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|.INTRODUCCION

Lambayeque, es una region esencialmente agricola, habiéndose registrado en
la dltima campafa agricola (iniciada en agosto de 2010) 26 934 ha de suelos
agricolas (Ministerio de Agricultura OEEE, 2010) utilizados para el cultivos de Zea
mays L. “maiz”; sin embargo, los rendimientos se ven afectados negativamente por
plagas, enfermedades y factores nutricionales como deficiencia de nitrégeno,
fésforo y potasio.

El fésforo después del nitrégeno, es el nutriente inorganico mas requerido
para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Es denominado «la llave de la
vida», porque esta directamente implicado en la mayoria de los procesos vitales de
las plantas y es un constituyente esencial de numerosas coenzimas; interviene en
la sintesis de carotenoides y lipidos, y esta presente en todas las células,
con tendencia a concentrarse en las semillas y zonas de crecimiento; no obstante,
la mayor parte del fésforo presente en los suelos no es aprovechable por las
plantas, debido a su baja solubilidad.

En el maiz, la deficiencia de fosforo se asocia con lentitud en el desarrollo y
madurez de la planta, hojas y tallos de color morado rojizo, retardo en la emision de

pistilos y producciéon de mazorcas defectuosas con la punta inclinada hacia un lado
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por falta de llenado de los granos del extremo final. La forma mas conocida y
empleada para suplir las necesidades de fésforo en los cultivos de maiz es la
fertilizacion quimica (superfosfato simple, superfosfato triple, fosfato diamonico y
fosfato dicalcico), la cual representa una manera rapida de reponer el
fésforo perdido; sin embargo, bajo un manejo inadecuado constituye un riesgo
ecolégico por contaminacion del suelo y del agua, ya que rapidamente es fijado
en el suelo en formas insolubles y asimilado lentamente por las plantas. La
asimilacion del fosforo por las plantas es 6ptima en valores de pH comprendidos
entre 6,5 a 7,5. En suelos con pH inferior a 6,5 y con pH comprendidos entre 7,5 a
8,5 el fésforo soluble reacciona con los iones hierro, aluminio y calcio, formando
oxidos e hidroxidos de hierro, aluminio y carbonatos de calcio respectivamente los
qgue inmovilizan el fésforo constituyendo en todos los casos fosforo insoluble
gue no esta disponible para los vegetales (Hernandez & Chailloux, 2001).

Segun Gutiérrez (1995) los depdsitos de fosfatos de Baydvar estan ubicados
en el Desierto de Sechura, provincia de Sechura, regién Piura, comprendidos entre
los paralelos 05° 28 y 06° 30’ de latitud sur y los meridianos 80° 30’ y 81° 10’ de
longitud oeste, a una altura que oscila entre 30 y -30 msnm. El clima es tipicamente
desértico y arido. La roca beneficiada de Bayévar es relativamente suave, blanda,
de grano fino, altamente soluble al acido (pH menor a 6) y evidentemente superior
a otras rocas para usos de aplicacién directa como fertilizantes, en condiciones
aparentes del suelo. La roca fosférica de Baydvar estd compuesta quimicamente
por P,0s (30,0 %), K20 (0,2 %), CaO (47,0 %), SI,0 (2,6 %), SO3 (4,4 %),
Al,O3 (0,2 %), Fe,03 (0,6 %), F (2,8 %), CO, (4,0 %), MgO (0,6 %), Na,O (1,5
%), Cl (0,1 %) y H,O (6,0 %).

Debido a la insolubilidad de la roca fosférica su reaccién con el suelo es
minima. Su efectividad es prioritariamente en suelos &acidos limitando su aplicacion
en los suelos de la costa, que en su mayoria presentan un pH ligera a

medianamente alcalino. Es por ello, que la mayor parte de la roca fosforica de
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BayoOvar extraida es exportada a diferentes paises del mundo, sin poder ser
aprovechada por los agricultores de la costa peruana.

Se ha determinado que en las raices de las plantas y suelos rizosférico de
cultivos existen microorganismos, entre ellos bacterias, que pueden solubilizar
fosfatos insolubles como la roca fosférica de Bayovar, gracias a la excrecion de
acidos organicos, originando formas solubles que son absorbidas por las plantas;
sin embargo, en la actualidad se desconocen las caracteristicas de las bacterias
solubilizadoras de roca fosférica de BayOvar que se encuentran en las raices y
suelo rizosférico de los cultivos de maiz del distrito de Reque, por lo que se hace
necesario su aislamiento, seleccion e identificacion , determinando su eficiencia en
el laboratorio y en invernadero para que en trabajos posteriores se investigue su
efecto sobre el desarrollo de los cultivos y su rendimiento en campo.

La produccién del cultivo de maiz sera ampliamente favorecida con la
aplicacion de un biofertilizante constituido por bacterias solubilizadoras de roca
fosférica de Baydvar que incrementen la solubilidad de este mineral permitiendo
una mayor disponibilidad de fésforo para el cultivo, disminuyendo la cantidad de
fertilizante mineral aplicado y su impacto negativo en el ambiente, asi como
mejorando la productividad del cultivo. Por lo expuesto, en la presente
investigacion se planted el siguiente problema ¢Cual es el efecto de bacterias
nativas solubilizadoras de roca fosforica de Baydvar en el desarrollo de
Zea mays L. “maiz” en invernadero?. Para solucionar el problema se plantearon
como objetivos aislar bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar en
raices y suelo rizosférico de Zea mays L. “maiz” obtenidas de campos agricolas del
distrito de Reque, provincia de Chiclayo, region Lambayeque, determinar la
eficiencia de solubilizacion de roca fosférica de Bayovar “in vitro” por bacterias
nativas y su identificacion asi como determinar el efecto de la inoculacién en la
rizosfera de cuatro bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar

sobre el desarrollo de Zea mays L. “maiz” en condiciones de invernadero.

95



ll. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Elfésforo como nutriente esencial

El fosforo es un elemento esencial para las plantas. Integra la estructura de
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los acidos nucleicos y fosfolipidos. Esta presente en las moléculas de transferencia
de energia (ATP, ADP, AMP y pirofosfato) en procesos de sintesis y degradacion vy,
es parte esencial de glucofosfatos que participan en la fotosintesis y respiracion
(Barcel6 et al.,, 2003). Se le reconoce un papel fundamental como factor de
crecimiento, estimulando la germinacion de semillas, brotacion de yemas,
favoreciendo la actividad de los apices vegetativos y el crecimiento de las raices;
como factor de precocidad, acortando la fase vegetativa y estimulando la entrada
de la planta en la fase reproductiva al adelantar la floracion y favorecer la
fecundacion, cuajado y madurez de los frutos; como factor vigorizante, aumentando
la resistencia al frio y a las enfermedades; y como factor de calidad, mejorando los
caracteres organolépticos de frutos, flores y hortalizas (Hernandez & Chailloux,
2001).

Los organismos vivos asimilan el fosforo inorganico como ion fosfato y en las
células, es incorporado a los compuestos organicos por esterificacion. Cuando una
planta o un animal mueren, el fésforo es liberado durante la descomposicion y se
regenera el fosforo inorganico. El ciclo del fésforo implica transformaciones entre
los depdsitos organicos e inorganicos, asi como entre las formas insolubles y
solubles a través de los procesos microbianos de solubilizacién, inmovilizacion 'y
mineralizacion del fésforo (Coyne, 2000).

En el suelo no existe fosforn lihre sinn innes fosfato, los cuales, a su vez

pueden estar como formas aniénic le combinaciones. Las formas
anionicas pueden encontrase libres 2lo o fijas a diversas particulas
capaces de retenerlas y en ambos casous, se cornocen como fosfato soluble,

que puede ser asimilado por los vegetales (Espinoza, 1998). Segun Tisdale et al.
(1993) el fosforo es absorbido por las plantas mayoritariamente como iones
ortofosfato (H.P0," y HP0,?), los cuales estan presentes en la solucién del suelo.
La cantidad de cada una de las formas presentes depende del pH de la solucion
del suelo, asi a un pH de 7,2 se encuentran aproximadamente cantidades

equivalentes de ambas especies idnicas, pero a medida que el pH disminuye el i6n
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H.P0O, es la forma predominante en la solucion del suelo, mientras que el ion
HP0,> es que predomina a un mayor pH. La planta toma el HP0,> mas
lentamente que el H,PO,.

Las combinaciones de fésforo pueden ser organicas e inorganicas y ambas
constituyen el fosforo no soluble, es decir aguel que no puede ser utilizado
o asimilado como nutriente (Vasquez et al., 2000). Las combinaciones inorganicas
o fosfatos precipitados son denominados también fosfato mineral que no
puede ser utilizado por las plantas especialmente en suelos con pH extremos y en
presencia de cationes libres (Espinoza, 1998). ElI pH puede inducir la
fijaciobn o precipitacion del fosforo. Su asimilacion es Optima solo en valores
de pH comprendidos entre 6,5 a 7,5. En suelos con pH elevados (mayores a 7,5
pero menores a 8,5) los fosfatos se asocian principalmente con el calcio
(carbonato de calcio) y en suelos con pH &cido (inferior a 6,5), los fosfatos
precipitan como fosfatos de hierro y aluminio (6xidos e hidroxidos de hierro y
aluminio). Los fosfatos precipitados necesitan ser solubilizados para liberar fosforo
inorganico soluble que pueda ser utilizado por los vegetales (Tiessen et al., 1994).

Los suelos agricolas contienen reservas de fosforo total; sin embargo,
la producciéon se ve limitada por la escasa disponibilidad de fésforo asimilable
debido a que solo un porcentaje muy bajo (entre 0,1 y 0,3 ppm) se
encuentra realmente en solucién, plenamente disponible para las plantas
(Rodriguez, 2002). La deficiencia de fésforo en los cultivos se manifiesta con
escaso vigor, retraso y falta de crecimiento, floracién tardia y deficiente, fallas en la
fecundacion y cuajado de los frutos, retraso en la maduracion y escasa calidad
de frutos (Gonzales, 2001).

2.2 Rocafosférica de Bayovar

La roca fosfoérica es reconocida como una valiosa fuente alternativa de
fertilizante fosforado, especialmente en suelos acidos. Su valor economico se ha
incrementado considerablemente conforme a los costos de produccion de

otros fertilizantes como el superfosfato. Casi sin excepcion las rocas fosforicas son
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minerales fosforitas nativas que contienen poco o nada de fosforo soluble en agua
y cantidades variables de fosforo soluble en citrato, que es un solvente utilizado por
la industria para medir solubilidad en las rocas (Campillo, 1990).

Las rocas fosforicas son minerales ricos en fésforo que generalmente
presentan un alto contenido de calcio. Quimicamente corresponden a
fosfatos tricélcicos o apatitas, cuya principal caracteristica es su escasa solubilidad
en agua (Sierra, 1990). Las rocas fosfatadas difieren altamente en su
composicién quimica y el contenido de apatita (material fosfatado principal) puede
ser muy variable (Bolan et al., 1994). Son solubles en acidos débiles o fuertes
(Sierra, 1990). Después de varios procesos y pasos de purificacion, la roca
fosforica contiene entre 11,5y 17,5 % de fosforo (27 a 41 % P,0s, usualmente 30
%). El fésforo contenido es insoluble en agua, aunque las proporciones solubles en
citrato son variables y oscilan entre 5 a 17 % del total del fosforo contenido
(Tisdale et al., 1993).

La propiedad de las rocas fosforicas de ser insolubles en agua produce que
la reaccion con el suelo sea minima, se libera inicialmente una cantidad menor de
fésforo y no se desprende a la vez una solucién acida. Por tal motivo, se reduce la
formacién de precipitados, lo cual es una ventaja. Este comportamiento es distinto
de lo que ocurre con los fertilizantes que son solubles, que al inducir una reaccion
de adsorcion del fosfato casi instantdneamente en los componentes del suelo,
restringen el aprovechamiento del fosforo por las plantas (Sepulveda et al., 1997).

La minima liberacién, pero sostenida de fésforo que aportan las rocas

fosféricas durante las distintas etapas de crecimiento de las plantas,
especialmente cuando existen raices desarrolladas, facilita la competencia de
ellas por el fésforo; sin embargo, ésta cantidad inicial no satisface a veces la
demanda en la primera etapa de vida de las plantas, razon por la cual la roca
fosforica ha sido recomendada para cultivos de ciclos largos. Esto permite
postular que el mejor fertilizante es aquel que puede entregar equilibradamente su

fésforo en funcion de la demanda en el ciclo de crecimiento de los cultivos y del
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rendimiento esperado. En términos generales las rocas fosféricas, ademas de
tener fosforo y calcio, presentan elementos como magnesio y potasio que estan
en bajas concentraciones, asi como también azufre cuyo contenido es aun menor.
Respecto al cloro, esta presente en minimas concentraciones en muchas de las
rocas fosforicas por lo que no es considerado nocivo (Campillo, 1990).

La reactividad de las rocas fosféricas est4 determinada por su composicion
quimica y puede ser evaluada experimentalmente por su solubilidad en
extractantes acidos diluidos. Dichos acidos son citrato de amonio a pH 7,
acido citrico al 2 %, y acido formico. La determinacién con citrato de amonioa pH
7 es un indicador de solubilidad a mediano plazo. La solubilidad en acido citrico al
2 % es un indicador del comportamiento de la roca fosférica en un medio mas
acido. Para el caso del acido formico éste presenta una mayor actividad
(Sierra, 1990).

La cantidad de fésforo solubilizado en una determinada solucién, no tiene el
mismo significado para una roca fosforica que para un fertilizante manufacturado.
La solubilidad del fosforo o la reactividad de una roca fosfatada solamente es un
indice relacionado con la velocidad a la cual la roca se disuelve y se hace
disponible para las plantas (Pinilla, 1994). En general se puede decir que la
disoluciéon de la roca se favorece en condiciones de acidez (pH menor a 6)
y bajos contenidos de calcio y fésforo en la solucion del suelo. Es asi, que las
rocas fosforicas aportan calcio a través de su componente carbonato de calcio en
suelos de estas caracteristicas y a la vez neutralizan la accién toxica del aluminio
en algunos suelos (Campillo, 1990; Sierra, 1990; Rojas et al., 1993).

Segun Cheney et al. (1979) el fosfato de Bayovar presenta como mineral
principal a la hidroxiapatita y en menores proporciones fluorapatitas y apatitas
carbonatadas. Ademas, se encuentra mezclado con impurezas de diatomitas,
vidrio volcanico, sales solubles de sodio y potasio, cuarzo, feldespato y micas. La
férmula empirica con aproximacion de este fosfato fluorhidroxicarbonato apatita es:
Ca 9,64 Na 0,23 Mg 0,02 (PO 4)3,12 (C0O3)0,88 F 1,79(HO) 0,50
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La efectividad agrondmica de la roca fosférica esta relacionada con su
solubilidad y ésta a su vez es dependiente del pH del medio, actividad del ion
calcio en la solucién suelo, contenido de materia organica, grado de sustitucion de
carbonato en la roca fosforica y tamafio de particula o finura. La reaccion o pH,
actividad del calcio y materia organica, corresponden a caracteristicas del suelo y
el grado de sustitucion de carbonato y finura corresponden a caracteristicas de la
roca fosforica. Comparada con rocas fosféricas de otros lugares, la de Baydvar
resulta ser la de mas alta reactividad (Khasawneh & Doll, 1978).

