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RESUMEN

La salinidad y sequia son factores limitantes en el cultivo de Zea mayz L. "'maiz". El
objetivo de la investigacion fue determinar el potencial de las bacterias endofitas de
Prosopis limensis Benth. “algarrobo” como promotores de crecimiento de maiz, bajo
condiciones de estrés por salinidad y sequia. Las bacterias se aislaron de raices y
ramas de algarrobos en la Comunidad Campesina San José de Lambayeque
(CEe=5,51 — 120,67 dSm™), se seleccionaron con base a las caracteristicas que
evidencian in vitro promocion de crecimiento vegetal, se identificé el género de dos
bacterias enddfitas tolerantes a la salinidad y la sequia y se compar6 el efecto en
el crecimiento de maiz. El ensayo se condujo bajo un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial 3 x 4. El factor A fue condiciones de estrés (sin
estrés, salinidad: CEe 8 dSm™, sequia: 45 % del riego) y el factor B fertilizante (sin
aplicacion, fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp 162). Se
obtuvieron 496 bacterias endofitas; el 7,9 % presentd actividad de la enzima
1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa; el 76,92 % produjo acido indol
acético y el 61,53 % solubilizé fosfato. Pseudomonas sp. 306 y klebsiella sp. 162
tolerantes a la salinidad (8 % NaCl) y sequia (20 % polietilenglicol PEG — 6000)
disminuyeron el impacto del estrés. Los mayores porcentajes de incremento en el
crecimiento de maiz se alcanzaron en el suelo salino, en lo correspondiente a la
altura, longitud de raiz (36,98 - 43,4 %), biomasa radicular fresca
(25,48 — 26,96 %) y seca (22,48 — 46,68 %), biomasa aérea fresca
(26,61 — 33,33 %) y clorofila (20,08 — 27,11 %) y en el suelo con sequia en la
biomasa aérea seca
(26,61 — 27,63 %) y tasa follaje/raices (8,66 — 11 %). Se demostré el potencial de
las bacterias endofitas como promotoras de crecimiento en maiz bajo salinidad y

sequia.

Palabras clave: Bacterias endofitas, maiz, salinidad, sequia, ACC desaminasa.
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ABSTRACT

Salinity and drought are limiting factors in the cultivation of Zea mayz L. "'maiz". The
objective of the research was to determine the potential of the endophytic bacteria of
Prosopis limensis Benth. “algarrobo” as maize growth promoters, under stress
conditions due to salinity and drought. The bacteria were isolated from roots and
branches of carob trees in the San José de Lambayeque Peasant Community
(ECe=5.51 - 120.67 dSm™), they were selected based on the characteristics that
show in vitro promotion of plant growth, they were identified the genus of two
endophytic bacteria tolerant to salinity and drought and compared the effect on maize
growth. The trial was conducted under a completely randomized design with a 3 x 4
factorial arrangement. Factor A was stress conditions (no stress, salinity: ECe 8 dSm-
1, drought: 45% irrigation) and factor B was fertilizer (without application, chemical
fertilizer, Pseudomonas sp. 306 and Klebsiella sp. 162). 496 endophytic bacteria
were obtained, 7.9% showed activity of the enzyme 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate deaminase, 76.92% produced indole acetic acid and 61.53% solubilized
phosphate. Pseudomonas sp. 306 and Klebsiella sp. 162 tolerant to salinity (8%
NaCl) and drought (20% polyethylene glycol PEG — 6000) decreased the impact of
stress. The highest percentages of increase in corn growth were reached in the saline
soil, in relation to height, root length (36.98 - 43.4%), fresh root biomass (25.48 -
26.96%) and dry (22.48 — 46.68%), fresh aerial biomass (26.61 — 33.33%) and
chlorophyll (20.08 — 27.11%) and in the soil with drought in the dry aerial biomass

(26.61 — 27.63%) and foliage/root ratio (8.66 — 11%). The potential of endophytic

bacteria as growth promoters in maize under salinity and drought was demonstrated.

Keywords: Endophytic bacteria, corn, salinity, drought, ACC deaminase.
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INTRODUCCION

La poblacion en el mundo es en promedio 7 billones y se ha calculado que
sera de 10 billones en el 2070, por tanto, la demanda de alimento aumentarg; no
obstante, no es posible el incremento del area de suelo cultivable, debido a la
contaminacion, urbanizacion, industrializacion, salinizacion, erosién del suelo y
limitada disponibilidad de agua para el riego. En este contexto, se requiere
incrementar la productividad de los cultivos agricolas como Zea mays L. “maiz” en
el suelo agricola existente (Saghafi et al., 2019).La salinidad y sequia son factores
limitantes en el cultivo del maiz (Sanchez et al., 2018; Mosaad et al., 2019). La
salinidad disminuye el rendimiento en 24 % (Huang et al., 2019) a
34 % (Mosaad et al., 2019). En el Pera 42 de los 52 valles de la Costa presentan
problemas de drenaje y salinidad en el suelo, principalmente Tumbes, Piura y
Lambayeque (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura [FAO], 2015; Soca et al., 2016).

La sequia es otro factor ambiental limitante en el cultivo del maiz (Sanchez et
al., 2018). En el Perq, la sequia constituye uno de los mayores desastres naturales,
principalmente en el sector agricola (Gil, 2018) y disminuye hasta el 30 % del
rendimiento de los cultivos (Soto y Castillo, 2013). Las tres regiones con Riesgo
Alto (RA) a la sequia son Ica, Lambayeque y Tacna (Servicio Nacional de
Meteorologia e Hidrologia del Pert, SENAMHI, 2015). Prosopis limensis Benth.
“algarrobo” esta adaptado a las condiciones aridas de los bosques secos
(Otivo, 2015), donde los periodos de sequia demoran entre 6 a 9 meses (Rivera,
2018). En los tejidos de Prosopis spp. (Piccoli et al., 2011; Sgroy et al., 2009), asi
como de otras especies (Mahmud et al., 2022; Haitao et al., 2022) se encuentran
bacterias endéfitas,reconocidas por su capacidad para proporcionar nutrientes a
las plantas e inclusive disminuir el estrés ocasionado por la salinidad (Mohamed et
al., 2020), sequia (Langner et al., 2018) u otras condiciones desfavorables
(Egamberdieva et al., 2017; Walitang et al., 2017).
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Los algarrobos, cada vez méas susceptibles a la sequia estan bajo amenaza
en todo el mundo (Cuentas y Salazar, 2017); no obstante, se desconoce el
potencial de las bacterias enddfitas como promotoras de crecimiento en el cultivo de
maiz bajo condiciones de estrés por salinidad y sequia. Por tanto, el problema de
la investigacién fue: ¢ Cual es el potencial de las bacterias endoéfitas de Prosopis
limensis Benth. “algarrobo” como promotoras de crecimiento en Zea mays L.
“maiz” bajo condiciones de estrés por salinidad y sequia? La hipoétesis fue: Las
bacterias enddfitas de Prosopis limensis Benth.“algarrobo”, presentan actividad de
la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato, ACC desaminasa (ACCD),
producen &cido indol acético (AIA), solubilizan fosfatos, son tolerantes a la
salinidad y sequia y promueven el crecimiento de Zea mays L. "'maiz’, bajo

condiciones de estrés por salinidad y sequia.

El objetivo general fue: Determinar el potencial de las bacterias enddfitas de
Prosopis limensis Benth. “algarrobo”, como promotores de crecimiento de Zea
mays L. ‘'maiz’, bajo condiciones de estrés por salinidad y sequia. Los objetivos
especificos fueron: Determinar las caracteristicas morfologicas de las bacterias
endofitas aisladas de las raices y ramas de Prosopis limensis, Lambayeque 2019,
seleccionar las bacterias endofitas aisladas de las raices y ramas de Prosopis
limensis con base a las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de
crecimiento vegetal, seleccionar e identificar fenotipicamente el género de las
bacterias endofitas tolerantes a la salinidad y la sequia y comparar el efecto de
dos bacterias enddfitas en el crecimiento de Zea mays L. bajo condiciones de

estrés por salinidad y sequia.
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.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de lainvestigacion

Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas aisladas en
Prosopis spp. han sido reportadas por Sgroy et al. (2009), Piccoli et al. (2011) y
Villegas et al. (2014). En raices de Prosopis strombulifera se aislaron 29 bacterias
endofitas Gram positivas (68,9 %) y Gram negativas (31,1 %), entre las que se
identificaron los géneros Bacillus, Brevibacterium, Achromobacter, Lysinibacillus y
Pseudomonas. Las bacterias enddfitas fijaron nitrégeno, presentaron actividad
ACCD, produjeron sideréforos, acidos indol acético y abscisico y giberelinas
(Sgroy et al., 2009). Asimismo, en las raices de P. strombulifera se identifico la
bacteria endofita fijadora de nitrogeno Arthrobacter koreensis productora de
acidos giberélico, abscisico, indol acético y jasmonico. Se concluyé que las raices
de P. strombulifera son colonizadas por bacterias con potencial para la promocion

de crecimiento en plantas (Piccoli et al., 2011).

Villegas et al. (2014) caracterizaron bacterias promotoras de crecimiento en el
suelo rizosférico de Prosopis glandulosa "‘mezquite” e investigaron el efecto de su
inoculacién en la germinacion y plantulas de P. chilensis "mezquite chileno™ bajo
estrés salino. Las bacterias se aislaron de arboles en floracion y se determiné la
fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfato y el efecto de Bacillus
amyloliquefaciens en P. chilensis. Se obtuvieron 19 colonias bacterianas, entre las
gue B. amyloliquefaciens fij6 nitrdgeno, solubiliz6 fosfato y aumentd la
germinacion, altura y longitud de las raices de las plantulas. Se evidenci6 el

potencial de B. amyloliquefaciens como biofertilizante para Prosopis sp.

Farahat et al. (2020) investigaron el efecto de Bacillus aryabhatthai con
actividad ACC en el crecimiento de Triticum sp. “trigo” bajo salinidad (12 % NacCl)
y sequia (0,49 MPa). Las bacterias ACCD se aislaron de raices de trigo y se les
investigaron las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de crecimiento
vegetal. Una bacteria seleccionada por su tolerancia a la salinidad y sequia se
inoculé en semillas de trigo, éstas se sembraron en suelo con 50, 100 y 150 mM
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NaCl y después de 45 dias se evaluaron los pardmetros de crecimiento. Se
obtuvieron 34 bacterias endoéfitas ACCD, entre las que se selecciond
B. aryabhatthai, que solubilizé fosfato tricalcico, produjo acido indol acético,
cianuro de hidrogeno, formo biopelicula y presento tolerancia a la salinidad y
sequia. En las plantas bajo 150 mmol NaCl incrementé la altura (57,4 %), longitud
de raiz (51,4 %), biomasa fresca (65,3 %) y biomasa seca (39,8 %). Se demostré
el potencial de B. aryabhatthai para disminuir el impacto de la salinidad y sequia

en trigo.

