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RESUMEN

En el suelo rizosférico de Aloe vera (L.) Burm. f. se aislaron bacterias con el objetivo
de determinar el potencial como promotoras de crecimiento en plantas bajo estrés
salino. Las bacterias aisladas en agar Plate Count y MacConkey, con actividad de
la enzima 1-aminocilopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa y tolerancia a
10% cloruro de socio, NaCl se inocularon en semillas de Raphanus sativus L.
“rabanito”, se determind la tasa de germinacion (80mM NacCl) y se investigo el efecto
en la emergencia y desarrollo de rabanito en suelos salino (CE=10,12dsm™) y no
salino (CE=3,17dsm™). En el 3,94% de las bacterias aisladas de la rizosfera de
sabila se demostr6é la actividad de la enzima ACC desaminasa y tolerancia a
10% de NaCl y se identificaron fenotipicamente en el género Bacillus. La tasa de
germinacion fue de 18,64 - 42,61 con Bacillus spp., en comparacion con 35 en el
testigo con solucion salina. Las rizobacterias del género Bacillus incrementaron la
emergenciay desarrollo de rabanito en suelos salino y no salino, alcanzando indices
de efectividad de 203,85% (altura); 66,67% (namero de hojas); 54,28% (peso de
biomasa aérea); 172,57% (peso de raices) y 28,46% en el contenido de clorofila en
el suelo salino. Se demostré el potencial de Bacillus spp. para promover el
crecimiento de rabanito bajo suelo salino.

Palabras clave: Aloe vera, rizobacterias, promocion de crecimiento,

Raphanus sativus, ACC desaminasa.
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ABSTRACT

Bacteria were isolated in the rhizosphere of Aloe vera (L) Burm.f. in order to establish
the potential as growth promoters in plants under salt stress. These isolated bacteria
on Plate Count and McConkey agar, with the activity of enzyme
1-aminociclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase and tolerance to 10% of
Sodium Chloride (NaCl) were inoculated into Raphanus Sativus L. seeds also called
‘radish”. The germination rate (80mM NaCl) was determined and the effect of the
emergence and development of radish in saline (CE=10,12dsm!) and non-saline
(CE=3,17dsm-1) soil. In 3.94% of the bacteria isolated from the rhizosphere of aloe,
the activity of the enzyme ACC deaminase and tolerance to 10% NaCl and were
phenotypically identified in the genus Bacillus. The germination rate was
18.64 — 42.61 with Bacillus spp compared to 35 in the saline control.
The rhizobacteria from genus Bacillus rose the emergence and growth of radish in
saline and non- saline soils reaching effectiveness rates of 203,85% (height);
66.67% (leaf number); 54,28% (aerial biomass weight); 172.57% (root weight) and
28,46% in the chlorophyll content of saline soil. The potential of Bacillus spp to

promote the development of radish under saline soil was successfully proved.

Key Words: Aloe vera, rhizobacteria, growth promoter,

Raphanus sativus, ACC deaminase.
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I. INTRODUCCION

La salinidad es uno de los factores mas limitantes de la productividad de
los cultivos agricolas y los suelos con esta problematica se incrementan en
10% anualmente, debido a la baja precipitacion, alta evaporacion, riego con
agua salina e inadecuadas précticas culturales. Se estima, que en el 2050 mas
del 50% de las tierras cultivables en el mundo presentaran salinidad
(Shrivastava y Kumar, 2015). Un suelo se considera salino cuando la
conductividad eléctrica (CE) del extracto de saturacion en la zona radicular
excede los 4dSm (40 mM NaCl). La salinidad induce en las plantas el estrés
osmotico y la toxicidad iénica asociada a la absorcion excesiva de cloruro (CI)
y sodio (Na*), con deficiencia de calcio (Ca*?) y potasio (K*), entre otros
nutrientes (Acosta et al., 2017).

El etileno es un regulador importante del crecimiento y desarrollo de las
plantas bajo condiciones normales y desfavorables como la salinidad; no
obstante, la sobreproduccion ante el estrés inhibe el crecimiento vegetal o
conduce a la muerte de las plantas (Molina et al., 2015; Shahzad et al., 2015).
Aloe vera (L.) Burm. f. “sabila” es una especie adaptada a las condiciones de
estrés por sequia porque mantiene el potencial hidrico en sus tejidos frente a
elevadas concentraciones de sales, altas temperaturas y déficit de humedad en
el suelo (Sifuentes et al., 2020).

En la rizésfera de las plantas como la sébila se encuentran bacterias
promotoras de crecimiento en plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria,
PGPR) que mediante diferentes mecanismos promueven el desarrollo vegetal
(Meena y Baljeet, 2017; War y Joshi, 2014). Entre estas PGPR destacan las
que presentan actividad aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa
(ACC desaminasa), que hidrolizan el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) o precursor inmediato del etileno hasta a-cetobutirato y amonio,

disminuyendo el nivel de etileno y los efectos del estrés
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(Porto de Souza et al., 2017; Shahzad et al., 2015); no obstante, en regiones
afectadas por la salinidad como Lambayeque (Soca et al., 2016) es escasa la
investigacion de PGPR en sabila, con la perspectiva de utilizarlas en diferentes
cultivos agricolas.

En este contexto, se realizo la siguiente investigacion cuyo problema fue:
¢, Cual es el potencial como promotores de crecimiento en Raphanus sativus L.
‘rabanito” bajo estrés salino de las bacterias rizosféricas de
A. vera (L.) Burm. f.? La hipétesis fue: Las bacterias aisladas de la rizosfera de
A. vera (L.) Burm. f. presentan actividad ACC desaminasa y promueven la
germinacion y desarrollo de Raphanus sativus L. “rabanito” bajo estrés salino.
El objetivo general fue: Determinar el potencial como promotoras de crecimiento
en plantas bajo estrés salino de las bacterias aisladas de la rizosfera de
A. vera (L.) Burm. f.

Los objetivos especificos de la investigaciéon fueron: Identificar la
actividad ACC desaminasa y tolerancia al cloruro de sodio en las bacterias
aisladas de la rizésfera de Aloe vera (L.) Burm. f., identificar fenotipicamente el
género de las rizobacterias con actividad ACC desaminasa y tolerancia al
cloruro de sodio, determinar el efecto de las rizobacterias en la tasa de
germinacion de semillas de Raphanus sativus L. “rabanito” bajo estrés salino,
comparar el efecto de las rizobacterias en la emergencia y desarrollo de rabanito
en suelos no salino y salino a nivel a invernadero y determinar el contenido de
clorofila en las hojas de rabanito de los dos tratamientos con los mayores

indices de efectividad en el peso de las raices.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Suman et al. (2018) aislaron bacterias del género Bacillus en la rizésfera
de Mammillaria magnimamma y Coryphantha radians, con el objetivo de
investigar el efecto in vitro e in vivo en Mammillaria spp. Se identificaron cuatro
aislados de Bacillus spp. con actividad ACC desaminasa, fijacién de nitrégeno,
produccién de &cido indol acético y solubilizacién de fosfato tricalcico. Todas las
bacterias aumentaron (17-34%) la germinacion. Bacillus sp.AP24 incremento
(31%) el numero de plantas de M. zeilmanniana y la floracion durante 1 afio. Se
concluy6 que estas bacterias pueden ser utilizadas para mejorar el desarrollo
de las especies vegetales en zonas aridas.

Meena y Baljeet (2017) investigaron las caracteristicas que evidencian
promocién del crecimiento vegetal en Brevibacterium frigrotolerans
SMA 23 aislada de la rizosfera de A. vera Se comparo la solubilizacién de
fosfato, produccién de &cido indol acético (AlA) y sideréforos (SU) a diferentes
temperaturas y se investigo el efecto en el crecimiento de Triticum aestivum
“trigo” en condiciones de invernadero. A 10, 20, 30 y 35°C se cuantificaron
31-110 mgPmL?, 27-71 ug AIA mL? y 15-39% SU. La bacteria incremento6 la
longitud radicular (68,96%), altura de plantula (70%) y biomasa (123,52%),
demostrando su potencial como promotora de crecimiento.

Chavez et al. (2016) caracterizaron bacterias solubilizadoras de fosfato
aisladas de la rizésfera en suelos salinos. Se investigd la tolerancia a
2-15% NacCl, produccion de sideréforos, acido cianhidrico (HCN), acido indol
acético (AIA) y actividad ACC desaminasa. Los 40 aislados de bacterias
presentaron tolerancia a 15% de NaCl y se identificaron los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Azotobacter y Rhizobium. Con estas bacterias se demostré la
produccion de sideréforos (35%), HCN (75%), AIA (50%) y actividad
ACC desaminasa (25%). Los resultados evidenciaron el potencial de las

bacterias como biofertilizantes.
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Orhan (2016) investigd el potencial de bacterias halotolerantes para
promover el crecimiento de Triticum aestivum. Las bacterias se inocularon en
las semillas y se mantuvieron en medio Hoagland con 50, 100, 200 y 400 mM
de NaCl en el primer ensayo y 200 mM de NaCl en el segundo ensayo. El 44%
de las bacterias produjo AlA 'y el 33% amonio, 28% fij6 nitrégeno, 55% solubilizé
fosfato y 66% presento actividad ACC desaminasa. El NaCl disminuy6 10-80%
el peso de la biomasa vegetal; no obstante, las bacterias incrementaron la tasa
de crecimiento (62-78%). Se demostrd el potencial de las bacterias para
incrementar el desarrollo de T. aestivum bajo estrés salino.

Angulo et al. (2014) aislaron bacterias rizosféricas y endéfitas de
Eucalyptus nitens, para determinar su capacidad de promover el crecimiento en
las plantulas. Las bacterias se inocularon en las semillas a la siembra y
4 semanas después en la rizosfera. ElI 14,2% de bacterias incremento el
crecimiento de las plantulas alcanzando 142% en la biomasa aérea, 135% en
la biomasa radicular, 50% en la altura y 45% en la longitud de las raices. Se
identificaron Arthrobacter, Lysinibacillus, Rahnella y Bacillus. Todas las
bacterias produjeron indoles, el 40% solubilizé fosfato y el 6,6% presentd
actividad ACC desaminasa. Se evidencidé el potencial de las bacterias como
promotoras de crecimiento.

Qin et al. (2014) investigaron el potencial biofertilizante de bacterias
enddfitas con actividad ACC desaminasa en Limonium sinense (Girad) Kuntze.
Se determind la produccién de indoles, fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosfato y el efecto en la germinacion y desarrollo vegetativo bajo estrés salino.
En el 13,3% de bacterias se detect6 actividad ACC desaminasa y entre éstas
3,96% produjo indoles; 4,7% fij6 nitrégeno y 3,17% solubiliz6 fosfato. Las
bacterias incrementaron la longitud de la raiz, altura de planta y nimero de hojas
de las plantas desarrolladas con 100-250 nmol* NaCl, demostrando efectividad
en la proteccion de las plantas bajo estrés salino.

War y Joshi (2014) estudiaron la capacidad para estimular el crecimiento
de las plantas en bacterias aisladas de A. vera. Se realiz6 la caracterizacion

molecular y se determind la solubilizacién de fosfatos, produccion de acido indol
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acético y enzimas, fijacion de nitrdgeno y antagonismo a Fusarium oxysporum
y Emericella nidulans. Se obtuvieron 70 aislados bacterianos,
23 endofitos y 47 epifitos. Las especies de Bacillus, Serratia, Pseudomonas,
Pantoea y Lysinibacillus mostraron in vitro propiedades estimulantes del
crecimiento vegetal y Bacillus spp. una significativa actividad antagonica. Se

demostro el potencial de las bacterias como bioestimulantes.

2.2 Base tedrica

Las bacterias que viven cerca a las raices y son capaces de estimular el
crecimiento de las plantas son denominadas rizobacterias promotoras de
crecimiento en plantas (plant growth promoting rhizobacteria, PGPR).
Estas bacterias colonizan la superficie radicular, pueden sobrevivir,
multiplicarse, competir con otros microorganismos y promover el crecimiento
vegetal (Shahzad et al., 2015).

Las PGPR ejercen mecanismos directos e indirectos en la promocion de
crecimiento vegetal y en su mayoria son multifuncionales, sugiriéndose que la
estimulacién del crecimiento es resultado de varios mecanismos, que se activan
en simultdneo (Molina et al., 2015). Entre éstos destacan la actividad
ACC desaminasa, la fijacion de nitrégeno, la produccion de fitorreguladores
(acido indol acético, giberelinas, citoquinas, etileno), la solubilizacion de fosfatos
minerales y la actividad antagénica a microorganismos fitopatbgenos
(Shahzad et al., 2015).