Durante los ultimos 20 afios se han realizado esfuerzos para propiciar el uso
de roca fosfatada en sustitucion y/o complementaciébn con fuentes solubles
(superfosfato simple, superfosfato triple, fosfato diamdnico). Numerosos ensayos
han demostrado esta posibilidad; sin embargo, por diversas razones sigue
prevaleciendo el uso de fuentes solubles que llegan a constituir mas del 90 % del
consumo total de P,0s, de aproximadamente 30,000 t/afio (L6pez, 1986).

El fosfato de Baydvar cumple mejor rol en suelos acidos y en cultivos
perennes que en anuales, por su efecto como fertilizante residual y como enmienda
calcica y por su composicién. Rojas (1975) y Vivanco et al. (1998) estudiaron el
comportamiento del fosfato de Bayovar y del superfosfato triple de calcio en un
cultivo secuencial maiz-frijol en suelos acidos en la selva. La aplicacion
fue a razén de 0,200 y 400 Kg de P,0s ha™ de cada uno y la mezcla de ambos.
Los rendimientos de las parcelas que recibieron las tres dosis de fosfatos
mencionadas no fueron diferentes estadisticamente entre ellos, pero si se
diferenciaron del testigo (sin P,0s). Con aplicaciones de fosfato de Bayévar al
suelo, después de 195 dias, el pH inicial de 4,0 subi6 a 4,9, el aluminio inicial de
2,66 mEQ/100g bajo a 0,612 mEQg/100g vy, finalmente, el fosforo disponible inicial de
6,1 ppm subid a 10,06 ppm.

La aplicacion de roca fosférica es una alternativa para la fertilizacion de
mantencion, especialmente en suelos acidos (pH menor a 6). Esto ha sido

demostrado en estudios en Nueva Zelanda, cuyas caracteristicas climaticas, de
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suelo y especies pratenses son similares a los lugares donde experimentalmente
se han adicionado al suelo roca fosfoérica de Bayovar y Carolina del Norte,
comparando su efecto con fertilizantes monocélcicos, observandose que los
mayores efectos positivos se han logrado en praderas permanentes versus cultivos
de cereales y praderas anuales (Campillo, 1990).

Tomasini (1983) determind una mayor eficiencia de la roca fosforica de
Bayodvar frente a la roca fosférica de Florida aplicadas en 18 suelos con niveles
medios de fosforo de la zona central del Peru en el cultivo de papa; sin embargo,
ambas rocas tuvieron una menor eficiencia relativa que el superfosfato simple.
Asimismo Bandy & Leodn (1983) determinaron la eficiencia agronémica de estas
dos rocas con respecto al superfosfato simple a tres niveles de aplicacion
(44, 88 y 176 kg P ha™) y tres tratamientos de acidulacion parcial en el cultivo de
Oryza sativa L. “arroz” en Yurimaguas, Perd. No se encontr0 respuesta a la
acidulacion y debido a la alta reactividad de la roca en suelos &cidos, el fésforo
disponible fue similar en los tratamientos con roca fosférica de Bayodvar y el
superfosfato simple a todos los niveles con excepcion del 176 kg P ha™. El
efecto residual se mantuvo hasta el tercer cultivo y el mayor nivel disminuyo
considerablemente la saturacion de aluminio. Los dos tratamientos con roca
fosférica fueron siempre superiores al control pero no superaron al nivel de 22
kg P ha™ de superfosfato simple aplicados en cada cultivo.

Noel (1976) comparé en el cultivo de Sorghum bicolor L. “sorgo”, en
condiciones de invernadero, la roca fosforica de Baydvar con la roca fosforica de
Florida en un suelo fuertemente acido (pH 4,8) con diferentes niveles de capacidad
maxima de absorcién y tres tamafios de particulas 60, 150, 270 mallas. Se
determind una mayor concentracion de fésforo en la parte aérea y mayor
rendimiento en materia seca en tres cortes consecutivos en los tratamientos con
aplicacion de roca fosforica de Baydvar, asi como una mayor concentracion de

nitrdgeno en las hojas cuanto menor fue el tamafio de la particula de la roca.
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2.3 Solubilizacién microbiana del fésforo

Se ha determinado que en raices y suelo rizosférico existen bacterias y
hongos que gracias a la excrecion de é&cidos organicos como acido férmico,
acético, propiodnico, lactico, glicolico, fumarico y succinico pueden solubilizar el
fésforo, es decir liberar el fosforo que se encuentra fijado en el suelo (en
combinaciones minerales) originando formas quimicas solubles (ortofosfatos) que
pueden ser absorbidos por las plantas. A estos microorganismos se les ha
denominado solubilizadores de fésforo (MSF) y al proceso solubilizacion
microbiana del fésforo (Vasquez et al., 2000).

El papel de los acidos organicos en la solubilizacion del fosforo insoluble, se
puede dar como resultado de la disminucién del pH, la quelacion de cationesy la
competencia con el fésforo por sitios de absorcién en el suelo. También se ha
reportado que los &cidos organicos pueden formar complejos solubles con
iones metalicos asociados con fésforo insoluble (calcio, aluminio, fierro) y asi,
el fosforo es liberado (Nahas, 1996). El andlisis cromatografico de gases de
medios de cultivo una vez libres de células bacterianas solubilizadoras de fésforo,
demostré la presencia de once acidos organicos volatiles y no volatiles. Los acidos
mas comunmente producidos fueron acido lactico, succinico, isovalérico,
isobutirico y acético, observandose asimismo que la mayoria de las especies
bacterianas producen mas de un acido organico (Vasquez et al., 2000).

A pesar de que se han descrito varios mecanismos en la solubilizacién del
fésforo, el principal es la produccién de acidos organicos (Ferrera, 1995); sin
embargo, también se ha postulado que la excrecion de protones acompafiada a la
asimilacion del ibn amonio es la explicacion mas probable para la solubilizacién
microbiana del fosforo en ausencia de la produccion de acidos (Nahas, 1996).

Las bacterias solubilizadoras del fosforo incluyen géneros como
Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus, Vibrio, Xanthobacter, Enterobacter,
Kluyvera, Micrococcus, Achoromobacter, Aerobacter, Flavobacterium, Burkolderia
(Vasquez et al., 2000; Diaz et al., 2001). En laboratorio, pueden ser detectadas
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utilizando medios de cultivo liquidos o sdlidos que contengan fosfato insoluble en
solucién. En medios liquidos, la positividad esta dada por el aclaracién del medio
(Vasquez et al., 2000) y en medios sélidos, por la formaciéon de una zona clara
alrededor de la colonia (Vasquez et al., 2000; Moratto et al., 2005). Utilizando
ambos medios se detectaron y aislaron bacterias solubilizadoras de fosforo en
raices de manglares (Avicemia germinas L. y Laguncularia racemosa L.), siendo
identificadas como Pseudomonas stutzeri, Enterobacter aerogenes, E. taylorae,
E. asburiae, Paenibacillus macerans, Chryseomonas luteola, Xanthobacter agilis,
Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. atrophaeus, Vibrio proteolyticus y
Kluyvera cryocrescens (Vasquez et al., 2000).

Se ha aislado y seleccionado bacterias solubilizadoras de fésforo tomando
muestras de raices y suelo rizosférico de plantulas de llex paraguarienses
“verba mate” y sembrandolas en medio sélido con 5 g L™ de fosfato tricalcico,
donde la capacidad solubilizadora fue comprobada a través de la formacién de un
halo translucido (Collavino & Aguilar, 2005). De igual manera, a partir de suelos
con cultivos comerciales de Glicyne max “soya” se obtuvieron 14 aislamientos de
bacterias solubilizadoras, cuyas colonias presentaron halos que oscilaron entre
4 a 15 mm (Fernandez et al., 2005) y a partir de suelos con cultivos de
Zea mays L. “maiz” se obtuvieron 19 colonias bacterianas con halos que oscilaron
entre 1 a 6 mm, identificandose a los géneros Bacillus, Micrococcus y
Pseudomonas (Davila & LLoclla, 2004) asi como halos que oscilaron entre 1
a 11 mm para los géneros Bacillus, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus,
Serratia, Xanthomonas, Burkholderia y Pseudomonas (Carrefio, 2009).

Las bacterias solubilizadoras de fésforo pueden mejorar la fertilidad del
suelo e incrementar la nutricion de la plantas por lo que sus poblaciones deben ser
establecidas e incrementadas, partiendo de su inoculacién en plantas, semillas o
suelo (Treto, 2005). En la literatura cientifica no existen trabajos realizados sobre
bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayévar, pero si de hongos. En

Lambayeque Aparicio & Arias (2009) aislaron 17 géneros de hongos
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solubilizadores de roca fosférica de Bayodvar, en raices y suelo rizosférico de
Lycopersicon esculentum Mill “tomate”, siendo identificados como Aspergillus,
Fusarium, Mucor, Rhizoctonia, Cuninghamella, Paecilomyces, Rhizopus,
Trichoderma, Alternaria, Blastomyces, Chrysosporium, Curvularia,
Helminthosporium, Monilia, Penicilium, Trichotecium y un micelio no esporulante.
Los valores mayores en eficiencia de solubilizacion de roca fosforica de Bayévar in
vitro correspondieron a Cuninghamella sp. UNPRG LJ024 (13,25 %),
Mucor sp. UNPRG LJO30 (10,26 %) y Aspergillus sp. UNPRG LJ156 (9,06 %).

2.4  Cultivo de maiz

El maiz es una especie perteneciente a la familia de las gramineas
(Poéaceas), siendo el cereal con mayor volumen de produccion en el mundo,
superando al trigo y arroz. El centro geografico de origen y dispersion del maiz, se
ubica en el Municipio de Coxcatlan en el valle de Tehucén, Estado de Puebla, en la
denominada Mesa Central de México a 2,500 m sobre el nivel del mar. El maiz es
una planta monoica; sus inflorescencias masculinas y femeninas se encuentran en
la misma planta. Si bien la planta es anual, su rapido crecimiento le permite
alcanzar hasta los 2,5 m de altura, con un tallo erguido, rigido y sélido. Algunas
variedades silvestres alcanzan los 7 m de altura.Tiene 10 cromosomas (n = 10),
algunos de los cuales estan repetidos, en dominios heterocromaticos que producen

razas de granos oscuros.

La clasificaciobn taxondmica del maiz, mencionada por Doebley & Stec
(1993) es:

Dominio Eukarya
Reino : Plantae
Division Magnoliophyta
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Clase : Liliopsida

Subclase : Commelinidae
Orden ; Poales

Familia : Poaceae
Subfamilia : Panicoideae
Tribu : Andropogoneae
Género : Zea

Especie Z. mays L.

El maiz constituye uno de los cereales mas importantes en la alimentacion
a nivel mundial, debido a su valor histérico, econémico y gran capacidad de
adaptabilidad a diferentes climas y suelos. En la costa peruana principalmente se
cultiva maiz amarillo duro y semiduro, destinados a la elaboracion de alimentos
balanceados para animales y obtencion de derivados. En la sierra, se cultivan
maices blandos amilaceos, destinados mayormente a la alimentacion humana
(Blanco, 2007).

El maiz amarillo duro Marginal 28-T mejorado, es una variedad de libre
polinizacién, creada en el programa de maiz del Instituto Nacional de Investigacion
Agraria-Lima (INIA), en el afio de 1983 para las zonas tropicales y subtropicales.
Se ha formado en base a los maices cristalinos y dentados del Caribe y otras
regiones bajas del mundo. Se adapta a condiciones calurosas de la selva. Se
recomienda sembrarlo hasta 1,800 msnm, en todo tipo de terreno de vocacion
maicera. El periodo vegetativo (siembra-cosecha), en el verano es de 110 a 120
dias, y en el invierno es de 130 a 140 dias. En campos comerciales se ha
registrado un potencial de rendimiento de grano que llega a 8 t ha™, pero se
estima que en zonas marginales, suelos pobres y de poco acceso al agua se debe
estar cosechando 4 t ha™. Su produccién resultante es econémicamente mejor al
de un hibrido, por tener un mejor requerimiento de agua, tolerancia a la sequia y
mayor produccién en suelos marginales o pobres en nutrientes (Ministerio de
Agricultura, 2009).

106


http://es.wikipedia.org/wiki/Liliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Commelinidae
http://es.wikipedia.org/wiki/Poales
http://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Panicoideae
http://es.wikipedia.org/wiki/Andropogoneae
http://es.wikipedia.org/wiki/Zea

En el Pera durante el afio 2010 la produccion de maiz amarillo duro fue de
1,27 millones de toneladas métricas (TM), cosechadas en 304,873 hectareas
(Ministerio de Agricultura, 2010). En la parte baja del valle Chancay, Lambayeque
(Sasape y Morrope), los promedios ligeramente alcanzan 4 t hay al estudiar la
problematica del maiz, se encontr6 que el nivel tecnolégico esta directamente
relacionado con los rendimientos, habiéndose determinado niveles tecnol6gicos
bajos, medios y altos, con rendimientos de 3,40; 6,30 y 8,40 t ha™ respectivamente
(Nufez, 2003).

En la costa norte el maiz amarillo duro se puede sembrar todo el afio,
considerdndose como periodo apropiado de abril a setiembre y como periodo
optimo de mayo a julio. Responde muy favorablemente en suelos profundos de
textura media, tipo franco y con alta capacidad de retencion de humedad. Se
adapta a suelos con pH ligeramente acido (5,6) a ligeramente alcalino (7,5),
necesita buen drenaje y tolera niveles de salinidad de hasta 6 mmhos cm™.
En cuanto a la humedad, se han establecido dos épocas en las que el maiz
requiere mas agua, cuando esta en su primera fase de crecimiento y cuando esta

en floracion y fructificacion (Serquén, 2004).
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lIl. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material
3.1.1 Material bioldgico
El material biologico estuvo conformado por muestras de raices y
suelo rizosférico de Zea mays L. “maiz” obtenidas de campos agricolas del distrito
de Reque, provincia de Chiclayo, region Lambayeque asi como por bacterias
nativas solubilizadoras de roca fosforica de BayoOvar y semillas de maiz amarillo

duro variedad Marginal 28—T mejorado.

3.1.2 Poblacion y muestra de estudio
La poblacién estuvo constituida por las bacterias solubilizadoras de roca
fosforica de BayoOvar presentes en las raices y suelo rizosférico de maiz, y la
muestra estuvo conformada por 126 aislamientos provenientes de 80 muestras de

raices y suelo rizosférico obtenidos durante los meses de junio a octubre de
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2010. El numero de la muestra fue calculado segun la formula mencionada por
Alvitres, 2000 (Anexo 1).