Sanchez et al. (2018) investigaron la densidad y diversidad de bacterias
endofitas en siete lineas de Z. mays L. “maiz” homocigdticos tolerantes y
susceptibles a la sequia. Las bacterias enddfitas se cuantificaron en el tejido
interno de la zona apical de las raices. La densidad poblacional se determiné por
conteo de las colonias desarrolladas en medio de cultivo y la identificacion de la
diversidad poblacional se realiz6 por amplificacion del gen 16S rADN. La mayor
densidad de bacterias endoéfitas correspondi6 a las lineas de maiz tolerantes a la
sequia y destacaron Bacillus sp. Pseudomonas sp. y Sinorhizobium sp. bacterias

gue evidenciaron potencial para inducir tolerancia al estrés hidrico en las plantas.

Walitang et al. (2017)caracterizaron a nivel fenotipico y molecular las
bacterias endofitas de semillas de cultivares de Oryza sativa L. arroz, tolerantes y
no tolerantes a la salinidad. La superficie de las semillas se esterilizd, se removio
la cubierta superficial, se cuantificaron las poblaciones bacterianas en agar y se
identificaron mediante el analisis del gen 16S rRNA. Las Proteobacteria
predominaron entre las bacterias endodfitas, en forma particular la clase
Gammaproteobacteria. Bacterias de los géneros Flavobacterium, Mycobacterium
y Xanthomonas spp. fueron aisladas de cultivos susceptibles y no susceptibles a
la salinidad. Las cepas de Flavobacterium solubilizadoras de fosfatos y
productoras de &cido indol acético, mostraron elevada tolerancia a la salinidad y
estrés osmotico y se demostré su capacidad para constituir biofertilizantes en

plantas bajo estrés salino.

Egamberdieva et al. (2017) caracterizaron las bacterias enddfitas no
pertenecientes a los rizobios de nddulos radiculares de Cicer arietinum L.
‘garbanzo”. Las bacterias se aislaron de los ndédulos y se investigo, la
solubilizacion de fosfatos, produccion de acido indol acético, quitinasas, celulasas,

lipasas, cianuro de hidrogeno, sideroforos y antagonismo in vitro e in vivo frente a
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Fusarium spp., Alternaria alternata y Botrytis cinerea bajo salinidad. Se obtuvieron
40 aislados de bacterias endéfitas entre las que destacaron B. subtilis, B. cereus,
Achromobacter xylosoxidans y B. thuringiensis. La cepa NUU4 de B. subtilis
demostré ser multifuncional, mejoro el aspecto de las plantas en simbiosis con los
rizobios, incrementé el rendimiento bajo condiciones salinas y redujo la tasa de
infeccion por F. solani. Se demostré que esta bacteria endéfita puede estimular el

desarrollo y ser agente de biocontrol.

2.2. Base teorica

Los programas de Agricultura en América Latina tienen como objetivo
mejorar la productividad para garantizar la seguridad alimentaria de una manera
amigable con el ambiente, es decir un desarrollo sostenible. La FAO estima que
la poblacion en el mundo sera de 9000 millones el 2050 y la demanda de alimentos
aumentara en 70 %, lo que evidencia una enorme presién en los recursos
naturales (Ministerio de Agricultura y Riego [MINAGRI], 2015).

La interaccion entre los microorganismos y las plantas puede ser benéfica,
perjudicial y neutra (Moon y Ali, 2022). Entre las interacciones benéficas el
mutualismo es la mas importante en la rizésfera. Las bacterias que tienen efecto
benéfico en las plantas son denominadas promotoras de crecimiento vegetal
(plant growth promoting rhizobacteria, PGPB) y presentan mecanismos directos,
indirectos o una combinacion de ambos (Esquivel et al., 2013). Los mecanismos
de accion directa son la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfato y potasio,
sintesis de fitohormonas (acido indol acético, citoquininas, acidos abscisico y
giberélico), produccion de sideroforos, polisacaridos extracelulares, compuestos
volatiles y no volatiles y la enzima ACCD. Los mecanismos indirectos son la
resistencia sistémica inducida y biosintesis de compuestos antibidticos y

antifungicos (Gupta et al., 2022).

Una caracteristica interesante de las PGPB es la capacidad para inducir en
las plantas tolerancia al estrés abidtico. Las PGPB son eficientes en la
colonizacion de la superficie de la raiz o de la rizosfera, tienen potencial para
competir con otros microorganismos por el mismo nicho y favorecen el
crecimiento de las plantas (Notununu et al., 2022). Especies de los géneros
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Burkholderia,

Bacillus, Sarcinay Flavobacterium son consideradas PGPB (Saghafi et al., 2019).
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Las PGPB capaces de colonizar el interior de los tejidos vegetales se
denominan enddfitas, cuyo ciclo de vida transcurre de forma parcial o total en las
raices o en la parte aérea de la planta, localizadas en los espacios intra e
intercelulares o en el tejido vascular (Santos et al., 2018). Las bacterias enddfitas
promueven el crecimiento de las plantas mediante los mecanismos de
biofertilizacion o incremento de la disponibilidad de nutrientes (fijacion de
nitrogeno, solubilizacion de fosfatos), control bioldgico de fitopatogenos y
fitoestimulacién o produccion de reguladores: auxinas, citoquininas, giberelinas y
la enzima ACCD (Esquivel et al., 2013; Santos et al., 2018).

El estrés agrupa las respuestas que definen el estado de un organismo,
diferente al observado en condiciones 6ptimas (Basurto et al., 2008). La sequia,
salinidad y temperaturas extremas son los principales tipos de estrés ambiental
que disminuyen el crecimiento y productividad de los cultivos agricolas (Martinez
et al., 2011). La salinidad y sequia inducen en las plantas el cierre de estomas,
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), incremento de la
concentracion de iones sodio, senescencia y ataque de fitopatégenos, reduccion
del crecimiento, fotosintesis, vigor y rendimiento. En las raices la salinidad y
sequia reducen la formacion de raices laterales, la absorcion de agua y nutrientes
y el nivel de antioxidantes. Por el contrario, aumentan el transporte del sodio

desde las raices al follaje y ROS producidas y acumuladas (Gupta et al., 2022).

El etileno es una hormona producida por la mayoria de las plantas y es
esencial para el crecimiento y desarrollo vegetal (Li et al., 2016); sin embargo,
bajo condiciones de estrés la produccion de etileno por la planta se acelera de
forma significativa, con efecto adverso en el crecimiento de la raiz y planta en
general y se observa clorosis, senescencia y abscision foliar (Glick, 2013). El
etileno es regulado por las bacterias con actividad ACCD que no sélo promueven
el crecimiento de las plantas, sino también las protegen de las condiciones
desfavorables. En respuesta al triptéfano de los exudados radiculares, algunas
bacterias sintetizan AlA, utilizado en parte por la planta y el resto junto con el AlIA
enddgeno pueden inducir la trascripcion de la enzima vegetal ACC sintasa, que
catalizala transformacién del S-adesosilmetionina (SAM) en ACC, el cual a su vez
es transformado en etileno por la ACC oxidasa. En condiciones de estrés se
induce la enzima ACCD de las bacterias y el ACC que es exudado por las semillas

y raices es hidrolizado en alfa-cetobutirato y amonio, al ser utilizado como fuente
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de nitrégeno, con la consecuente disminucién del nivel de etileno y la inhibicidn

causada por el estrés (Kour y Yadav, 2022; Moon y Ali, 2022).

Las bacterias con actividad ACCD se encuentran sobre la rizésfera, filosfera,
en la superficie de las semillas, raices, hojas, flores y también dentro de los tejidos.
Estas bacterias que utilizan el ACC como unica fuente de nitrégeno pueden ser
aisladas del suelo rizosférico y del interior de los tejidos vegetales y todas son
consideradas promotoras de crecimiento en plantas, PGPB (kour y Yadav et al.,
2022; He et al., 2021).

2.2.1 Prosopis limensis Benth. “algarrobo”

En el Pera se ha reportado 10 especies de Prosopis, que en su mayoria
(nueve) son arboles y una es arbustiva. P. limensis Bentham se encuentra en la
costa, desde Arequipa hasta Lambayeque. Los arboles presentan 4 - 20 m de
altura, el tronco es retorcido (0,3 — 2 m diametro), la corteza es marrén-negruzca,
el cilindro central rojo vinoso rodeado de tejido blanco amarillento, las espinas son
conicas (1 - 3 cm), las hojas son solitarias o en fasciculos de hasta 10 por nudo
con 2-3 pares de pinnas, las ramas son péndulas con grupos de hojas enrolladas
en los nudos (algarrobo zambito), las vainas son amarillas rectas o curvas con
pulpa dulce ligeramente amarga, bordes rectangulares u obtusos con
constricciones irregulares y las semillas son lenticulares con una hendidura apical
y caras esculpidas con una linea de forma de U
(Lazo, 2018; Vasquez et al., 2010).

El habitat natural del algarrobo corresponde a territorios aridos y semiaridos,
en zonas costeras con escasez de agua y nutrientes (Rivera, 2018). Es una
fabacea que se puede utilizar para mejorar la fertilidad y productividad de los
suelos con problemas de sodicidad en los bosques secos tropicales (Aguilera,
2014). El algarrobo es utilizado con propésitos medicinales para humanos y
animales. Los componentes fendlicos, flavonoides, taninos, alcaloides y quinonas
tienen potencial como analgésicos, antihelminticos, antibidticos antieméticos,
antioxidantes y antiulcerosos y tienen efecto probiético y nutricional (Henciya et
al., 2017). La madera del algarrobo utilizada como lefia o carbén es de gran
demanda y también son importantes los frutos para obtener algarrobina y alcohol

y como alimento para de animales (Cuentas y Salazar, 2017).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material biolégico
Raices y ramas de arboles de Prosopis limensis Benth. “algarrobo”,

semillas de Zea mays L. “maiz” amarillo duro hibrido simple precoz ATL 200 y
bacterias endofitas aisladas de algarrobos.
3.1.2 Poblacién y muestra

En la etapa descriptiva de la investigacion la poblacién correspondié a las
raices y ramas de arboles de algarrobo, desarrollados en la Comunidad
Campesina de San José de Lambayeque. Se investigaron
96 muestras no probabilisticas de raices y ramas de plantas colectadas en
septiembre de 2019. ElI numero de muestras fue calculado
(Hernandez et al., 2014) considerando una prevalencia de 90 %, determinada
por los investigadores en un muestreo piloto. En la investigacion explicativa la
poblacién y muestra de estudio fueron 72 plantas de maiz distribuidas en 12

tratamientos, tres repeticiones y dos plantas por repeticion.