La actividad de la enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminasa es un mecanismo directo de las PGPR, mediante el cual se regula
el nivel de la fitohormona etileno. Las plantas con estrés por salinidad sintetizan
y acumulan etileno, con efecto perjudicial; no obstante, los microorganismos con
actividad ACC desaminasa hidrolizan el precursor o ACC convirtiéndolo en
amonio y alfa cetobutirato y asi disminuyen el nivel de etileno y el estrés

causado por esta fitohormona (Sathya et al., 2017).
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Las PGPR son clasificadas en biofertilizantes que incrementan la
disponibilidad de nutrientes a las plantas; fitoestimuladores o productores de
fitohormonas; rizomediadores que degradan los nutrientes orgénicos y
biopesticidas que controlan a los fitopatdgenos (Antoun y Prévost, 2005). En el
suelo rizosférico o en las plantas se aislan bacterias, pero no todas son
promotoras de crecimiento vegetal. Esta capacidad se demuestra inoculando
las bacterias en las semillas o en el suelo, bajo condiciones controladas donde
las plantas inoculadas deben superar a los testigos y posteriormente se
exploran a nivel molecular los mecanismos involucrados (Vivanco et al., 2016).

Las plantas son clasificadas como glicofitas o euhalofitas con base a su
capacidad para crecer en condiciones salinas. El crecimiento de las glicofitas es
inhibido parcial o totalmente en concentraciones de 100-200 mM NacCl. Por el
contrario, las haléfitas sobreviven hasta en 300-500 mM NaCl. Estas plantas
regulan el contenido de sal mediante la exclusion de sal hacia el sistema
vascular, eliminacion de sal mediante glandulas y pelos y redistribucion del
sodio (Na+) y cloro (Cl-) hacia el floema (Acosta et al., 2017).

Aloe vera (L.) Burm. f. (Xanthorrhoeaceae) denominada sabila es una
xeréfita con metabolismo &cido de crasulaceas (MAC), cultivada en zonas
aridas y semiéridas por su alta eficiencia en el uso del agua. Estas plantas tienen
tejido almacenador de agua (Franco et al, 2014), generan potenciales
osmoticos celulares negativos (< 0,3 MPa) y pueden absorber y almacenar el
agua, superando el estrés hidrico (Sifuentes et al., 2020; Garcia et al., 2014);
no obstante, la sequia y el cultivo en lugares cercanos al mar ejercen efectos
severos sobre el crecimiento, rendimiento y calidad de las plantas. Se observa
pérdida de turgencia, disminucién en el volumen foliar y contenido relativo de
agua (CRA), problematica comun en plantas suculentas bajo estrés salino o
hidrico (Franco et al., 2014).

A. vera es una planta medicinal con multiples aplicaciones en la industria
médica y cosmética. El gel de la pulpa tiene mas de 75 sustancias
biolégicamente activas como vitaminas, antraquinonas, minerales, enzimas,

azucares, lignina, saponinas, esteroles, aminoacidos y acido salicilico
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(Meenay Baljeet, 2017). Las plantas de sabila tienen valor econémico industrial.
Son utilizadas en el procesamiento de productos medicinales, cosméticos y

alimenticios (Franco et al., 2014).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material bioldgico
Bacterias aisladas del suelo rizosférico de Aloe vera (L.) Burm. f. “sabila” y

semillas de Raphanus sativus L., “rabanito” var. champion.

3.1.2 Poblacion y muestra

En la etapa descriptiva la poblacion correspondié el suelo rizosférico de
las plantas de sébila desarrolladas en los distritos de San José (provincia
Lambayeque) y Chongoyape y Oyotun (provincia Chiclayo) y se investigaron
54 muestras probabilisticas colectadas durante mayo de 2019. El numero de
muestras fue calculado (Hernandez et al., 2014) considerando una prevalencia de
90% determinada por las investigadoras en un muestreo piloto (Anexo A). En la
etapa explicativa, con dos ensayos independientes en suelos no salino y salino la
poblacibn y muestra no probabilistica y por conveniencia correspondido a
120 plantas de rabanito.

3.2 Métodos

3.2.1 Variable de la fase descriptiva
Variables cuantitativas: Actividad ACC desaminasa, tolerancia al NaCl
(7,5;10%Nacl).

3.2.2 Variables de la fase explicativa

Variables independientes: Suelos no salino y salino
Cultivos (4) de bacterias con actividad
ACC desaminasa

Variable dependiente  : Emergencia y desarrollo de
Raphanus sativus L.
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3.2.3 Tipo de estudio y disefo de contrastacion de hipoétesis

La investigacion fue descriptiva en la primera etapa y explicativa en la
segunda etapa. En la primera etapa, la hipotesis se contrast6 con el Disefio de una
Sola Casilla de Goode y Hatt (Alvitres, 2000). En la segunda etapa de la
investigacion, con el disefio completamente aleatorio DCA
(Hernandez et al., 2014), se realizaron dos ensayos independientes en suelos no
salino y salino, cada uno con cuatro tratamientos, correspondientes a un testigo sin
bacterias (T1) y cuatro cultivos de bacterias rizosféricas (T2 a T5), con tres

repeticiones y 12 unidades experimentales por ensayo (Figura 1).

3.2.4 Lugar de muestreo y obtencion de muestras

El muestreo se realiz6 en la Comunidad Campesina de San José, distrito
de San José; en la Reserva Ecoldgica de Chaparri, distrito de Chongoyape y en el
distrito de Oyotun. En la Comunidad Campesina de San José, el muestreo se realizd
en el sector de riego Bodegones. La comunidad se encuentra en el distrito de San
José de Lambayeque comprendido entre las coordenadas geograficas 6°45'55” de
latitud sur y 79°58'41" de longitud oeste. Limita por el norte con Lambayeque, por el
sur con Pimentel, por el este con José Leonardo Ortiz y Chiclayo y por el oeste con
el Océano Pacifico (Figura 2). La zona presenta un clima desértico subtropical, con
una temperatura que fluctia entre 25,59 a 28,27°C, con una media anual de 21°C
y una humedad relativa de 72 a 95% (INDECI, 2003).

El Area de Conservacion Privada Chaparri (Figura 3) se localiza entre los
6° 31’y 6° 5% latitud sur y 79° 16’ y 79° 3° longitud oeste, tiene una extension de
34 312 hectareas y se ubica en los territorios de la Comunidad Campesina “Santa
Catalina de Chongoyape”, cuya extension es de 42 412,60 hectareas. Esta
comunidad se sitta en el distrito de Chongoyape, provincia de Chiclayo, Regién de
Lambayeque y los distritos de Llama y Miracosta, provincia de Chota, departamento
de Cajamarca (MINAGRI, 2002).



Figura 1

Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de rizobacterias en Rhapanus sativus L.
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Figura 2
Ubicacioén del distrito de San José de Lambayeque, region Lambayeque, 2019
(https:/lwww.google.com/maps/place/Pueb+San+Jose/@-6.766674,-

Luya

79.9710052,16z).
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En el distrito de Oyotun el muestreo se realizé alrededor de las casas ubicadas
fuera de la cuidad. Oyotun estd comprendido entre las coordenadas geograficas
latitud sur 6° 50’ 52.5” y 79° 18’ 3.4"de longitud oeste (Figura 4), en la provincia de
Chongoyape, departamento de Lambayeque. Limita por el norte con el distrito de
Chongoyape, por el sur con el distrito de Nueva Arica, por el este con el
departamento de Cajamarca y por el oeste con los distritos de Cayalti y Zafa
(INDECI, 2018).

En los lugares de muestreo se seleccionaron plantas de sabila con una altura
promedio de 0,35 a 0,50m y mas de diez hojas, escogiéndose 25 plantas en la
Comunidad Campesina de San José, ocho plantas en la Reserva Ecologica de
Chaparri y 21 plantas en el distrito de Oyotun (Figuras 5 a 7, tabla 1). Para la toma
de muestra, con una palana se retir0 el suelo hasta una profundidad de 0,20 m,
suficiente para alcanzar las raices, de donde se tomaron las muestras de raices y
suelo rizosférico adherido (0,1 kg), se depositaron en bolsas de polietileno
debidamente identificadas y se transportaron en una caja térmica
(10+ 1°C) hacia el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo en Lambayeque.

En simultdneo al muestreo de raices con suelo rizosférico de sabila para el
aislamiento de bacterias rizosféricas, se colectdé una muestra representativa de 2kg
de suelo radicular en cada lugar de muestreo para determinar el pH y conductibilidad
eléctrica (CE) en el Laboratorio Agricola Analisis de Suelos y Agua (CYSAG). Segun
los resultados el suelo del sector de riego de Bodegones en la comunidad
campesina de San José es neutro con un pH 6,82 y extremadamente salino con una
conductividad eléctrica de (CE) 10,12 dSm.

El suelo de la reserva ecoldgica de Chaparri en el distrito de Chongoyape es
medianamente basico con un pH 7.69 y no salino con una conductividad eléctrica
(CE) de 0,4 dSm™*. El suelo del distrito de Oyotlin es neutro con un pH 6,98 y salino
con una conductividad eléctrica (CE) de 4,48 dSm™.
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Figura 4

Ubicacion  del distrito de  Oyotun, region Lambayeque, 2019
(https:/lwww.google.com/maps/place/Oyotun/@-6.8504174,-79.3083476,11.92z).
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Figura 5

Aloe vera (L.) Burm. f., en la Comunidad Campesina de San José, distrito de San
José de Lambayeque, region Lambayeque, 2019.
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Figura 6

Aloe vera (L) Burm. f., en la Reserva Ecologica de Chaparri, distrito de
Chongoyape, region Lambayeque, 2019.

Figura 7

Aloe vera (L.) Burm. f., en el distrito de Oyotun, regién Lambayeque, 2019.
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Posicion de los puntos de muestreo en las plantas de Aloe vera (L.) Burm. f. en los
distritos de San José, Chongoyape y Oyotun, region Lambayeque, 2019

Lugares de Cdédigo Posicion georeferencial
muestreo de
muestras
Reserva M1 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 410m
- M2 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 410m
Ecologica de M3 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 410m
Chaparri M4 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 415m
' M5 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 415m
Chongoyape, M6 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 415m
Chiclayo M7 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 420m
M8 -6.6975407, -79.3578201 6°41'51.2"S 79°21'28.2"W 420m
M9 -6.708056, -79.914444 6°42'29.0"S 79°54'52.0"W 17m
M10 -6.708056, -79.914444 6°42'29.0"S 79°54'52.0"W 17m
M11 -6.708056, -79.914444 6°42'29.0"S 79°54'52.0"W 17m
M12 -6.708056, -79.914444 6°42'29.0"S 79°54'52.0"W 17m
M13 -6.708056, -79.914444 6°42'29.0"S 79°54'52.0"W 17m
M14 -6.708333, -79.915278 6°42'30.0"S 79°54'55.0"W 20m
M15 -6.708333, -79.915278 6°42'30.0"S 79°54'55.0"W 20m
M16 -6.708333, -79.915278 6°42'30.0"S 79°54'55.0"W 20m
M17 -6.708333, -79.915278 6°42'30.0"S 79°54'55.0"W 20m
M18 -6.708333, -79.915278 6°42'30.0"S 79°54'55.0"W 20m
—_ M19 -6.708333, -79.915278 6°42'30.0"S 79°54'55.0"W 20m
Dlstflto de San M20 -6.740548, -79.949542 6°44'26.0"S 79°56'58.4"W 8m
José, M21 -6.740548, -79.949542 6°44'26.0"S 79°56'58.4"W 8m
: M22 -6.740548, -79.949542 6°44'26.0"S 79°56'58.4"W 8m
Comun'qad M23 -6.740548, -79.949542 6°44'26.0"S 79°56'58.4"W 8m
Campesina de M24 -6.740548, -79.949542 6°44'26.0"S 79°56'58.4"W 8m
San José M25 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
J M26 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
Lambayeque M27 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M28 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M29 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M30 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M31 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M32 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M33 -6.741667, -79.951667 6°44'30.0"S 79°57'06.0"W 16m
M34 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M35 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M36 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M37 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M38 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M39 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M40 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M41 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M42 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
Distrito de M43 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
Ovotiin M44 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
y_ ) M45 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
Chiclayo M46 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M47 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M48 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M49 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M50 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M51 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M52 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
M53 -6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m

-6.845071, -79.301195 6°50'42.3"S 79°18'04.3"W 233m
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3.2.5 Identificacion de la actividad ACC desaminasa y tolerancia al cloruro de
sodio en las bacterias aisladas de la rizosfera de Aloe vera (L.) Burm. f.

Las raices con el suelo rizosférico adherido se deshidrataron bajo sombra
durante 72 horas y el suelo rizosférico fue obtenido golpeando las raices
suavemente contra la mano (Vardharajula et al., 2011). A continuacién, se peso6 10g
de suelo rizosférico, se depositd en 90mL de solucion salina esterilizada,
NaCl 0,85%, p/v y se agitd6 manualmente durante 10 minutos, obteniendo una
suspension del suelo. Para el aislamiento de Bacillus spp. 1mL de la suspension de
suelo fue Illevado a tratamiento térmico, a 80°C (Figura 8), por

10 minutos y se enfrié rapidamente con agua de cafio (Avalos et al., 2016).

