 9,08
Bacillus sp 48 Tallo 9,08
Bacillus sp 37 Tallo 9,07
Herbaspirillum sp 32 Raiz 9,06
Bacillus sp 15 Raiz 9,06
Bacillus sp 19 Raiz 9,06
Bacillus sp 40 Tallo 9,06
Bacillus sp 22 Raiz 9,05
Bacillus sp 46 Tallo 9,04
Herbaspirillum sp 7 Raiz 9,03
Bacillus sp 13 Raiz 9,03
Bacillus sp 50 Tallo 9,01
Gluconacetobacter sp 4 Tallo 8,99
Gluconacetobacter sp 34 Tallo 8,92
Burkholderia sp. 42 Tallo 8,82
Bacillus sp 27 Raiz 8,79
Gluconacetobacter sp 59 Tallo 8,75
Herbaspirillum sp 47 Tallo 8,54
Herbaspirillum sp 30 Raiz 8,45
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Bacteria Procedencia AlA
Gluconacetobacter sp 41 Tallo 8,37
Gluconacetobacter sp 53 Tallo 8,60
Bacillus sp 73 Tallo 8,23
Burkholderia sp. 20 Raiz 8,19
Bacillus sp 45 Tallo 8,09
Bacillus sp 41 Tallo 8,08
Bacillus sp 8 Raiz 8,07
Bacillus sp 64 Tallo 8,06
Bacillus sp 51 Tallo 8,05
Bacillus sp 53 Tallo 8,04
Burkholderia sp. 27 Raiz 7,93
Burkholderia sp. 44 Tallo 7,93
Herbaspirillum sp 13 Raiz 7,92
Bacillus sp 18 Raiz 7,89
Herbaspirillum sp 51 Tallo 7,89
Bacillus sp 9 Raiz 7,86
Burkholderia sp. 34 Raiz 7,81
Bacillus sp 74 Tallo 7,79
Bacillus sp 71 Tallo 7,77
Bacillus sp 69 Tallo 7,64
Herbaspirillum sp 59 Tallo 7,59
Burkholderia sp. 47 Tallo 7,45
Bacillus sp 63 Tallo 7,43
Herbaspirillum sp 14 Raiz 7,35
Bacillus sp 60 Tallo 7,23
Bacillus sp 57 Tallo 7,12
Herbaspirillum sp 57 Tallo 6,99
Bacillus sp 35 Raiz 6,92
Bacillus sp 2 Raiz 6,90
Bacillus sp 61 Tallo 6,90
Bacillus sp 59 Tallo 6,89
Herbaspirillum sp 52 Tallo 6,88
Bacillus sp 70 Tallo 6,78
Gluconacetobacter sp 44 Tallo 6,14
Burkholderia sp. 30 Raiz 6,13
Herbaspirillum sp 45 Raiz 6,08
Bacillus sp 58 Tallo 6,08
Bacillus sp 32 Raiz 5,20
Bacillus sp 1 Raiz 512
Bacillus sp 30 Raiz 4,05
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ANEXO 4

Bacterias enddfitas fijadoras de nitrdgeno que solubilizaron fosfato tricalcico y
produjeron acido indol acético.

Bacteria indices de solubilizacion AlA

Azospirillum sp.36 4,12 70,45
Azospirillum sp.21 3,49 63,10
Azospirillum sp. 15 3,25 49,17
Azospirillum sp. 1 2,41 37,43
Azospirillum sp.2 2,92 38,00
Azospirillum sp.3 3,10 40,67
Azospirillum sp.5 191 18,23
Azospirillum sp.7 2,83 44,50
Azospirillum sp.8 1,82 20,31
Azospirillum sp.53 1,64 15,41
Azospirillum sp.11 1,11 18,92
Azospirillum sp.12 2,32 41,72
Azospirillum sp.13 1,53 22,92
Azospirillum sp. 58 1,57 23,21
Azospirillum sp.16 1,46 26,01
Azospirillum sp.18 1,34 22,14
Azospirillum sp.19 1,77 25,14
Azospirillum sp.20 2,33 48,27
Azospirillum sp.23 1,65 24,82
Azospirillum sp.24 1,66 30,72
Azospirillum sp.25 1,78 34,92
Azospirillum sp.62 1,17 21,07
Azospirillum sp.27 1,94 29,31
Azospirillum sp.67 1,97 33,40
Azospirillum sp.30 1,63 27,62
Azospirillum sp.32 1,98 30,61
Azospirillum sp.33 1,54 20,41
Azospirillum sp.34 1,59 25,60
Azospirillum sp.35 1,99 31,04
Azospirillum sp.37 1,42 27,61
Azospirillum sp.39 2,11 43,91
Azospirillum sp.40 1,48 32,20
Azospirillum sp.42 1,58 34,37
Azospirillum sp.43 1,86 27,42
Azospirillum sp.44 1,38 18,90
Azospirillum sp.45 1,78 19,06
Azospirillum sp.46 1,17 17,06
Azospirillum sp.47 1,95 37,80
Azospirillum sp.48 1,55 14,95
Azospirillum sp.50 1,14 28,31
Azospirillum sp. 51 1,48 14,18
Azospirillum sp. 10 2,12 45,30

Azospirillum sp. 55 1,44 22,45




continuacion......