3.2 Meétodos
3.2.1 Variables de la fase descriptiva

Variable cuantitativa  : Rango de tolerancia al NaCl y a la sequia
(PEG - 6000), concentracion de indoles y
fésforo solubilizado por las bacterias
3.2.2 Variables de la fase explicativa

Variables independientes: Condicidon de estrés (sin estrés, estrés por
salinidad, estrés por sequia)

Fertilizante (sin aplicacion, fertilizante
quimico, bacteria enddfita 1, bacteria
endofita 2)

Variable dependiente : Crecimiento de Zea mays L. (altura, biomasa
aérea fresca y seca, longitud de raices,

biomasa radicular fresca y seca, tasa follaje/

raices y contenido de clorofila)
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3.2.3 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipoétesis

La investigacién explicativa se condujo bajo el disefio completamente
aleatorio, DCA (Hernandez et al., 2014), con arreglo factorial 3 x 4 (Figura 1). El
factor A correspondid a las condiciones de estrés (sin estrés, salinidad:
CEe 8 dSm™, sequia: 45 % del riego) y el factor B al fertilizante (sin aplicacion,
fertilizante quimico, bacteria endodfita 1, bacteria enddfita 2).

3.2.4 Lugar de muestreo y obtencion de muestras

En los sectores de riego La Compuerta, Grau, Rastrojo Baca y La Madrid
de la Comunidad Campesina San José de Lambayeque, caracterizados por
presentar suelos salinos: CEe = 7,28 — 41,3 dSm* (Santamaria, 2013), se
colectaron 96 muestras de raices y ramas de
Prosopis limensis (Figura 2, tabla 1). El distrito de SanJosé esta comprendido
entre 6°45'35.65" de latitud sur y 79°57'41.35" de longitud oeste (Instituto
Nacional de Defensa Civil [INDECI], 2003).

Se seleccionaron arboles de algarrobo con no mas de 3 metros de altura
(Figura 3), caracteristicos de zonas donde escasea el agua y el terreno es infértil
(Vicentini y Pérez, 2010). Para la toma de muestra de las raices, a 0,5 m de la
base del tallo en el suelo se marcaron tres puntos equidistantes y con un pico
se fragmentd la capa superficial. Después, con una palana se retird el suelo
cuidadosamente hasta alcanzar profundidades de 0,30 y 0,60 m en busca de
raiz (Figuras 4, 5, 6) en la que se colectaron los pelos absorbentes con el suelo
rizosférico adherido. En simultdneo, en cada algarrobo muestreado se

colectaron cuatro ramas jovenes.
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Figural
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Disefio completamente aleatorio para determinar el efecto de bacterias endofitas en
Zea mays L. “maiz”, bajo diferentes condiciones de estrés y aplicacion de

fertilizante.

A2B1

A3B1

A1B3

A3B4

A3B4

A3B1 A2B1

AlB4

A2B4

G LL G
IO,

A2: Estrés por salinidad
A3: Estrés por sequia

AlB4

A2B4

AlB2

A3B4

A2B4

Al1B2

B0 B B

ORI

AlB4

B1: Sin aplicacién

B2: Fertilizante quimico
B3: Bacteria enddfita 1
B4: Bacteria enddfita 2



Figura 2

Ubicacion del lugar de muestreo en la Comunidad Campesina San José de
Lambayeque, 2019.
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Tabla 1

Posicion georeferencial de la ubicacion de los puntos de muestreo de raices y
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ramas de Prosopis limensis Comunidad Campesina San José, Lambayeque, 2019

Posicién Muestras

Lugar de muestreo georeferencial
N° Codigos

6.731297,79.932465

La Compuerta 6.731427,79.931610 20 (1-20)
6.731527,79.931811
6.731784,79.931657
6.732298,79.936589
6.752656,79.659984
6.731902,79.931674

Grau 6.731100,79932298 22 (21-42)
6.851427,79.931610
Rastrojo Baca 6.831527,79.921811 28 (43-70)

6.931784,79.941657
6.831427,79.981610

La Madrid 6.631527,79.91811 26 (71-96)
6.951784,79.931657

Total 96
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Figura 3
Prosopis limensis en el sector La Compuerta, Comunidad Campesina San José de

Lambayeque, 2019.

Figura 4
Extraccion de raices de Prosopis limensis, Comunidad Campesina San José de
Lambayeque, 2019.
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Figura 5
Raices de Prosopis limensis, a una profundidad de 0,30 m, Comunidad Campesina

San José de Lambayeque, 2019.

Figura 6

Recoleccion de raices de Prosopis limensis, Comunidad Campesina San José de
Lambayeque, 2019.




Las raices y ramas se depositaron en forma independiente en bolsas de
polietileno y se llevaron hacia el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo en
Lambayeque. En simultdneo al muestreo, se colectaron 2 kg de suelo radicular
para realizar el analisis quimico en el Laboratorio Agricola Analisis de suelo y
Agua (CYSAG) y en el laboratorio de suelos del Instituto Nacional de
Investigacion Agraria (INIA). En el sector La Compuerta el suelo fue muy salino
sodico con un nivel muy alto de sales solubles (CEe = 120,67 dSm™) y un
porcentaje de sodio intercambiable (PSI) de 25,93 %. En el sector Rastrojo
Baca el suelo fue salino no sédico con una CEe = 10,28 dSm™ y un
PSI de 3,4 %. En el sector Grau el suelo fue salino no sodico con una
CEe = 5,51 dSmy un PSI de 2,1 % y en el sector La Madrid el suelo fue
salino-sddico con una CEe = 23,68 dSmy un PSI 24,65 % (Tabla 2).

3.2.5 Caracterizacién morfoldgica de las bacterias endofitas aisladas de

Prosopis limensis, Lambayeque 2019

Las bacterias enddfitas se aislaron de raices y ramas que previamente
se lavaron con agua potable, se fragmentaron (5 cm), se pesaron (5 g), se
desinfectaron (Pérez et al., 2010) con agua destilada mas detergente neutro
(0,005 %) por 1 minuto, se enjuagaron por cuatro veces con agua destilada
esterilizada (1 minuto por enjuague), se agitaron por 15 minutos en una
solucién tampoén de fosfato de potasio (0,05 molL1), se agitaron en alcohol
70 % por 1 minuto y en solucion de hipoclorito de sodio con Tween 80 %
durante 5 minutos. El tejido se cambi6 a otros frascos para la inmersion por
1 minuto con alcohol 70 %, agitacion en solucion tampon de fosfato de potasio
por 15 minutos y lavado con agua destilada esterilizada cuatro veces
consecutivas (Figuras 7 a 12).

El tejido vegetal desinfectado se acondicion6 en papel secante para
eliminar el exceso de humedad, se llevd a bolsas con cierre hermético
(15x16 cm) donde se macer0, se tomaron alicuotas y se sembraron mediante
la técnica de agotamiento y estria en agar nutritivo y MacConkey y se incubaron
a 30°C durante 48 horas. Con las colonias de las bacterias desarrolladas se
realizaron tinciones de Gram, se registro la forma de las células y se cultivaron
en agar soya tripticasa. De esta forma, se obtuvieron los cultivos puros de

bacterias endofitas que se mantuvieron en refrigeracién a 8° C.
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Tabla 2
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Conductividad eléctrica y porcentaje de sodio intercambiable del suelo radicular de
Prosopis limensis, Comunidad Campesina San José, Lambayeque 2019

CEe* PSI**
Sector de riego
dSm-* (%)
La Compuerta 120,67 25,93
Rastrojo Baca 10,28 3,4
Grau 5,51 2,1
La Madrid 23,68 24,65

*Conductividad eléctrica del extracto de saturacion

**Porcentaje de sodio intercambiable
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Figura 7

Raices y ramas de Prosopis limensis, Comunidad Campesina San José de
Lambayeque, 2019.

Figura 8

Hojas de Prosopis limensis, en agua destilada mas detergente neutro, Lambayeque
20109.
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Figura 9

Hojas de Prosopis limensis, con agua destilada esterilizada, Lambayeque 2019.

Figura 10

Fragmentos de raices de Prosopis limensis. con solucién tampon de fosfato de
potasio, Lambayeque 2019.
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Figura 11

Fragmentos de raices de Prosopis Limensis desinfectadas, Lambayeque 2019.

Figura 12

Macerado de fragmentos de raices de Prosopis limensis, Lambayeque 2019.




3.2.6. Seleccion de las bacterias endofitas de raices y ramas de Prosopis
limensis con base a las caracteristicas que evidencian in vitro

promocion de crecimiento vegetal, Lambayeque 2022

En las bacterias endofitas de raices y ramas de Prosopis limensis, se
investigo la actividad de la enzima ACC desaminasa, la produccion de acido indol
acético (AlA) y la solubilizacién de fosfato. Las bacterias se sembraron por
duplicado en caldo minimo de Dworkin y Foster (DF) con dos fuentes de
nitrdgeno: ACC (3 mM) y sulfato de amonio (2 gL') o control positivo.
Trascurridas 72 horas de incubacion a 30°C se determin¢ la densidad Optica en
el espectrofotdmetro (Modelo Tenso Med NV-203) a 405 nm. Las bacterias que
desarrollaron con el ACC como fuente de nitrégeno y la densidad 6ptica del caldo
cultivado fue similar o mayor al control positivo se consideraron con actividad
ACCD (Rangseekaew et al., 2021).

La produccion de AlA, se investigd mediante el método colorimétrico de
Gordon y Weber descrito por Garcia et al. (2010) y Li et al. (2022). Las bacterias
se cultivaron en caldo nutritivo con triptéfano a 30° C, en agitacion constante
(180 rpm) durante 72 horas. Los caldos se centrifugaron,
1 mL del sobrenadante se mezclé con 4 mL del reactivo de Salkowski y se dejo
en reposo, en oscuridad por 30 minutos. La observacion de un color rosado se
consider6 un indicador de la produccién de AlA. La absorbancia se determiné en
el espectrofotbmetro (Modelo Tenso Med NV-203) a 530 nm y la concentracion
del AlA se calcul6 con la ecuacion X =Y - 0,076 / 0,004, obtenida con diluciones
sucesivas de una solucion de 100 ppm de AlA.

La solubilizacién de fosfato in vitro se investigd mediante el método
colorimétrico del molibdato (Escobar et al., 2011). Las bacterias se cultivaron en
caldo National Botanical Research Institute’s phospate (NBRIP) a 30°C, con
agitacion constante (180 rpm) por 72 horas. Los caldos se centrifugaron y 20 mL
se mezclaron con 4 mL del reactivo indicador y se completé a 25 mL con agua
destilada. Transcurridos 20 minutos de reposo en oscuridad se observé un color
azul, cuya absorbancia se determiné con el espectrofotdmetro de luz visible
(Modelo Tenso Med NV-203) a 690 nm. La concentracién de fosforo soluble se
calculd con la ecuacion X =Y - 0,0002 / 0,07, obtenida con diluciones sucesivas
de una solucién de 2 ppm de fésforo. Las tres bacterias con actividad ACCD que
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alcanzaron los mayores valores en la concentracién de AlA y fosforo soluble se

seleccionaron para determinar la tolerancia a la salinidad y la sequia.