Para el aislamiento de las bacterias rizosféricas se tomé una alicuota de la
suspension de suelo rizosférico, se sembré mediante la técnica de estria por
agotamiento sobre la superficie de agar Plate Count y MacConkey (Anexo B) y para
Bacillus spp. en agar Plate Count. Los medios de cultivo se suplementaron con
0,85M NaCl ¢52) y 100mgL™ de nistatina (Szymanska et al., 2016). Las placas de
Petri se incubaron en aerobiosis a 30°C hasta por 120 horas. Las colonias de las
bacterias aisladas se agruparon segun sus caracteristicas morfolégicas, se
realizaron tinciones de Gram, se seleccion6 una representativa de cada morfotipo,
se cultivaron en agar tripticasa soya (ATS) y constituyeron los cultivos puros de

bacterias que se guardaron en refrigeracion (8°C).

La actividad ACC desaminasa se determindé de forma cualitativa por la
utilizacion del ACC como fuente de nitrégeno (Penrose y Glick, 2003) en el medio
minimo Dworkin & Foster (DF) con 0.85M NaCl y 3 mM de una solucién 0,5 M de
ACC como fuente de nitrdgeno. Las rizobacterias se cultivaron en 5mL del medio
DF con 3mM de ACC como medio selectivo y en 5mL de medio DF con 2gL™* de
sulfato de amonio como control positivo (Anexo B). Después de
48 horas de incubaciéon a 30°C, con agitacibn manual diaria por 5 minutos se
determind la absorbancia en el espectrofotdmetro de luz visible Q-nm (Model Tenso
Med NV-203) a 405nm.
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Figura 8

Tratamiento térmico del suelo rizosférico de Aloe vera (L) Burm. f., Lambayeque
20109.
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Las bacterias con actividad ACC desaminasa, que utilizaron el ACC como
fuente de nitrogeno fueron aquellas cuya absorbancia en el medio DF con ACC fue
similar o mayor a la de control positivo (Azadikhah et al., 2019). A estas bacterias
se les investigo la tolerancia a 7,5 y 10% NacCl, p/v (Zhang et al., 2019). Las
bacterias se cultivaron en caldo nutritivo (Anexo B) suplementando con 0; 7,5y 10%
NaCl (p/v) a 30°C, durante 48 horas y la turbidez por el desarrollo, similar en el caldo

sin y con NaCl evidenci6 la tolerancia a la salinidad.
3.2.6 Identificacion fenotipica del género de las rizobacterias

La identificacion fenotipica del género de las rizobacterias con actividad
ACC desaminasa Yy tolerancia al cloruro de sodio consisti6 en determinar las
caracteristicas macroscopicas de las colonias (tamafio, color, borde, textura) y las
caracteristicas microscopicas de las células (reaccién a la coloracion de Gram y
posicion de las esporas). Asimismo, segun el “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology” (Holt et al, 1994), se realizaron las pruebas de catalasa, oxidasa,
motilidad, produccion de acidez a partir de la glucosa, produccion de acetoina,
hidrolisis de la gelatina y almidon, utilizacién del citrato como fuente de carbono y

energia, reduccion de nitratos a nitritos, crecimiento en 7% de NaCl, a 45 y 55°C.

3.2.7 Efecto de bacterias rizosféricas en la germinacién de semillas

R. sativus L. bajo estrés salino

En el ensayo se utilizaron semillas de R. sativus L. “rabanito” variedad
Champion con 98% de germinacion previamente determinada por 7 dias en placas
de Petri (Figura 9) sobre papel filtro humedecido con agua destilada
(Contreras y Carreiio, 2018). Las bacterias se cultivaron por dos veces consecutivas
en 5mL de medio minimo DF con 0,85M NaCl (~5%) y 3mM de ACC, con agitacion
manual diaria por 5 minutos a las 6, 12, 18 y 24 horas. Para la obtencion del indculo,
la biomasa bacteriana se concentré por centrifugacién, se lavd tres veces
consecutivas con una solucion 0,03M de MgSOa4 y su concentracion se estandarizé
por turbidimetria (Ramirez, 2015), con la misma soluciéon a 1,5x10% cel mL?
(tubo N° 0,5 del nefelémetro de Mc Farland).
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Figura 9

Prueba de germinacion de semillas de Raphanus sativus inoculadas con bacterias
rizosféricas bajo estrés salino, Lambayeque 2019.
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Los tratamientos fueron once rizobacterias, un testigo con solucion salina
(CE= 6,94dSm™) y un testigo con agua destilada (CE= 0). En el ensayo se
acondicionaron 39 placas de Petri con tres capas de papel de filtro humedecido con
una solucién de 80 mM NaCl (CE= 6,94dSm™) y tres placas con agua destilada
(CE = 0). Las semillas de rabanito se desinfectaron en una solucion 1% de
hipoclorito de sodio comercial (NaClO) durante 5 minutos, se enjuagaron cinco
veces consecutivas en agua destilada (Tolba et al., 2014), se inocularon por
inmersibn en 1 mL de la suspension bacteriana a 28°C por 10 horas.
(Quin et al., 2012) y se depositaron por triplicado en las placas de Petri

correspondientes (40 semillas por placa).

Las placas de Petri con las semillas de rabanito se cubrieron con papel
aluminio, se registro el nimero de semillas germinadas (porcentaje de germinacion)
y las plantulas con dos hojas o mas se retiraron para facilitar el conteo durante
12 dias (Qin et al., 2014). La tasa de germinacion o suma de las semillas germinadas
se determiné cada 3 dias, considerando las radiculas emergidas con 2 0 mas mm
de longitud (Rueda et al., 2009). La tasa de germinacion se calculé segun la
ecuacion propuesta por Marguire y utilizada por Rueda et al. (2009):
M = ni/t1 + n2/t2 + ..n12/ti2, donde n1, n2, ...n12 representa el numero de semillas

germinadas en el tiempo t1, t2 ...t12 (dias).

3.2.8 Efecto de bacterias rizosféricas en el desarrollo de Raphanus

sativus L. sin y con estrés salino

En dos ensayos independientes, en suelos no salino y salino se determiné el
efecto de cuatro bacterias rizosféricas en la emergencia y desarrollo de R. sativus,
bajo un disefio completamente aleatorio con cinco tratamientos: testigo sin bacterias
(T1) y cuatro tratamientos con bacterias (T2 a Ts), tres repeticiones por tratamiento

y 15 unidades experimentales por ensayo.

El suelo utilizado en los ensayos se colecto en el distrito de Mochumi: 80kg
de suelo no salino (CE=3,17dSm™) en el caserio Punto 4 y en el distrito de San
José: 80kg de suelo salino (CE=10,12dSm™) en el caserio la Tiza. El contenido de

sales del suelo (conductibilidad eléctrica, CE), asi como la clase textural, pH,
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materia organica, fosforo, potasio, carbonato de calcio, cationes y la capacidad de
intercambio i6nico (CIC) se determinaron en el Laboratorio Agricola Analisis de
Suelos y Agua, CYSAG (Tablas 2, 3, anexo C).

Las bacterias se cultivaron en caldo tripticasa soya con 0,85M NacCl, a 30°C,
con agitacion manual diaria cada 6 horas durante 24 horas. Los caldos se
centrifugaron (3000 rpm) durante 5 minutos, la biomasa se cultivé en 5mL en medio
minimo DF con 0,85M NaCly en 3mM de ACC y se incub6 a 30°C, durante 24 horas.
La biomasa se concentr0 por centrifugacion, se lavdo con una solucidn
0,03M de MgSOs4, se resuspendid en la misma solucion y la concentracion se
estandarizé a 1,5x108 cel mL* por turbidimetria con el nefelémetro de McFarland
(Ramirez, 2015).

Las semillas de rabanito se inocularon por inmersién durante 3 horas en
7,5mL del in6culo bacteriano correspondiente y en el testigo las semillas fueron
sumergidas en agua destilada (7,5mL). Las semillas inoculadas (cuatro por maceta)
se sembraron en dos surcos a un lcm de distancia entre semillas y 2cm de
profundidad. Las macetas con el suelo experimental se mantuvieron en el
invernadero (Figura 10) y se realizaron los riegos requeridos con agua previamente
declorada (24 horas). La inoculacién de las bacterias rizosféricas y el cultivo de

rabanito se realizd durante el 1 al 30 de agosto de 2020.



Tabla 2

Andlisis fisico quimico de suelo no salino procedente Mochumi en Lambayeque, 2020

Clase pH CE MO P K CaCOs CIC
textural (d Sm) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%) (meq/100g)
Fr. Ao 7,01 3,17 3,75 57 207 3,80 10,80
Tabla 3

Andlisis fisico quimico de suelo salino procedente de San José en Lambayeque, 2020

Clase pH CE MO P K CaCOs CIC
textural (d Sm) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%) (meq/100g)

Fr. Ao. 7,34 10,12 3,18 40 107 2,10 17,29




Figura 10

Macetas acondicionadas con el suelo experimental, Lambayeque 2019.
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Las temperaturas maxima (30°C), minima (22 °C) y media (27°C) fueron
registradas por la estacion meteoroldgica de la Universidad Nacional Pedro Ruiz
Gallo en Lambayeque. Transcurridos 10 dias después de la siembra se contaron
las plantulas emergidas y cada 5 dias (15, 20, 25, 30 dias) se midio la altura de las
plantas (Figura 11). A los 30 dias se determiné el nimero de hojas y el peso de las
raices y la biomasa aérea (Figura 12) y con los valores registrados se calcularon los

indices de efectividad (IE) en porcentaje (Garcia et al., 2010):

Tratamiento con inoculacion — Control sin inoculacion
IE (%) = — — x 100
Control sin inoculacion

En las hojas de las plantas de los dos tratamientos con los mayores indices de
efectividad en el peso de las raices se determiné el contenido relativo de clorofila
utilizando un clorofildbmetro (Minoltan Spad 502 plus).

3.2.9 Analisis estadistico de los datos

Los valores de la altura, numero de hojas y peso de la biomasa aérea y
radicular fueron analizados con las pruebas de normalidad (Shapiro - Wilk) y
homogeneidad de varianzas (Barlett). A continuacién, se determinaron las
diferencias entre los tratamientos (analisis de varianza) y la significancia entre ellos
mediante la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey (Herndndez et al., 2014).

Se utilizaron los programas Microsoft Office Word y Excel version 2016.
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Figura 11

Medicién de la altura de Raphanus sativus L., Lambayeque 2019.

Figura 12

Pesaje de la biomasa aérea de Raphanus sativus L.
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IV. RESULTADOS

4.1 Actividad ACC desaminasa y tolerancia al cloruro de sodio en las

bacterias rizosféricas de Aloe vera (L.) Burm. f. en Lambayeque, 2019

En todas las muestras de suelo rizosférico de sabila se aislaron bacterias y
se diferenciaron 12 morfotipos en agar Plate Count y 4 en agar MacConkey
(Tablas 4, 5). Se obtuvieron 279 cultivos puros de bacterias con rangos de
1-10 por muestra de suelo rizosférico en agar Plate Count y 1-3 cultivos por
muestra en agar MacConkey. En el mayor numero de muestras de suelo
rizosférico se obtuvieron tres cultivos bacterianos en agar Plate Count y un cultivo
bacteriano en agar MacConkey (Tablas 6,7). Las bacterias rizosféricas de sabila
fueron Gram positivas (80,65%) y Gram negativas (19,35%) con predominio
(75,63%) de Dbacilos Gram positivos (Tabla 8, figuras 13 a 23,

anexo D a F).

La actividad ACC desaminasa se demostro en el 3,94% de las bacterias
rizosféricas de sabila. El desarrollo de estas bacterias present6 igual absorbancia
en los medios con ACC y sulfato de amonio como fuentes de nitrdgeno o mayor
absorbancia en el medio con ACC (Tabla 9, figuras 24,25, anexo G). estas
bacterias demostraron tolerancia a 7,5 y 10% NaCl (p/v), evidenciada por la

turbidez similar, observada en los caldos con y sin cloruro de sodio.