3.2 Métodos
3.2.1 Variables
a. Variable independiente
Bacterias nativas solubilizadoras de roca fosforica de Baydvar.
b. Variable dependiente
Desarrollo vegetativo de maiz amarillo duro variedad Marginal 28-T
mejorado.
3.2.2 Disefio metodologico de la
El trabajo de investigacion )s fases. En la primera fase
descriptiva, se realizé el aislamientc | la eficiencia de solubilizacion
e identificacion de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Baydvar utilizando
un diseiilo no experimental transeccional descriptivo. En la segunda fase,
correspondiente a una investigacion explicativa con un disefio experimental se
determind el efecto de la inoculacion de cuatro bacterias nativas solubilizadoras
de roca fosférica de BayoOvar en el desarrollo vegetativo de maiz amarillo
duro variedad Marginal 28 — T mejorado en condiciones de invernadero. Se
utilizé un disefio completamente aleatorio (DCA) (Hernandez et.al., 2003) con

trece tratamientos y tres repeticiones, totalizando 39 unidades experimentales.

3.2.3 Primera fase: Aislamiento, seleccibn segun la eficiencia de
solubilizacion e identificacion de bacterias solubilizadoras de roca
fosférica de Bayovar
En la primera fase del trabajo de investigacion se aislaron bacterias

solubilizadoras de roca fosforica de BayoOvar y se determind la eficiencia de

solubilizacion.

a. Zona de muestreo
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Para aislar bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar durante
los meses de junio a octubre de 2010, se recolectaron 80 muestras de raices y
suelo rizosférico de cultivos de maiz, establecidos en campos comerciales del
distrito de Reque, provincia de Chiclayo, regiéon Lambayeque.

El distrito de Reque (Figura 1) esta comprendido entre los paralelos
6° 52" 47" y 6° 48’ 55” de latitud sur y los meridianos 79° 50’ 47" y 79° 44’ 59” de
longitud oeste con una altitud promedio de 21 msnm. La zona presenta un clima
semitropical, con un rango de temperatura media de 28 °C hasta maxima absoluta
de 30 °C (Municipalidad de Reque, 2008).
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Figura 1. Ubicacion de la zona de muestreo correspondiente al distrito de Reque,

provincia Chiclayo, Region Lambayeque. Noviembre, 2010.

b. Obtencién de muestras de raices y suelo rizosférico
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En 16 campos agricolas cultivados con maiz en fase vegetativa se
seleccionaron al azar cinco plantas por campo, y se extrajeron aproximadamente
200 g de raices y suelo rizosférico a una profundidad de 20 a 25 cm (Figura 2);
totalizando 80 muestras. Cada muestra fue depositada en bolsas plasticas
debidamente etiquetadas (Figura 3) e inmediatamente transportada para su
procesamiento en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, Lambayeque.

c. Aislamiento de bacterias solubilizadoras de roca fosforica de

Bayovar

Cada una de las muestras de raices y suelo rizosférico se depositaron
en bandejas de plastico, se tomaron 10 g (raices y suelo adherido) por muestra,
se llevaron a frascos de vidrio de 250 mL conteniendo 90 mL de solucion salina
estéril (NaCl 0,89 %, p/v) y se agitaron manualmente durante 20 minutos para
obtener una suspensién de suelo que a su vez constituyd la dilucién 10™; con la
que se realizé una dilucién adicional 10  (Figura 4).

De la dltima dilucion se tom6 una alicuota y se sembré (Figura 5)
mediante la técnica de agotamiento y estria en placas de Petri con agar para
aislamiento de microorganismos solubilizadoros de fosforo SRSM (Sundara  Rao
Sinha Medium) con roca fosforica de Bayodvar (30 % P,0s) (Anexo 2a), como
fuente de fosforo (16,67 g/L). Las placas de Petri fueron incubadas a 28 °C por 24
horas y fueron seleccionadas como solubilizadoras de roca fosférica las
colonias donde se observo el viraje del indicador al color amarillo (Figura 6).
Después de realizar una tincion de Gram para determinar la morfologia celular y
reaccion a la coloracion (Figura 7), las colonias fueron cultivadas en viales (Figura
8) con agar tripticasa soya (Anexo 2b) a 28 °C durante 24 horas, obteniendo

cultivos puros para su mantenimiento en refrigeracion (8 °C).
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Figura 2. Extraccion de
20a25cm.

raices y suelo rizosférico a una profundidad
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Figura 3. Muestra de raices y suelo rizosférico de Zea mays L. “maiz” para el
aislamiento de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayoévar.
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Figura 4. (a) Muestras de raices y suelo rizosférico (10 g) en 90 mL de solucion
salina (NaCl 0,89 %, p/v) estéril (dilucion 10™) y (b) dilucién 1072,
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Figura 5. Siembra en agar SRSM con roca fosférica de Baydvar como fuente de

fosforo.

116



Figura 6. Colonias solubilizadoras de roca fosférica de Bayodvar, aisladas en
agar SRSM a 28 °C durante 24 horas.
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Figura 7. Observacidn microscopica de a) bacilos Gram negativos vy
b) cocos Gram positivos (100X).

Figura 8. Bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Bayodvar cultivadas en

agar tripticasa soya.

d. Solubilizacion de roca fosférica in vitro por bacterias nativas

(Vasquez et al., 2000)

Cada una de las bacterias nativas fue cultivada en viales con
agar Tripticasa Soya a 30 °C durante 24 horas. Después se obtuvo una suspension
de cada uno de los cultivos en solucién salina estéril (0,89 %, p/v), cosechando la
biomasa desarrollada mediante un lavado con 10 mL de solucién salina estéril y

estandarizando la concentracién con el tubo 01 del nefelémetro de Mc Farland
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(3 x 108 células mL™) (Figura 9). A continuacién se inocularon 25 mL de cada una
de las suspensiones celulares en frascos con 225 mL de caldo SRSM-roca
fosférica de BayoOvar (Figura 10). Todos los cultivos fueron incubados a 28 °C
durante 5 dias. El control estuvo constituido por un frasco con caldo SRSM no
inoculado.

Para cuantificar el fosforo solubilizado, a partir del momento de la
inoculacién (0 horas) y cada 24 horas hasta las 120 horas (5 dias), se tomaron
muestras de 20 mL (Figura 11) de los cultivos en donde se determiné el pH y se
cuantifico el fosforo soluble (Figura 12) mediante el método colorimétrico del
molibdato (Anexo 3). Los datos obtenidos se interpolaron en una recta patron
(Figura 46, Anexo 4); obtenida con diluciones de una solucién de 2 mgL™ de
fésforo (Figura 47, Anexo 5).

e. Calculo de la eficiencia de solubilizacion de roca fosférica in vitro
El calculo de la eficiencia de solubilizacion de roca fosforica in vitro se
realizd considerando como sustrato inicial la concentracion de fésforo contenida en
el medio de cultivo caldo SRSM modificado (0,834 g de roca fosforica por litro,
equivalente a 100 ppm) (Anexo 2 c¢), como sustrato final la concentracion de fosforo
no solubilizado remanente en el medio de cultivo (después de restar el valor
maximo de fdésforo soluble) y aplicando la siguiente ecuacion mencionada por
Becerra y Gil (2009):
E= Si—Sf x 100
Si

Donde:

E = Eficiencia de solubilizacion de fosfato (%)

Si = Concentracion de fosforo a la entrada (Influente)

Sy

Concentracion de fésforo a la salida (Efluente)
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Figura 10. Frascos con 225 mL de caldo SRSM - roca fosférica de BayOvar.

Figura 11. Caldo SRSM cultivado con bacterias nativas solubilizadoras de roca
fosforica de Bayodvar.
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Figura 12. (a) Determinacion de pH y (b) cuantificacion el fésforo soluble.

La eficiencia de solubilizacion de roca fosforica de cada una de las
bacterias nativas solubilizadoras de roca fosforica se expresé en porcentaje. Para
estudiar la cinética de la solubilizacion diaria de roca fosférica de Baydvar fueron
seleccionados los nueve aislamientos que alcanzaron los mayores valores en la

eficiencia de solubilizacion.

f. Seleccion de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar
Para la fase experimental del trabajo fueron seleccionadas las tres
bacterias que alcanzaron los valores mayores en la eficiencia de solubilizacion de
roca fosforica de Bayovar (CD052, PM114 y PM099), ademas la CD044 que
incrementd en el menor tiempo la concentracion de fosforo soluble del
caldo SRSM.
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g. Identificacion de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosfdrica
de Bayovar
La identificacion de las cuatro bacterias nativas solubilizadoras de roca
fosforica de Bayovar seleccionadas fue realizada en funcion a las caracteristicas
morfologicas y fisiolégicas segun el Manual de Bergey de Bacteriologia
Determinativa de Holt et al., 1994 (Anexo 6).

3.2.4. Segunda Fase: Efecto de la inoculacion de cuatro bacterias nativas
solubilizadoras de roca fosférica de Bayobvar en el desarrollo
vegetativo de maiz amarillo duro variedad Marginal 28-T mejorado, en
condiciones de invernadero
a. Ubicacion del experimento

El cultivo de maiz amarillo duro variedad Marginal 28-T mejorado y la

inoculacion de cuatro bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar
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se realizo en el invernadero de la facultad de Agronomia, Universidad Nacional

Pedro Ruiz Gallo, regién Lambayeque.

b. Epoca de la instalacion del cultivo
El cultivo de maiz amarillo duro variedad Marginal 28—T mejorado en

invernadero, se realiz6 desde enero hasta abril de 2011.

c. Recoleccion de analisis fisico-quimico del suelo experimental
En 16 campos agricolas comerciales del distrito de Reque, se
recolectaron 48 submuestras de suelo de 2 Kg cada una, a una profundidad de 30
cm y en diversos puntos (zig-zag) de los campos agricolas (tres muestras por
campo). Las submuestras fueron mezcladas entre si para obtener un total de 96
Kg de suelo y se tomd 1 Kg para realizar la caracterizacion fisico-quimica en el
Laboratorio de Suelos de la Facultad de Agronomia, Universidad Nacional Pedro
Ruiz Gallo. Segun los resultados (Tabla 1), el suelo es medianamente alcalino
(pH 7,69) y poco salino (CE 2,24 mmhos cm™) con una textura franco
areno-arcilloso, un contenido medio de materia organica (2,3 %), nitrogeno (0,103
%), fosforo disponible (5,9 ppm) y de potasio (300,0 ppm).
Después de la caracterizacion, el suelo fue tamizado (malla de 0,16 mm),
esterilizado en autoclave a 121 °C, 1 atmésfera de presion durante 3 horas

(Diaz et al., 2001); y fue distribuido en macetas de arcilla de 2,5 Kg de capacidad.
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Tabla 1. Andlisis  fisico-quimico del suelo experimental de Reque.
Lambayeque, Enero 2011
Clase pH CE MO N P K
textural (mmhos cm™) (%) (%) (ppm) (ppm)
Fr.Ar.Ao 7,69 2,24 2,3 0,103 59 300,0

Métodos empleados
Textura

pH

Conductividad eléctrica
Materia organica
Nitrégeno

Fosforo disponible
Potasio disponible

: Método de Bouyoucos

: Extracto de saturacion: Potenciémetro
: Extracto de saturacion: Conductimetro
: Método Walkey y Black

: Método de Kjeldahl

: Método Olsen modificado

: Fotometria
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d. Registro de temperatura
Durante los meses de enero hasta abril, la temperatura promedio en el

invernadero fue de 30,5 °C con un valor maximo de 33 °C y un minimo de 28 °C.

e. Caracteristicas de la especie vegetal cultivada
Se sembraron semillas de maiz amarillo duro variedad Marginal 28-T
mejorado cuyo periodo vegetativo es de 110 a 120 dias en verano y de 130
a 140 dias en invierno, su grano es amarillo rojizo y se adapta a toda la costa y

zonas tropicales y subtropicales del Peru (Ministerio de Agricultura, 2010).

f. Tratamientos en estudio y disefio experimental

El trabajo de investigacion se realiz6 utilizando el disefio experimental
completamente aleatorio (DCA), con 13 tratamientos y tres repeticiones,
constituyendo 39 unidades experimentales (Figura 13). Los tratamientos
correspondieron a: aplicacion de cada una de las cuatro bacterias nativas
solubilizadoras (cepas UNPRG CDO044, UNPRG CDO052, UNPRG PMO099 vy
UNPRG PM114) junto a roca fosférica de Baydvar; un consorcio de las cuatro
bacterias nativas solubilizadoras mas roca fosforica de Bayovar. Los ocho
tratamientos restantes constituyeron los testigos: cuatro aplicados con cada una
de las bacterias nativas solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar, un consorcio
de estas cuatro bacterias, dos testigos quimicos (fertilizante roca fosférica de
Bayovar y fertilizante fosfato diamodnico) y un testigo absoluto (sin bacterias y sin

fertilizacion quimica).

g. Tratamiento de las semillas

La semilla de maiz utilizada es comercializada luego de ser tratada con el
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fungicida Tiofanate metil-Tiram (Homai W.P) a dosis de 2 g Kg * de semilla, para

la proteccidn frente a los hongos causantes de la chupadera fungosa (Figura 14).
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Aislamiento UNPRG PM114 + roca fosférica de Bayovar
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L: Fosfato diamonico

M: Testigo absoluto

Figura 13. Modelo de disefio experimental completamente aleatorio (DCA) para
determinar el efecto de cuatro bacterias nativas solubilizadoras de roca
fosférica de Bayovar en el desarrollo vegetativo de Zea mays L. “maiz”

amarillo duro variedad Marginal 28-T mejorado en invernadero.
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Figura 14. Semillas de Zea mays L. “maiz” amarillo duro variedad Marginal 28-T
mejorado.

h. Siembra de la especie vegetal
En cada una de las 39 macetas conteniendo suelo tratado y distribuidos

segun el disefio experimental fueron sembradas cuatro semillas de maiz a una
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profundidad de 3 cm del suelo con una distancia de 5 cm (Figura 15).

i. Inoculacion de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosforica de
Bayodvar en larizésfera de maiz
Para la obtencion del inoculo definitivo cada una de las cuatro bacterias
nativas solubilizadoras de roca fosférica de BayoOvar seleccionadas fueron
cultivadas en 100 mL de caldo nutritivo, a 28 °C, en agitacion constante (150 rpm)
durante 24 horas (Figura 16). A continuacion cada uno de los cultivos fue
centrifugado (2500 rpm) y el sedimento celular obtenido fue lavado con solucién
salina estéril por dos veces consecutivas para luego resuspenderlo en la misma
solucién y estandarizar su concentracion con el tubo 01 del nefelémetro de Mc
Farland (3 x 102 células mL™).