3.2.7. Seleccion e identificacion fenotipica del género de las bacterias
enddfitas tolerantes ala salinidad y la sequia, Lambayeque 2022

La tolerancia de las bacterias enddfitas a la salinidad se determiné
mediante el cultivo por duplicado en caldo nutritivo suplementado con
concentraciones crecientes de NaCl (0,5; 1;2;4;8 %) y caldo nutritivo sin NacCl
como testigo positivo. La tolerancia de las bacterias endéfitas a la sequia se
determiné mediante el cultivo por duplicado en caldo nutritivo suplementado con
5,10,15 y 20 % de polietilenglicol (PG-6000) para inducir estrés por sequia
artificial y caldo nutritivo sin PG-6000 como testigo positivo (Azeem et al., 2022).
En ambos casos después de la incubacién a 30 °C durante 48 horas, se
determiné la densidad Optica en el espectrofotdmetro (Modelo Tenso Med
NV-203) a 600 nm. Las bacterias que desarrollaron en el caldo nutritivo con NacCl
o en el caldo PEG-6000 y presentaron una densidad optica mayor del 50 % que
los testigos positivos se consideraron tolerantes a la salinidad y sequia
respectivamente (Li et al., 2022).

La identificacion fenotipica del género de las bacterias seleccionadas se
realizdO con base a las caracteristicas morfologicas y bioquimicas. Para la
bacteria codigo 306 se realizaron las pruebas de catalasa, oxidasa, fluorescencia
en agar King B, crecimiento a 42° C, hidrodlisis del almidon y reduccion de nitratos.
Para la bacteria codigo 162 se realizaron las pruebas de fermentacion en Agar
Hierro-Triple Azucar (TSI), produccion de gas y sulfuro de hidrégeno, utilizacion
de citrato, descarboxilacion de lisina, formacién de acetoina y produccion de

indol.

3.2.8. Efecto comparativo de dos bacterias endofitas en el crecimiento de
Zea mays L. maiz bajo estrés por salinidad y sequia

El ensayo se condujo bajo el disefio completamente aleatorio, DCA
(Hernandez et al., 2014), con arreglo factorial 3 x 4. Los tratamientos fueron 12,
con tres repeticiones y dos plantas por repeticion. El suelo experimental no salino
se colecto en el sector de riego San Nicolas en la Comunidad Campesina San
José de Lambayeque y sus caracteristicas se determinaron en el Laboratorio

Agricola Analisis de Suelo y Agua (CYSAG). El analisis mostré un suelo con una
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textura franco arenosa, un pH neutro, nivel bajo de sales (CEe= 1,51 dSn?), nivel
medio de materia organica (3,64 %) y niveles altos de fésforo disponible (55 mg
kg?) y potasio: 299 mg kg (Tabla 3).

Se colectaron 144 kg de suelo y en 36 kg se agrego cloruro de calcio (CaClz,
281 mg kg?), sulfato de sodio (Na2SO4, 704 mg kg?), sulfato de magnesio
(MgSO0s4, 101 mg kg) y cloruro de sodio (NaCl, 394 mg kg!), para lograr de forma
artificial la salinizacion, con una CEe = 8 dSm™ (Qadeer et al., 2022). El
tratamiento con sequia se inicié 10 dias después de la siembra. En el suelo sin
sequia se aplico el 100% de riego (0,18 m® m de agua, contenido volumétrico)
y en suelo con sequia se aplic6 45 % del riego con 0,08 m3 m3
(Bheemanahalli et al., 2022).

El in6culo se obtuvo con las bacterias enddfitas cultivadas en 200 mL de
caldo nutritivo con 4 % NacCl, a 30° C en agitacion constante (120 rpm) por
24 horas. Los caldos cultivados se centrifugaron (3000 rpm) por
10 minutos, la biomasa sedimentada se lavo con solucion salina (NaCl 0,85 %)
dos veces consecutivas y el “pellet” o biomasa se resuspendié en solucién salina
esterilizada (NaCl 0,85 %), hasta alcanzar la densidad éptica de 1 en el
espectrofotometro a 600 nm, equivalente a 10° células/mL
(Wagqar et al., 2022).

Las semillas de maiz amarillo duro hibrido simple precoz ATL 200 se
trataron por el método de “Slurry” con el insecticida en polvo soluble
Acephato O,S- dimethyl acetylphoromidothiolate (Orthene 75 PS) y después de
24 horas (Hernandez et al., 2015) se inocularon con las bacterias por inmersion.
En los testigos se aplicé agua destilada. Después de 0,5 horas las semillas se
sembraron en el suelo de las macetas (cuatro semillas por maceta), a 2 cm de
profundidad. Después de 10 dias se eliminaron las dos plantulas menos
vigorosas y quedaron dos por maceta. Estas se regaron con agua declorada

segun los requerimientos de las plantas.
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Tabla 3
Andlisis fisico-quimico de suelo radicular de Prosopis limensis, sector de riego San

Nicolas, Comunidad Campesina San José de Lambayeque, 2019

Clase H CE MO P K
texiural p @sm? (%)  (mgkg?) (mgkg"
Franco

Arenosa 7,31 1,51 3,64 55 299

Métodos empleados

Textura: Método de hidrémetro

pH: Medido en la suspension suelo: agua (1:1) con el potenciémetro
CE: Medida en el extracto de saturacion (Conductimetro)

Materia organica: Método de Walkey & Black

Fosforo: Método de Olsen modificado

Potasio: Extraccién con acetato de amonio



Transcurridos 15, 30, 45y 60 dias de la siembra se midio la altura de las plantas.
A los 50 dias se determiné el contenido relativo de clorofila utilizando el
clorofilometro Minottan SPAD-502 Plus. La medicion se realiz6 por triplicado en
la parte media de las hojas ubicadas en el centro de las plantas y los valores
SPAD leidos (X) se transformaron a mg g*! para obtener la clorofila total
(Jiang et al., 2017):

Clorofila total (mg g*) = [0,0306 (X)+ 0,144]

A los 60 dias de la siembra, las plantas se extrajeron del suelo de las
macetas, se separaron las raices del follaje, se midio la longitud de la raiz, la raiz
y el follaje se lavaron para eliminar el suelo adherido, se sec6 el exceso de
humedad y se determind el peso de la biomasa aérea y radicular fresca. Las
raices y follaje se deshidrataron en la estufa a 60° C por 72 horas
(Alam et al.,, 2021) y se determind el peso de la biomasa seca. La tasa
follaje/raices se calcul6 al dividir el peso de la biomasa aérea fresca entre el peso
de las raices frescas (Wagar et al., 2022). Con los valores de la altura, longitud
de raices, peso de la biomasa aérea y radicular, tasa follaje/raices y contenido
de clorofila se determind el porcentaje de incremento por las bacterias endoéfitas

investigadas (Escobar et al., 2011)

3.2.9. Analisis estadistico de los datos

Los valores de la altura, longitud radicular, biomasa aérea y radicular, tasa
follaje/raices y contenido de clorofila se analizaron mediante las pruebas de
Shapiro — Wilk (normalidad) y Bartlett (homogeneidad de varianzas). Con los
valores paramétricos se determinaron las diferencias entre los tratamientos
(andlisis de varianza) y la significancia (p < 0,05) mediante la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (Hernandez et al., 2014). Se utilizaron los

programas Microsoft Office Word y Excel versiéon 2013.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas morfoldgicas de las bacterias endéfitas aisladas de las

raices y ramas de Prosopis limensis Benth “algarrobo”, Lambayeque

2019

En los tejidos de algarrobos desarrollados en suelos de la Comunidad
Campesina de San José en Lambayeque, 2019 se obtuvieron 496 cultivos puros de
bacterias (62,7 % Gram positivas y 37,3 % Gram negativas), entre las que el
66,53 % se aislo de raices y el 33,47 % de ramas en agar nutritivo y MacConkey
(Figuras 13 a 16). EI 56,3 % de las bacterias aisladas de raices fueron Gram positivas
y el 43,7 % Gram negativas. En las raices colectadas, a una profundidad de 30 cm,
las bacterias se aislaron en agar nutritivo (75,10 %) y agar MacConkey (24,90 %).
En las raices colectadas a una profundidad de 60 cm, las bacterias se aislaron en
agar nutritivo (61,18 %) y en agar MacConkey (38,82 %). En agar nutritivo las
bacterias fueron Gram positivas (79,3 %) y Gram negativas (20,7 %) en las raices a
una profundidad de 30 cm y 76,9 y 23,1 %, respectivamente en las raices a una
profundidad de 60 cm. En agar MacConkey el 100% de bacterias fueron Gram
negativas en las raices de 30 y 60 cm de profundidad (Tabla 4).

El 75,3% de bacterias aisladas de ramas fueron Gram positivas y el 24,7 %
Gram negativas. En las ramas se aislaron las bacterias en agar nutritivo (83,13 %) y
agar Mac Conkey (16,87 %). En agar nutritivo las bacterias fueron Gram positivas
(90,5 %) y Gram negativas (9,5 %). En agar MacConkey el 100 % de bacterias fueron
Gram negativas (Tabla 5). Las bacterias aisladas de raices de plantas de algarrobo
segun la morfologia fueron cocos (33 %), bacilos (49,4 %) y cocobacilos (17,6 %).
Las bacterias aisladas de ramas segun la morfologia fueron cocos (24,1 %), bacilos
(48,2 %) y 27,7 % de cocobacilos. En las raices y ramas predominaron los bacilos
(Figura 17, tabla 6).
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Figura 13
Bacterias endofitas de Prosopis limensis desarrolladas en agar nutritivo,

Lambayeque 2019.

Figura 14
Bacterias endofitas de Prosopis limensis desarrolladas en agar MacConkey,

Lambayeque 2019.




38

Figura 15

Cultivos puros de bacterias endofitas aisladas de raices y ramas de Prosopis

limensis, Lambayeque 2019.

Figura 16

Porcentaje de bacterias aisladas en raices y ramas de Prosopis limensis,
Lambayeque 2019.