4.2 Identificacién fenotipica del género de las rizobacterias en

Lambayeque, 2019

Las rizobacterias con actividad ACC desaminasa y tolerancia al cloruro de

sodio aisladas de A. vera se identificaron en el género Bacillus (Tabla 10).
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Tabla 4
Frecuencia de morfotipos de bacterias rizosféricas, segun caracteristicas de la colonia en agar Plate Count, Lambayeque
2019
Colonia Frecuencia
Morfotipo Forma Borde Aspecto Elevacion Transparencia/ N° %
coloracion
1 Irregular Ondulado Pastosa Plana Opaca 56 24,89
2 Circular Entero Cremosa Convexa Opaca 43 19,11
3 Circular Entero Mucosa Convexa Opaca 25 11,11
4 Irregular Ondulado Seca Plana Translucida 24 10,67
5 Irregular Lobulado Seca Plana Opaca 22 9,78
6 Irregular Ondulado Muy seca Papilada Opaca 17 7,56
7 Irregular Ondulado Cremosa Convexa Amarilla 10 4,44
8 Circular Entero Mucosa Umbilicada Blanca 9 4,00
9 Irregular Ondulado Cremosa Convexa Rosada 9 4,00
10 Filamentosa Filamentoso Seco Plana Translucida 4 1,78
11 Circular Entero Cremosa Plana Anaranjada 3 1,33
12 Fusiforme Ondulado Pastosa Plana Opaca 3 1,33
Total 225 100




42

Tabla 5
Frecuencia de morfotipos de bacterias rizosféricas, segun caracteristicas de la colonia en agar MacConkey, Lambayeque
2019
Colonia Frecuencia
Morfotipo L Transparencia/  Fermentacion
P Forma Borde Aspecto Elevacion P . ° %
coloracién de lactosa
1 Circular Entero Mucosa Convexa Incolora Negativo 21 38,89
2 Circular Entero Mucosa Convexa Grosella Positivo 20 37,03
3 Irregular Ondulado Mucosa Convexa Rosada Positivo 10 18,52
4 Irregular Ondulado Mucosa Convexa Incolora Negativo 3 5,56
Total 54 100
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Tabla 6

Numero de morfotipos de colonias de bacterias en agar Plate Count aisladas de
suelo rizosférico de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019

Muestras de suelo Cultivos de Cultivos de bacterias
rizosférico bacterias por (Total)
(N®) muestra
(N°)
16 3 48
12 4 48
6 6 36
6 5 30
6 2 12
2 8 16
2 7 14
2 1 2
1 10 10
1 9 9
Total 54 225
Tabla 7

Numero de morfotipos de colonias de bacterias en agar MacConkey aisladas de
suelo rizosférico de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019

Muestras de Cultivos de bacterias  Cultivos de bacterias
suelo rizosférico por muestra (Total)
(N°) (N°)
20 1 20
11 2 22
4 3 12

Total 35 54




Tabla 8

44

Frecuencia de bacterias segun la forma y reaccion a la tincibn de Gram, aisladas de suelo rizosférico de
Aloe vera (L) Burm. f. en dos medios de cultivo, Lambayeque 2019

Caracteristicas diferenciales

Cultivos bacterianos

Plate count MacConkey

N° % N° %
Gram positivas 225 80,65 0 0
Gram negativas 0 0 54 19,35
Bacilos Gram positivos 211 75,63 0 0
Bacilos Gram negativos 0 0 27 9,68
Cocobacilos Gram positivos 7 2,51 0 0
Cocobacilos Gram negativos 0 0 27 9,68
Cocos Gram positivos 4 1,43 0 0
Filamentos Gram positivos 3 1,08 0 0
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Figura 13

Observacion microscopica (40x) de colonia irregular con borde ondulado y
elevacion papilada de bacteria rizosférica, de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque
20109.

Figura 14

Observacion microscoépica (40x) de colonia irregular con borde lobulado y
elevacion plana de bacteria rizosférica, de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque
20109.
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Figura 15

Observacion microscopica (40x) de colonia circular con borde entero y elevacion
convexa de bacteria rizosférica, de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019.

Figura 16

Observacion microscopica (40x) de colonia filamentosa con borde filamentoso y
elevacion plana de bacteria rizosférica, de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque
2019.
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Figura 17

Observacion microscépica (40x) de colonia circular con borde entero, color
anaranjado y elevacién plana de bacteria rizosférica, de Aloe vera (L.) Burm. f.,
Lambayeque 2019.

Figura 18

Observacion microscépica (100x) de bacilos Gram positivos aisladas de la rizésfera
de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019.
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Figura 19

Observacion microscoépica (100x) de bacilos Gram positivos esporulados, aislados
de la rizésfera de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019.

Figura 20

Observacion microscépica (100x) de cocobacilos Gram positivos, aislados de la
rizosfera de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019.
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Figura 21

Observacion microscopica (100x) de cocos Gram positivos, aislados de la rizésfera
de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019.

Figura 22

Observacion microscopica (100x) de flamentos Gram positivos, aislados de la
rizosfera de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 20109.
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Figura 23

Observacion microscépica (100x) de bacilos Gram negativos, aislados de la
rizosfera de Aloe vera (L.) Burm. f., Lambayeque 2019.

Tabla 9

Absorbancia (600nm) de medios minimo Dworkin & Foster con ACC y sulfato de
amonio como fuentes de nitrdgeno cultivados con rizobacterias, Lambayeque 2019

Cadigo de bacterias ACib banci Sulfato de :gnonli)o -
- L . sorbancia . sorbancia
rizosféricas Absorbancia corregida Absorbancia corregida
Control 0,081 - 0,062 -
Bacteria 13-S 0,592 0,511 0,354 0,292
Bacteria 67-S 0,558 0,477 0,534 0,472
Bacteria 188-S 0,185 0,104 0,104 0,042

Bacteria 260-S 0,169 0,088 0,148 0,086
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Figura 24

Bacterias rizosféricas de Aloe vera (L.) Burm. f. cultivadas en medio minimo DF
con ACC, Lambayeque 2019.

Figura 25

Bacterias rizosféricas Aloe vera (L.) Burm. f. cultivadas en medio minimo DF con
sulfato de amonio, Lambayeque 2019.




Tabla 10

Caracteristicas diferenciales de rizobacterias aisladas de Aloe vera (L.) Burm.f., Lambayeque 2019
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Caracteristicas diferenciales 13-S 67-S 188-S 260-S
Tincién de Gram + + + +
Posiciéon de la espora Terminal Central Central Central
Catalasa + + + +
Oxidasa + + + +
Motilidad + + + +
Produccion de acido a partir de glucosa (Prueba de Rojo + - + +
de metilo)

Produccion de acetoina (Prueba de Voges-Proskauer) + - + +
Hidrolisis de la gelatina + + + +
Hidrolisis del almidon + - + +
Utilizacion del citrato de sodio + + + +
Reduccidn de nitratos a nitritos + - + +
Crecimiento en 7% de NacCl + - + +
Crecimiento a 45 °C + - + +
Crecimiento a 55 °C - - + -

(+) reaccion positiva, () reaccion negativa
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4.3 Efecto de bacterias rizosféricas con actividad ACC desaminasa y
tolerancia al cloruro de sodio en la germinacion de semillas de

Raphanus sativus L. bajo estrés salino

La inoculacion de las bacterias rizosféricas con actividad ACC desaminasa
y tolerancia al cloruro de sodio incrementé el porcentaje y la tasa de germinacion
de las semillas de rabanito bajo estrés salino en comparacion con el testigo no
inoculado. El porcentaje maximo de germinacion fue de 39,17% a los 3 dias
(Bacillus 67-S); 60,0% a los 6 dias (Bacillus 67-S) 69,17% a los 9 dias
(Bacillus 188-S) y 71,67% a los 12 dias (Bacillus 188-S) en comparacion con
31,67%; 46,67%; 50,83% Yy 54,17% respectivamente en el testigo solucién salina
(Tabla 11; figura 26).

La tasa maxima de germinacion de las semillas de rabanito fue de 15,67 a
los 3 dias (Bacillus 67-S), 12,0 a los 6 dias (Bacillus 188-S), 9,22 a los 9 dias
(Bacillus 188-S) y 7,17 a los 12 dias (Bacillus 188-S) frente a 13,67; 9,33; 6,78 y

5,42 respecto con el testigo solucién salina (Tabla 12).

En el testigo absoluto los porcentajes de germinacion fueron de 52,50%
(3 dias), 81,67% (6 dias), 89,17% (9 dias), 91,67% (12 dias), en comparacién con
el testigo NaCl en el que los valores fueron 31,67% (3 dias); 46,67%
(6 dias); 50,83% (9 dias) y 54,17% (12 dias).

4.4 Comparacion del efecto de cuatro bacterias rizosféricas en la
emergencia y desarrollo de Raphanus sativus L. en suelo no salino y

salino

Los valores de los parametros del desarrollo de R. sativus L. “rabanito” se
incrementaron por efecto de la inoculacion de las bacterias rizosféricas del género
Bacillus, en comparacion con el testigo en los suelos salino y no salino. La salinidad
(CE= 35,14 dSm?) disminuyé los valores de la emergencia y desarrollo de rabanito;
no obstante, Bacillus spp. incrementaron los valores en comparaciéon con el testigo

no inoculado (Tabla 13).
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Tabla 11

Porcentaje de germinacion de semillas de Raphanus sativus L. bajo estrés salino
por efecto de bacterias rizosféricas, Lambayeque 2019

Porcentaje de germinacion / dias

Tratamient 3 6 9 12
ratamientos N % N % NE % N° %
Testigo absoluto 63 52,50 98 81,67 107 89,17 110 91,67
Testigo solucion salina 38 31,67 56 46,67 61 50,83 65 54,17
Bacillus 188-S 29 24,16 60 50,00 83 69,17 86 71,67
Bacillus 67-S 47 39,17 72 60,00 76 63,33 78 65,00
Bacillus 260-S 19 15,83 32 26,67 43 3583 44 36,67
Bacillus 13-S 22 18,33 30 25,00 32 26,67 33 27,50

* Promedio de tres repeticiones.

Figura 26

Germinacion de semillas de Raphanus sativus L. bajo estrés salino:
a) Testigo sin NaCl, b) Testigo con NaCl, c) Bacillus sp 188-S, d) Bacillus sp 67-S,
Lambayeque 2019.




Tabla 12
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Tasa de germinacion de semillas de Raphanus sativus L. bajo estrés salino por
efecto de rizobacterias en Lambayeque, 2019

. Tasa de germinacion/dias Tasa de
Tratamientos L,
3 6 9 12 germinacion

Testigo absoluto 21,00 16,33 11,89 9,17 58,39
Bacillus sp. 67-S 15,67 12,00 8,44 6,50 42,61
Bacillus sp.188-S 9,67 10,00 9,22 7,17 36,06
Testigo solucion salina 13,67 9,33 6,78 5,42 35,20
Bacillus sp. 260-S 6,33 5,33 4,78 3,67 20,11
Bacillus sp.13-S 7,33 5,00 3,56 2,75 18,64




Tabla 13

Rango de valores en la emergencia y desarrollo de Raphanus sativus L. inoculado con Bacillus spp. en suelos no salino

y salino
Rango de valores en los pardmetros Suelo
del desarrollo No salino Salino
(CE= 3,17 dSm) (CE= 10,12 dSm'%)
Emergencia (%)
Testigo 100,00 66,67
Bacillus spp. 100,00 83,33 -91,75
Altura (cm)
Testigo 6,08 — 17,08 2,17 -9,20
Bacillus spp. 9,83 - 25,08 450 - 15,42
NUmero de hojas
Testigo 6,67 4,40
Bacillus spp. 8,50-9,42 5,83-7,33
Peso de la biomasa aérea (g)
Testigo 33,67 7,40
Bacillus spp. 45,58 — 56,25 7,50 -11,42

Peso de raices (g)
Testigo 29,17 4,80
Bacillus spp. 32,08 — 39,00 3,08 - 9,50
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4.4.1 Suelo no salino

La emergencia de las plantas de Raphanus sativus L. “rabanito” en el suelo no
salino (CE=5,22 dSm-1), 10 dias después de la inoculacién de Bacillus spp., fue de
100% al igual que con el testigo. La altura de las plantas de rabanito se increment6
con la inoculacion de Bacillus spp. respecto al testigo (Tablas 14, 15,
figuras 27 a 30). Con Bacillus sp. 67-S se alcanzaron los mayores indices de
efectividad de 82,19% a los 15 dias; 73,64% a los 20 dias; 65,52% a los 25 dias y
46,83% a los 30 dias (Tabla 16). El numero de hojas, peso de la biomasa aérea y
peso de raices de las plantas de rabanito se incrementaron con la inoculacién de
Bacillus spp. respecto al testigo en el suelo no salino (Tablas 17, 18, figuras 31, 32),
alcanzandose los mayores indices de efectividad de 41,25% (numero de hojas),

67,08% (biomasa aérea) y 33,71% (peso raices) con Bacillus sp. 260-S.

El analisis de varianza de los valores promedios evidencio alta significancia en
la altura (15, 20, 25, 30 dias), numero de hojas, peso de la biomasa aérea y peso
de raices (Anexo H). La prueba de comparaciones multiples de Tukey demostr6 que
los mayores valores en la altura y namero de hojas se alcanzaron en los
tratamientos con Bacillus spp., con diferencias significativas frente al testigo
(Tablas 19, 20). En cuanto a la biomasa aérea loa mayores valores correspondieron
a las plantas inoculadas con Bacillus spp. 67 y 260 y respecto al peso de raices el
mayor valor se alcanzé con Bacillus sp. 260, en ambos casos con diferencias

significativas frente al testigo (Tabla 20).
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Emergencia de plantulas de Raphanus sativus L. por efecto de Bacillus spp. en

suelo no salino

) 3 6 9
Tratamientos
N % N % N %

Testigo 1,67 +0,51 41,75 2,33+0,51 58,25 4,00 100,00
Bacillus sp. 13-S 1,67 +0,51 41,75 2,66 + 0,49 66,50 4,00 100,00
Bacillus sp. 67-S 2,00+ 0,52 50,00 3,33+0,39 83,25 4,00 100,00
Bacillus sp. 188-S 1,67 +0,51 41,75 2,66 £ 0,49 66,50 4,00 100,00
Bacillus sp. 260-S 2,00+ 0,52 50,00 3.00x0,45 75,00 4.00 100,00

*Promedio de tres repeticiones.