Bacteria indices de solubilizacion AlA
Azospirillum sp. 57 1,81 15,28
Azospirillum sp. 60 1,21 17,81
Azospirillum sp. 26 2,99 51,3
Azospirillum sp. 63 1,95 19,70
Azospirillum sp. 64 1,72 23,81
Azospirillum sp. 65 1,59 28,32
Azospirillum sp. 28 3,23 46,58
Azospirillum sp. 68 1,59 28,45
Bacillus sp 44 1,90 21,13
Bacillus sp 38 2,20 16,21
Bacillus sp 12 1,83 10,11
Bacillus sp 7 0,69 10,05
Bacillus sp 9 1,20 7,86
Bacillus sp 22 0,81 9,05
Bacillus sp 24 1,41 10,01
Bacillus sp 27 0,71 8,79
Bacillus sp 29 1,25 10,00
Bacillus sp 34 1,24 10,13
Bacillus sp 37 0,78 9,07
Bacillus sp 40 1,11 9,06
Bacillus sp 48 0,87 9,08
Bacillus sp 52 1,12 10,92
Bacillus sp 53 1,89 8,04
Bacillus sp 55 1,13 9,09
Bacillus sp 56 0,87 11,05
Bacillus sp 64 1,36 8,06
Bacillus sp 70 1,25 6,78
Bacillus sp 71 1,32 7,77
Burkholederia sp 5 4,40 59,3
Burkholderia sp. 2 4,28 33,73
Burkholederia sp 10 4,07 28,24
Burkholederia sp 1 1,01 11,21
Burkholederia sp 41 1,78 9,52
Burkholederia sp 3 3,01 18,41
Burkholederia sp 4 1,19 12,93
Burkholederia sp 6 3,24 17,38
Burkholederia sp 43 1,81 10,11
Burkholederia sp 8 2,18 25,35
Burkholederia sp 9 1,69 14,15
Burkholederia sp 11 1,34 11,98
Burkholederia sp 13 2,45 16,18
Burkholederia sp 14 1,83 14,01
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Bacteria indices de solubilizacion AlA
Burkholederia sp 15 1,98 11,02
Burkholederia sp 16 2,93 18,50
Burkholederia sp 17 2,24 18,81
Burkholederia sp 18 1,62 10,92
Burkholederia sp 19 1,48 9,81
Burkholederia sp 20 0,70 8,19
Burkholederia sp 21 1,87 12,84
Burkholederia sp 22 1,25 13,10
Burkholederia sp 23 1,68 10,71
Burkholederia sp 24 1,53 13,10
Burkholederia sp 26 1,13 12,92
Burkholederia sp 27 1,96 7,93
Burkholederia sp 28 1,85 14,9
Burkholederia sp 29 1,82 15,01
Burkholederia sp 30 0,90 6,13
Burkholederia sp 31 2,52 23,80
Burkholederia sp 32 2,78 15,28
Burkholederia sp 45 1,88 14,09
Burkholederia sp 34 1,72 7,81
Burkholederia sp 35 1,43 14,96
Burkholederia sp 36 0,81 10,85
Burkholederia sp 37 1,48 13,93
Burkholederia sp 38 1,76 13,38
Burkholederia sp 39 1,12 14,38
Burkholederia sp 40 1,54 12,95
Burkholderia sp. 42 1,90 8,82
Burkholderia sp. 7 2,91 18,4
Burkholderia sp. 44 1,45 7,93
Burkholderia sp. 33 2,88 25,31
Burkholderia sp. 15 2,99 26,21
Burkholderia sp. 47 1,32 7,45
Burkholderia sp. 48 1,65 9,36
Burkholderia sp. 19 2,48 19,21
Burkholderia sp. 50 1,61 12,03
Herbaspirillum sp 21 3,59 53,81
Herbaspirillum sp 15 3,08 44,70
Herbaspirillum sp 17 2,56 40,14
Herbaspirillum sp 1 0,89 13,81
Herbaspirillum sp 2 1,90 15,32
Herbaspirillum sp 4 1,88 16,35
Herbaspirillum sp 8 1,55 17,81
Herbaspirillum sp 11 1,52 13,91
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Bacteria indices de solubilizacion AlA
Herbaspirillum sp 16 2,81 20,31
Herbaspirillum sp 18 2,23 26,41
Herbaspirillum sp 22 2,20 36,32
Herbaspirillum sp 23 2,13 39,36
Herbaspirillum sp 56 1,41 11,82
Herbaspirillum sp 25 2,38 30,41
Herbaspirillum sp 26 2,18 29,41
Herbaspirillum sp 27 1,29 12,61
Herbaspirillum sp 29 2,54 35,21
Herbaspirillum sp 36 1,85 11,23
Herbaspirillum sp 37 1,11 15,21
Herbaspirillum sp 58 1,37 13,22
Herbaspirillum sp 40 0,99 10,81
Herbaspirillum sp 42 1,71 15,35
Herbaspirillum sp 43 1,02 12,40
Herbaspirillum sp 48 1,41 11,81
Herbaspirillum sp 19 2,43 25,81
Herbaspirillum sp 51 1,89 7,89
Herbaspirillum sp 53 1,76 9,44
Herbaspirillum sp 27 2,29 38,28
Herbaspirillum sp 24 2,41 27,32
Herbaspirillum sp 57 1,61 6,99
Herbaspirillum sp 38 2,39 29,31
Herbaspirillum sp 60 1,73 10,42
Gluconacetobacter sp 6 4,40 68,39
Gluconacetobacter sp 22 3,96 65,06
Gluconacetobacter sp 12 3,50 30,82
Gluconacetobacter sp 1 2,90 28,41
Gluconacetobacter sp 3 2,99 20,32
Gluconacetobacter sp 8 3,27 26,42
Gluconacetobacter sp 10 1,12 10,34
Gluconacetobacter sp 11 1,60 11,18
Gluconacetobacter sp 13 2,91 28,35
Gluconacetobacter sp 14 2,78 24,53
Gluconacetobacter sp 16 3,01 25,58
Gluconacetobacter sp 17 1,71 16,14
Gluconacetobacter sp 18 2,90 14,23
Gluconacetobacter sp 19 1,78 16,13
Gluconacetobacter sp 20 1,76 15,13
Gluconacetobacter sp 21 2,53 26,72
Gluconacetobacter sp 23 1,34 14,17
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Bacteria indices de solubilizacion AlA
Gluconacetobacter sp 24 1,56 16,14
Gluconacetobacter sp 26 2,87 29,01
Gluconacetobacter sp 28 2,88 8,99
Gluconacetobacter sp 30 2,99 21,48
Gluconacetobacter sp 32 1,99 10,98
Gluconacetobacter sp 33 1,18 12,48
Gluconacetobacter sp 35 1,81 15,13
Gluconacetobacter sp 36 1,43 16,15
Gluconacetobacter sp 38 1,90 16,89
Gluconacetobacter sp 39 2,00 18,15
Gluconacetobacter sp 40 2,12 12,78
Gluconacetobacter sp 43 2,05 11,90
Gluconacetobacter sp 45 2,32 22,39
Gluconacetobacter sp 47 2,70 16,25
Gluconacetobacter sp 50 1,92 18,92
Gluconacetobacter sp 53 1,81 8,36
Gluconacetobacter sp 54 2,24 12,48
Gluconacetobacter sp 57 1,58 16,67
Gluconacetobacter sp 60 2,45 28,49
Gluconacetobacter sp 61 1,85 26,31
Gluconacetobacter sp 64 1,45 17,89
Gluconacetobacter sp 66 1.54 11.07
Gluconacetobacter sp 69 1,34 19,05
Gluconacetobacter sp 72 1,89 15,05
Gluconacetobacter sp 73 1,95 12,96
Gluconacetobacter sp 75 2,02 15,15
Gluconacetobacter sp 77 1,98 19,02
Gluconacetobacter sp 79 2,76 25,35
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ANEXO 5