Raices

= Ramas
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Tabla 4

Porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas segun profundidad de
raices de Prosopis limensis muestreadas y medio de cultivo de aislamiento,
Lambayeque 2019

Profundidad de raiz  Medio de cultivo de Cultivos puros de bacterias (%)
(cm) aislamiento Gram positivas Gram negativas

N° % N° %
30 Agar nutritivo 146 79,3 38 20,7
30 Agar MacConkey 0 0 61 100,0
60 Agar nutritivo 40 76,9 12 23,1
60 Agar MacConkey 0 0 33 100,0

Tabla 5

Porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas en raices y ramas de
Prosopis limensis segun el medio de cultivo de aislamiento, Lambayeque 2019

Cultivos puros de bacterias (%)

Medio de cultivo Gram positivas Gram negativas
Ne° % N° %
Agar nutritivo 125 90,5 13 9,5

Agar Mac conkey 0 0 28 100
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Figura 17
Observacion microscopica (100 x) de cocos y bacilos en bacterias aisladas de raices
y ramas de Prosopis limensis, Lambayeque 2019.
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Tabla 6

Porcentaje de bacterias segun morfologia y reaccion a la coloracion de Gram,
aisladas de raices y ramas de Prosopis limensis, Lambayeque 2019

Reaccién a la coloracion de Gram (%)

Morfologia

Organo vegetal bacteriana Gram positivas Gram negativas
N° % N° %
Raices Cocos 80 73,3 29 26,7
Raices Bacilos 86 52,7 77 47.3
Raices Cocobacilos 20 34,4 38 65,6
Ramas Cocos 26 65 14 35
Ramas Bacilos 65 81,2 15 18,8

Ramas Cocobacilos 34 73,9 12 26,1
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4.2. Bacterias endéfitas seleccionadas con base a las caracteristicas que
evidencian in vitro promocion de crecimiento vegetal, Lambayeque 2022

Las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de crecimiento vegetal
investigadas fueron la actividad ACCD, la produccién de AlA y la solubilizaciéon de
fosfatos. El 7,9 % de las bacterias enddfitas de plantas de algarrobo equivalente a
39 bacterias demostraron actividad de la enzima ACCD, debido a que desarrollaron
utilizando el ACC como fuente de nitrégeno. El crecimiento bacteriano se evidencié
por la absorbancia del caldo de cultivo con ACC como fuente de nitrégeno, cuyos
valores fueron mayores a los del medio de cultivo con sulfato de amonio como testigo
(Figuras 18 a 20). Las bacterias con actividad ACCD fueron aisladas de raices
(87,2 %) y tallos (12,8 %) y segun la reaccion a la coloracién de Gram fueron Gram
positivas (71.8 %) y Gram negativas (28.2 %).

El 76,92 % de las bacterias con actividad ACCD sintetizaron acido indol
acético con rango de 4,47 — 15,80 ppm. El 61,53% de las bacterias con actividad
ACCD solubilizaron fosfato tricélcico y se determiné un rango de 2,02 — 10,21 ppm
de fosforo soluble. Las bacterias con actividad ACCD que alcanzaron los tres
mayores valores en la concentracion de AlA y fosforo soluble se seleccionaron para

determinar la tolerancia a la salinidad y sequia (Tabla 8).

4.3. Bacterias endoéfitas tolerantes a la salinidad y sequia aisladas e

identificadas fenotipicamente, Lambayeque 2022

Las bacterias con codigos 306 y 162 se calificaron como tolerantes a la
salinidad, porque crecieron en caldo nutritivo suplementado con 0 — 8 % de NaCl y
la densidad oéptica en el espectrofotometro de luz visible (600 nm) fue mayor del
50 % de la densidad del testigo positivo (caldo nutritivo sin NaCl). Asimismo, estas
bacterias se calificaron como tolerantes a la sequia porque crecieron en caldo
nutritivo suplementado con 0 — 20 % PEG — 6000 y la densidad optica a 600 nm fue
mayor del 50 % de la densidad del testigo positivo o caldo nutritivo sin PEG — 6000.
Las bacterias con codigos 306 y 162 se identificaron fenotipicamente en los géneros
Pseudomonas y Klebsiella, respectivamente (Figuras 21, 22, tabla 6). La bacteria
codigo 354 no se selecciond porque crecio en caldo nutritivo con PEG — 600; sin
embargo, la densidad 6ptica de los caldos con 15y 20 % fue menor del 50 % de los

testigos positivos.
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Figura 18
Bacterias endofitas de Prosopis limensis desarrolladas en medio de cultivo con

ACC como fuente de nitrégeno, Lambayeque 2022.

Figura 19
Bacterias enddfitas de Prosopis limensis desarrolladas en medio de cultivo con

sulfato de amonio como fuente de nitrdgeno, Lambayeque 2022.
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Porcentaje de bacterias con actividad de la enzima ACCD aisladas de raices y ramas

de Prosopis limensis, Lambayeque 2022.

= ACCD (-)

= ACCD (+)
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Tabla 7

Densidad éptica comparativa de caldo minimo con ACC y sulfato de amonio como
fuentes de nitrégeno, cultivado con bacterias endofitas de Prosopis limensis,
Lambayeque 2022

Cadigo ACC Sulfato de amonio
bagt?aria Densidad Densidad corregida Densidad Densidad corregida

8 0,161 0,060 0,127 0,026
10 0,172 0,071 0,132 0,031
15 0,159 0,058 0,130 0,029
22 0,194 0,093 0,156 0,055
48 0,133 0,032 0,125 0,024
63 0,203 0,102 0,134 0,033
87 0,208 0,107 0,177 0,076
99 0,239 0,138 0,204 0,103
112 0,207 0,106 0,194 0,093
131 0,297 0,196 0,167 0,066
139 0,499 0,398 0,457 0,356
142 0,244 0,143 0,194 0,093
162 0,427 0,326 0,410 0,309
177 0,209 0,108 0,187 0,086
185 0,294 0,193 0,183 0,082
188 0,199 0,098 0,172 0,071
195 0,277 0,176 0,202 0,101
229 0,188 0,087 0,152 0,051
242 0,258 0,157 0,233 0,132
254 0,285 0,184 0,260 0,159
262 0,205 0,104 0,191 0,090
276 0,223 0,122 0,194 0,093
288 0,182 0,081 0,151 0,050
306 0,187 0,086 0,152 0,051
312 0,197 0,096 0,171 0,070
315 0,214 0,113 0,182 0,081
316 0,229 0,128 0,199 0,098
323 0,168 0,067 0,141 0,040
339 0,177 0,076 0,144 0,043
354 0,204 0,103 0,173 0,072
368 0,173 0,072 0,131 0,030
378 0,195 0,094 0,172 0,071
388 0,166 0,065 0,135 0,034
403 0,188 0,087 0,149 0,048
409 0,145 0,044 0,139 0,038
412 0,185 0,084 0,156 0,055
426 0,174 0,073 0,151 0,050
432 0,215 0,114 0,129 0,028
442 0,273 0,172 0,133 0,032

*Densidad optica:
Testigo ACC= 0,101
Testigo sulfato de amonio= 0,125
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Concentracion (ppm) de acido indol acético y fosforo solubilizado por bacterias
enddfitas con actividad ACCD aisladas de raices y ramas de Prosopis limensis,

Lambayeque 2022

o Fasforo

dect?gcl:?gria Procedencia ( pApl'r?"n) Soluble
(ppm)

306* Raiz - LaCompuerta 15,80 10,21
162* Raiz - La Madrid 13,58 9,84
354%* Ramas - La Madrid 13,13 8,77
388 Ramas - La Madrid 12,91 8,09
339 Raiz - La Compuerta 12,91 0,00
323 Raiz - La Madrid 12,47 7,99
378 Raiz - La Madrid 11,58 7,95
368 Raiz - Rastrojo Baca 11,58 7,57
288 Raiz - LaCompuerta 10,91 5,69
262 Raiz - Rastrojo Baca 10,47 5,22
254 Raiz - Rastrojo Baca 10,47 0,00
312 Raiz - LaCompuerta 10,02 0,00
315 Raiz - La Madrid 9,58 5,05
276 Raiz - La Madrid 9,13 3,85
316 Raiz - La Madrid 8,69 3,54
142 Raiz - LaCompuerta 8,69 3,14
185 Raiz - La Madrid 8,69 2,81
188 Raiz - La Madrid 8,24 0,00
195 Raiz - La Madrid 8,02 2,74
229 Raiz - LaCompuerta 7,80 2,61
242 Raiz - LaCompuerta 7,58 2,34
48 Ramas - La Madrid 7,58 2,18
8 Ramas - La Madrid 7,36 0,00
15 Raiz - La Madrid 6,91 2,18
426 Raiz - La Compuerta 6,47 2,14
409 Raiz - La Madrid 6,24 2,14
403 Raiz - Rastrojo Baca 5,80 2,08
22 Raiz - La Compuerta 5,80 2,08
10 Raiz - La Compuerta 4,69 0,00
87 Raiz - Rastrojo Baca 4,47 2,02

*Bacterias seleccionadas
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Figura 21
Densidad optica de caldo nutritivo con cloruro de sodio cultivado con bacterias

endofitas de Prosopis limensis, Lambayeque 2022.
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Figura 22
Densidad 6ptica de caldo nutritivo con PEG - 6000 cultivado con bacterias enddfitas
de Prosopis limensis, Lambayeque 2022.
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Caracteristicas fenotipicas diferenciales de los géneros Pseudomonas y Klebsiella
identificados en bacterias enddfitas tolerantes a la salinidad y sequia, Lambayeque

2022

Caracteristicas Género Caracteristicas Género
fenotipicas Pseudomonas fenotipicas Klebsiella
Prueba de +) Fermentacion en TSI (A/A)
catalasa Produccion de gas (+)
Prueba de +) Produccion de -)
oxidasa sulfuro de hidrégeno (+)
Fluoresce_ncia +) U_tilizacic’)n de +)
en agar King B citrato

Crecimiento a ) Descarboxilacion +)
42° de lisina

Hidrolisis del ) Formacién )
almidon de acetoina

Reduccion de ) Produccion )
nitratos de indol
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4.4. Efecto comparativo de las bacterias endéfitas en el crecimiento de

Z. mays L. “maiz” bajo estrés por salinidad y sequia

La salinidad y la sequia afectaron en forma negativa la altura, biomasa aérea
fresca y seca, longitud radicular, biomasa radicular fresca y seca, tasa follaje/raices
y contenido de clorofila de las plantas de maiz en comparacion con los testigos en
suelos no salino y sin sequia, respectivamente; no obstante, las bacterias enddfitas
Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp.162 disminuyeron el impacto negativo del
estrés por las condiciones desfavorables (Figuras 23 a 52). Los pardmetros de
crecimiento en los que se registraron las mayores reducciones fueron la altura,
longitud radicular y biomasa radicular fresca y seca en las plantas bajo salinidad y la
biomasa aérea fresca y seca, tasa follaje/raices y contenido de clorofila en las plantas
bajo sequia.

Los mayores porcentajes de incremento en el crecimiento de maiz por las
bacterias investigadas se alcanzaron en el suelo salino, en lo correspondiente a la
altura (15 y 30 dias), longitud de raiz (36,98 — 43,4 %), biomasa radicular fresca
(25,48 — 26,96 %) y seca (22,48 — 46,68 %), biomasa aérea fresca
(26,61 — 33,33 %) y contenido de clorofila (20,08 — 27,11 %) y en el suelo con sequia
en la biomasa aérea seca (26,61 — 27,63 %) y tasa follaje/raices con 8,66 — 11 %
(Figuras 53 a 61). En la mayoria de parametros de crecimiento, Pseudomonas sp.
306 y Klebsiella sp. 162 superaron al testigo quimico, a excepcién de la longitud de
la raiz cuyos valores fueron similares (43,92 %). En lo que respecta a las bacterias
investigadas con Pseudomonas sp. 306 se alcanzaron los mayores porcentajes de

incremento en todos los parametros de maiz analizados.
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Figura 23

Plantas de Zea mays L., 15 dias después de la inoculacién de Pseudomonas

sp.306 en suelo salino.