A la emergencia de las plantulas, después de 7 dias de la siembra del maiz,
se procedié a eliminar las menos vigorosas dejando dos plantulas por maceta
(Figura 17), inoculandose posteriormente las bacterias solubilizadoras en la
rizosfera, retirando cuidadosamente el suelo hasta descubrir las raices en cuatro
puntos equidistantes de la planta y depositando un total de 10 mL de indculo
bacteriano previamente estandarizado (Figura 18).

Segun los tratamientos en estudio se aplicaron 0,848 g de roca fosforica de
Bayé6var (30 % P,Os) por maceta correspondientes a 100 kg P ha™ (Anexo 7) y
fosfato diaménico (18 % N - 46 % P) por maceta correspondientes a 217 KgP ha™.
Los fertilizantes fueron aplicados inmediatamente después de la inoculacion
bacteriana en un surco de 5 cm de profundidad ubicado a 10 cm de las raices de

las plantas (Figura 19).
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Figura 15. Siembra de cuatro semillas de maiz a una profundidad de 3 cm del
suelo con un distanciamiento de 5 cm.
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Figura 16. Bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar cultivadas en
100 mL de caldo nutritivo, a 28 °C, en agitacion constante (150 rpm)
durante 24 horas
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Figura 17. Eliminacion de las plantas de Zea mays L. “maiz” amarillo duro
variedad Marginal 28-T mejorado menos vigorosas.
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Figura 18. Inoculacion de bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar
en la rizosfera de Zea mays L. “maiz” amarillo duro variedad Marginal

28-T mejorado.
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Figura 19. Aplicacion de (a) roca fosforica de Bayovar y (b) fosfato diamaonico.
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J. Manejo del cultivo
Se aplicaron riegos de acuerdo a los requerimientos del cultivo, evitando
el exceso de agua para no tener problemas radiculares y periddicamente se
procedi6 a limpiar las macetas eliminando manualmente las malezas. Asimismo se
controld el Grillus assimilis “grillo” con una aplicacion de Lorsban 4E (clorpirifos) a
la dosis de 800 mL ha™.

k. Evaluaciones realizadas

Se midi6 la altura (cm) de las plantas cada 10 dias después de la
inoculacién bacteriana. A los 74 dias después de la siembra, se determiné la altura
maxima (cm) de las plantas (Figura 20), el volumen radicular (cm®  (Figura 21),
peso de la biomasa seca de la parte aérea y de la parte radicular (Figura 22),
diametro del tallo (cm).

La altura de la planta fue expresada en centimetros, considerando desde
la base del tallo de la planta hasta la yema terminal. A continuacion, la parte aérea
de cada una de las plantas fue cortada con tijeras en la base del tallo y el suelo
adherido junto a las raices fueron depositados en bandejas de plastico.

Para determinar el volumen radicular, las raices fueron lavadas con
agua potable para eliminar el suelo adherido y después fueron depositados en un
beacker con 500 cm® de agua. El volumen desplazado constituy6 el volumen de
la raiz expresado en cm?.

Para determinar el peso de la materia seca, tanto la biomasa aérea como
la radicular fueron deshidratadas en horno a 70 °C durante 72 horas hasta alcanzar

un peso constante. El peso de la materia seca se determind en una balanza digital.
[. Anédlisis estadistico

Previo al analisis estadistico se realizd la prueba de normalidad de los

datos que es una de las asunciones principales del andlisis de varianza en la
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aplicacion de la estadistica paramétrica, de tal manera que los resultados de los
andlisis tengan validez estadistico y se pueda llevar a cabo el proceso de inferencia
a partir de la muestra.

Figura 20. Medicion de la altura maxima (cm) de Zea mays L. “maiz” amarillo duro

variedad Marginal 28-T mejorado.
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Figura 21. Medicién del volumen radicular (cm®) de Zea mays L. “maiz” amarillo

duro variedad Marginal 28-T mejorado.
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Figura 22. Peso (g) de la biomasa seca de la (a) parte aérea y de la (b) parte

radicular.

Para el disefio completamente aleatorio, el modelo aditivo lineal fue:
Yij = u +ti + Eijj
Donde:
Yij = observacion del i-ésimo tratamiento, j-esima repeticion
u = media general de la variable respuesta
ti = efecto del i-ésimo tratamiento, siendo i=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13

Eij= error experimental en el i-ésimo tratamiento, j-ésima repeticion.

Para la comparacion de medias de los tratamientos la prueba de hipotesis fue:
Ho=pl=p2 =p3=p4 =p5=p6 = u7 = u8 = p9 = p10 = p11 = p12 = p13

b
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Ha = Al menos una media diferente

Se realiz6é el analisis de varianza para cada caracteristica y la superioridad
entre los tratamientos en invernadero se determind mediante la prueba mdultiple
de Tukey, con un nivel de significancia de 0,05 (Hernandez et al., 2003). En el
presente trabajo se utilizé el software estadistico SPSS version 15.0 asi como los

programas Microsoft Office Word y Excel version 2007.
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IV. RESULTADOS

4.1 Bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar aisladas en raices
y suelo rizosférico de Zea mays L. “maiz” en el distrito de Reque,
Lambayeque, 2010
El 67,5 % (54) de las muestras raices y suelo rizosférico de maiz resultd

positivo para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de

Bayovar (Tabla 2), obteniéndose 126 cultivos puros de bacterias, de los que 56,35

% correspondié a bacterias Gram positivas y 43,65 % a Gram negativas (Figura

23). Las bacterias seleccionadas se desarrollaron en agar SRSM con roca

fosférica, como fuente de fésforo, y después de 24 horas de incubacion se observé

el viraje del indicador purpura de bromocresol hacia el amarillo; sin
embargo, no se observaron los tipicos halos de solubilizacion de fosforo  (Figura

24).

Entre los 126 cultivos puros de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de
Baydvar (Tabla 3) se observaron bacilos Gram positivos (35,71 %), bacilos
Gram negativos (30,95 %), cocos Gram positivos (14,29 %), cocobacilos
Gram negativos (9,52 %), cocobacilos Gram positivos (6,35 %) y cocos

Gram negativos (3,18 %).
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Tabla 2. Presencia (%) de bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar
en muestras de raices y suelo rizosférico de Zea mays L. “maiz” en el

distrito de Reque, Lambayeque, 2010

Campo agricola Presencia Ausencia
(N°) (N° muestras) (%) (N° muestras) (%)
1 3 3,75 2 2 50

2 4 5,00 1 1.25

3 3 3,75 2 2 50

4 3 3,75 2 2,50

° 4 5,00 1 1,25

6 3 3,75 2 2 50

! 2 2,50 3 3,75

8 4 5,00 1 1,25

9 3 3,75 2 2 50
10 4 5,00 1 1,25
1 3 3,75 2 250
12 4 5,00 1 125
13 4 5,00 1 1,25
14 3 3,75 2 250
15 3 3,75 2 250
16 4 5,00 1 1,25
Total 54 67,5 26 32.5
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M Gram (+)

B Gram (-)

Figura 23. Porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas
solubilizadoras de roca fosforica de BayoOvar aisladas de raices y

suelo rizosférico de Zea mays L. “maiz” en el distrito de Reque,
Lambayeque, 2010.
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Figura 24. Bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar en

agar SRSM con roca fosforica después de 24 horas de incubacion.

Tabla 3. Frecuencia (%) de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayodvar
segun morfologia y reaccion tintorial, aisladas de raices y suelo
rizosférico de Zea mays L. “maiz” en el distrito de Reque, Lambayeque,
2010
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Reaccidon alatincién

Morfologia de Gram N° %
Bacilos Gram positivos 45 35,71
Bacilos Gram negativos 39 30,95
Cocos Gram positivos 18 14,29
Cobacilos Gram negativos 12 9,52
Cobacilos Gram positivos 8 6,35
Cocos Gram negativos 4 3,18

4.2 Eficiencia de solubilizacion de roca fosférica de Bayovar in vitro por
bacterias nativas
Para las condiciones del presente estudio se cuantifico fosforo soluble en el

71,43 % (90) de aislamientos de bacterias solubilizadoras de roca fosforica de

Bayovar con valores en la eficiencia de solubilizacién que oscilaron entre

31y 49,21 mg L™ para los aislamientos UNPRG CD058 y CD052 respectivamente
(Anexo 8). En el 28,57 % (36) de las bacterias nativas no se pudo cuantificar
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fosforo soluble. Asimismo se midio el pH en los caldos SRSM cultivados con los
126 aislamientos (Anexo 9) y se determind la eficiencia (Anexo 10).

Para estudiar la cinética diaria de la solubilizacion de roca fosférica de Bayovar
fueron seleccionados nueve aislamientos de bacterias debido a que alcanzaron los
mayores valores en la eficiencia de solubilizacion de roca fosférica de Bayovar.
Se observo que la concentracion de fosforo soluble se incrementé en los caldos
SRSM cultivados con las bacterias nativas frente al testigo caldo SRSM  no
inoculado, donde el valor se mantuvo constante (Tabla 4). El valor maximo fue de
49,21 mg L™ con UNPRG CDO052 y el minimo fue 4,84 mg L™ con UNPRG
PM114 después de 120 y 24 horas de incubacion respectivamente. Asi mismo
el pH disminuy6 hasta 4,7 a partir de las 48 horas (Tabla 5).

Segun las variaciones de la concentracion de fosforo soluble se observaron
dos comportamientos en las bacterias nativas. Con UNPRG CD052, PM114,
PM099, PM070 y PMO067 el fésforo soluble se incrementé hasta alcanzar un valor
méaximo después de 120 horas (Figuras 25, 26, 27, 28, 29). Por su parte, con
UNPRG CDO042, CD038, CD057 y CD044 el fosforo soluble se incrementd hasta
alcanzar un valor maximo a las 72 horas (CD042 y CD044) y 96 horas (CD038 y
CDO057) y después disminuy6 notablemente (Figuras 30, 31 32, 33).

La eficiencia de solubilizacion de roca fosférica de Bayovar oscilé entre 38,50 y
49,21 % para UNPRG CD044 y CDO052 respectivamente (Tabla 6). Para la fase
experimental del trabajo fueron seleccionadas las bacterias UNPRG CDO052,
PM114 y PM099 porque alcanzaron los mayores valores en la eficiencia en la
eficiencia correspondientes a 49,21; 45,09 y 44,27 % respectivamente, asi como
UNPRG CDO044 por alcanzar el mayor valor en el incremento de fosforo soluble en
el menor tiempo (Tabla 4). Estas bacterias fueron identificadas como
Enterobacter sp. CD052, Micrococcus sp. PM114 y Acinetobacter spp. PM099 y
CD044.

Tabla 4. Valores promedios de la concentracion de fésforo soluble (mgL™) en
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caldo SRSM cultivado con nueve aislamientos de bacterias
solubilizadoras de roca fosférica de Bayodvar
Aislam!ento Tiempo de incubacion (horas)
bacteriano
codigo UNPRG 24 48 72 96 120
CD052 13,50 23,94 39,87 47,70 49,21
PM114 4,84 17,21 27,10 27,37 45,09
PM099 8,97 20,64 24,76 26,41 44,27
PMO070 512 13,09 17,89 24,76 41,11
CD042 5,67 12,67 39,05 35,75 13,22
PMO067 5,67 11,03 13,36 17,21 39,05
CD038 9,24 8,00 15,97 38,91 13,91
CDO057 14,73 19,41 31,63 38,91 14,46
CD044 32,04 33,09 38,50 35,75 17,21
Testigo 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00

Tabla 5. Valores promedios del pH en caldo SRSM cultivado con nueve

aislamientos de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar

Aislamiento Tiempo de incubacion (horas)
bacteriano
codigo UNPRG 24 48 72 96 120
CDO052 4,8 4.5 4.5 45 4,3
PM114 4,8 4,7 4,7 4,7 4.7
PMO099 4,6 4.7 4.7 4.7 4,7
PMO70 4.8 4.7 4.7 4.7 4,6
CD042 55 49 49 4.8 4,8
PMO067 4,8 4,7 4,7 4,7 4.7
CDO038 55 5,2 5,2 5,2 5,2
CDO057 55 55 5,7 53 5,3
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CD044 5,5 52 52 5,0 5,0
Testigo 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5

60 7

50 6.5 \
/ 6
40

5
']
g \
o 55
3 30 = \
2
o / .
(=]
s & /
e 45 \

10 / 4

0 35

] 24 48 72 96 120 b 0 24 48 72 S6 120
a
Horas de incubacion Horas de incubacion

Figura 25. Variaciones de la concentracion de fosforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG CD052.
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Figura 26. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo

SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG PM114.
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Figura 27. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG PM099.
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Figura 28. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG PMO070.
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Figura 29. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG PMO067.
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Figura 30. Variaciones de la concentracién de fosforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG CD042.
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Figura 31. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG CD038.
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Figura 32. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG CDO057.
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Figura 33. Variaciones de la concentracion de fésforo soluble (a) y pH (b) en caldo
SRSM cultivado con la bacteria nativa UNPRG CD044.

Tabla 6. Eficiencia (%) de solubilizacion de roca fosférica de Bayévar in vitro de
nueve aislamientos de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de
Bayovar (Pi= 100 ppm)

Aislamiento Tiempo Fosforo solubilizado P+ Eficiencia
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bacteriano codigo  (horas) (mgL™) (%)

UNPRG

CDO052 120 49,21 50,79 49,21
PM114 120 45,09 54,91 45,09
PMO099 120 44,27 55,73 44,27
PMO70 120 41,11 58,89 41,11
CDO042 120 39,05 60,95 39,05
PMO67 72 39,05 60,95 39,05
CDO038 96 38,91 61,09 38,91
CDO057 96 38,91 61,09 38,91
CD044 72 38,50 61,50 38,50

4.3 Efecto de la inoculacién en la rizésfera de bacterias nativas
solubilizadoras de roca fosférica de Bayodvar sobre el desarrollo
vegetativo de Zea mays L. “maiz” en condiciones de invernadero
Las bacterias solubilizadoras de fésforo aplicadas en conjunto con la roca

fosforica influenciaron positivamente el desarrollo de las plantas de maiz amarillo
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duro variedad marginal 28-T, en condiciones de invernadero, incrementando la
altura (Acinetobacter sp. CDO044, Enterobacter sp. CD052, Acinetobacter sp.
PM099 y  Micrococcus sp. PM114); asi como el peso aéreo (Enterobacter sp.
CDO052, Acinetobacter sp. PM099 y Micrococcus sp. PM114), volumen radicular
(Acinetobacter sp. CD044 y Enterobacter sp. CD052), peso radicular (Enterobacter
sp. CD052 y Acinetobacter sp. PM099) y diametro del tallo (Enterobacter sp.
CDO052 y Micrococcus sp. PM114) y alcanzando valores superiores a los del
testigo roca fosférica. También se observdé que Enterobacter sp. CD052 mas
roca fosforica superé a las demas en todos los tratamientos y cuando las cuatro
bacterias fueron aplicadas en consorcio junto a la roca fosférica el efecto positivo
se evidenci6 en todas las plantas, superando a los testigos roca fosférica y fosfato
diaménico (Figuras 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40).