Altura y peso de la biomasa aérea de plantas de Zea mays L. inoculadas con 60 bacterias endoéfitas fijadoras de nitrdgeno, aisladas

de Saccharum officinarum L.

Tratamientos Altura(cm)/dias Biomasa(g) 20 dias
10 20 Fresca Seca

Testigo (TO) 12,15 +0,33 31,56 +1,17 1,46 %0,22 0,11 0,02
Azospirillum sp.1 13,23 0,25 33,67 +1,53 1,75 %0,05 0,14 0,02
Azospirillum sp.2 12,90 0,10 33,00 +1,00 1,58 #0,07 0,12 +0,01
Azospirillum sp.3 13,00 0,20 34,33 +0,58 1,77 z0,06 0,16 +0,01
Azospirillum sp.7 12,53 0,15 32,67 +1,53 1,81 0,04 0,16 +0,01
Azospirillum sp.10 13,13 0,41 34,33 +0,58 1,68 =0,03 0,12 +0,01
Azospirillum sp.12 12,40 +0,36 33,00 +1,00 1,67 %0,08 0,14 +0,02
Azospirillum sp.15 12,60 %0,20 33,33 £1,15 1,84 =0,05 0,15 +0,01
Azospirillum sp.20 13,63 0,15 34,33 +0,58 1,79 %0,07 0,14 +0,02
Azospirillum sp.21 13,07 0,40 32,00 £1,00 1,85 #0,06 0,15 +0,01
Azospirillum sp.26 12,57 %0,06 32,00 +1,73 1,56 %0,05 0,12 +0,02
Azospirillum sp.28 13,13 0,32 32,33 £1,15 1,67 +0,06 0,14 +0,01
Azospirillum sp.36 13,77 0,15 34,67 +0,58 1,90 0,10 0,19 0,02
Azospirillum sp.39 12,53 0,31 33,00 £1,00 1,67 +0,06 0,13 +0,01

* Promedio de tres repeticiones
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Tratamientos

Altura(cm)/dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Burkholderia sp.2 13,00 +1,00 35,00 #1,00 1,61 +0,04 0,14 #0,01
Burkholderia sp.3 12,13 0,32 34,67 +0,58 1,39 0,03 0,14 0,02
Burkholderia sp.5 13,97 0,06 36,33 10,58 1,93 0,15 0,17 +0,02
Burkholderia sp.6 11,20 0,10 35,33 +0,58 1,68 +0,04 0,14 10,01
Burkholderia sp.7 12,07 0,03 34,00 +1,00 1,57 %0,07 0,13 +0,01
Burkholderia sp.8 11,43 +0,15 35,00 +1,00 1,48 0,02 0,15 #0,01
Burkholderia sp.10 11,77 0,25 34,33 +0,58 1,60 0,10 0,14 0,02
Burkholderia sp.13 12,27 +0,64 34,67 +0,58 1,42 +0,03 0,15 #0,01
Burkholderia sp.15 13,00 +1,00 33,67 +0,58 1,66 +0,05 0,13 #0,01
Burkholderia sp.16 12,00 +0,50 33,33 +0,58 1,61 +0,02 0,14 0,02
Burkholderia sp.17 13,07 0,64 35,00 +1,00 1,54 %0,06 0,12 +0,02
Burkholderia sp.19 12,87 0,15 33,67 +1,15 1,72 +0,07 0,16 +0,01
Burkholderia sp.31 13,43 +0,35 33,33 #0,58 1,66 +0,04 0,15 #0,01
Burkholderia sp.32 12,27 +0,21 35,67 +0,58 1,84 +0,05 0,16 %0,01
Burkholderia sp.33 13,47 0,55 33,67 +1,15 1,65 0,13 0,12 +0,02