Pseudomonas
sp.306

Figura 24

Plantas de Zea mays L., 15 dias después de la inoculacion de Pseudomonas sp.306

en suelo no salino.
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Figura 25

Plantas de Zea mays L., 30 dias después de la inoculacion de Pseudomonas sp.306

en suelo salino

Figura 26

Plantas de Zea mays L., 30 dias después de la inoculacion de Klebsiella sp.162 en

suelo no salino.

sp.162
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Figura 27

Plantas de Zea mays L., 45 dias después de la inoculacion de Pseudomonas sp.306

en suelo no salino.




Figura 28

Plantas de Zea mays L., 60 dias después de la inoculacién de Pseudomonas

sp.306 en suelo salino.

$p.306
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Figura 29

Plantas de Zea mays L., 60 dias después de la inoculacién de Pseudomonas

sp.306 en suelo no salino.

: Pseudomonas
Testigo p.306
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Figura 30

Plantas de Zea mays L., 15 dias después de la inoculacion de Klebsiella sp.162 en
suelo con sequia.

Figura 31

Plantas de Zea mays L., 30 dias después de la inoculacion de Pseudomonas
sp.306 en suelo con sequia.

Pseudomonas
sp.306



Figura 32

Plantas de Zea mays L., 45 dias después de la inoculacién de Pseudomonas

sp.306 en suelo con sequia.
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Figura 33

Plantas de Zea mays L., 60 dias después de la inoculacién de Pseudomonas

sp.306 en suelo con sequia.
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Figura 34

Altura de plantas de Zea mays L. a los 15, 30, 45 y 60 dias, inoculadas con
Pseudomonas sp. 306. y Klebsiella sp.162 en suelos salino y no salino.
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Figura 35

Altura de plantas de Zea mays L. a los 15, 30, 45 y 60 dias, inoculadas con
Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 en suelos con sequia y sin sequia.
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Figura 36

Biomasa aérea seca de Zea mays L., 60 dias después de la inoculacion de
Pseudomonas sp.306 en suelo con sequia.
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Figura 37
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Biomasa aérea fresca de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacion
con bacterias enddfitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo quimico
(T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp.162 (T4).
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con bacterias enddfitas en suelos con sequia y sin sequia; testigo (T1), testigo

guimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Biomasa aérea seca de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacion
con bacterias endofitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo quimico
(T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Figura 40

Biomasa aérea seca de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la
inoculacién con bacterias enddfitas en suelos con y sin sequia; testigo (T1),
testigo quimico (T2), Pseudomonas sp.306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Figura 41

Raices de Zea mays L., 60 dias después de la inoculacion de Pseudomonas
sp.306 en suelo salino.
k< 5

Pseudomonas
sp.306

Figura 42

Raices de Zea mays L., 60 dias después de la inoculacion de Klebsiella sp.162 en
suelo no salino.
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Figura 43
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Longitud radicular de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacion con
bacterias endofitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo quimico (T2),
Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (4).
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Biomasa radicular fresca de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la
inoculacion con bacterias endofitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo
quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Biomasa radicular seca de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la
inoculacion con bacterias enddfitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo
quimico (T2), Pseudomonas sp.306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Figura 49
Tasa de follaje / raices de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacion

con bacterias enddfitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo quimico
(T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Tasa de follaje / raices de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacion
con bacterias enddfitas en suelos con y sin sequia; testigo (T1), testigo quimico
(T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp 162 (T4).
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Figura 51

Clorofila en plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacién con bacterias
endofitas en suelos salino y no salino; testigo (T1), testigo quimico (T2),
Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Figura 52

Clorofila en raices de plantas de Zea mays L. 60 dias después de la inoculacion
con bacterias endofitas en suelos con y sin sequia; testigo (T1), testigo quimico
(T2), Pseudomonas sp. 306 (T3) y Klebsiella sp. 162 (T4).
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Incremento (%) en la altura de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia 15 (a, b) y 30 dias (c, d)
después de la aplicacion de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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Figura 54

Incremento (%) en la altura de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia, 45 (a, b) y 60 dias (c, d)
de la aplicacion de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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Incremento (%) en la longitud de raiz de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia 60 dias después

de la aplicacion de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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Incremento (%) en la biomasa radicular seca de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia 60 dias
después de la aplicacion de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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Incremento (%) en la biomasa aérea fresca de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia 60 dias
después de la aplicacion de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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Incremento (%) en la biomasa aérea seca de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia 60 dias

después de la aplicacion de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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Figura 61

Incremento (%) en contenido de clorofila de Zea mays L. en suelos salino y no salino y suelos con sequia y sin sequia 60 dias
después de la aplicacioén de fertilizante quimico (T2), Pseudomonas sp. 306 (T3), Klebsiella sp.162 (T4).
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El andlisis de varianza de los valores de los parametros de crecimiento de las
plantas de maiz en el factorial 3 x 4 (Anexos 1 a 11), demostro alta significancia para
la condicion de estrés (factor A) aplicacion de fertilizante (factor B) y la interaccion
A x B, a excepcion de la altura a los 15 dias, que resulté no significativa. Respecto
al factor A los mayores valores se alcanzaron en las plantas sin estrés, seguidas de
las plantas con estrés por sequia en la altura, longitud y biomasa radicular y estrés
por salinidad (biomasa aérea, tasa follaje/raices, contenido de clorofila). En cuanto
al factor B los mayores valores correspondieron a las plantas inoculadas con
Pseudomonas sp. 306 a excepcion de la altura a los 30 dias con Klebsiella sp. 162.

Respecto a la interaccion A x B los mayores valores se alcanzaron en las
plantas sin estrés inoculadas con Pseudomonas sp. 306 (altura 45 y 60 dias,
biomasa radicular seca, biomasa aérea fresca y tasa follaje/raices), en las plantas
sin estrés inoculadas con Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 (longitud de
raices, biomasa radicular fresca y biomasa aérea seca), en las plantas sin estrés
inoculadas con Pseudomonas sp.. 306 y con fertilizante quimico (clorofila) y plantas

sin estrés inoculadas con Klebsiella sp. 306 (altura 30 dias).
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V. DISCUSION

Los suelos donde se colectaron las muestras de raices y ramas de plantas
de Prosopis limensis, presentaron una CEe =5,51 — 120,67 dSm, rango que
evidencia la adaptacién del algarrobo a diversos niveles de salinidad (Rivera,
2018; Aguilera, 2014). La intensidad de salinidad en el suelo es extrema
(CEe > 15 dSm'?), muy fuerte (CEe = 8 - 15 dSm), fuerte (CEe =4 - 8 dSm) y
moderada con un rango de CEe = 2 — 4 dSm™ (Haitao et al., 2022). Los arboles
de P. limensis prosperan en suelos moderadamente salinos (CEe= 5,66 dSm™);
no obstante, es posible encontrarlos en suelos bajo condiciones extremas. Las
raices secundarias se extienden 5 cm bajo la superficie; sin embargo, la raiz
principal puede alcanzar mas de 10 m de profundidad, donde las sales solubles
disminuyen en forma drastica (Lazo, 2018; Vasquez et al., 2010).

El estrés por salinidad causa cambios morfolégicos, fisioldgicos y
moleculares en las plantas que impactan el crecimiento, desarrollo y
sobrevivencia. La salinidad induce el cierre de estomas por lo que disminuye la
fijacion de didxido de carbono, reduce la fotosintesis, causa el estrés osmotico y
la toxicidad i6nica y compacta el suelo con la consecuente disminucion de la
diversidad y actividad microbiana. Al inicio la salinidad, asi como la sequia
inducen el estrés hidrico, se cierran los estomas, disminuye el crecimiento y se
presenta deficiencia nutricional (K*, Ca*). La sequia ademés de la deficiencia
produce acumulacion de iones, deterioro de las membranas celulares y
desbalance entre las ROS y las enzimas antioxidantes y reduce el rendimiento
(Gupta et al., 2022).

El aislamiento de bacterias enddfitas en plantas desarrolladas en suelos
con salinidad coincide con Villegas et al. (2014), Piccoli et al. (2011), Mahmud et
al. (2022), Farahat et al. (2020), Egamberdieva et al. (2017) y Li et al. (2016),
quienes obtuvieron estos microorganismos en Prosopis glandulosa,
P. strombulifera, Oryza sativa, Triticum sp., Cicer arietinum y Pennisetum

purpureum, respectivamente. La predominancia de las bacterias endofitas en las
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raices, en comparacion de las ramas coincide con la aseveracion de
Santos et al. (2018), respecto a que las raices presentan la mayor poblacion de
bacterias enddfitas. El aislamiento de microorganismos en plantas bajo estrés
ambiental, para la investigacion del potencial como promotores de crecimiento,
es determinante para la formulacién de bioinoculantes de uso en cultivos
agricolas bajo condiciones desfavorables (Bécquer, 2022).

La predominancia de formas Gram positivas entre las bacterias endoéfitas
de P. limensis coincide con el reporte de Sgroy et al. (2009), quienes
determinaron 68,9 % de bacterias Gram positivas y 31,1 % de Gram negativas
en las bacterias enddfitas aisladas de P. strombulifera. Haitao et al. (2022)
caracterizaron la diversidad de bacterias endofitas en plantas de Populus
euphratica desarrolladas en suelos con diversa intensidad de salinidad y
determinaron predominancia de 13 Phylum como Proteobacteria, Actinobacteria
y Bacteroidetes. Asimismo, el Phylum Firmicutes que agrupa a Bacillus spp.
presento 9,04 — 15,37 % de abundancia en el suelo con salinidad extrema y muy
fuerte y 2,79 — 3,26 % en el suelo con fuerte y moderada salinidad. La mayor
abundancia del Phylum que agrupa bacterias Gram positivas en el suelo con
mayor salinidad evidencio la adaptacion de estos microorganismos a la salinidad.

La investigacion de la actividad ACC desaminasa, produccion de acido
indol acético y solubilizacion de fosfato como caracteristicas que evidencian
in vitro promocion de crecimiento vegetal bajo condiciones desfavorables de
salinidad y sequia coincide con Sgroy et al. (2009), Piccoli et al. (2011) y Villegas
et al. (2014) en bacterias de Prosopis spp., asi como también Azeem et al.
(2022), Latif et al. (2022), Yadav et al. (2022), He et al. (2021) y Hmaeid et al.
(2014) en bacterias de diferentes cultivos agricolas.