Todas las bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar
inoculadas en forma aislada o en consorcio incrementaron la altura de las plantas
de maiz frente al testigo absoluto e incluso frente a los testigos roca fosforica y
fosfato diamonico (Figura 41). Asimismo, como se observa en las figuras 42, 43,
44, 45, incrementaron el peso aéreo y radicular (Acinetobacter sp. CD044,
Micrococcus sp. PM114 y el consorcio), volumen radicular (Acinetobacter spp.
CD044 y PM099, consorcio) y diametro del tallo (Acinetobacter sp. PM099).

Para contrastar la normalidad de los datos se trabajo con los valores de altura,
materia seca de la parte aérea y radicular, volumen radicular y didmetro del tallo de
plantas de maiz de los 13 tratamientos.

La hipétesis para la prueba de normalidad para cada uno de los casos fue H:
los datos siguen una distribucion normal vs. Hi: los datos no siguen una
distribucion normal. Cuando los puntos se ubicaron en el cinturon se acepto la
hipdtesis nula, indicando que las muestras asi como la poblacion de la que
provienen tienen distribucién normal.

Para la prueba de homogeneidad de varianzas la hipétesis planteada fue

Ho: las varianzas son homogéneas vs. Hy: las varianzas no son homogéneas.
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Figura 34. Parte aérea de Zea mays L. “maiz” amarillo duro var. Marginal 28-T
mejorado después de la aplicacion conjunta de bacterias y roca fosforica
(a) Acinetobacter sp.CD044, (b) Enterobacter sp.CD052, (c) Acinetobacter
sp. PM099, (d) Micrococcus sp. PM114, (e) testigo roca fosforica.
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Figura 35. Raices de Zea mays L. “maiz” amarillo duro var. Marginal 28-T mejorado
después de la aplicacion conjunta de bacterias y roca fosférica €))
Acinetobacter sp.CD044, (b) Enterobacter sp.CD052, (c) Acinetobacter sp.
PM099, (d) Micrococcus sp. PM114, (e) testigo roca fosforica.
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Figura 36. Valores promedios de altura (cm) al inicio de la floracion de
Zea mays L. “maiz” por efecto de la aplicacibn de bacterias

solubilizadoras y roca fosforica de Bayovar frente a sus testigos

guimicos.
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Figura 37. Valores promedios de peso aéreo (g) al inicio de la floracion de Zea

mays L. “maiz” por efecto de la aplicacién de bacterias solubilizadoras

y roca fosforica de BayOvar frente a sus testigos quimicos.
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Figura 38. Valores promedios del volumen radicular (cm®) al inicio de la floracién
de Zea mays L. “maiz” por efecto de la aplicacion de bacterias
solubilizadoras y roca fosférica de Bayolvar frente a sus testigos

quimicos.
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Figura 39. Valores promedios del peso radicular (g) al inicio de la floraciéon de

Zea mays L.

‘maiz” por efecto de

164

la aplicacion de bacterias



solubilizadoras y roca fosférica de BayoOvar frente a sus testigos

quimicos.
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Figura 40. Valores promedios de diametro del tallo (cm) al inicio de la floracién de
Zea mays L. “maiz” por efecto de la aplicacion de bacterias
solubilizadoras y roca fosférica de Bayovar frente a sus testigos

quimicos.
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Figura 41. Valores promedios de altura (cm) al inicio de la floracién de
Zea mays L. “maiz” por efecto de cuatro cepas nativas de bacterias
solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar en forma individual,

consorcio y tres testigos en invernadero.
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Figura 42. Valores promedios del peso aéreo (g) al inicio de la floracion de
Zea mays L. “maiz” por efecto de cuatro cepas nativas de bacterias
solubilizadoras de roca fosférica d Bayovar en forma individual,

consorcio y tres testigos en invernadero.
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Figura 43. Valores promedios del volumen radicular (cm?®) al inicio de la floracién
de Zea mays L. “maiz” por efecto de cuatro cepas nativas de bacterias
solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar en forma individual,

consorcio y tres testigos en invernadero.
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Figura 44. Valores promedios del peso radicular (g) al inicio de la floraciéon de

171



Zea mays L. “maiz” por efecto de cuatro cepas nativas de bacterias
solubilizadoras de roca fosforica de Baydvar en forma individual,

consorcio y tres testigos en invernadero.
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Figura 45. Valores promedios de diametro del tallo (g) al inicio de la floracion de
Zea mays L. “maiz” por efecto de cuatro cepas nativas de bacterias
solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar en forma individual,

consorcio y tres testigos en invernadero.
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(1]

Segun el test de Bartlett, cuando los valores de “p” fueron mayores a 0,05 se
acepto la hipétesis nula indicando varianzas homogéneas.

El analisis estadistico de los datos obtenidos corroboro el efecto observado con los
diferentes tratamientos en las variables estudiadas. Los valores promedios de la altura
oscilaron entre 150,10 y 215,27 cm para el testigo roca fosféricay Enterobacter sp.
CDO052 mas roca fosforica, respectivamente. La prueba “F” del analisis de varianza
(Anexo 11) resultd altamente significativa, lo que demuestra que existié efecto de los
tratamientos sobre la variable estudiada y segun la prueba discriminatoria de Tukey
(Tabla 7) la mayor altura fue alcanzada con Enterobacter sp. CD052 mas roca
fosfdrica, diferenciandose estadisticamente del testigo roca fosférica.

Los valores promedios del peso de la parte aérea oscilaron entre 23,45y 56,67 g
para Enterobacter sp. CD052 sin y con roca fosforica, respectivamente (Tabla 8). La
prueba “F” del analisis de varianza (Anexo 12) result6é altamente significativa y segun la
prueba discriminatoria de Tukey (Tabla 8) el mayor peso fue obtenido con Enterobacter
sp. CD052 mas roca fosférica no diferencidndose significativamente de Acinetobacter
sp. CD044.

Los valores promedios del volumen radicular oscilaron entre 37,00 y 65,33 cm?®
para Micrococcus sp. PM114 mas roca fosférica y Acinetobacter sp. CD044,
respectivamente (Tabla 9). La prueba “F” del andlisis de varianza (Anexo 13) resultd
altamente significativa y segun la prueba discriminatoria de Tukey (Tabla 9) el mayor
volumen fue observado con Acinetobacter sp. CD044 no diferencidndose
significativamente del consorcio.

Los valores promedios del peso radicular oscilaron entre 5,49 y 9,83 para
Micrococcus sp. PM114 con y sin roca fosforica, respectivamente (Tabla 10). La
prueba “F” del analisis de varianza (Anexo 14) resulté altamente significativa y segun la
prueba discriminatoria de Tukey (Tabla 10) el mayor peso radicular fue obtenido con
Micrococcus sp. PM114 diferenciandose estadisticamente de la misma al aplicarle roca
fosforica.

Los valores promedios del didmetro del tallo oscilaron entre 3,90 y 4,97 para

Acinetobacter sp. CD044 mas roca fosforica y Enterobacter sp. CD052 mas roca,
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respectivamente (Tabla 11). La prueba “F” del analisis de varianza (Anexo 15) resultd
altamente significativa lo que demuestra que existio efecto de los tratamientos sobre la
variable estudiada y segun la prueba discriminatoria de Tukey (Tabla 11) el mayor
diametro del tallo fue obtenido con Enterobacter sp. CD052 mas roca diferenciandose

significativamente de la misma sin aplicarle roca fosférica.

Tabla 7. Prueba de Tukey (a=0,05) de la altura (cm) de Zea mays L. “maiz”
amarillo duro variedad Marginal 28-T por efecto de bacterias nativas

solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar y tres testigos en

invernadero

Tratamientos Atura (cm) Significancia
Enterobacter sp. CD052 + Roca fosforica 215,27 a
Consorcio 210,50 a b
Acinetobacter sp. CD044 + Roca fosforica 199,93 a b c
Acinetobacter sp. PM099 + Roca fosférica 199,60 a b ¢
Acinetobacter sp. CD044 196,60 a b c
Enterobacter sp. CD052 196,33 a b ¢
Acinetobacter sp. PM099 195,77 a b c
Micrococcus sp. PM114 194,10 a b ¢
Micrococcus sp. PM114 + Roca fosférica 182,50 a b ¢
Consorcio + Roca fosférica 174,00 b ¢ d
Testigo absoluto 170,27 c d
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Fosfato diamonico 166,03 c d

Roca fosférica 150,10 d

X =188,538
ALS(T)0,05 = 36,668

Tabla 8. Prueba de Tukey (a=0,05) del peso aéreo (g) de Zea mays L. “maiz”
amarillo duro variedad marginal 28-T por efecto de bacterias nativas

solubilizadoras de roca fosforica de Baydvar y tres testigos en

invernadero
Tratamientos Peso aéreo (g) Significancia
Enterobacter sp. CD052 + Roca fosforica 56,67 a
Acinetobacter sp. CD044 52,44 a b
Consorcio 40,60 b ¢
Micrococcus sp. PM114 40,27 b ¢
Acinetobacter sp. PM099 + Roca fosforica 40,19 b ¢
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Consorcio + Roca fosforica 36,42 C d

Testigo absoluto 32,80 c d
Micrococcus sp. PM114 + Roca fosforica 32,14 c d
Roca fosforica 30,91 c d
Fosfato diamonico 29,72 c d
Acinetobacter sp. CD044 + Roca fosforica 29,62 c d
Acinetobacter sp. PM099 28,85 c d
Enterobacter sp. CD052 23,45 d
X =36,468

ALS(T)0,05 = 13,401

Tabla 9. Prueba de Tukey (a=0,05) del volumen radicular (cm® de Zea mays L.
“maiz” amarillo duro variedad marginal 28-T por efecto de bacterias
nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayoévar y tres testigos

en invernadero

Volumen radicular
Tratamientos (cm®) Significancia
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Acinetobacter sp. CD044 65,33 a

Consorcio 59,00 a b
Enterobacter sp. CD052 + Roca fosforica 52,33 b c
Consorcio + Roca fosforica 51,00 b c
Acinetobacter sp. PM099 50,33 b c
Testigo absoluto 45,67 c d
Enterobacter sp. CD052 43,67 c d
Micrococcus sp. PM114 43,67 c d
Acinetobacter sp. CD044 + Roca fosforica 40,00 d
Fosfato diamonico 39,33 d
Roca fosforica 39,00 d
Acinetobacter sp. PM099 + Roca fosférica 37,67 d
Micrococcus sp. PM114 + Roca fosforica 37,00 d
X =46,462

ALS(T)0,05= 10,044

Tabla 10. Prueba de Tukey (a=0,05) del peso radicular (g) de Zea mays L.

“maiz” amarillo duro variedad marginal 28-T por efecto de bacterias
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nativas solubilizadoras de roca fosférica de BayoOvar y tres testigos

en invernadero

Tratamientos Peso radicular (g) Significancia
Micrococcus sp. PM114 9,83 a
Acinetobacter sp. CD044 9,61 ab
Consorcio 9,48 a b
Testigo absoluto 9,05 a b c
Consorcio + Roca fosférica 8,53 a b c d
Enterobacter sp. CD052 7,83 a b c de
Fosfato diamonico 7,82 a b cde
Enterobacter sp. CD052 + Roca fosforica 7,58 b c d e f
Acinetobacter sp. PM099 + Roca fosférica 7,16 c d e f
Roca fosforica 7,02 c d e f
Acinetobacter sp. PM099 6,59 d e f
Acinetobacter sp. CD044 + Roca fosforica 6,09 e f
Micrococcus sp. PM114 + Roca fosforica 5,49 f

X=7,851

ALS(T)0,05 = 2,119
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Tabla 11. Prueba de Tukey (a=0,05) del diametro del tallo (cm) de Zea mays L.
“maiz” amarillo duro variedad marginal 28-T por efecto de bacterias
nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar y tres testigos

en invernadero

Didmetro del tallo

Tratamientos (cm) Significancia
Enterobacter sp. CD052 + Roca fosforica 4,97 a
Consorcio + Roca fosférica 4,47 a b
Acinetobacter sp. PM099 4,40 b c
Micrococcus sp. PM114 + Roca fosforica 4,37 b c
Roca fosforica 4,33 b c
Acinetobacter sp. PM099 + Roca fosférica 4,27 b c
Consorcio 4,27 b c
Enterobacter sp. CD052 4,20 b c
Testigo absoluto 4,17 b c
Micrococcus sp. PM114 4,13 b c
Acinetobacter sp. CD044 3,93 c
Fosfato diamonico 3,933 c
Acinetobacter sp. CD044 + Roca fosforica 3,90 c

X = 4.256
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ALS(T)0,05 = 0,515

V. DISCUSION

5.1 Bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Baydvar aisladas en
raices y suelo rizosférico de Zea mays “maiz” en distrito de Reque,
Lambayeque, 2010
Las muestras de raices y suelo rizosférico de plantas de maiz resultaron

adecuadas para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de

Bayovar, debido a que en estas zonas proliferan los microorganismos y alcanzan

un mayor numero y diversidad porque encuentran el suministro de fuentes

carbonadas para su metabolismo (Reyes, 1991; Jiménez et al., 2001), habiéndose
determinado en investigaciones previas que la poblacion microbiana disminuye
entre 10 a 100 veces al alejarse pocos milimetros de la superficie radical

(Patkowska, 2002; Reyes, 2003). Entre las bacterias solubilizadoras predominaron

las Gram positivas frente a las Gram negativas. A diferencia, Useche et al. (2004)

y Carrefio (2009) determinaron una predominancia de Gram negativas utilizando

181



fosfato dicalcico que presenta una solubilidad de 80 %; en contraste con la
roca fosférica que tiene una solubilidad de 25 % (Alegre & Chumbinume,
1991).

Las bacterias solubilizadoras de roca fosférica de BayOvar se aislaron en
agar SRSM con roca fosforica de Bayovar y se reconocieron por el viraje del
indicador purpura de bromocresol hacia el amarillo que indica la presencia de
acidos organicos producidos por estas bacterias (Jiménez, 2007; Mantilla, 2007,
Espin, 2008); sin embargo, no se observaron los tipicos halos de solubilizacién de
fosforo. Similares resultados se observaron en bacterias aisladas de afloramientos
de roca fosforica (Reyes, 1999), y en Azotobacter spp. aisladas de raices y

suelo rizosférico de hortalizas (Escobar & Horna, 2011). Al respecto, Quitral (2006)

manifestd que las técnicas de ecipitado son Utiles para aislar
microorganismos solubilizadore: ensibilidad limitada porque las
tasas de difusion de los &cidos ¢ '0s y de crecimiento de la colonia

afectan el tamafio del halo, asi como la solubilidad de la fuente de fésforo que en la
presente investigacion fue roca fosforica y que es tres veces menos soluble
que el fosfato dicalcico utilizado normalmente en el medio SRSM (Aparicio &
Arias, 2010).