Tabla 15

Altura de plantas de Raphanus sativus L. en suelo no salino por efecto de

Bacillus spp.

Tratamientos

Altura (cm/dias) *

15 20 25 30
Testigo 6,08 +1,62 9,17+0,83 12,08+1,38 17,08+1,83
Bacillus sp. 13-S 10,08 +1,51 12,92+2,07 17,08+2,07 22,558 +2,57
Bacillus sp. 67-S 11,08 £0,90 15,92+1,62 20,00+1,86 25,08+ 1,56
Bacillus sp. 188-S 10,00 +£1,28 14,25+2,14 19,83+2,86 24,67 +1,07
Bacillus sp. 260-S 983+1,27 1400+1,21 19,08+0,67 23,75+1,14

*Promedio de doce mediciones.
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Figura 27

Plantas de Raphanus sativus L., 10 dias después de la inoculacién con bacterias
rizosféricas del género Bacillus en suelo no salino.
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Figura 28

Plantas de Raphanus sativus L., 15 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp 67-S en suelo no salino.
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Figura 29

Plantas de Raphanus sativus L., 25 dias después de la inoculacién de
Bacillus sp 67-S en suelo no salino.

Bacillus sp. 67-S

Figura 30

Plantas de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp 67-S en suelo no salino.
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Tabla 16
indices de efectividad de Bacillus spp. en la altura de Raphanus sativus L. en
suelo no salino

* (0 1
Tratamientos IE* (%) /dias

15 20 25 30
Bacillus sp. 13-S 65,75 40,91 41,38 32,20
Bacillus sp. 67-S 82,19 73,64 65,52 46,83
Bacillus sp. 188-S 64,38 55,45 64,14 44,39
Bacillus sp. 260-S 61,64 52,73 57,93 39,02

*Promedio de doce mediciones

Tabla 17
indices de efectividad de Bacillus spp. en el nimero de hojas y peso de la

biomasa aérea de Raphanus sativus L. en suelo no salino

Tratamientos Hojas* Biomasa aérea*
N° IE (%) g IE (%)
Testigo 6,67 = 0,65 - 33,67 £2,93 -
Bacillus sp. 13-S 8,50+ 1,17 27,50 46,42 + 2,07 37,87
Bacillus sp. 67-S 8,83+ 1,27 32,50 53,08 £ 2,19 57,67
Bacillus sp. 188-S 8,50+ 1,17 27,50 45,58 + 1,88 35,40
Bacillus sp. 260-S 9,42 £ 0,79 41,25 56,25+ 1,91 67,08

*Promedio de doce mediciones

Tabla 18
indices de efectividad de Bacillus spp. en el peso de raices de Raphanus

sativus L. en suelo no salino

Tratamientos Peso (g) IE (%)
Testigo 29,17 +1,40 -

Bacillus sp. 13-S 32,08 + 2,60 10,00
Bacillus sp. 67-S 34,75 + 2,09 19,14
Bacillus sp. 188-S 33,42 +£1,78 14,57
Bacillus sp. 260-S 39,00 £+ 2,98 33,71

*Promedio de doce mediciones
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Figura 31

Biomasa aérea de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp 67-S en suelo no salino.

Bacillus sp. 67-S

Figura 32

Raices de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp 67-S en suelo no salino.

Bacillus sp. 67-S
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de altura de Raphanus sativus L., a los 15, 20, 25y 30

dias después de la inoculacion de Bacillus spp. en suelo no salino

Tratamientos Altura (cm) Altura (cm) Altura (cm) Altura (cm)
15 dias Sign. 20 dias Sign. 25 dias Sign. 30 dias Sign.
Testigo 6,08 b 9,17 C 12,08 b 17,08 c
Bacillus sp. 13-S 10,08 a 12,92 b 17,08 a 22,58 b
Bacillus sp. 67-S 11,08 a 15,92 a 20,00 a 25,08 a
Bacillus sp. 188-S 10,00 a 14,25 a b 19,83 a 24,67 a b
Bacillus sp. 260-S 9,83 a 14,00 a b 19,08 a 23,83 a b

Tabla 20

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios del nimero de hojas, biomasa aérea y peso de raices de

Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacién de Bacillus spp. en suelo no salino

Tratamientos

Numero de hojas

Biomasa aérea

Peso de raices

Testigo

Bacillus sp. 13-S
Bacillus sp. 67-S
Bacillus sp. 188-S

Bacillus sp. 260-S

(N°)
6,67
8,50
8,83
8,50

9,42

L 9 O QD

Sign.
b

(9)
33,67

46,42
53,08
45,58
56,25

Sign.
b
a
b
a

(9)
29,17

32,08
34,75
33,42

39,00

Sign.
c
b c
b
b
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442 Suelo salino

La emergencia de las plantas de Raphanus sativus L. “rabanito” en el suelo
salino (CE=35,14 dSm™), 10 dias después de la inoculacion de Bacillus spp. fue de
91,75%y en el testigo fue de 66,75% (Tabla 21). La altura de las plantas de rabanito
se increment6 con la inoculacion de Bacillus spp. respecto al testigo (Tabla 22,
figuras 33 a 36). Con Bacillus sp. 260-S se alcanzaron los mayores indices de
efectividad de 203,85% a los 15 dias; 93,18% a los 20 dias; 83,33% a los 25 dias 'y
67,57% a los 30 dias (Tabla 23).

El nimero de hojas, peso de la biomasa aérea y peso de raices de las plantas
de rabanito se incrementaron con la inoculacion de Bacillus spp. respecto al testigo
en el suelo salino (Tablas 24, 25, figuras 37, 38). Con Bacillus sp. 260-S se
alcanzaron los mayores indices de efectividad de 66,67% (numero de hojas);
54,28% en la biomasa aéreay 172,57% en el peso de las raices.

El analisis de varianza de los valores promedios evidencio alta significancia en
la altura (15, 20, 25, 30 dias), numero de hojas, peso de la biomasa aérea y peso
de raices (Anexo ). La prueba de comparaciones mdultiples de Tukey demostré que
los mayores valores en la altura y numero de hojas se alcanzaron en los
tratamientos con Bacillus spp., con diferencias significativas frente al testigo
(Tablas 26, 27). En cuanto a la biomasa aérea y peso de raices los mayores valores
correspondieron a las plantas inoculadas con Bacillus sp. 260-S, con diferencias
significativas frente al testigo (Tabla 27).

El contenido de clorofila en las hojas de rabanito se increment6 30 dias después
de la inoculacién de Bacillus spp., en comparacion con el testigo, alcanzado indices
de efectividad de 13,51% (Bacillus sp. 188-S) y 28,46% (Bacillus sp. 260-S). El
analisis de varianza del contenido de clorofila (Anexo 1) evidencio alta significancia
y la prueba de comparaciones multiples demostré que el mayor valor se alcanzé
con Bacillus sp. 260-S, con diferencias significativas frente a Bacillus sp. 188-S, el
cual a su vez se diferenci6 estadisticamente del testigo (Tabla 28, anexo I).
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Tabla 21

Emergencia de plantulas de Raphanus sativus L. por efecto de Bacillus spp. en

suelo salino
Tratamientos 3 6 9

N % N % N %

Testigo 1,00+045 2500 1,67+051 41,75 2,67+0,49 66,75
Bacillus sp. 13-S 1,67+051 41,75 2,33+0,51 58,25 3,67+0,29 91,75
Bacillus sp. 67-S 1,33+£0,49 33,25 2,33+0,51 58,25 3,33+0,39 83,25
Bacillus sp. 188-S 1,00+£0,45 25,00 2,00+0,52 50,00 3,33+0,39 83,25
Bacillus sp. 260-S 1,67+051 41,75 2,67+0,49 66,75 3,67 +0,29 91,75

*Promedio de tres repeticiones.

Tabla 22

Altura de plantas de Raphanus sativus L. en suelo salino por efecto Bacillus spp.

Tratamientos Altura (cm/dias) *
15 20 25 30

Testigo 2,17+0,71 4,40 £ 1,07 7,00 £ 0,83 9,20 £ 0,99
Bacillus sp. 13-S 6,17 £ 2,17 8,42+ 1,14 12,08 +£1,94 15,08+1,75
Bacillus sp. 67-S 4,50+ 1,35 6,58 + 1,29 10,50+1,17 14,33+1,40
Bacillus sp. 188-S 575+1,29 7,42 + 1,08 11,08 1,77 14,33 +1,32
Bacillus sp. 260-S 6,58 + 1,25 8,50+ 1,19 12,83+1,18 15,42 +1,54

*Promedio de doce mediciones

Tabla 23

indices de efectividad de Bacillus spp. en la altura de Raphanus sativus L. en

suelo salino

IE* (%) /dias

Tratamientos

15 20 25 30
Bacillus sp. 13-S 184,62 91,29 72,62 63,95
Bacillus sp. 67-S 107,69 49,62 50,00 55,80
Bacillus sp. 188-S 165,38 68,56 58,33 55,80
Bacillus sp. 260-S 203,85 93,18 83,33 67,57

*Promedio de doce mediciones
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Figura 33

Plantas de Raphanus sativus L., 10 dias después de la inoculacién con bacterias
rizosféricas del género Bacillus en suelo salino.

Figura 34

Plantas de Raphanus sativus L., 15 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp. 260-S en suelo salino.
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Figura 35

Plantas de Raphanus sativus L., 25 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp. 260-S en suelo salino

Testigo

Figura 36

Plantas de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp. 260-S en suelo salino.

e

Bacillus sp. 260-S

Testigo




Tabla 24

indices de efectividad de Bacillus spp. en el nimero de hojas y peso de la

biomasa aérea de Raphanus sativus L. en suelo salino

68

' Hojas* Biomasa aérea*
Tratamientos
N° IE (%) g IE (%)
Testigo 4,40 £ 0,52 - 7,40 £ 1,42 -
Bacillus sp. 13-S 6,50 + 1,48 47,73 8,00 £ 0,62 8,11
Bacillus sp. 67-S 6,33+ 1,29 43,94 7,50 £ 0,63 1,35
Bacillus sp. 188-S 5,83+0,94 32,58 10,92 + 1,79 47,52
Bacillus sp. 260-S 7,33 +0,89 66,67 11,42 £1,37 54,28

*Promedio de doce mediciones

Tabla 25

indices de efectividad de Bacillus spp. en el peso de raices de Raphanus

sativus L. en suelo salino

Tratamientos

Testigo
Bacillus sp. 13-S
Bacillus sp. 67-S

Bacillus sp. 188-S
Bacillus sp. 260-S

Peso (g) IE (%)
4,80+ 1,77 -
6,25+ 1,94 30,21
7,50+1,94 56,25
9,50+2,16 97,92
3,08+1,72 172,57

*Promedio de doce mediciones
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Biomasa aérea de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp. 260-S en suelo salino.

Testigo

Figura 38

Bacillus sp. 260-S

Raices de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus sp. 260-S en suelo salino.

Testigo

Bacillus sp. 260-S
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Tabla 26

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios de altura de Raphanus sativus L. a los 15, 20, 25y 30 dias
después de la inoculacion de Bacillus spp. en un suelo salino

Tratamientos Altura (cm) Altura (cm) Altura (cm) Altura (cm)

15 dias Sign. 20 dias Sign. 25 dias Sign. 30 dias Sign.
Testigo 2,17 b 4,00 b 6,08 b 7,92 b
Bacillus sp. 13-S 6,17 a 8,42 a 12,08 a 15,08 ab
Bacillus sp. 67-S 4,50 ab 6,58 ab 10,50 ab 14,33 ab
Bacillus sp. 188-S 5,75 a 7,42 ab 11,08 ab 14,33 ab
Bacillus sp. 260-S 6,58 a 8,50 a 14,33 a 17,25 a

Tabla 27

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de los promedios del nimero de hojas, biomasa aérea y peso de raices de

Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacién de Bacillus spp. en un suelo salino

Tratamientos Numero de hojas Biomasa aérea Peso de raices

(N°) Sign. (9) Sign. (9) Sign.
Testigo 3,58 a 6,25 b 3,67 c
Bacillus sp. 13-S 6,50 a 8,00 a b 6,25 b c
Bacillus sp. 67-S 6,33 a 7,50 a b 7,50 abc
Bacillus sp. 188-S 5,83 a 10,92 a b 9,50 ab
Bacillus sp. 260-S 7,33 a 11,42 a 13,08 a
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Tabla 28

Prueba de comparaciones multiples de Tukey del contenido de clorofila (SPAD) en

las hojas de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de
Bacillus spp. en un suelo salino

Clorofila (SPAD)*

Tratamientos rl r2 r3 X Sign.
Testigo 29,28 31,75 28,40 29,98 ¢
Bacillus sp. 188-S 34,75 34,10 33,20 34,02 b
Bacillus sp. 260-S 38,00 38,35 39,15 38,50 a

*Promedio de dos mediciones
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V. DISCUSION

La sébila es una especie adaptada a la sequia, condicion que se presenta
por falta de humedad, altas temperaturas y elevada concentracion de sales
(Sifuentes et al., 2020). Al respecto, Garcia et al. (2014) investigaron el crecimiento
y contenido ionico de plantas de sabila en cultivos hidropdnicos durante 75 dias,
bajo 0, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mol.m* de NaCl. Las plantas sobrevivieron en
salinidad; no obstante, conforme se incrementé la salinidad, disminuyeron el
namero de hojas, volumen foliar, biomasa y concentracion de potasio. Por el

contrario, se incrementd la concentracion de sodio, cloruro y magnesio.