* Promedio de tres repeticiones
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Tratamientos

Altura(cm)/dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Herbaspirillum sp.15 13,50 +0,50 36,00 £1,00 1,83 0,11 0,17 £0,01
Herbaspirillum sp.16 12,20 +0,30 33,33 +1,15 1,60 %0,10 0,14 0,02
Herbaspirillum sp.17 13,73 0,15 36,00 +1,00 1,40 #0,10 0,16 +0,01
Herbaspirillum sp.18 13,33 0,25 32,67 +0,58 1,45 #0,05 0,14 +0,02
Herbaspirillum sp.19 13,50 +0,30 36,33 10,58 1,85 0,13 0,16 +0,01
Herbaspirillum sp.20 13,73 0,25 32,67 +0,58 1,84 +0,12 0,16 +0,02
Herbaspirillum sp.21 13,87 +0,21 36,67 +0,58 1,90 #0,09 0,18 0,02
Herbaspirillum sp.22 12,70 +0,30 32,33 +0,58 1,43 £0,06 0,17 0,02
Herbaspirillum sp.23 13,40 0,20 34,33 +0,58 1,87 0,11 0,15 0,02
Herbaspirillum sp.24 12,70 +0,30 33,33 +0,58 1,77 £0,07 0,16 +0,02
Herbaspirillum sp.25 13,00 +0,20 34,67 £1,15 1,76 +0,13 0,16 +0,02
Herbaspirillum sp.26 13,50 +0,40 35,00 +1,00 1,65 +0,09 0,14 0,02
Herbaspirillum sp.27 12,37 +0,21 36,00 +1,00 1,87 +0,08 0,16 +0,01
Herbaspirillum sp.29 12,53 +0,45 32,33 +0,58 1,84 *0,14 0,13 +0,01
Herbaspirillum sp.38 12,67 +0,50 33,67 +0,58 1,85 +0,05 0,14 0,02

* Promedio de tres repeticiones
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Tratamientos

Altura(cm)/dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Gluconacetobacter sp.1 11,50 0,30 35,67 10,58 1,68 +0,11 0,13 £0,02
Gluconacetobacter sp.3 10,77 0,21 33,33 +0,58 1,73 +0,09 0,16 #0,02
Gluconacetobacter sp.6 13,77 +0,47 36,33 10,58 1,87 0,03 0,17 £0,01
Gluconacetobacter sp.8 13,37 0,25 33,67 10,58 1,68 +0,03 0,16 +0,01
Gluconacetobacter sp.12 13,00 +1,00 36,00 +1,00 1,71 +0,07 0,11 #0,02
Gluconacetobacter sp.13 11,77 #0,25 32,33 +0,58 1,66 +0,07 0,11 #0,01
Gluconacetobacter sp.14 11,37 +0,42 33,00 £1,00 1,39 +0,03 0,13 £0,01
Gluconacetobacter sp.16 11,87 +1,37 34,67 +0,58 1,74 +0,11 0,15 #0,02
Gluconacetobacter sp.18 10,60 #0,40 34,67 +1,53 1,55 +0,05 0,11 #0,01
Gluconacetobacter sp.21 12,00 +1,00 33,33 10,58 1,49 +0,09 0,13 £0,02
Gluconacetobacter sp.22 13,53 #0,31 36,67 +0,58 1,89 +0,06 0,18 #0,02
Gluconacetobacter sp.26 12,63 0,76 35,33 +1,15 1,50 +0,10 0,14 #0,02
Gluconacetobacter sp.28 10,57 0,40 32,33 10,58 1,79 +0,04 0,16 +0,02
Gluconacetobacter sp.30 11,17 0,29 33,00 £1,00 1,80 0,10 0,16 +0,01
Gluconacetobacter sp.45 11,47 0,55 32,33 +0,58 1,68 +0,09 0,13 #0,01
Gluconacetobacter sp.60 11,70 0,89 33,00 £1,00 1,73 0,07 0,12 £0,01
Gluconacetobacter sp.79 11,17 0,29 33,33 £0,58 1,53 +0,10 0,14 +0,01

* Promedio de tres repeticiones



ANEXO 6

Altura y peso de la biomasa aérea de plantas de Zea mays L.
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Tratamientos