En los caldos SRSM cultivados con 71,43 % de las bacterias nativas
solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar, se observé incremento en la
concentracion de fésforo con respecto al caldo SRSM no inoculado a partir de las
24 horas de incubacion; explicado mayormente por el mecanismo de solubilizacion
de fosfatos minerales a través de la secrecion de acidos organicos producidos por
los microorganismos (Carrefio, 2009). En el 28,57 % de los caldos SRSM no se
cuantifico el fésforo soluble, posiblemente porque el método colorimétrico de
molibdato utilizado en el presente trabajo no presenta sensibilidad para
concentraciones minimas de fosforo.

Segun las variaciones de la concentracion de fosforo soluble en los

caldos cultivados con las nueve bacterias seleccionadas se observaron
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dos comportamientos. Un primer grupo de bacterias que incrementd la
concentracion de fosforo soluble en forma sostenida y un segundo grupo donde el
fosforo soluble disminuy6 después de alcanzar un valor maximo. La produccion de
acidez estable por un mayor tiempo garantiza una mayor concentracion de fosforo
soluble. Esta caracteristica fisioldgica es importante porque el fosfato liberado a la
solucién del suelo es susceptible de ser fijado, razén por la que es necesario
mantener activos los mecanismos solubilizadores en forma permanente para que
el nutriente pueda ser absorbido por las plantas (Carrefio, 2009).

En los caldos cultivados con las bacterias solubilizadoras de roca fosforica
de Bayovar se observé disminucién del pH hasta 4,2; coincidiendo con
Whitelaw (2000), quien determind que en medios liquidos, los cambios de pH se
relacionan con la solubilizacién de fésforo, demostrandose que en su mayoria la
disminucién del pH es el mecanismo de solubilizacion de fosfato predominante.
Una alta solubilizaciéon de fosforo esta asociada a un bajo pH en el medio de
cultivo y viceversa; sin embargo, Carrefio (2009) determiné que no siempre la
concentracion maxima de fosforo soluble esté relacionada con la disminucion del
pH, porque existen otros mecanismos involucrados en la solubilizacion de los
compuestos de fosforo y que incluyen la excrecion de protones acompafiado de la
asimilacion del ién amonio (llhmer, 1995) o la formacion de quelatos por los
acidos organicos, liberandose el fosforo de las fuentes no disponibles
(Barrera, 2002).

Los &cidos organicos originan una acidificacion de la célula microbiana y su
microambiente, liberando el fésforo del mineral (Rodriguez & Fraga, 1999).
Algunos autores consideran que el acido méas frecuente observado entre los
microorganismos solubilizadores de fésforo es el glucénico, ademas de los
acidos glicolico y cetoglucénico (Useche et al., 2004; Diaz et al., 2008); sin
embargo, el analisis cromatografico de gases del sobrenadantede de  cultivos de
bacterias solubiliadoras de fésforo demostré la presencia de once acidos

organicos volatiles y no volatiles entre los que se identificaron los acidos
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lactico, succinico, isovalérico, isobutirico, acético, citrico y oxalico (Vasquez et
al., 2000; Gonzales, 2004). Esta demostrado que los acidos organicos producidos
por los microorganismos disminuyen el pH del medio o bien forman quelatos y en
uno o ambos casos se produce la solubilizacién de los fosfatos (Cardenas, 2006).

Como solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar fueron identificados
Enterobacter sp., Micrococcus sp., y Acinetobacter sp.; coincidiendo con
Cantera et al. (2008) quienes identificaron Pseudomonas, Micrococcus,
Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Serratia,
Alcaligenes, Arthrobacter. Acinetobacter, Flavobacterium y Azotobacter como
solubilizadoras de roca fosférica, en Colombia.

Las bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar in vitro
seleccionadas son consideradas con potencial para ser utilizadas como
biofertilizantes solubilizadores de fésforo en cultivos vegetales; sin embargo, aun
deben realizarse ensayos de efectividad sobre el desarrollo y rendimiento vegetal
en invernadero y campo, cuyos resultados positivos demuestren el beneficio de su

aplicacion (Carrefio, 2009; Escobar & Horna, 2011).

5.2 Efecto de la inoculacion en la rizésfera de bacterias nativas
solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar sobre el desarrollo
vegetativo de Zea mays L. “maiz” amarillo duro variedad marginal 28-T
mejorado, en condiciones de invernadero

Las bacterias nativas mas eficientes en la solubilizacion de roca fosférica de

Bayovar in vitro (Enterobacter sp. CDO052, Micrococcus sp. PM114 vy

Acinetobacter spp. PM099 y CDO044), inoculadas en la rizosfera, influenciaron

positivamente en el desarrollo vegetativo de maiz amarillo duro variedad marginal

28-T. Coincidiendo con los resultados, diversas investigaciones han demostrado

gue los microorganismos solubilizadores a través de diversos mecanismos liberan
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el fosforo insoluble originado formas quimicas solubles que son absorbidas
rapidamente por las plantas, incrementando el desarrollo vegetativo y rendimiento
de los cultivos, por lo que son consideradas promotoras del crecimiento de las
plantas, “PGPRs” (Vasquez et al., 2000; Diaz et al., 2001; Cordero et al., 2008;
Santillana, 2006; Carrillo et al., 2000).

El fésforo es un elemento esencial para las plantas. Como factor de
crecimiento, estimula la germinacién de semillas y brotacién de las yemas,
favoreciendo la actividad en los apices y el crecimiento de las raices; como factor
de precocidad, activa el desarrollo inicial y tiende a acortar el ciclo vegetativo,
favoreciendo la maduracion. En términos generales, puede decirse que es un
elemento regulador del crecimiento vegetativo y, por tanto, un factor de calidad.
Favorece precisamente los periodos de vegetacion que son criticos para el
rendimiento del cultivo: fecundacion, maduracion y movimiento de las reservas
(Urbano, 2001).

En la eficiencia de solubilizacion de roca fosforica in vitro, Enterobacter sp.
CDO052 alcanz6 un valor maximo de 49,21%; observandose también una
produccion de acidez mayor a todas las cepas, la cual se incrementé desde las 24
a las 120 horas. Aunque es poco probable que los acidos organicos producidos en
la rizosfera permanezcan intactos, lo suficiente como para afectar la mayor
concentracion de fésforo liberado desde el suelo, es posible que la reduccion de
pH en la rizésfera y la complejacibn de cationes permitan una efectiva
solubilizacion de la roca fosférica de Bayodvar en el microambiente, resultando en
el incremento de la absorcion de este elemento por las raices (Ferraris
& Couretot, 2004).

Las plantas de maiz inoculadas con las bacterias nativas solubilizadoras
mas roca fosférica de Bayovar alcanzaron un mayor desarrollo en el volumen y
peso radicular, lo que a su vez permitio una mejora en la absorcion de nutrientes
por unidad de superficie radicular. El incremento de raices unido al cambio en el

balance hormonal interno de la planta con aumento en la produccién de auxinas y
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disminucién de etileno permite una coloracion verde mas intensa y sobre todo un
mayor desarrollo en la parte aérea (Jacobson et al., 1994).

La inoculacion de las bacterias nativas en consorcio super6 en efectividad a
los testigos quimicos y permitié alcanzar un mayor peso radicular frente al de las
plantas inoculadas con cada bacteria independientemente, coincidiendo con
Escobar y Horna (2011) quienes observaron que la inoculacién de Azotobacter
spp. nativas en consorcio permiti6 alcanzar mayores valores en volumen vy
biomasa radicular asi como en altura y biomasa total y de la parte aérea; que no
fueron estadisticamente diferentes de las obtenidos con los tratamientos quimicos.

La mayor efectividad del consorcio es explicada por las interacciones como
protocooperacion y simbiosis que existen en los microorganismos y que pueden
ser beneficiosas al mejorar el desarrollo y crecimiento o permitir la supervivencia
(Coyne, 2000). Por esta razén, diversos microorganismos como las bacterias
lacticas generalmente se utilizan en mezcla de cepas de una misma especie o de
géneros diferentes. De esta manera, durante la maduracion del queso Cheddar, el
cultivo mixto de Lactobacillus acidophillus y de Propionibacterium en glucosa
permite a cada una de las bacterias desarrollarse mas rapidamente. El lactato
producido por la bacteria homolactica no se acumula y es utilizado por la bacteria
propiénica la cual a su vez genera acetato y diéxido de carbono, que activan
al lactobacilo (Leveau & Bouix, 2000). Asimismo, la protocooperacion de cepas de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus para la
elaboracién del yogurt es el ejemplo mas conocido y probablemente la asociacién
mas estable donde el lactobacilo suministra los aminoacidos y péptidos que los
estreptococos necesitan y a su vez estos producen acido formico que estimula el
desarrollo de las bacterias lacticas (Heller, 2008; Garcia et al., 2009).

El efecto benéfico de las bacterias nativas es independiente de su capacidad
para solubilizar roca fosforica por cuanto su inoculacion en forma aislada o en
consorcio sin este fertilizante incremento6 las caracteristicas vegetativas del maiz

en invernadero; coincidiendo con Arias y Aparicio (2009) quienes observaron que
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un aislamiento de Aspergillus niger no solubilizé roca fosforica de Baydvar; no
obstante, las caracteristicas de las plantas de tomate donde fue inoculado fueron
superiores a las del testigo absoluto. El resultado puede ser explicado por la
sintesis de sustancias estimuladoras del crecimiento por las bacterias nativas.
Segun Bashan & Levanony (1990) el efecto de los microorganismos promotores
del crecimiento de las plantas como los solubilizadores de roca fosférica de
Bayovar es atribuido, segun la denominada “hipotesis aditiva”, a que participa
mas de un mecanismo en la asociacion planta-microorganismo, los mismos que
operan simultAineamente o en asociacion. La suma de sus actividades en una
condicién ambiental especifica resulta en los cambios observados en el desarrollo
y rendimiento de las plantas.
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VI. CONCLUSIONES

v’ El 67,5 % (54) de las muestras raices y suelo rizosférico de maiz resulto
positivo para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de roca fosférica de
Baydvar.

v Las bacterias nativas Enterobacter sp. CD052, Micrococcus sp. PM114 vy
Acinetobacter spp. PM099 y CD044 alcanzaron valores de 49,21; 45,09;
44,27 y 38,50 %, respectivamente de eficiencia de solubilizacion de roca
fosforica de Baydvar in vitro.

v" En condiciones de invernadero Enterobacter sp. CD052, Micrococcus sp.
PM114 y Acinetobacter spp. PM099 y CD044 incrementaron el desarrollo
del maiz amarillo duro variedad marginal 28-T mejorado, alcanzando
valores de 215,27 cm en altura, 4,97 cm en diametro del tallo, 65,33 cm® en
volumen radicular asi como, 56,67 y 9,83 g en el peso de materia seca de

la parte aérea y radicular, respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

v Identificar mediante pruebas moleculares las bacterias nativas
Enterobacter sp. CD052, Micrococcus sp. PM114 vy Acinetobacter spp.
PM099 y CD044.

v Determinar el efecto de Enterobacter sp. CD052, Micrococcus sp. PM114 y
Acinetobacter spp. PM099 y CD044 independientemente y en consorcio en
el desarrollo vegetativo y rendimiento de maiz amarillo duro var. Marginal
208-T mejorado y otras gramineas en condiciones de campo.

v Determinar las dosis y momentos de aplicacion de Enterobacter sp. CD052,
Micrococcus sp. PM114 'y Acinetobacter spp. PM099 y CDO044 en

gramineas bajo condiciones de campo.
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VIIl. RESUMEN

La presente investigacion se desarroll6 con el objetivo de determinar el
efecto de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar sobre el
desarrollo vegetativo de Zea mays L. “maiz”’, como una alternativa al problema de
la limitada disponibilidad de foésforo y al uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos fosforados. Las bacterias fueron aisladas de suelo rizosférico de maiz
procedentes de la regién Lambayeque. Se realizaron diluciones hasta 102 en
solucion salina estéril (0,89 %, p/v) y se sembraron en agar SRSM (Sundara Rao

Sinha Medium) con 16,67 g L™ roca fosférica de Bayé6var (30 % P,Os) donde se
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seleccionaron las colonias que presentaron un viraje del indicador al amarillo,
obteniéndose 126 cultivos puros. La eficiencia de solubilizacion in vitro se
determind en frascos con 225 mL de caldo SRSM-Roca fosforica de Baydvar
inoculados con 25 mL de suspensiones celulares (3 x 10® células mL™) a 28 °C
por 5 dias, donde se cuantifico el fésforo soluble mediante el método colorimétrico
del molibdato. Se seleccionaron Enterobacter sp. CD052, Micrococcus sp. PM114
y Acinetobacter spp. CD044 porque alcanzaron los mayores valores de
solubilizacion (49,21; 45,09 y 44,27 %) y Acinetobacter spp. CD099 que alcanzé
el mayor incremento de fosforo soluble en el menor tiempo. Estas bacterias fueron
inoculadas en la rizésfera de maiz amarillo duro var. Marginal 28-T mejorado,
incluyendo dos testigos quimicos (fosfato diaménico y roca fosforica de Bayovar) y
un testigo absoluto, utilizando un disefio completamente aleatorio (DCA). En
invernadero las bacterias nativas incrementaron el desarrollo, alcanzando valores
de 215,27 cm en altura; 4,97 cm en diametro del tallo; 65,33 cm® en volumen
radicular; 56,67 y 9,83 g en peso de materia seca de parte aérea y raices
respectivamente. Se demostré el efecto benéfico de la aplicacion de bacterias

nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar en maiz.
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Anexo 1

Célculo del numero de muestras de cepas nativas solubilizadoras de roca
fosférica de Bayovar (Alvitres, 2000)

n= Z2(p.q)
T2

n= 3,84 (0,70 x 0,30)

0,0064
n= 126
Donde:
n= tamafo de muestra
Z =1,96 (a = 0,05), valor estandar
p = 0,70 presencia de bacterias solubilizadoras de roca fosforica
g = ausencia, 1 —p = 0,30

T = error permitido: 8 %
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Anexo 2

Medios de Cultivo

d) Medio Sundara Rao Sinha (SRSM) (en Vasquez et al., 2000)

COMPOSICION g/L
Glucosa 10,0
Roca fosforica 16,67
(NH.),S0, 0,5
KCI 0,2
MgSO, 0,3
MnSO, 0,004
FeSO, 0,004
NacCl 0,2
Extracto de levadura 0,5
Purpura de bromocresol 0,1
Agar-Agar 15,0

pH 7,0 (+/- 0,2).