La rizésfera es el area del suelo influenciada por los exudados de la raiz
(azlUcares, aminoacidos, acidos organicos), que constituyen nutrientes para una
diversidad microbiana (Porto et al., 2017; Forni et al., 2016), por lo que es adecuada
para el aislamiento de las bacterias benéficas para las plantas, denominadas
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal o PGPR, por sus siglas en inglés:
Plant Growth Promoting Rizobacteria (Molina et al., 2015). Por su parte, Fenella y
Joshi (2014) concluyeron que las plantas etnomedicinales como la sébila,
constituyen un recurso potencial para la obtencién de microorganismos novedosos

y con aplicacion biotecnolégica.

Las PGPR predominantes en el suelo pertenecen a los géneros Bacillus y
Pseudomonas (Porto et al., 2017). El género Bacillus agrupa bacterias que forman
esporas que les permiten sobrevivir en condiciones desfavorables, crecen en un
amplio rango de temperatura y toleran la salinidad (Ehling et al.,, 2019;
Verma et al., 2018). Asimismo, presentan caracteristicas que evidencian in vitro
promocién de crecimiento vegetal como son la fijacion de nitrogeno, solubilizacion
de fosfato (Acurio et al., 2020), produccion de giberelinas, acido abscisico
(Min et al., 2017), citoquininas, acido indol acético y presentan antagonismo a

fitopatdgenos (Da Silva et al., 2015).
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El aislamiento de bacterias en la rizosfera de las plantas de sabila coincide
con Meena y Baljeet (2017), quienes identificaron el bacilo Gram positivo
Brevibacterium frigotolerans. En esta bacteria no se investigd la actividad de la
enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa o ACC desaminasa, pero si
se demostraron otras caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal como la
solubilizacion de fosfato, producciéon de acido indol acético y sideroforos e
incremento de la germinacion, altura y biomasa de plantulas de trigo después de 3
semanas de inoculacion. En sabila también se aislaron bacterias enddfitas en las
hojas, identificando Herminiimonas saxobsidens solubilizadora de fosfato y fijadora

de nitrégeno (Fenella y Joshi, 2014).

Las bacterias aisladas de la rizésfera o los tejidos de las plantas deben ser
investigadas para poder seleccionarlas, porque no todas tienen capacidad para
promover el crecimiento vegetal o son consideradas PGPR (Vivanco et al., 2016).
En este contexto, el 3,94% de las bacterias rizosféricas de sabila presentaron
actividad de la enzima ACC desaminasa, porcentaje superior a 2,01% registrado
por Zhou et al. (2017) en rizobacterias aisladas de plantas haléfitas. Entre los
mecanismos directos de las PGPR esta la regulacion del nivel de la fitohormona
etileno, mediante la actividad ACC desaminasa, identificada también por
Fenella y Joshi (2014) en Bacillus thuringiensis y B. mycoides; Suman et al. (2018)
en Bacillus spp; Misra y Chauhan (2020) en B. subtilis y B. safensis y

Maheshuari et al. (2020) en B. mojavensis.

Bajo condiciones de estrés el etileno se incrementa y se reduce el crecimiento
de la raiz y el follaje. Las bacterias con actividad ACC desaminasa metabolizan el
ACC o precursor del etileno al utilizarlo como fuente de nitrégeno y energia y de
esta manera disminuyen el efecto negativo de la fitohormona e incrementan el
desarrollo vegetal (Shirivastava y Kumar, 2015). En las raices de las plantulas de
arroz bajo estrés salino (150mM NacCl) se inocularon Streptomyces sp. GMKU 336
con actividad ACC desaminasa (T1), su mutante deficiente en la enzima (T2) y un
testigo sin bacterias. En las plantas inoculadas con T1 se incremento la clorofila,

prolina, potasio, calcio y contenido de agua. Por el contrario, el etileno
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(umol g DW-t.h?) fue de 1,0 con T1; 2,0 con T2 y 2,2 con el testigo no inoculado,
evidenciandose la disminucion significativa de la fitohormona con T1

(Jaemsaeng et al., 2018).

Misra y Chauhan (2020) inocularon Bacillus spp. con actividad ACC
desaminasa en semillas de maiz sembradas con 100 mM NaCl y después de
30 dias determinaron disminucién de 35-50% en el contenido foliar de etileno y
26-50% en la actividad de la enzima ACC oxidasa (que convierte el ACC en etileno)
en comparaciéon con el testigo no inoculado. Por el contrario, aumento el contenido
del ACC (precursor del etileno) y la actividad de la enzima ACC sintasa, que cataliza

la conversion del S- adenosilmetionina (SAM) al ACC.

El incremento de la germinaciéon de las semillas de rabanito por efecto de
Bacillus spp. con actividad ACC desaminasa coincide con los reportes de
Zhou et al. (2017) y Quin et al. (2014), quienes explicaron que el efecto positivo en
la germinacion de semillas no solo depende de la actividad ACC desaminasa porque
en sus investigaciones el 87 y 70% de las bacterias con esta enzima no promovieron
la  germinacibn de las semillas bajo salinidad. Al  respecto
Zhang et al. (2020) observaron aumento de la tasa de germinacion de semillas de
maiz inoculadas con Trichoderma harzianum con actividad ACC desaminasa y
relacionaron la promocién de la germinacion con el aumento de la actividad de la
a amilasa (Meena y Baljiet (2017) ; (Aly et al. 2012).

Las diferencias fisicas observadas en las plantas de rabanito desarrolladas
en los suelos salino y no salino fueron reportadas previamente por
Jaemsaeng et al. (2018) en arroz; Qin et al. (2016) en Limonium sinense y
Palaniyandi et al. (2014) en tomate. La salinidad causa disminucion de la altura de
las plantas, longitud de las raices, peso de la biomasa aérea y radicular (Jaemsaeng
et al., 2018), numero de raices laterales y biomasa total (Palaniyandi et al., 2014),
namero de hojas y volumen foliar (Garcia et al., 2014). El impacto negativo en el
crecimiento y desarrollo de las plantas por efecto de la salinidad puede ser explicado

por la disminucién de clorofila, potasio, calcio, contenido de agua y el aumento en
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la concentracion de sodio, etileno, prolina y malondialdehido que estima la

peroxidacion de lipidos (Jaemsaeng et al., 2018; Qin et al., 2016).

La disminucion del impacto negativo de la salinidad observada con la
inoculacion de bacterias con actividad ACC desaminasa coincide con Jaemsaeng
etal. (2018) y Yoolong et al. (2018) en arroz, quienes relacionaron el efecto benéfico
bacteriano con el aumento de la clorofila, contenido de agua, prolina, potasio, calcio,
y disminucion del etileno, sodio, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
malondialdehido. Asimismo, Qin et al. (2016) determinaron en plantas de L. sinense
inoculadas la restauracion del contenido de clorofila, aumento de la actividad
antioxidante (SOD, POD y CAT) y disminucion del sodio en raices y hojas y
malondialdehido en las hojas. Por su parte, Palaniyandi et al. (2014) demostraron
en plantas de tomate inoculadas incremento de clorofila y disminucién de la prolina,

en comparacion con los testigos.

En plantas de maiz inoculadas con Bacillus spp. y desarrolladas bajo
salinidad (100mm NacCl), se determind incremento en la altura del tallo, longitud de
raices, numero de hojas, biomasa fresca y seca, asi como también aumento el
contenido de clorofila total, carotenoides y azUcares solubles. Por el contrario,
disminuyd el contenido de prolina y la actividad de las enzimas SOD, POD y CAT,
sugiriéndose que las plantas inoculadas con Bacillus spp. presentaban un nivel muy
bajo de estrés y por lo tanto de contenido de ROS que no justificd el incremento de

la actividad enzimatica antioxidativa (Misra y Chauhan, 2020).

La promocion del crecimiento de plantas bajo estrés salino por las bacterias
rizosféricas de una planta como la sabila, adaptada a las condiciones de estrés por
sequia coincide con el reporte Mayak et al, citados por
Forni et al. (2016). Estos investigadores seleccionaron bacterias con actividad
ACC desaminasa en suelos con sequia y salinidad y demostraron que su
inoculacién incrementé la biomasa de las plantas en condiciones de salinidad o de
sequia. Por el contrario, las bacterias disminuyeron en forma significativa el etileno

producido por las plantas tratadas. El efecto promotor de las bacterias en plantas
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diferentes a su hospedero demuestran la versatilidad y el potencial para constituir

inoculantes en distintos cultivos agricolas (Chavez et al., 2016)

En la presente investigacion los indices de efectividad de Bacillus spp. fueron
mayores en la biomasa aérea que en la biomasa radicular de las plantas
desarrolladas en suelos salino y no salino, superioridad que puede ser explicada
porque el crecimiento de las hojas es generalmente més sensible al estrés osmotico
que las raices (Forni et al., 2016). La salinidad disminuye el crecimiento de las
plantas especialmente en la parte aérea, donde se altera el intercambio de gases,
se presenta el estrés oxidativo, se incrementan el etileno y acido abscisico y
disminuyen el acido indolacético y las citoquininas. La alteracion del perfil hormonal
y el estrés oxidativo favorecen la senescencia y caida de las hojas, con disminucion
de la fotosintesis y disponibilidad de carbohidratos y fitohormonas a las regiones

meristematicas (Acosta et al., 2017).

El incremento del contenido de clorofila en las hojas de las plantas de
rabanito con bacterias coincide con el reporte de Min et al. (2017), quienes
cuantificaron 35,9 (SPAD) en B. amyloliquefaciens y 32,1 (SPAD) en las plantas
testigo. Las PGPR favorecen un mejor sistema radical que realiza una mayor
absorcién de agua y nutrientes, los cuales son utilizados por las hojas para sintetizar

mas pigmentos fotosintéticos, con promocion de crecimiento vegetal.

La promocion del crecimiento de las plantas en condiciones salinas por
Bacillus spp. puede ser atribuida a la actividad ACC desaminasa (Qin et al., 2017),
pero también a otras capacidades (Maheshwari et al. 2020, Sadeghi et al., 2012)
demostradas en estas bacterias como la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosfato (Acurio et al., 2020), produccion de auxinas (Sosa et al., 2019), giberelinas,
citoquininas (Kim et al. 2017, Da Silva et al, 2015) y acido abscisico
(Kim et al., 2017)

Las PGPR constituyen una estrategia de bajo costo para el manejo del estrés
por salinidad en las plantas, debido a su tolerancia a estas condiciones
desfavorables, diversidad genética, sintesis de solutos compatibles, produccion de

reguladores de crecimiento y potencial de biocontrol (Shirivasta y Kumar, 2015).
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Al respecto, Forni et al. (2016) concluyeron que los mecanismos de las PGPR
utilizados para disminuir el estrés por salinidad y sequia son la actividad de la
ACC desaminasa, produccion de citoquininas, &cido indolacético, acido abscisico,
trehalosa, compuestos orgénicos volatiles y exopolisacaridos.
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VI. CONCLUSIONES

6.1 En el 3,94% de las bacterias aisladas de la rizésfera de Aloe vera (L) Burm. f.
se demostro la actividad de la enzima ACC desaminasa y tolerancia a 10% de

cloruro de sodio.

6.2 Las rizobacterias con actividad de la enzima ACC desaminasa Yy tolerancia a

10% de cloruro de sodio se identificaron fenotipicamente en el género Bacillus.

6.3 Las rizobacterias incrementaron la tasa de germinacion de semillas de
R. sativus L. “rabanito” bajo estrés salino, alcanzando 18,64-43,61 con Bacillus spp.

en comparaciéon con 35 con el testigo.

6.4 Las rizobacterias Bacillus sp. 260-S, Bacillus sp. 188-S, Bacillus sp. 67-S y
Bacillus sp. 13-S incrementaron la emergencia y el desarrollo de rabanito en suelos
no salino y salino en condiciones de invernadero, alcanzando indices de efectividad
de 203,85% en la altura; 66,67% en el nimero de hojas; 54,28% en el peso de la
biomasa aéreay 172,57% en el peso de las raices de las plantas desarrolladas en

el suelo salino.