Altura (cm)/dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Testigo (0) 12,70 12,30 11,90 33 33 32 1,80 1,50 1,40 0,14 0,13 0,12
Testigo (0) 1250 2,40 12,20 32 32 31 1,70 1,60 1,50 0,12 0,11 0,09
Testigo (0) 11,90 11,70 11,70 31 30 30 1,30 1,20 1,10 0,10 0,10 0,06
Azospirillum sp.1 13,50 13,20 13.00 35 34 32 1,80 1,76 1,70 0,16 0,14 0,13
Azospirillum sp.2 13.00 12,90 12,80 34 33 32 163 1,60 1,50 0,23 0,12 0,12
Azospirillum sp.3 13,20 13.00 12,80 35 34 34 1,84 1,76 1,72 0,17 0,16 0,16
Azospirillum sp.7 12,70 12,50 12,40 34 33 31 1,86 1,80 1,78 0,17 0,15 0,15
Azospirillum sp.10 13,60 13.00 12,80 35 34 34 1,71 1,67 1,65 0,23 0,12 0,11
Azospirillum sp.12 12,70 12,50 12.00 34 33 32 1,76 163 1,61 0,15 0,14 0,12
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Tratamientos

Altura (cm)/ dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Azospirillum sp.15 12,80 12,60 12,40 34 34 32 1,90 1,82 1,80 0,16 0,15 0,15
Azospirillum sp.20 13,80 13,60 13,50 35 34 34 1,86 1,78 1,73 0,16 0,14 0,13
Azospirillum sp.21 13,50 13.00 12,70 33 32 31 190 1,86 1,78 0,16 0,15 0,14
Azospirillum sp.26 12,60 12,60 12,50 33 33 30 1,60 156 151 0,13 0,12 0,10
Azospirillum sp.28 13,50 13.00 12,90 33 33 31 1,72 1,68 1,60 0,15 0,13 0,14
Azospirillum sp.36 13,90 13,80 13,60 35 35 34 200 19 1,80 0,21 0,18 0,19
Azospirillum sp.39 12,80 12,60 12,20 34 33 32 1,72 168 1,61 0,14 0,13 0,12
Burkholderia sp.2 14,10 13,00 12,00 36 35 34 165 161 1,58 0,15 0,14 0,13
Burkholderia sp.3 12,50 12,00 11,90 35 35 34 1,39 1,42 1,36 0,15 0,14 0,12
Burkholderia sp.5 14,00 14,00 13,90 37 36 36 2,10 1,90 1,80 0,19 0,17 0,16
Burkholderia sp.6 11,30 11,20 11,10 36 35 35 1,72 1,68 1,65 0,15 0,13 0,13
Burkholderia sp.7 13,20 11,80 11,20 35 34 33 1,63 157 1,50 0,14 0,13 0,12
Burkholderia sp.8 11,60 11,40 11,30 36 35 34 1,50 1,48 1,46 0,16 0,15 0,14
Burkholderia sp.10 12,00 11,50 11,80 35 34 34 1,70 1,60 1,50 0,16 0,14 0,13
Burkholderia sp.13 13,00 13,00 11,80 35 35 34 1,45 1,42 1,39 0,16 0,15 0,14
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Tratamientos

Altura (cm)/ dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Burkholderia sp.15 14,00 13,00 12,00 34 34 33 1,70 1,67 1,60 0,14 0,22 0,12
Burkholderia sp.16 12,50 12,00 11,50 34 33 33 163 1,61 1,59 0,16 0,24 0,13
Burkholderia sp.17 13,80 12,80 12,60 36 35 34 1,60 1,53 1,49 0,24 0,22 0,11
Burkholderia sp.19 13,00 12,90 12,70 35 33 33 1,80 1,70 1,66 0,17 0,16 0,15
Burkholderia sp.31 13,80 13,40 13,10 34 33 33 1,70 1,62 1,66 0,6 0,24 0,15
Burkholderia sp.32 12,50 12,20 12,10 36 36 35 1,89 1,84 1,80 0,16 0,16 0,15
Burkholderia sp.33 14,00 13,50 12,90 35 33 33 1,74 1,70 1,50 0,13 0,22 0,10
Herbaspirillum sp.15 14,00 13,50 13.00 37 36 35 190 1,89 1,70 0,17 0,17 0,16
Herbaspirillum sp.16 12,50 12,20 11,90 34 34 32 1,70 1,60 1,50 0,15 0,14 0,12
Herbaspirillum sp.17 13,90 13,70 13,60 37 36 35 1,50 1,40 1,30 0,17 0,16 0,15
Herbaspirillum sp.18 13,60 13,30 13,10 33 33 32 1,50 145 141 0,16 0,14 0,13
Herbaspirillum sp.19 13,80 13,50 13,20 37 36 36 1,00 1,80 1,76 0,17 0,16 0,15
Herbaspirillum sp.20 14,00 13,70 13,50 33 33 32 194 188 1,70 0,18 0,16 0,15
Herbaspirillum sp.21 14,20 13,80 13,70 37 37 36 2,00 1,87 1,83 0,20 0,18 0,17