Célculo de roca fosférica
5 g L™ de fosforo: Cas (PO.)>
La roca fosférica tiene 30% de P,0s (fésforo)

1 g de roca fosforica —®,3 g de fosforo
X —qg de fésforo
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X=16,67 g de roca fosférica
e) Medio Tripticasa Soya (en Celis & Gallardo, 2008)

COMPOSICION g/l
Glucosa 2,5
Peptona de caseina 17,0
Peptona de soya 3,0
NacCl 5,0
KoHPO, 2,5
Agar 15,0

pH 7.0 (+/- 0.2).

f) Caldo Sundara Rao Sinha (SRSM) con 100 mgL™ de fésforo (en Vasquez
et al., 2000; modificado por los autores)

COMPOSICION g/L
Glucosa 10,0
Roca fosforica 0,834
(NH.),S0, 0,5
KCI 0,2
MgSO, 0,3
MnSO, 0,004
FeSO, 0,004
NaCl 0,2
Extracto de levadura 0,5
Purpura de bromocresol 0,1

pH 7.0 (+/- 0.2).

e Calculo de roca fosférica equivalente a 100 mgL™ de fésforo
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16,67 g de roca fosférica = 2000 mgL™ de fésforo
Entonces:
0.834 g de roca fosférica = 100 mgL™ de fésforo

Anexo 3

Método colorimétrico del Molibdato para cuantificar fosforo soluble
(Rodier & Rodi, 1981)

Reactivos para cuantificar fosforo soluble

Soluciéon de acido sulfurico 5N

e Acido sulfarico (d=1,84) 14 mL
e Agua destilada hasta enrase 100 mL
Solucién de molibdato aménico 4% 20 mL

Solucion de acido ascoérbico
e Acido ascorbico 1,76 g
e Agua destilada hasta enrase 100 mL
Solucién de emético
e Tartrato doble de antimonio y potasio 0,0274 g
e Agua destilada hasta enrase 100 mL

Reactivo para la deteccion de ortofofatos

e Acido sulfurico 5N 40 mL
¢ Solucién de molibdato amonico 12 mL
e Solucion de acido ascorbico 24 mL
e Solucién de emético 4 mL

Solucién madre de 0,2 gL™ de fosforo
e Fosfato monopotasico desecado en estufaa 100 °C 0,887 g

e Agua destilada 1L
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- Solucioén hijade 2 mgL™ de fésforo

Diluir 1 mL de solucion madre en 99 mL de agua destilada (1/100)

- Fundamento

En medio &cido y en presencia de molibdato amodnico, los ortofosfatos forman
un complejo fosfomolibdico que, reducido por el &cido ascorbico, desarrolla una
coloracién azul susceptible de una determinacidn colorimétrica y cuya aparicion se
acelera utilizando el catalizador emético, tartrato doble de antimonio y potasio.
- Limpieza de los recipientes de vidrio

Para la limpieza del material de vidrio no utilizar detergentes que contengan
fosfato. Lavarlos con &cido clorhidrico diluido y enjuagarlos cuidadosamente con
agua destilada.
- Preparacion de la curva de calibracién

Colocar en una serie de matraces aforados de 25 mL:

NUumero de matraces T I Il 1]
Solucién salina de fosforo de 2 mgL™ (mL) 0 1 2 5
Agua bidestilada (mL) 20 19 18 15
Reactivo indicador (mL) 4 4 4 4
Agua destilada hasta enrase (mL) 25 25 25 25
Correspondencia de fésforo en mgL™ 0 0,1 0,2 0,5

Esperar 20 min y efectuar las lecturas en el espectrofotdmetro a la longitud de
onda de 690 nm en cubetas de 10 cm. Construir la curva de calibracion
(Figura 77):

Matraces P 1 Absorbancia Absorba_nma
(mgL™) corregida
T 0,0 0,0060 0,000
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I 0,1 0,0065 0,005
Il 0,2 0,0185 0,125

1] 0,5 0,0505 0,445

Los datos de la absorbancia corregida se analizan mediante regresion lineal
con el programa Microsoft Excel 2007 para obtener la ecuacion de la recta y el
coeficiente de correlacion lineal (r?) que debera ser mayor a 0,9 para demostrar una

dispersidbn homogénea de los valores sobre la recta.

eProcedimiento para cuantificar fosfatos en la muestra
Introducir 20 mL de la muestra a analizar en un matraz aforado de 25 mL,
afiadir 4 mL de reactivo indicador, completar el volumen a 25 mL con agua
destilada. Esperar 20 minutos y efectuar la lectura en el espectrofotometro a la
longitud de onda de 690 nm en cubetas de 10 cm. Tener en cuenta el valor leido

para el testigo. Obtener los resultados en la curva de calibracion.

eEXxpresion de los resultados

Para una muestra de 20 mL, el contenido de fésforo se expresa en mgL™.
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Anexo 4

Curva de calibracion y ecuacion lineal para determinar la concentracion de
fosforo solubilizado por las cepas nativas solubilizadoras de roca fosférica

de Bayovar

0.06

0.05 /
0.04 y=0.1092x- 0.004

E
=
a
e _ / = 0.9994
2 0.03 -
c |
L1~} |
o [ /
5 0.02 -
B |
< [ /
0.01 7
o |
0 0.2 0.4 0.6

Concentracion de fosforo {mg L)

Figura 46. Recta patron para determinar la concentracion de fésforo solubilizado

En la ecuacion obtenida:

Y =0,1092X - 0,004
Donde:
y = absorbancia leida (variable dependiente)

x = fosforo (mgL™) (variable independiente)
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r> = 0,9994>0,9; acepta el uso de la ecuacién obtenida como un
patron de referencia para el célculo de fésforo.

Despejar “x” para obtener una ecuacién con la que se determina la

concentracion de fésforo solubilizado por las cepas nativas:

X = (Y + 0,004)/0,1092

Anexo 5

Diluciones para determinar la curva de calibracion para cuantificar
fosforo soluble
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Figura 47. Diluciones sucesivas de una solucion madre de fosfato monopotasico
(0,2 gL™) mas reactivo indicador para obtener la curva de calibracion.

Anexo 6

Caracteristicas diferenciales de los géneros de bacterias Gram negativas
solubilizadoras de roca fosfdrica de Bayovar

Acinetobacter Enterobacter

Tincién Gram - -

Oxidasa - -
Catalasa + +
Metabolismo Oxidativo-

, O OF
Fermentativo
Utilizacién de citrato + +

Descarboxilacion de lisina - -

Formaciéon de indol - -
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Hidrélisis de gelatina - -
Hidrolisis de urea -
Reduccién de nitratos + +
Formacién de H,S -
Arabinosa (acidez) + +
Glucosa A AG
Lactosa - +
Rojo de metilo +
Voges Proskawer +
Forma de célula cb/c b

Caracteristicas diferenciales del género de bacteria Gram positiva

solubilizadora de roca fosférica de Bayovar

Micrococcus

Tincién Gram +
Catalasa +
Esporas -

Utilizacién de citrato

Formacion de indol

222




Hidrolisis de gelatina +(-)
Formacién de acetoina -

Descarboxilacion de lisina

Glucosa (acidez-gas) A
Manitol (acidez)

Xilosa (acidez) -(+)
Metabolismo OF O
Reduccion de nitratos -(+)

Motilidad
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Anexo 7

Calculo de roca fosfdrica de Bayovar para la fertilizacion quimica en el cultivo
de Zea mays L. “maiz” en invernadero

Para el cultivo de maiz se necesitan 100 unidades de fésforo (UP) por hectérea

(1 ha = 10 000 m?). La roca fosférica de Bayévar utilizada contiene 30 UP. Para

adicionar la cantidad adecuada de fosforo realizar el siguiente calculo:

Area de la superficie del suelo en las macetas:

0,025446 m?
100 Kg roca fosfoérica ------------ > 30 UP
p QU— > 100 UP

X = 333,333 Kg roca fosférica

En 333,333 Kg roca fosforica  ------------ > 10 000 m?

) QR —— > 0, 025446 m?
X =0,848 g de Roca fosforica

e Aplicar 0,848 g de roca fosférica en cada maceta segun los tratamientos en

estudio.
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Anexo 8

Valores promedios de la concentracion de fosforo soluble (mg L™) en
caldo SRSM cultivado con 126 bacterias nativas solubilizadoras de

roca fosforica de Bayovar en diferentes tiempos de incubacién

Codigo de Tiempos de incubacién (horas)
aislamiento

bacteriano UNPRG 24 48 72 96 120
CDO001 4,98 16,93 12,26 8,28 8,83
CDO002 8,55 3,88 11,58 5,26 4,84
CD003 * * * * *
CD004 0,45 7,04 8,00 8,83 10,34
CDO005 7,18 11,44 16,52 13,64 14,32
CD006 * * * * *
CDOO7 * * * * *
CDO008 1,82 7,32 10,20 8,55 9,38
CDO009 8,28 8,55 11,85 11,16 11,58
CDO010 6,49 5,94 12,26 16,25 15,15
CDO011 9,24 10,61 6,91 15,97 16,80
CDO012 3,61 3,61 11,85 17,34 5,26
CDO013 11,71 11,30 11,71 5,53 17,21
CD014 9,24 11,71 22,43 17,89 21,88
CDO015 2,37 4,84 10,75 8,69 17,21
CD016 * * * * *
CD017 * * * * *
CD018 * * * * *
CDO019 9,79 11,58 26,55 14,60 17,62
CDO020 6,63 6,91 10,48 9,24 8,00
CDO021 3,06 2,23 17,48 471 3,20
CD022 * * * * *
CDO023 4,43 3,20 11,58 3,61 3,06
CD024 2,10 3,33 13,77 10,34 9,65
CDO025 3,88 2,92 4,16 4,84 2,51
CDO026 12,13 8,14 2,51 4,43 2,37
CD027 * * * * *
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CD028 8,28 6,91 24,76 18,72 22,56
CDO029 3,20 8,97 12,40 12,26 15,01
CD030 8,83 7,87 21,05 13,36 15,28
Continuacion (...)
Codigo de Tiempos de incubacién (horas)
aislamiento

bacteriano UNPRG 24 48 72 96 120
CDO031 7,04 13,22 15,28 18,99 15,01
CD032 * * * * *
CDO033 3,20 10,34 20,78 18,03 15,56
CD034 6,63 5,94 15,42 7,45 10,06
CDO035 11,16 11,16 18,17 20,09 19,82
CDO036 6,77 3,47 4,16 16,38 12,26
CD037 * * * * *
CD038 9,24 8,00 15,97 38,91 13,91
CDO039 11,85 13,36 27,51 26,96 18,03
CD040 5,39 3,88 23,53 36,16 11,30
CD041 32,32 20,50 36,58 31,91 32,45
CD042 5,67 12,67 39,05 35,75 13,22
CD043 2,51 5,94 6,91 27,51 16,66
CD044 32,04 13,09 38,50 35,75 17,21
CD045 * * * * *
CD046 * * * * *
CD047 31,49 13,91 17,89 24,76 22,98
CDo048 16,25 6,91 2,78 13,77 11,30
CDO049 14,60 2,78 21,19 18,99 3,47
CD050 4,98 4,30 36,16 32,73 17,76
CDO051 7,59 11,71 6,91 28,33 24,08
CDO052 13,50 23,94 39,87 47,70 49,21
CDO053 7,04 4,43 8,00 20,23 10,34
CD054 * * * * *
CD055 * * * * *
CDO056 7,18 3,06 15,42 19,54 31,49
CDO057 14,73 19,41 31,63 38,91 14,46
CDO058 0,31 8,55 17,34 25,04 17,76
CDO059 7,87 3,20 11,58 16,80 8,00
CDO060 3,75 512 22,56 29,71 11,30
CDO61 * * * * *
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CD062 22,15 22,15 15,15 34,65 26,41
CD063 * * * * *
PMO064 4,57 8,97 9,65 25,17 20,50
PM065 * * * * *

Continuacion (...)

Cédigo de Tiempos de incubacién (horas)
aislamiento

bacteriano UNPRG 24 48 72 96 120
PMO066 4,84 4,43 5,12 7,45 9,38
PMO067 5,67 11,03 13,36 17,21 39,05
PMO068 4,43 3,20 2,51 6,91 11,16
PMO69 * * * * *
PMO70 512 13,09 17,89 24,76 41,11
PMO71 * * * * *
PMO072 8,14 7,04 6,22 21,05 25,59
PMO0O73 14,05 14,32 9,52 16,52 29,16
PMO74 * * * * *
PMO75 5,67 6,91 7,59 19,27 19,68
PMO76 4,57 4,43 1,27 4,16 6,63
PMO77 * * * * *
PMO078 7,32 7,45 3,88 13,77 21,33
PMO079 2,37 2,23 1,27 7,04 14,87
PMO080 3,61 2,37 0,72 2,78 5,53
PMO081 9,38 2,23 2,10 15,42 28,75
PM082 6,22 3,88 8,97 20,78 24,63
PM083 5,67 4,57 3,88 5,39 9,38
PM084 * * * * *
PM085 * * * * *
PMO086 4,57 2,92 1,55 6,91 7,59
PMO087 2,78 2,23 1,55 4,02 4,30
PMO088 1,55 1,82 1,82 3,47 5,26
PM089 * * * * *
PMO090 6,08 4,30 2,51 11,16 18,03
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PMO091
PM092
PM093
PM094
PMO095

4,98 4,16 4,02 10,89 15,83

5,81 6,22 5,94 12,13 17,48

15,70 9,10 6,08 10,06 13,64

4,02 2,37 3,20 9,52 15,42
* * * * *

Continuacion (...)

Codigo de Tiempos de incubacién (horas)
aislamiento

bacteriano UNPRG 24 48 72 96 120
PM101 7,04 5,39 3,88 15,42 14,87
PM102 8,28 11,71 3,06 8,14 25,59
PM103 * * * * *
PM104 3,33 5,39 3,61 8,14 17,76
PM105 1,82 2,10 1,14 2,23 5,53
PM106 4,16 3,61 1,82 8,42 7,04
PM107 * * * * *
PM108 1,96 4,02 4,02 457 7,32
PM109 4,71 1,82 1,55 457 4,84
PM110 4,98 3,75 2,78 5,67 6,77
PM111 2,78 1,82 0,86 4,02 4,16
PM112 * * * * *
PM113 7,73 0,72 1,00 2,78 4,02
PM114 4,84 17,21 27,10 27,37 45,09
PM115 6,77 4,57 4,71 471 7,04
PM116 5,39 4,84 4,57 6,91 11,16
PM117 7,18 6,22 5,39 9,52 9,93
PM118 13,64 14,60 8,69 12,26 17,89
PMllg * * * * *
PM120 * * * * *
PM121 4,98 2,78 1,41 457 6,49
PM122 10,20 9,52 4,84 11,03 12,54
PM123 13,36 23,11 21,05 22,02 31,49
PM124 * * * * *
PM125 * * * * *
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PM126 * * * * *

(*) No se pudo cuantificar el fésforo soluble.