79

VIl. RECOMENDACIONES

Identificar a nivel molecular Bacillus sp. 260-S, Bacillus sp. 188-S,
Bacillus sp. 67-S y Bacillus sp. 13-S.

Investigar sustratos de bajo costo y facil disponibilidad para el incremento
masivo de las rizobacterias de sabila.

Determinar el efecto de las bacterias rizosféricas de sabila en el crecimiento
y desarrollo de cultivos agricolas en condiciones de campo.
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Anexo A

Calculo de numero de muestras: raiz y suelo rizosférico de Aloe vera
(en Alvitres, 2000)

_z2(pxq)
n-=—m—
tZ

_ (1,96) (0,90 x 0,10)
n= 0.82

n = 54,02

Donde:

n = Tamafo de la muestra

Z =1,96 (a = 0,05) valor estandar

p = prevalencia o presencia de bacterias rizosféricas
g = 1-p, ausencia (0.10)

T = error estimado (0,8)
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Anexo B

Medios de cultivo

a. Agar nutritivo, AN (en Alvarado y Valderrama, 2014)

Componentes gL?
peptona 5.0
Extracto de carne 3.0
Agar agar 15.0
Agua destilada 1000 mL

b. Caldo tripticasa Soya suplementado con triptéfano (en Garciay
Mufioz, 2010)

Componentes gL?
Peptona de caseina 17.0
Peptona de harina de soya 3.0
D(+) glucosa (dextrosa) 2.5
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 2.5
Triptéfano 0.01
Agua destilada csp 1000 mL

Disolver por calentamiento y ajustar a pH 7,3



c. Agar MacConkey (en Saenz, 2009)

Componentes gL?
Agar 13.5
Mezcla de sales biliares 1.5
Cloruro de sodio 5.0
Peptona especial 3.0
Cristal violeta 0.001
Peptona de gelatina 17.0
Lactosa 10.0
Rojo neutro 0.03
Agua destilada 1000mL
d. Agar Plate Count (en Doyle, 2000)

Componentes gL?
Triptona 5.00
Extracto de levadura 2.50
Glucosa 1.00
Agar-agar 15.0
Agua destilada 1000mL

90
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Anexo C

Andlisis del suelo experimental: Mochumi
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Andlisis de clorofila en hojas de suelo salino
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Anexo D
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Morfologia de bacterias Gram positivas aisladas de larizésfera de Aloe vera.

N° Bacteria Morfotipo Forma
1 10 Bacilo
2 1 Bacilo
3 3 Bacilo
4 10 Bacilo
5 1 Bacilo
6 1 Bacilo
7 10 Bacilo
8 1 Bacilo
9 10 Bacilo
10 11 Bacilo
11 1 Bacilo
12 1 Bacilo
13 10 Bacilo
14 1 Bacilo
15 11 Bacilo
16 10 Bacilo
17 10 Bacilo
18 10 Bacilo
19 3 Filamentos
20 Cocobacilo
21 Bacilos
22 3 Coco
23 11 Cocobacilo
24 Bacilo
25 3 Bacilo
26 10 Bacilo
27 10 Coco




28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

11

10
11

10
11

12

12
10

11

10
11

12
10

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

Bacilo
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0 N © -

12

11

12

11
12

11

12
12

11

10

12

12

12

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Coco
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Filamento
Bacilo
Filamento
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

Bacilo
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90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

12

10
11

w © O© W

10
12
12

12
11

11
10

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

Bacilo
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121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151

10

10

11

11

11

10

10
10

10

10

10
10

12
10
11

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

Bacilo
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152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

g r = 0

10

11
10

10

10

10

10

10

10

10
12

10

10

10
10

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Cocobacilo

Bacilo

99



100

183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213

10

12

10
10

10

11
10

10
10
12
10

12

10

10

Bacilo
Bacilo
Cocobacilo
Coco
Cocobacilo
Bacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

Bacilo




214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

10

10

12

10
10

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
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Anexo E
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Morfologia de bacterias Gram negativas aisladas de larizésfera de Aloe vera

N° de bacteria Morfotipo Forma
1 B Bacilo
2 A Cocobacilo
3 D Bacilo
4 A Bacilo
5 A Cocobacilo
6 B Bacilo
7 B Bacilo
8 A Cocobacilo
9 B Bacilo
10 D Bacilo
11 B Cocobacilo
12 D Cocobacilo
13 A Bacilo
14 C Bacilo
15 D Cocobacilo
16 A Bacilo
17 A Bacilo
18 B Bacilo
19 B Cocobacilo
20 C Bacilo
21 B Bacilo
22 B Cocobacilo
23 B Bacilo
24 B Cocobacilo
25 B Bacilo
26 D Bacilo
27 A Cocobacilo
28 A Cocobacilo




29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

> » » @ O >» U » W ®®W O W >» 0 ®>» ®>» OC0C>» ® >» U >» @

Bacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Bacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Bacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Bacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Cocobacilo
Cocobacilo

Cocobacilo
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Anexo F

Frecuencia de cultivos de bacterias Gram positivas y Gram negativas en
muestras de suelo rizosférico de Aloe vera L. Burm. f., Lambayeque 2019

NUmero de Cultivos de bacterias

muestra Gram positivos Gram negativos Total
2

(o2}

U'l-h-h-hI\)(D-h(DCD(DJ}-I\J-bHW@@A@(HNB@\I\ICDWCD@(HO)OOO)CDWN# B

ONPFPWNORFRPRPFRPPFPOPFRPOOORPRPFPOPRPROOOONOORFRPRORPPFRPERPPWWWNDNDN
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39
40

AT O A1 O NON-AANO-HANO

NOTOTOOTOOOANMONOOM -

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

Total

MNMITITTLOLOOTOLTITITON T IO A

54

225

279
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Anexo G

Sulfato de amonio ACC
N° Absorbancia Absorbancia Absorbancia  Absorbancia
Bacteria (600nm) corregida (600nm) corregida
Blanco 0,062 0,081

1 0,069 0,007 0,070 0

2 0,637 0,575 0,056 0

3 0,446 0,384 0,058 0

4 0,865 0,803 0,173 0

5 0,498 0,436 0,080 0

6 0,963 0,901 0,082 0

7 0,334 0,272 0,051 0

8 0,898 0,836 0,185 0,104

9 1,201 1,139 0,441 0,360
10 0,326 0,264 0,099 0,018
11 0,988 0,926 0,116 0,035
12 0,058 0 0,070 0
13 0,354 0,292 0,592 0.511
14 0,079 0,017 0,048 0
15 0,909 0,847 0,059 0
16 0,787 0,725 0,103 0,022
17 0,884 0,822 0,081 0
18 0,633 0,571 0,069 0
19 0,062 0 0,069 0
20 0,848 0,786 0,052 0
21 0,902 0,840 0,173 0,092
22 0,090 0,028 0,040 0
23 0,230 0,168 0,069 0
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

0,238
0,168
1,471
0,064
0,095
0,408
0,232
0,175
0,213
1,340
1,182
1,327
0,075
0,112
1,401
1,135
0,910
1,581
0,277
0,081
1,410
1,454
0,174
0,172
0,294
0,155
0,168
0,495
0,209
0,963
0,197

0,176
0,106
1,409
0,002
0,033
0,346
0,170
0,113
0,151
1,278
1,120
1,265
0,013
0,050
1,339
1,073
0,848
1,519
0,215
0,019
1,348
1,392
0,112
0,110
0,232
0,093
0,106
0,433
0,147
0,901
0,135

0,497
0,060
0,090
0,038
0,084
0,043
0,070
0,072
0,107
0,074
0,052
0,055
0,081
0,094
0,094
0,092
0,084
0,079
0,076
0,040
0,186
0,145
0,078
0,042
0,115
0,104
0,063
0,155
0,172
0,071
0,102

0,416
0,021
0.009
0,043
0,003
0,038
0,011
0,009
0,026
0,007
0.029
0.026

0.013
0.013
0.011
0.003

0.041
0.105
0.064

0.034

0.023

0.074
0.091

0.021
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55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

0,097
0,177
1,416
0,058
1,440
1,120
0,090
0,062
0,431
0,953
0,121
0,412
0,534
1,343
0,082
0,075
0,067
1,021
0,213
0,313
0,180
0,774
0,296
0,060
0,279
0,108
0,791
0,552
1,145
0,336
0,510

0,035
0,115
1,354

1,378
1,058
0,028

0,369
0,891
0,059
0,350
0,472
1,281
0,020
0,013
0,005
0,959
0,151
0,251
0,118
0,712
0,234

0,217
0,046
0,729
0,490
1,083
0,274
0,448

0,058
0,141
0,079
0,089
0,084
0,109
0,087
0,042
0,148
0,120
0,058
0,084
0,558
0,093
0,047
0,090
0,079
0,081
0,063
0,050
0,042
0,119
0,045
0,045
0,070
0,154
0,078
0,046
0,138
0,186
0,102

0,060

0,008
0,003
0,028
0,006

0,067
0,039

0,003
0,477

0,012

0,009

o

o
[o) o
© 0 9 o oo g oo o oo

0,057
0,105
0,021
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

0,130
0,476
0,677
0,315
0,846
0,077
0,056
0,579
0,577
0,365
0,134
0,123
0,660
0,525
0,139
0,163
0,075
0,204
0,075
0,080
0,054
0,069
0,102
0,499
0,074
0,439
0,115
0,134
0,552
1,360
0,088

0,068
0,414
0,615
0,253
0,784

0,006
0,517
0,515
0,303
0,072
0,061
0,598
0,463
0,077
0,101
0,013
0,142
0,013
0,018

0,007
0,040
0,437
0,012
0,377
0,053
0,072
0,490
1,298
0,026

0,047
0,095
0,076
0,075
0,086
0,072
0,057
0,540
0,115
0,041
0,054
0,074
0,295
0,065
0,125
0,058
0,056
0,055
0,056
0,093
0,090
0,125
0,045
0,088
0,074
0,180
0,223
0,051
0,132
0,141
0,052

0,214

0,044

0,012
0,009
0,044

0,007

0.099
0,142

0.051
0,060
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117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147

0,658
0,741
0,036
0,086
1,265
0,082
0,430
0,364
0,690
0,529
1,162
0,731
0,166
0,396
0,075
1,151
1,009
0,467
0,215
0,197
0,746
0,127
0,213
0,463
0,269
0,402
0,215
0,373
0,754
0,781
0,647

0,596
0,679
0,026
0,024
1,203
0,020
0,368
0,302
0,628
0,467
1,100
0,669
0,104
0,334
0,013
1,089
0,947
0,405
0,153
0,135
0,684
0,065
0,151
0,401
0,207
0,340
0,153
0,311
0,692
0,719
0,585

0,103
0,097
0,087
0,101
0,107
0,058
0,160
0,139
0,128
0,079
0,071
0,084
0,049
0,132
0,062
0,051
0,125
0,049
0,095
0,084
0,151
0,062
0,136
0,114
0,147
0,164
0,053
0,072
0,076
0,086
0,079

0,022
0,016
0,006
0,020
0,026

0,079
0,058
0,047

0,003

0,051

0,044

0,014
0,003
0,070

0.055
0,033
0,066
0,083
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148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178

0,795
0,123
1,524
1,435
0,705
0,271
0,688
0,818
1,739
0,434
1,813
0,196
0,324
0,246
0,470
1,318
0,286
0,469
0,517
0,076
0,059
1,024
0,076
0,101
1,088
0,868
0,619
0,569
0,485
0,665
0,134

0,733
0,061
1,462
1,373
0,643
0,209
0,626
0,756
1,677
0,372
1,751
0,134
0,262
0,184
0,408
1,256
0,224
0,407
0,455
0,014

0,962
0,014
0,039
1,026
0,806
0,557
0,507
0,423
0,603
0,072

0,093
0,082
0,142
0,054
0,124
0,111
0,131
0,070
0,082
0,080
0,108
0,090
0,513
0,151
0,090
0,084
0,048
0,041
0,091
0,071
0,047
0,070
0,054
0,095
0,043
0,124
0,071
0,150
0,155
0,065
0,081

0,014

0,043

0,069
0,074
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179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

0,163
0,090
0,580
1,650
1,288
0,255
0,993
0,387
0,075
0,199
0,104
0,083
0,229
0,928
0,453
0,496
0,250
0,648
0,099
0,300
0,690
0,108
0,380
0,703
0,096
0,137
0,192
0,157
0,371
0,126
0,089

0,101
0,028
0,518
1,588
1,226
0,193
0,931
0,325
0,013
0,137
0,042
0,021
0,167
0,866
0,391
0,434
0,188
0,586
0,037
0,238
0,628
0,046
0,318
0,641
0,034
0,075
0,130
0,095
0,309
0,064
0,027