Las bacterias enddfitas de P. limensis presentaron actividad ACCD, al
igual que en el reporte de Farahat et al. (2020), quienes investigaron la actividad
de esta enzima en 34 bacterias endofitas aisladas de raices de trigo y
determinaron una diferencia significativa en la actividad de la enzima, con un
rango de 32 — 24210 nmol alfa cetobutirato por mg de proteina celular por hora.
Los investigadores seleccionaron una cepa de Bacillus aryabhattai con el mayor
valor en la ACCD para continuar con la investigacion. La actividad ACCD
demostrada en las bacterias endofitas coincide con la aseveracion de Moon y Ali

(2022) respecto a que diversas bacterias rizosféricas y endofitas presentan esta
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enzima y pueden modular la produccion del etileno, tal que disminuyen el efecto
adverso de la concentracion elevada de esta fitohormona.

El etileno bajo condiciones normales se produce en muy baja
concentracion (0,01 uL L?1); no obstante, bajo temperaturas extremas, sequia,
salinidad, inundacion, metales pesados y luz ultravioleta, la produccién se
incrementa y se genera el “estrés por etileno” que promueve la senescencia
prematura, amarillamiento, abscision foliar, inhibicion de la elongacion de raices,
transporte de auxinas y nodulacion radicular. Las bacterias rizosféricas o
endofitas con actividad ACCD metabolizan el ACC (precursor del etileno) y lo
convierten en alfa cetobutirato y amonio y de esta manera disminuyen el “estrés
por etileno” (Kour y Yadav, 2022). Estas bacterias pueden ser utilizadas como
bioinoculantes para mejorar el desarrollo de las plantas bajo salinidad
(Wang et al., 2022) y sequia (He et al., 2021).

La produccion de acido indol acético (AlIA) por las bacterias endofitas
coincide con el reporte de Li et al. (2022) quienes cuantificaron 31 ug mL! de
este regulador de crecimiento en cultivos de bacterias endéfitas de camote. Los
microorganismos producen reguladores de crecimiento y los liberan en la
rizésfera (rizobacterias) o en el interior de los tejidos (enddfitas). Los reguladores
microbianos junto a las hormonas producidas por las plantas, favorecen el
desarrollo bajo estrés salino (Bécquer, 2022). Uno de los principales
mecanismos de adaptacion al estrés es el cambio de la morfologia de la raiz. El
AlA es la principal fitohormona que regula la divisidon celular, la especializacion
de células vy tejidos, la germinacion de las semillas, el desarrollo del sistema
radical y favorece la tolerancia de las plantas a condiciones desfavorables. Cerca
del 80 % de las bacterias benéficas producen AIA, por lo tanto, incrementan el
tamafo, peso, ramificacion y superficie de las raices. Como consecuencia,
aumenta la absorcion de nutrientes del suelo y se favorece el crecimiento vegetal
(Saghafi et al., 2019).

La solubilizacién de fosfato tricalcico demostrada en las bacterias
endofitas de algarrobo coincide con el reporte de Li et al. (2022) quienes
observaron halos de solubilizacion de fosfato producidos por bacterias endéfitas
de camote. En suelos con salinidad se adhieren cationes y aniones con otros
componentes y los cambios de pH modifican la disponibilidad de nutrientes para

las plantas. En suelos con pH > 8 o < 5 el fosforo forma fosfatos de calcio, fierro
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o aluminio que son precipitados insolubles que no pueden ser utilizados como
fuentes del nutriente. La solubilizacion de fosfato es un mecanismo de las PGPB,
mediante el cual éstas liberan &cidos organicos de bajo peso molecular
(glucénico, citrico, succinico, propiénico, lactico) o liberan iones hidrogeno en la
rizésfera que reducen el pH. La acidez generada solubiliza los fosfatos, es decir
libera el fosforo del calcio, fierro o aluminio y este nutriente queda disponible para
las plantas (Saghafi et al., 2019). El beneficio de la solubilizacién de fosfatos
precipitados por los microorganismos en el suelo es tan significativa como la
solubilizacién realizada por los acidos organicos (en forma mayoritaria el acido
malico) secretados por las raices de las plantas en sequia (Chen et al., 2022).

La tolerancia de las bacterias endofitas a la salinidad coincide con el
reporte de Haitao et al. (2022), quienes aislaron Bacillus haynesii en los tejidos
de Populus euphracta y demostraron crecimiento de la bacteria en 1 — 6 % de
NaCl, con un rango de pH de 7 — 10. Asimismo, Li et al. (2022) obtuvieron
bacterias endofitas de plantas de camote tolerantes a 6 % NaCl. Por su parte,
Rossi et al. (2021) reportaron especies halotolerantes de Azospirillum,
Burkholderia, Herbaspirilum y Pseudomonas capaces de crecer con 160 mM
NaCl e inclusive Pseudomonas sp. crecié con 640 mM NacCl. La tolerancia a la
salinidad es una caracteristica deseable en las bacterias con potencial uso para
la promocion de crecimiento vegetal. Las bacterias resistentes a la salinidad
pueden crecer en el rango 1 — 33 % de cloruro de sodio y también en ausencia
de esta sal. En este contexto, los microorganismos aislados en plantas
desarrolladas en suelo salinos son buenos candidatos para disminuir el efecto
negativo de estrés por salinidad en las plantas (Saghafi et al., 2019).

La tolerancia de las bacterias endodfitas a la sequia se demostrd por el
crecimiento en caldo nutritivo con PEG - 6000 (5 — 20 %) con una densidad 6ptica
mayor al 50 % del control positivo (sin PEG). Se coincide con Azeem et al. (2022),
Yadav et al. (2022) y Li et al. (2022). Los aislamientos bacterianos cédigos
306 y 162 de Prosopis limensis presentaron mayor tolerancia a la sequia que las
bacterias investigadas por Azeem et al. (2022), quienes determinaron
crecimiento de cinco bacterias en 5, 10 y 15 % de PEG - 6000. Con 20y 25 %
de PEG - 6000 también observaron crecimiento bacteriano, pero la densidad
oOptica fue de 0,10 - 0,25 en comparacion con 1, 1 — 1,7 en los testigos positivos.

Yadav et al. (2022) determinaron que el 94,17 % de las bacterias aisladas de
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trigo sobrevivieron con 5 — 8 % PEG - 6000 y el 8,33 % de bacterias mostraron
tolerancia a 15 — 30 % de PEG - 6000. Por su parte Latif et al. (2022) aislaron
30 bacterias rizosféricas tolerantes al PEG - 6000 (4 g L), entre las que cuatro
presentaron crecimiento hasta con 9 % de PEG - 6000, con valores en la
densidad 6ptica (600 nm) de 1 con 3 % y 0,60 — 0,63 con 9 % PEG - 6000.

Las bacterias tolerantes a la salinidad y la sequia seleccionadas en la
presente investigacion se identificaron en los géneros Pseudomonas vy
Klebsiella, reportados como bacterias endodfitas aisladas de P. strombulifera
(Sgroy et al., 2009) y camote (Li et al., 2022), respectivamente y en las que se
demostro el potencial como promotoras de crecimiento en plantas bajo salinidad
y sequia (Latif et al., 2022). Los géneros Pseudomonas y Klebsiella pertenecen
al Phylum Proteobacteria que incluye las especias de bacterias mas adaptadas
a la sequia (Kour y Yadav, 2022). Las bacterias de este Phylum también son
predominantes en suelos salinos (Haitao et al., 2022).

El impacto de la salinidad y sequia en el crecimiento de las plantas de
maiz se evidencio con disminucién en la altura, longitud radicular, biomasa, tasa
follaje/raices y contenido de clorofila. El incremento de la salinidad causa estrés
osmotico en las plantas debido al desbalance en la concentracién de Na*, Cl- o
ambos. Este desbalance reduce la absorcion de agua y nutrientes por las raices
y por tanto disminuye el crecimiento vegetal. Cuando el nivel de salinidad supera
el limite de tolerancia, se presenta la toxicidad idnica y se origina desbalance
i6nico por el excesivo sodio acumulado. La desestabilizacién de la homeostasis
celular asociada a otras disfunciones origina la acumulacion de ROS que induce
el estrés oxidativo. Para superarlo se activa el sistema complejo de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Vantini et al., 2021). El efecto negativo del estrés
salino esta relacionado con el estrés osmético, toxicidad i6nica (Na*), desbalance
nutricional y estrés oxidativo (Saghafi et al., 2019).

La sequia induce estrés hidrico en las plantas, debido a la disponibilidad
limitada de agua para las raices y el incremento de la tasa de transpiracion. La
sequia debilita la actividad metabdlica, disminuye la biomasa acumulada y
reduce la tasa fotosintética por disminucién del contenido de clorofila en las
hojas, lo cual reduce el crecimiento y rendimiento. En las plantas de maiz
estresadas disminuye el potencial de agua y como consecuencia se reduce el

tamafio de las células y se inhibe el crecimiento. El estrés oxidativo causado por
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ROS es un estrés secundario que agrava el efecto adverso de la sequia. La
sequia limita el intercambio gaseoso y transpiracion, condicion desfavorable para
el transporte de nutrientes, metabolismo y absorcion, con la consecuente
disminucioén del area foliar y la alteracion de la distribucion de los nutrientes en
los diferentes 6rganos (Notununo et al., 2022). La sequia reduce el crecimiento
debido a la disminucion del contenido de humedad del suelo, contenido relativo
de agua foliar, biomasa y pigmentos fotosintéticos (Waqar et al., 2022).

Respecto al efecto negativo de la salinidad observado en las plantas de
maiz, investigadas se coincide con el reporte de Farahat et al. (2020) quienes
registraron reducciones del 5,25 % (altura); 12,64 % (longitud de raiz); 8,43 %
(biomasa fresca) y 11, 21 % en la biomasa seca de plantas de maiz bajo 50 mM
NaCl, asi como 39,36 % (altura); 43,41 % (longitud de raiz); 40, 96 % (biomasa
fresca) y 32,97 % en la biomasa seca de plantas de maiz bajo 150 mM NaCl. Por
su parte, D’amato y Del Buono (2021), Wang et al. (2021) y Vantini et al. (2021),
determinaron en plantas de maiz (100 mM NaCl) rangos de reduccion de
24 — 37 % (altura), 30 — 47 % (biomasa aérea fresca), 11 — 27 % (biomasa
radicular fresca), 22 — 29 % (biomasa aérea seca), 40 % (biomasa radicular seca)
y 19 — 25 % en el contenido de clorofila.