.................. continuacion

91

Tratamientos

Altura (cm)/ dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Herbaspirillum sp.22 13,00 12,70 12,40 33 32 32 1,50 1,42 1,38 0,28 0,17 0,15
Herbaspirillum sp.23 13,60 13,40 13,20 35 34 34 1,98 1,85 1,77 0,27 0,15 0,14
Herbaspirillum sp.25 13,00 12,70 12,40 34 33 33 1,83 1,77 1,70 0,27 0,16 0,14
Herbaspirillum sp.26 13,20 13,00 12,80 36 34 34 1,90 1,72 1,65 0,18 0,16 0,15
Herbaspirillum sp.27 13,90 13,50 13,10 36 35 34 1,76 1,62 1,58 0,15 0,14 0,12
Herbaspirillum sp.28 12,60 12,30 12,20 37 36 35 1,96 1,84 1,82 0,27 0,16 0,15
Herbaspirillum sp.29 13,00 12,50 12,10 33 32 32 2,00 1,80 1,73 0,24 0,13 0,13
Herbaspirillum sp.38 13,20 12,60 12,20 34 34 33 1,90 1,86 1,80 0,15 0,14 0,12
Gluconacetobacter sp.1 11,80 11,50 11,20 36 36 35 1,79 168 1,57 0,15 0,13 0,12
Gluconacetobacter sp.3 11,00 10,70 10,60 34 33 33 182 1,73 1,65 0,18 0,16 0,15
Gluconacetobacter sp.6 14,30 13,60 13,40 37 36 36 190 1,87 1,84 0,18 0,18 0,16
Gluconacetobacter sp.8 13,60 13,40 13,00 34 34 33 1,70 1,69 1,65 0,17 0,16 0,16
Gluconacetobacter sp.12 14,00 13,00 12,00 37 36 35 1,79 168 1,66 0,23 0,11 0,10
Gluconacetobacter sp.13 12,00 11,80 11,50 33 32 32 1,71 169 1,558 0,12 0,11 0,11
Gluconacetobacter sp.14 11,70 11,50 10,90 34 33 32 142 1,39 1,37 0,24 0,13 0,12
Gluconacetobacter sp.16 12,50 12,80 10,30 35 35 34 182 1,79 1,62 0,127 0,15 0,14
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Tratamientos

Altura (cm)/ dias

Biomasa(g) 20 dias

10 20 Fresca Seca
Gluconacetobacter sp.18 11,00 10,60 10,20 36 35 33 160 154 1,50 0,22 0,11 0,11
Gluconacetobacter sp.21 13,00 12,00 11,00 34 33 33 160 145 1,43 0,14 0,23 0,11
Gluconacetobacter sp.22 13,80 13,60 13,20 37 37 36 194 190 1,82 0,19 0,18 0,16
Gluconacetobacter sp.26 13,30 12,80 11,80 36 36 34 160 150 1,40 0,16 0,24 0,13
Gluconacetobacter sp.28 11,00 10,50 10,20 33 32 32 182 181 1,74 0,17 0,16 0,14
Gluconacetobacter sp.30 11,50 11,00 11,00 34 33 32 190 1,80 1,70 0,27 0,27 0,15
Gluconacetobacter sp.45 12,00 11,50 10,90 33 32 32 1,78 166 1,60 0,14 0,23 0,12
Gluconacetobacter sp.60 12,40 12,00 10,70 34 33 32 1,799 1,74 1,65 0,13 0,12 0,12
Gluconacetobacter sp.81 11,50 11,00 11,00 34 33 33 160 158 141 0,15 0,24 0,14
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Anexo 7/

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y andlisis de varianza de los
valores promedio de la altura de Zea mays L. 10 dias después de la inoculacion

con bacterias enddfitas fijadoras de nitrogeno.

Normalidad

Tratamientos Kolmogorov-Smirnov

Estadistico P-valor
Testigo 0,23347 0,1686
Testigo quimico 0,14255 0,8624
Azospirillum sp.36 0,18025 0,5445
Burkholderia sp.5 0,16676 0,6664
Herbaspirillum sp. 21 0,16838 0,6528
Gluconacetobacter sp.6 0,16659 0,669
Gluconacetobacter sp.22 0,14582 0,8469

Homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl P-valor
Se basa en la media 1,3288 6 0,2598
56
ANOVA

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F P-valor
Tratamientos 74,01 6 12,34 19,91 0,0001
Residuos 34,7 56 0,62
Total 108,71 62

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y andlisis de varianza de los
valores promedio de la altura de Zea mays L. 20 dias después de la inoculacion

con bacterias endofitas fijadoras de nitrogeno.

Normalidad

Tratamientos Kolmogorov-Smirnov

Estadistico P-valor
Testigo 0,1973 0,3975
Testigo quimico 0,2179 0,2555
Azospirillum sp.36 0,199112 0,3828
Burkholderia sp.5 0,16776 0,6584
Herbaspirillum sp. 21 0,17813 0,5638
Gluconacetobacter sp.6 0,23848 0,1475

Gluconacetobacter sp.22 0,27931 0,04145




Homogeneidad de varianzas
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Estadistico de Levene gl P-valor
Se basa en la mediana 1,6794 6 0,1431
56
KrusKal-Wallis
gl chi-cuadrado P-valor
Tratamientos 6 40,385 0,0001

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y analisis de varianza de los

valores promedio de la altura de Zea mays L. 30 dias después de la inoculacion

con bacterias enddfitas fijadoras de nitrogeno.

Normalidad
Tratamientos Kolmogorov-Smirnov
Estadistico P-valor
Testigo 0,1559 0,7626
Testigo quimico 0,31058 0,01246
Azospirillum sp.36 0,19217 0,4688
Burkholderia sp.5 0,22318 0,2199
Herbaspirillum sp. 21 0,3254 0,00665
Gluconacetobacter sp.6 0,2644 0,0694
Gluconacetobacter sp.22 0,1983 0,4512
Homogeneidad de varianzas
Estadistico de Levene gl P-valor
Se basa en la mediana 0,6772 6 0,6685
56
KrusKal-Wallis
Gl chi-cuadrado P-valor
Tratamientos 6 55,212 0,0001
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Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y analisis de varianza de los
valores promedio de la altura de Zea mays L. 40 dias después de la inoculacion

con bacterias endofitas fijadoras de nitrogeno.