0,123
0,050
0,079
0,113
0,044
0,078
0,063
0,142
0,064
0,122
0,185
0,054
0,189
0,072
0,047
0,491
0,073
0,129
0,100
0,089
0,178
0,053
0,090
0,112
0,074
0,064
0,189
0,088
0,060
0,086
0,070

0,061

0,041
0,104

0,108

0,410

0,048
0,019
0,008
0,097

0,009

0,031

0,108

0,007

0,005
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210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

0,065
0,286
0,560
0,864
0,650
0,259
0,148
1,228
0,367
0,152
0,799
0,367
0,131
0,276
0,229
0,382
0,598
0,151
0,229
0,435
0,779
0,620
0,084
0,096
1,188
1,317
0,305
0,431
0,062
0,055
1,334

0,003
0,224
0,498
0,802
0,588
0,197
0,086
1,166
0,305
0,090
0,737
0,305
0,069
0,214
0,167
0,320
0,536
0,089
0,167
0,373
0,717
0,558
0,022
0,034
1,126
1,255
0,243
0,369

0,007
1,272

0,074
0,058
0,096
0,174
0,062
0,118
0,121
0,072
0,079
0,057
0,105
0,069
0,068
0,074
0,105
0,108
0,109
0,073
0,109
0,121
0,173
0,120
0,102
0,058
0,060
0,060
0,107
0,034
0,044
0,059
0,262

0,015
0,093

0,037
0,040

0,024
0,027
0,028

0,028
0,040
0,092
0,039
0,021

0,181
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241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

0,196
0,881
1,272
0,391
0,154
1,054
1,275
0,111
0,088
0,132
1,125
0,654
0,393
0,145
0,358
0,450
0,411
0,476
0,099
0,070
0,148
0,112
0,781
0,395
0,277
0,374
0,120
0,660
0,171
0,129
0,280

0,134
0,819
1,210
0,329
0,092
0,992
1,213
0,049
0,026
0,070
1,063
0,592
0,331
0,083
0,296
0,388
0,349
0,414
0,037
0,008
0,088
0,050
0,719
0,333
0,215
0,312
0,058
0,598
0,109
0,067
0,218

0,099
0,061
0,118
0,151
0,070
0,058
0,140
0,073
0,105
0,075
0,069
0,057
0,109
0,044
0,098
0,135
0,084
0,120
0,065
0,063
0,169
0,065
0,046
0,077
0,100
0,131
0,080
0,083
0,056
0,087
0,079

0,018

0,037

0,070

0,059

0,024

0,019
0,050
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272
273
274
275
276
277
278
279
280

0,417
0,218
0,506
0,414
0,092
0,762
0,064
0,544
0,625

0,355
0,156
0,444
0,352
0,030
0,700
0,002
0,482
0,563

0,057
0,106
0,130
0,145
0,082
0,131
0,047
0,196
0,034

0,025
0,049
0,064
0,001
0,050

0,115
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Anexo H

Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y andlisis de varianzas de los
valores de altura de Raphanus sativus L., 15 dias después de la inoculacion de
Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.

Testigo 0,987 3 0,780
B 260 0,750 3 0,000
B188 1,000 3 1,000
B 67 0,750 3 0,000
B 13 0,964 3 0,637

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Basado en la media 0,680 4 10 0,622
Basado en la mediana 0,455 4 10 0,767
Mediana y con gl ajustado 0,455 4 8,391 0,767
Media recortada 0,668 4 10 0,629

Anédlisis de varianza

Suma de | Media Sj

cuadrados g cuadratica g
Entre grupos 44,542 4 11,135 23,239 0,000
Dentro de grupos 4,792 10 0,479

Total 49,333 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de altura de Raphanus sativus L., 20 dias después de la inoculacion de
Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.

Testigo 0,253 3 0,637
B 260 0,175 3 1,000
B188 0,362 3 0,122
B 67 0,219 3 0,780
B 13 0,219 3 0,780

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Basado en la media 5,167 4 10 0,016
Basado en la mediana 0,553 4 10 0,701
Mediana y con gl ajustado 0,553 4 2,558 0,718
Media recortada 4,459 4 10 0,025

Anédlisis de varianza

Suma de Media Sig
cuadrados cuadratica '
Entre grupos 76,375 76,375 19,094 19,094 0,000
Dentro de grupos 10,000 10,000 1,000
Total 86,375 86,375
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y andlisis de varianzas de los

valores de altura de Raphanus sativus L., 25 dias después de la inoculacion de

Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,292 3 0,463
B 260 0,219 3 0,780
B188 0,287 3 0,485
B 67 0,276 3 0,537
B 13 0,253 3 0,637
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gl1 gl2 Sig.
Basado en la media 4,702 4 10 0,021
Basado en la mediana 1,166 4 10 0,382
Mediana y con gl ajustado 1,166 4 2,558 0,473
Media recortada 4,315 4 10 0,028
Andlisis de varianza
Suma de Media Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 130,942 4 32,735 14,936 0,000
Dentro de grupos 21,917 10 2,192

Total 152,858 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los

valores de altura de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de

Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,292 3 0,463
B 260 0,253 3 0,637
B188 0,253 3 0,637
B 67 0,204 3 0,843
B 13 0,269 3 0,567
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Basado en la media 1,767 4 10 0,212
Basado en la mediana 0,577 4 10 0,686
Mediana y con gl ajustado 0,577 4 6,031 0,690
Media recortada 1,657 4 10 0,235
Andlisis de varianza
Suma de Media Sig
cuadrados cuadratica '
Entre grupos 127,142 4 31,785 41,915 0,000
Dentro de grupos 7,583 10 , 758

Total 134,725 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores del niumero de hojas de Raphanus sativus L., 30 dias después de la

inoculacién de Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,253 3 0,637
B 260 0,385 3 0,000
B188 0,175 3 1,000
B 67 0,385 3 0,000
B 13 0,175 3 1,000
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gl1 gl2 Sig.
Basado en la media 0,969 4 10 0,466
Basado en la mediana 0,592 4 10 0,676
Mediana y con gl ajustado 0,592 4 6,748 0,680
Media recortada 0,947 4 10 0,476
Andlisis de varianza
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica S1g.
Entre grupos 12,733 4 3,183 9,795 ,002
Dentro de grupos 3,250 10 ,325

Total 15,983 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de la biomasa aérea de Raphanus sativus L., 30 dias después de la
inoculacién de Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,304 3 0,407
B 260 0,175 3 1,000
B188 0,361 3 0,132
B 67 0,219 3 0,780
B 13 0,304 3 0,407
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Basado en la media 1,191 4 10 0,373
Basado en la mediana 0,169 4 10 0,949
Mediana y con gl ajustado 0,169 4 5,517 0,946
Media recortada 1,061 4 10 0,425
Andlisis de varianza
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica F S1g.
Entre grupos 908,083 4 227,021 141,519 ,000
Dentro de grupos 16,042 10 1,604

Total

924,125 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores del peso de raices de Raphanus sativus L., 30 dias después de la
inoculacién de Bacillus spp en un suelo no salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.

Testigo 0,219 3 0,780
B 260 0,276 3 0,537
B188 0,204 3 0,843
B 67 0,219 3 0,780
B 13 0,253 3 0,637

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Tratamientos Estadistico gl1 gl2 Sig.
Basado en la media 1,136 4 10 0,394
Basado en la mediana 0,573 4 10 0,688
Mediana y con gl ajustado 0,573 4 6,567 0,692
Media recortada 1,095 4 10 0,411

Anédlisis de varianza

Suma de | Media Sj

cuadrados g cuadratica g
Entre grupos 157,308 4 39,327 24,970 0,000
Dentro de grupos 15,750 10 1,575

Total 173,058 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de altura de Raphanus sativus L., 15 dias después de la inoculacién de

Bacillus spp. En un suelo salino

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,871 3 0,298
B 260 0,980 3 0,726
B188 0,803 3 0,122
B 67 0,942 3 0,537
B 13 0,997 3 0,900
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,359 4 10 0,315
Se basa en la mediana 0,217 4 10 0,923
Se basa en la mediana y con gl ajustado 0,217 4 4558 0,917
Se basa en la media recortada 1,218 4 10 0,363
Andlisis de varianza
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica Sig.
Entre grupos 38,108 4 9,527 5,818 0,011
Dentro de grupos 16,375 10 1,638

Total 54,483 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de altura de Raphanus sativus L., 20 dias después de la inoculacion de
Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 1,000 3 1,000
B 260 0,842 3 0,220
B188 0,837 3 0,206
B 67 0,980 3 0,726
B 13 0,993 3 0,843
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gl gl2 Sig.
Se basa en la media 1,181 4 10 0,376
Se basa en la mediana 0,234 4 10 0,913
S.e basa en la mediana y con gl 0,234 4 5,062 0,908
ajustado
Se basa en la media recortada 1,078 4 10 0,418
Andlisis de varianza
Suma de Media F Sj
cuadrados g cuadratica g
Entre grupos 40,808 4 10,202 4,164 0,031
Dentro de grupos 24,500 10 2,450

Total 65,308 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de altura de Raphanus sativus L., 25 dias después de la inoculacion de
Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,936 3 0,510
B 260 0,923 3 0,463
B188 0,866 3 0,286
B 67 0,818 3 0,157
B 13 0,885 3 0,339
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Se basa en la media 2,503 4 10 0,109
Se basa en la mediana 0,329 4 10 0,853
S.e basa en la mediana y con gl 0,329 4 5.443 0,849
ajustado
Se basa en la media recortada 2,166 4 10 0,147
Andlisis de varianza
Suma de Media F Sj
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre grupos 109,642 4 27,410 6,462 ,008
Dentro de grupos 42,417 10 4,242

Total 152,058 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de altura de Raphanus sativus L., 30 dias después de la inoculacion de

Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,885 3 0,339
B 260 0,964 3 0,637
B188 0,795 3 0,103
B 67 0,786 3 0,081
B 13 0,980 3 0,726
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gl gl2 Sig.
Se basa en la media 3,060 4 10 0,069
Se basa en la mediana 0,260 4 10 0,897
S_e basa en la mediana y con gl 0,260 4 4722 0,801
ajustado
Se basa en la media recortada 2,561 4 10 0,104
Analisis de varianza
Suma de Media F Si
cuadrados 9 cuadratica g
Entre grupos 146,192 4 36,548 4,559 0,024
Dentro de grupos 80,167 10 8,017

Total 226,358 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de numero de hojas de Raphanus sativus L., 30 dias después de la
inoculacion de Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,964 3 0,637
B 260 0,997 3 0,900
B188 0,972 3 0,679
B 67 0,750 3 0,000
B 13 0,862 3 0,274
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gl gl2 Sig.
Se basa en la media 2,135 4 10 0,151
Se basa en la mediana 0,720 4 10 0,598
ijisbtzzzzl) en la mediana y con gl 0,720 4 5.805 0,610
Se basa en la media recortada 2,007 4 10 0,169
Andlisis de varianza
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica F S1g.
Entre grupos 23,917 4 5,979 2,911 ,078
Dentro de grupos 20,542 10 2,054

Total 44,458 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores de la biomasa aérea de Raphanus sativus L., 30 dias después de la
inoculacion de Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
Testigo 0,893 3 0,363
B 260 0,991 3 0,817
B188 0,993 3 0,843
B 67 0,942 3 0,537
B 13 0,818 3 0,157
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,972 4 10 0,175
Se basa en la mediana 1,112 4 10 0,403
S.e basa en la mediana y con gl 1112 4 5,109 0,442
ajustado
Se basa en la media recortada 1,915 4 10 0,184
Andlisis de varianza
Suma de Media F Sig
cuadrados cuadratica '
Entre grupos 60,475 4 15,119 4,161 0,031
Dentro de grupos 36,333 10 3,633
Total 96,808 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores del peso de raices de Raphanus sativus L., 30 dias después de la
inoculacion de Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
TESTIGO 0,964 3 0,637
B 260 0,980 3 0,726
B188 0,997 3 0,893
B 67 0,893 3 0,363
B 13 0,842 3 0,220
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Tratamientos Estadistico gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,758 4 10 0,214
Se basa en la mediana 1,188 4 10 0,374
S.e basa en la mediana y con gl 1188 4 5173 0415
ajustado
Se basa en la media recortada 1,725 4 10 0,221
Analisis de varianza
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica F Sig.
Entre grupos 150,542 4 37,635 8,302 0,003
Dentro de grupos 45,333 10 4,533

Total 195,875 14
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Prueba de normalidad, homogeneidad de varianzas y analisis de varianzas de los
valores del del contenido de clorofila (SPAD) en las hojas de Raphanus sativus L.,

30 dias después de la inoculacion de Bacillus spp. en un suelo salino

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.
TESTIGO 0,844 3 0,142
B 188 0,882 3 0,280
B 260 0,867 3 0,215
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
3,530 2 15 0,055
Andlisis de varianza
Suma de Media .
cuadrados g cuadratica F S1g-
Entre grupos 218,641 2 109,321 27,476 0,003
Dentro de grupos 59,682 15 3,979

Total 278,323 17