Anexo 9

Valores promedio de pH en caldo SRSM cultivado con ciento veintiséis
cepas nativas de bacterias solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar en

diferentes tiempos de incubacion

Cédigo de Tiempos de incubacion (horas)

aislamiento

bﬁc,ﬂgl'qago 24 48 72 96 120
CDO001 4,8 4.7 4,7 4,7 4,8
CDO002 6,5 6,3 6,3 6,3 6,0
CD003 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDo004 4,8 4.7 4,7 4,7 5,2
CDO005 4,8 4.7 572 4,8 4,8
CDO006 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO007 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CD008 4,8 4,7 4.7 4,7 4,7
CDO009 4.8 4,7 5,0 4.8 4.8
CD010 4.8 4,7 49 4.9 5,0
CDO011 4.8 4,7 4.8 4.8 4,3
CDO012 6,5 6,3 6,3 55 6,0
CD013 4.8 4,7 4.7 6,0 4,7
CDO014 4.8 4,7 4,8 4.8 5,0
CDO015 6,5 6,3 6,5 6,0 5,8
CDO016 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO017 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO018 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO019 4,8 4,7 4,8 4,8 4,8
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CD020 4,8 4,7 4,7 4,7 4.8
CDO021 6,5 6,3 6,5 6,3 6,0
CD022 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CD023 6,5 6,3 6,5 6,3 6,0
CD024 4,8 4,7 4,7 4,7 4.8
CD025 55 5,2 5,2 49 4.8
CD026 55 5,0 5,0 49 4.8
CDO027 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CD028 4.8 4.8 4,2 4,2 4.2
CD029 55 5,2 5,2 5,2 5,0
CD030 4.8 4,7 4.7 4,7 4.8
Continuacioén (...)
Cédigo de Tiempos de incubacion (horas)
aislamiento
bic,\tg;{ag © 24 48 72 96 120
CDO031 4,8 4,6 4,2 4.2 4,2
CD032 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO033 45 45 4.3 4.3 4,3
CDO034 55 52 5,0 49 5,0
CDO035 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO036 55 51 4.8 4.7 4.8
CDO037 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CD038 55 5,2 5,2 572 572
CD039 55 5,2 5,0 4.8 4.8
CD040 55 5,0 5,0 4.8 4.8
CD041 55 49 49 49 4.8
CD042 55 49 49 4.8 4.8
CD043 6,5 6,5 6,5 6,5 55
CD044 55 5,2 5,2 5,0 5,0
CD045 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CD046 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CcDO047 6,5 6,5 6,5 6,5 6,0
CD048 55 55 55 55 55
CD049 6,5 6,5 6,5 6,5 6,0
CDO050 5,0 5,0 4.8 4.8 4.8
CDO051 6,5 6,5 6,5 6,5 6,0
CDO052 4.8 45 45 45 4.3
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CDO053 6,5 6,5 6,5 6,0 6,0
CDO054 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO055 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CDO056 55 52 52 50 4,8
CDO057 5,5 55 57 5,3 53
CDO058 6,5 6,5 6,5 6,5 4,8
CD059 6,5 6,5 6,3 6,0 5,8
CD060 4,8 4,8 4,8 4,7 4,7
CD061 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
CD062 4,8 4,8 4,8 4,8 4,8
CD063 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO064 6,5 6,5 6,5 6,5 6,2
PM065 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Continuacion (...)
Cédigo de aislamiento Tiempos de incubacion (horas)
bacteriano UNPRG °a 28 - 96 120
PMO066 4,8 4,7 4,7 4,7 4,6
PM067 4,8 4,7 4,7 4,7 4,7
PMO068 4,8 4,7 4,7 4,7 4,6
PMO069 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO070 4.8 4,7 4.7 4,7 4,6
PMO71 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMQ72 5,6 5,5 55 4,8 4,8
PMO073 55 5,5 55 5,0 5,0
PMO074 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO75 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7
PMO76 4.7 4,7 4.7 4,6 4,6
PMOQ77 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO078 55 5,5 55 4,8 4,8
PMO079 53 5,3 53 4,8 4,8
PMO080 5,8 4,8 4,8 4,8 4,8
PMO081 5,8 5,8 5,8 6,5 55
PMO082 4,8 4,8 4,8 4,7 4,7
PM083 4.7 4,7 4.7 4,6 4,6
PM084 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO085 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO086 59 4,8 4,8 4,8 4,8
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PMO087 5,0 4,8 4,8 4,8 4,8

PMO088 5,5 4,8 4,8 4,8 4,8
PMO089 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO090 5,5 4,8 4,8 4,8 4,8
PMO091 5,5 5,5 5,5 5,5 50
PM092 4,9 4,7 4,7 4,7 4,7
PMO093 6,5 6,5 6,5 6,5 6,0
PM094 5,5 5,5 5,5 5,0 4,8
PMO095 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO096 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO097 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PMO098 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7
PMO099 4,6 4,7 4,7 4,7 4,7
PM100 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5

Continuacion (...)

Cédigo de Tiempos de incubacion (horas)

aislamiento

bacteriano
UNPRG 24 48 72 96 120
PM101 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM102 5,5 55 5,5 4,8 4,8
PM103 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM104 6,5 6,5 6,5 5,0 5,0
PM105 4,8 4,8 4,8 4,8 4,8
PM106 5,5 5,5 5,5 4,8 4,8
PM107 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM108 4,8 4,7 47 4,7 4,7
PM109 5,5 4,8 4,8 5,5 5,0
PM110 4,7 4,6 4,6 4,6 4,6
PM111 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM112 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM113 6,5 6,5 6,5 6,5 6,0
PM114 4.8 4,7 4,7 4,7 4,7
PM115 6,5 6,5 6,5 5,8 5,0
PM116 5,5 5,5 5,5 5,0 4,8
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PM117 6,5 5,5 55 4,8 4,8
PM118 6,5 5,5 5,5 4,8 4,8
PM119 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM120 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM121 6,5 6,5 6,5 5,5 55
PM122 6,5 6,5 6,5 4,8 4,8
PM123 5,5 5,5 5,5 5,0 4,8
PM124 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM125 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
PM126 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Anexo 10

Eficiencia (%) de solubilizacion de fésforo in vitro de 126 bacterias nativas

solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar cultivados en caldo SRSM

a28°C (P;=100mg L™

Cdédigo de aislamiento

bacteriano Fésforo squ_PiIizado Sf Eficiencia

UNPRG (mg L) )

CDO001 16,93 83,07 16,93
CDO002 11,58 88,43 11,58
CDO003 0,00 100,00 0,00
CDO004 10,34 89,66 10,34
CDO005 16,52 83,48 16,52
CDO006 0,00 100,00 0,00
CDo007 0,00 100,00 0,00
CDO008 10,20 89,80 10,20
CDO009 11,85 88,15 11,85
CDO010 16,25 83,76 16,25
CDO011 16,80 83,21 16,80
CDO012 17,34 82,66 17,34
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CD013 17,21 82,79 17,21
CDO014 22,43 77,57 22,43
CD015 17,21 82,79 17,21
CD016 0,00 100,00 0,00
CDO017 0,00 100,00 0,00
CD018 0,00 100,00 0,00
CDO019 26,55 73,45 26,55
CD020 10,48 89,52 10,48
CD021 17,48 82,52 17,48
CD022 0,00 100,00 0,00
CD023 11,58 88,43 11,58
CD024 13,77 86,23 13,77
CD025 4,84 95,16 4,84
CD026 12,13 87,88 12,13
CDO027 0,00 100,00 0,00
CD028 24,76 75,24 24,76
CD029 15,01 84,99 15,01
CD030 21,05 78,95 21,05
Continuacion (...)
Cdédigo de aislamiento _, .
gbacteriano Fosforo solu_lblllzado Sf Eficiencia (%)

UNPRG (mg L)

CDO031 18,99 81,01 18,99
CD032 0,00 100,00 0,00
CD033 20,78 79,22 20,78
CD034 15,42 84,58 15,42
CDO035 20,09 79,91 20,09
CDO036 16,38 83,62 16,38
CDO037 0,00 100,00 0,00
CD038 38,91 61,09 38,91
CDO039 27,51 72,49 27,51
CD040 36,16 63,84 36,16
CD041 36,58 63,43 36,58
CD042 39,05 60,95 39,05
CD043 27,51 72,49 27,51
CD044 38,50 61,50 38,50
CD045 0,00 100,00 0,00
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CDO046 0,00 100,00 0,00

CDo047 31,49 68,51 31,49
CDO048 16,25 83,76 16,25
CDO049 21,19 78,81 21,19
CDO050 36,16 63,84 36,16
CDO051 28,33 71,67 28,33
CDO052 49,21 50,79 49,21
CDO053 20,23 79,77 20,23
CD054 0,00 100,00 0,00

CDO055 0,00 100,00 0,00

CDO056 31,49 68,51 31,49
CDO057 38,91 61,09 38,91
CDO058 25,04 74,96 25,04
CDO059 16,80 83,21 16,80
CDO060 29,71 70,29 29,71
CDO061 0.000 100.000 0.000
CDO062 34.652 65.348 34.652
CDO063 0.000 100.000 0.000
PMO064 25.174 74.826 25.174
PMO065 0.000 100.000 0.000

Continuacion (...)

Codigo de aislamiento

bacteriano Fosforo squ_PiIizado Sf Eficioencia

UNPRG (mg L™) (%)

PM066 9,38 90,62 9,38
PM067 39,05 60,95 39,05
PMO068 11,16 88,84 11,16
PM069 0,00 100,00 0,00
PM070 41,11 58,89 41,11
PM071 0,00 100,00 0,00
PMO072 25,59 74,41 25,59
PMO73 29,16 70,84 29,16
PM074 0,00 100,00 0,00
PMO75 19,68 80,32 19,68
PM076 6,63 93,37 6,63
PM077 0,00 100,00 0,00
PM078 21,33 78,67 21,33
PM079 14,87 85,13 14,87
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PM080 5,53 94,47 5,53
PMO081 28,75 71,26 28,75
PM082 24,63 75,38 24,63
PM083 9,38 90,62 9,38
PM084 0,00 100,00 0,00
PM085 0,00 100,00 0,00
PM086 7,59 92,41 7,59
PM087 4,30 95,71 4,30
PM088 5,26 94,74 5,26
PMO089 0,00 100,00 0,00
PM090 18,03 81,97 18,03
PM091 15,83 84,17 15,83
PM092 17,48 82,52 17,48
PM093 13,64 86,36 13,64
PM094 15,42 84,58 15,42
PM095 0,00 100,00 0,00
PM096 0,00 100,00 0,00
PM097 0,00 100,00 0,00
PM098 8,69 91,31 8,69
PM099 44,27 55,73 44,27
PM100 0,00 100,00 0,00
Continuacion (...)
Cddigo de aislamiento , . . .
bacteriano Fosforo solu_Plllzado Sf Ef|C|0enC|a

UNPRG (Mg L) )
PM101 15,42 84,58 15,42
PM102 25,59 74,41 25,59
PM103 0,00 100,00 0,00
PM104 17,76 82,24 17,76
PM105 5,53 94,47 5,53
PM106 8,42 91,58 8,42
PM107 0,00 100,00 0,00
PM108 7,32 92,68 7,32
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PM109
PM110
PM111
PM112
PM113
PM114
PM115
PM116
PM117
PM118
PM119
PM120
PM121
PM122
PM123
PM124
PM125
PM126

4,84
6,77
4,16
0,00
7,73

45,09
7,04

11,16
9,93

17,89
0,00
0,00
6,49

12,54

31,49
0,00
0,00
0,00

95,16
93,23
95,84
100,00
92,27
54,91
92,96
88,84
90,07
82,11
100,00
100,00
93,51
87,46
68,51
100,00
100,00
100,00

4,84
6,77
4,16
0,00
7,73

45,09
7,04

11,16
9,93

17,89
0,00
0,00
6,49

12,54

31,49
0,00
0,00
0,00
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Anexo 11

Analisis de varianza de valores promedios de altura al inicio de la floracion
(cm) de Zea mays L. maiz amarillo duro variedad marginal 28-T mejorado,
por efecto de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosforica de Bayovar

y tres testigos en invernadero

Ho=ul=u2=u3=ud4=u5=u6=u7=u8=u9=ul0=ull=ul2=ul3

Ha = Al menos una media diferente

Ft

Fuente de
Variacion GL CM Fc (0,05) (0,01) Sign Decision

Tratamientos 12 228,70 19,35 2,15 2,96 *x Rechaza Hg

Error 26 11,82
CV =7,40%
Anexo 12
Andlisis de varianza de valores promedios de Peso aéreo (g) de Zea

mays L. maiz amarillo duro variedad marginal 28-T mejorado, por efecto de
bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar y tres

testigos en invernadero

Ho=ul=u2=u3=ud4=u5=u6=u7=u8=u9=ul0=ull=ul2=ul3

Ha = Al menos una media diferente

Ft

Fuente de
Variacion GL CM Fc (0,05) (0,01) Sign Decision

Tratamientos 12 272,90 12,97 2,15 2,96 *k Rechaza Hg



Error 26 21,04

CV =12,58%

Anexo 13

Andlisis de varianza de valores promedios de Volumen radicular (cm?) de
Zea mays L. maiz amarillo duro variedad marginal 28-T mejorado, por efecto
de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de Bayovar y tres

testigos en invernadero

Ho=ul=u2=u3=ud4=u5=u6=u7=u8=u9=ul0=ull=ul2=ul3

H, = Al menos una media diferente

Ft
Fuente de
Variacion GL CM Fc (0,05) (0,01) Sign Decision
Tratamientos 12 228,70 19,35 2,15 2,96 *k Rechaza Hg
Error 26 11,82
CV =7,40%

Anexo 14

Andlisis de varianza de valores promedios de Peso radicular (g) de
Zea mays L. maiz amarillo duro variedad marginal 28-T mejorado, por efecto
de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de BayoOvar y tres

testigos en invernadero

Ho=ul=u2=u3=ud4=u5=u6=u7=u8=u9=ul0=ull=ul2=ul3

H, = Al menos una media diferente
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Ft

Fuente de

Variacion GL CM Fc (0,05) (0,01) Sign Decision
Tratamientos 12 576 10,96 2,15 2,96 * Rechaza Ho
Error 26 0,53
CV =9,24%

Anexo 15

Andlisis de varianza de valores promedios de Didmetro del tallo (cm) de

Zea mays L. maiz amarillo duro variedad marginal 28-T mejorado, por efecto

de bacterias nativas solubilizadoras de roca fosférica de BayoOvar y tres

testigos en invernadero

Ho=ul=u2=u3=ud4=u5=u6=u7=u8=u9=ul0=ull=ul2=ul3

H, = Al menos una media diferente

Ft
Fuente de
Variacion GL CM Fc (0,05) (0,01) Sign Decision
Tratamientos 12 0,28 7,65 2,15 2,96 * Rechaza Hy
Error 26 0,03
CV =4,14%

240



241