Normalidad

Tratamientos Kolmogérov-Smirnov

Estadistico P-valor
Testigo 0,1873 0,4817
Testigo quimico 0,28318 0,2199
Azospirillum sp.36 0,33618 0,04139
Burkholderia sp.5 0,24841 0,1125
Herbaspirillum sp. 21 0,3612 0.004139
Gluconacetobacter sp.6 0,2086 0,3118
Gluconacetobacter sp.22 0,25821 0,08515

Homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl P-valor
Se basa en la mediana 1,6542 6 0,1495
56

KrusKal-Wallis
gl chi-cuadrado P-valor
Tratamientos 6 58,169 0,0001

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y andlisis de varianza de los
valores promedio de peso fresco de Zea mays L. después de la inoculacién con

bacterias enddfitas fijadoras de nitrdgeno.

Normalidad

Tratamientos Kolmogérov-Smirnov

Estadistico P-valor
Testigo 0,17962 0,5502
Testigo quimico 0,16807 0,6555
Azospirillum sp.36 0,12423 0,955
Burkholderia sp.5 0,1524 0,791
Herbaspirillum sp. 21 0,16104 0,7186
Gluconacetobacter sp.6 0,1667 0,6683

Gluconacetobacter sp.22 0,1654 0,6797
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Homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl P-valor
Se basa en la media 1,4022 6 0,23
56
ANOVA

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F P-valor
Tratamientos 54,714 6 9,1190 57,828 0,0001
Residuos 8,831 56 0,1577
Total 62

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianza y analisis de varianza de los
valores promedio de peso seco de Zea mays L. después de la inoculacién con

bacterias enddfitas fijadoras de nitrdgeno.

Normalidad

Tratamientos Kolmogdérov-Smirnov

Estadistico P-valor
Testigo 0,22015 0,2371
Testigo quimico 0,13226 0,9214
Azospirillum sp.36 0,15074 0,6312
Burkholderia sp.5 0,15714 0,7524
Herbaspirillum sp. 21 0,15344 0,7834
Gluconacetobacter sp.6 0,15526 0,7684
Gluconacetobacter sp.22 0,15802 0,5642

Homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl P-valor
Se basa en la media 2,053 6 0,07356
56
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F P-valor
Tratamientos 0,20278 6 0,033796 15,437 0,0001
Residuos 0,1226 56 0,002189

Total 62
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Altura y peso de la biomasa aérea de plantas de Zea mays L.
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Tratamiento

Altura(cm)/dias

10 20 30 40
Testigo (0) 12,30 11,20 11,00 34,0 34,0 33,0 39,00 38,00 37,00 43,00 41,00 41,00
Testigo (0) 11,80 11,60 11,20 33,6 33,4 33,2 37,00 36,00 36,00 39,00 38,00 38,00
Testigo (0) 11,40 11,10 11,00 35,3 35,1 35,0 40,00 39,00 38,00 44,00 42,00 42,00
Testigo quimico (1) 13,00 12,50 11,10 37,0 36,0 36,0 43,00 43,00 41,00 47,00 46,00 45,00
Testigo quimico (1) 12,20 11,60 10,00 35,0 34,0 33,0 39,00 39,00 38,00 44,00 44,00 43,00
Testigo quimico (1) 11,90 11,50 11,30 37,0 36,0 35,0 39,00 39,00 37,00 44,00 43,00 42,00
Azospirillum sp.36 (a) 14,90 14,70 13,80 40,0 40,0 39,0 54,00 53,00 53,00 61,00 61,00 59,00
Azospirillum sp.36 (b) 14,50 14,20 14,10 38,0 38,0 37,0 52,00 51,00 51,00 61,00 60,00 59,00
Azospirillum sp.36 (c) 13,50 12,40 11,80 38,0 37,0 36,0 51,00 50,00 49,00 62,00 61,00 61,00
Burkholderia sp.5 (a) 15,80 15,50 14,50 47,0 46,0 45,0 57,00 57,00 56,00 64,00 64,00 63,00
Burkholderia sp.5 (b) 15,30 15,10 14,20 43,0 42,0 42,0 58,00 56,00 56,00 65,00 64,00 64,00
Burkholderia sp.5 (c) 13,80 13,60 13,50 41,0 40,0 39,0 55,00 54,00 53,00 63,00 63,00 62,00
Herbaspirillum sp. 21 (a) 13,70 12,90 12,60 39,0 38,0 37,0 49,00 48,00 47,00 59,00 57,00 57,00
Herbaspirillum sp. 21 (b) 14,80 14,60 13,50 41,0 41,0 40,0 50,00 49,00 49,00 60,00 59,00 59,00
Herbaspirillum sp.21 (c) 14,70 14,30 13,20 41,0 40,0 39,0 50,00 49,00 49,00 59,00 59,00 58,00
Gluconacetobacter sp.6 (a) 14,20 13,00 12,80 40,0 39,0 39,0 58,00 58,00 57,00 69,00 69,00 68,00
Gluconacetobacter sp.6 (b) 14,00 13,60 12,90 39,0 37,0 37,0 57,00 57,00 55,00 67,00 67,00 65,00
Gluconacetobacter sp.6 (c) 13,40 12,70 12,10 35,0 35,0 34,0 55,00 54,00 54,00 65,00 64,00 64,00
Gluconacetobacter sp.22 (a) 14,70 13,80 13,50 43,0 42,0 41,0 59,00 58,00 58,00 70,00 68,00 68,00
Gluconacetobacter sp.22 (b) 13,90 13,30 13,00 37,0 36,0 35,0 55,00 54,00 54,00 65,00 64,00 64,00
Gluconacetobacter sp.22 (c) 13,70 12,80 12,60 36,0 36,0 35,0 56,00 56,00 55,00 66,00 65,00 65,00




....... continuacion

Tratamiento

Biomasa (g)/40 dias

Fresca Seca
Testigo (0) 3,10 2,90 2,70 0,36 0,35 0,34
Testigo (0) 2,70 2,60 2,60 0,34 0,33 0,32
Testigo (0) 3,20 2,90 2,80 0,40 0,36 0,35
Testigo quimico (1) 3,50 3,40 3,20 0,43 0,42 0,40
Testigo quimico (1) 3,30 3,10 2,90 0,41 0,39 0,38
Testigo quimico (1) 3,10 2,90 2,80 0,39 0,37 0,36
Azospirillum sp.36 (a) 5,16 4,81 4,52 0,54 0,35 0,30
Azospirillum sp.36 (b) 5,10 4,60 4,10 0,53 0,48 0,45
Azospirillum sp.36 (c) 4,90 4,40 3,80 0,52 0,47 0,43
Burkholderia sp.5 (a) 6,53 5,90 5,60 0,56 0,54 0,50
Burkholderia sp.5 (b) 5,90 5,20 4,80 0,54 0,51 0,49
Burkholderia sp.5 (c) 5,70 5,50 4,70 0,48 0,45 0,43
Herbaspirillum sp. 21 (a) 5,60 5,10 4,50 0,52 0,47 0,41
Herbaspirillum sp. 21 (b) 5,80 5,20 5,10 0,56 0,50 0,48
Herbaspirillum sp.21 (c) 5,60 5,30 4,80 0,51 0,48 0,43
Gluconacetobacter sp.6 (a) 4,70 4,10 3,90 0,49 0,43 0,41
Gluconacetobacter sp.6 (b) 4,60 4,00 3,50 0,46 0,40 0,35
Gluconacetobacter sp.6 (c) 4,30 4,10 3,70 0,43 0,41 0,37
Gluconacetobacter sp.22 (a) 5,00 4,68 4,00 0,41 0,37 0,33
Gluconacetobacter sp.22 (b) 4,90 4,60 4,10 0,38 0,36 0,29
Gluconacetobacter sp.22 (c) 4,80 4,40 3,90 0,37 0,33 0,28
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ANEXO 9
LABORATORIO DE ENSAYOS
X TECNICOS
o 80w “MICROSERVILAB”
MICR - serviLAR LAMBAYEQUE — PERU
INFORME DE ENSAYO N? 671

DATOS DEL SOLICITANTE:
* Bach. Miriam Liliana Flores Diaz
* Bach. Ana Lucia Tocto Tomapasca

TITULO DE PROYECTO:
Bacterias fijadoras de nitrogeno en Saccharum officinarum L. “caia de azucar” y su poten-
cial como promotoras de crecimiento de Zea mays L. “maiz”

DATOS DE LA MUESTRA:

Nombre : Burkholderia sp.
Codigo : Burkholderia sp.5
Forma de presentacion : Bolsa hermética
Estado del envase : Bueno
Naturaleza del envase : Plastico
Procedencia : Chiclayo-Lambayeque
Fecha de cosecha :02-12-2022
Llegada al laboratorio : 27-01-2023
Fecha de analisis . 27-01-2023

TIPO DE ANALISIS

PROXIMAL

DOCUMENTO NORMATIVO

Reglamento sobre vigilancia y control Sanitario de Alimentos y Bebidas (DS.007- 98-SA)
RESULTADO DEL ANALISIS

Determinacion de criterios proximales :
* Nitrogeno (%) : 063 % Method AOAC 960.52 Kjeldahl
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ANEXO 10

LABORATORIO DE ENSAYOS

- . TECNICOS
T “MICROSERVILAB”
Mick - senv Al LAMBAYEQUE - PERU
INFORME DE ENSAYO N2 672

I.  DATOS DEL SOLICITANTE:
*  Bach. Miriam Liliana Flores Diaz
* Bach. Ana Lucia Tocto Tomapasca

Il.  TITULO DE PROYECTO:
Bacterias fijadoras de nitrogeno en Saccharum officinarum L. “caha de azucar” y su poten-
cial como promotoras de crecimiento de Zea mays L. “maiz”

ll.  DATOS DE LA MUESTRA:

Nombre : Tratamiento absoluto
Codigo : Tratamiento absoluto
Forma de presentacion : Bolsa hermética
Estado del envase : Bueno

Naturaleza del envase : Plastico

Procedencia : Chiclayo-Lambayeque
Fecha de cosecha :11-01-2023

Llegada al laboratorio : 27-01-2023

Fecha de analisis . 27-01-2023

IV.  TIPO DE ANALISIS
PROXIMAL

V. DOCUMENTO NORMATIVO
Reglamento sobre vigilancia y contro! Sanitario de Alimentos y Bebidas (DS.007- 98-5A)

VI.  RESULTADO DEL ANALISIS

1. Determinacion de criterios proximales :
* Nitrogeno (%) : 070 % Method AOAC 960.52 Kjeldahl