El impacto del negativo de la salinidad (100 mM NaCl) en la clorofila fue
demostrado previamente por D’amato y Del Buono (2021) y Wang et al. (2021)
en maiz y por Hmaeid et al. (2014) en Hordeum maritimum L. (200 mM NacCl),
Casuarina obesa (150 — 300 mM NacCl). En plantas de maiz (100 mM NacCl)
el contenido de clorofila se redujo en 20 % (D"amato y Del Buono, 2021) y 25 %
(Wang et al., 2021); no obstante, Rossi et al. (2021) demostraron incremento del
contenido de clorofila y carotenoides en plantas de Brassica napus desarrolladas
en un suelo con una CEe = 8 dSm™ en comparaciéon con el suelo no salino
(CEe = 0,3 dSm™). La salinidad del suelo afecta de forma drastica el desarrollo
de las hojas, causa clorosis, necrosis y senescencia foliar, asi como también
impacta la fotosintesis directamente (biosintesis de clorofila, regulacion de
enzimas fotosintéticas) o indirectamente (regulacién del sistema enzimatico de
defensa antioxidante). El principal factor limitante de la fotosintesis bajo salinidad
es el cierre de los estomas, que reduce la tasa de asimilacion de diéxido de
carbono (Rossi et al., 2021; Wang et al., 2021). La clorofila convierte la energia

solar en energia quimica, pero es fragil y facilmente destruida por ROS
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(Wang et al., 2021).

En cuanto al efecto negativo de la sequia observado en las plantas de
maiz, se coincide con las investigaciones de Azeem et al. (2022) y
Bheemanabhalli et al. (2022), quienes indujeron sequia en plantas de maiz por
disminucion del riego a 5 — 8 % (21 dias después de la siembra) y 45 % (15 dias
durante el periodo de llenado de los granos), respectivamente. Por su parte
Azeem et al. (2022) determinaron rangos de reduccion de 9,75 — 13,89 %
(altura); 7,23 — 15,09 % (longitud radicular); 12,5 — 22,2 % (biomasa aérea
fresca); 13,3 — 25 % (biomasa aérea seca); 5,88 — 20 % (biomasa radicular
fresca); 7,14 — 16,67 % (biomasa radicular seca) y 6,67 — 12,5 % (clorofila). A su
vez, Bheemanahelli et al. (2022) registraron reducciones de 8,57 % (altura),
27,06 % (biomasa aérea) y 47 % (clorofila).

El nivel del impacto en las plantas de 60 dias, causado por la falta de agua
en la presente investigacion mantiene relacion con los resultados de
Bheemanabhalli et al. (2022), porque las mayores reducciones se registraron en
la biomasa aérea, tasa follaje/raices y el contenido de clorofila. Segun Gupta et
al. (2022), el déficit gradual de agua afecta el crecimiento de follaje; no obstante,
el de la raiz se mantiene por un tiempo. Las plantas se observan con pocas
hojas, se reduce el contenido hidrico, el peso fresco de las plantas y disminuye
la tasa follaje/raiz. A diferencia de los resultados expuestos, Waqar et al. (2022)
observaron que la sequia no disminuyé en forma significativa la biomasa aérea
de las plantas. La biomasa radicular y aérea disminuyeron en 34 % y por tanto
la tasa follaje/raices fue similar con 13,56 % en las plantas con sequia y en los
testigos.

Alam et al. (2021) investigaron el efecto de la salinidad (CEe = 0, 10, 20
dSm) y sequia (100, 80, 60 y 40 % de capacidad de campo) en plantas de
Tetraena mandavillei L. y determinaron que ambos impactaron en forma negativa
los parametros de crecimiento y rendimiento; no obstante, las plantas mostraron
mayor resistencia al estrés por sequia, en términos de crecimiento y biomasa.
Los investigadores demostraron que en las plantas con sequia (40 % de
capacidad de campo) se alcanzé 47,6 % de reduccion en la clorofila, en
comparacion con 9,4 % en las plantas bajo salinidad. Asimismo, observaron que
la altura de plantas, longitud de la raiz y peso de la biomasa radicular

disminuyeron en forma significativa bajo salinidad, pero no bajo sequia.
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Wagar et al. (2022) concluyeron que la sequia reduce el crecimiento de
las plantas debido a que disminuye la humedad en el suelo, el contenido relativo
de agua foliar, la biomasa y los pigmentos fotosintéticos. Por su parte Azeem et
al. (2022) demostraron en plantas de maiz que el déficit de agua (5 — 8 % de
contenido en el suelo), redujo los pigmentos fotosintéticos y por tanto la
fotosintesis, incrementd el H202 que causa la peroxidacion de lipidos, afecto la
permeabilidad relativa de la membrana celular y aumenté la actividad de las
enzimas antioxidantes CAT, POD, ADX, SOD.

El estrés hidrico y salino limitan el crecimiento y productividad de los
cultivos agricolas; no obstante, las bacterias promotoras de crecimiento
(Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) rizosféricas y enddfitas minimizan el
efecto negativo de los factores ambientales estresantes (Bécquer, 2022). El
efecto positivo de Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 tolerantes a la
salinidad y sequia se evidencio con el aumento a la altura, longitud radicular,
biomasa radicular fresca y seca, biomasa aérea fresca y seca, tasa follaje/raices
y clorofila. Los mecanismos de accion de estas bacterias son la regulacion de
hormonas (produccion de fitohormonas y disminucion del etileno mediante la
actividad ACCD), compuestos organicos volatiles, incremento del sistema de
defensa antioxidante que destruye las especies reactivas del oxigeno con las
enzimas antioxidantes, produccion de osmolitos que protegen frente al estrés
osmotico, asi como los exopolisacaridos que se adhieren a los iones Na* y
restringen el flujo hacia las raices. Las PGPB también pueden regular la
expresion de los transportadores de alta afinidad por el potasio y proteinas
integrales de membrana que influencian en la entrada y salida del Na*, K* y Ca*?
y agua (Saghafi et al., 2019; Bécquer 2022; Jiménez et al., 2022)

El efecto benéfico de las bacterias observado en plantas bajo salinidad
coincide con el reporte de Fukami et al. (2018) quienes inocularon Azospirillum
brasilense en semillas de maiz cultivadas en suelo salino (CEe = 170 mM NacCl)
y determinaron incremento significativo de la biomasa fresca (124 %), altura
(5,83 %) y contenido de clorofila (16,96 %). Asimismo, las bacterias aumentaron
la actividad enzimatica antioxidante APX, CAT, SOD vy disminuyeron el
malondialdehido y prolina. Por su parte Ventini et al. (2021) inocularon
A brasilense y registraron incremento significativo de la biomasa seca (29,23 %),

asi como también de la glicina.
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La promocion de crecimiento de las plantas bajo salinidad por las
bacterias ha sido reportado en diferentes cultivos agricolas como Brassica napus
donde la inoculacion en forma individual de A brasilense, Arthrobacter
globiformis, Burkholderia ambifaria, Herbaspirilum sp. y Pseudomonas sp.
aumento la altura de planta, longitud de las raices, peso fresco de la biomasa y
el contenido relativo de agua. Por el contrario, disminuyeron la prolina y el indice
de dafio a la membrana celular (Rossi et al., 2021). En Brassica napus la
inoculacién de Enterobacter sp. y Pseudomonas sp. aumentd el area foliar,
longitud y peso de raices, contenido de clorofila, contenido relativo de agua,
prolina, potasio y por el contrario disminuyo la pérdida de electrolitos, el peroxido
de hidrogeno y el sodio en las hojas (Neshat et al., 2022)

Las bacterias endofitas afectaron de forma positiva los parametros de
crecimiento de las plantas bajo estrés por sequia, resultado similar al reportado
por Mehrasa et al. (2022) con Bacillus subtilis y Pseudomonas putida en
Pheseolus vulgaris. Las bacterias incrementaron el rendimiento de grano, asi
como el nitrégeno, la proteina cruda y la actividad CAT y SOD. El beneficio de
las bacterias en el crecimiento de las plantas bajo sequia ha sido reportado en
diversos cultivos agricolas como el tomate, donde Pseudomonas putida aumenté
la clorofila, carotenoides, nimero y peso de frutos, actividad APX, CAT y POD y
disminuyd la conductancia estomética y peroxidacion de lipidos (Saglam et al.,
2022). En plantas de trigo, bacterias del genero Bacillus aumentaron la longitud
de las raices, altura de planta, area foliar, clorofila, prolina, SOD, POD y CAT
(Yadav et al., 2022).

Respecto al aspecto benéfico de las bacterias en las plantas bajo sequia,
se coincide con Azeem et al. (2022), quienes demostraron el beneficio de
Bacillus spp. en plantas de maiz desarrollas en un suelo con 5 — 8 % de contenido
de agua. Las bacterias incrementaron la biomasa aérea (56,12 %) y radicular
(36,73 %), los pigmentos fotosintéticos (32,76 %) asi como también
disminuyeron la peroxidacion de lipidos (59,14 %) y mitigaron la actividad
enzimatica antioxidante: CAD, POD, APX y SOD. Por su parte, Becquer, (2022)
concluyeron que en las plantas de maiz bajo sequia las PGPB mejoran la
arquitectura de la raiz, la elongacion de hojas y tallos, el nitrégeno, carbono,
clorofilay el contenido relativo de agua foliar. Por el contrario, disminuyen el ABA,

etileno, prolina y peroxidacion de lipidos. En este contexto, las bacterias
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endofitas Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 demostraron potencial para
constituir biofertilizantes de aplicacion en maiz, bajo condiciones de salinidad y

sequia.
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VI.  CONCLUSIONES

1. En los tejidos de algarrobos desarrollados en suelos de la comunidad
campesina de San José (CEe= 5.51 — 120.67 dSm), Lambayeque 2019 se
obtuvieron 496 cultivos puros de bacterias entre las que el 66,53 % se aisl6 de
raices y el 33,47 % de ramas. Las bacterias fueron Gram positivas (62,7 %) y

Gram negativas (37,3 %)

2. EI'7,9 % de las bacterias endofitas de algarrobos presentaron actividad ACCD.
Entre éstas el 76,92 % produjo acido indol acético (4,47 — 15,80 ppm) y el
61,53 % solubilizo fosfato tricalcico, con un rango de 2,02 — 10,21 ppm de fosforo

soluble.

3. Pesudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 se seleccionaron por ser tolerantes
a la salinidad (8 % NaCl) y sequia (20 % PEG — 6000).

4. La salinidad y la sequia afectaron en forma negativa la altura, biomasa aérea,
longitud radicular, biomasa radicular, tasa follaje/raices y contenido de clorofila
de las plantas de maiz en comparacion con los testigos en suelos no salino y sin
sequia, respectivamente; no obstante, las bacterias enddéfitas Pseudomonas sp.
306 y Klebsiella sp.162 disminuyeron el impacto negativo del estrés por las

condiciones desfavorables.
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Vil. RECOMENDACIONES

Identificar a nivel molecular la especie de Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp.
162.

Comparar la actividad de las enzimas antioxidantes, contenido de osmolitos,
produccion de exopolisacaridos y compuestos organicos volatiles en las plantas
de maiz inoculadas Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162.

Comparar el efecto de Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 en el
rendimiento de maiz bajo condiciones de estrés por salinidad y sequia, a nivel de
campos comerciales.

Investigar el antagonismo de Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162 en el

control de fitopatégenos bajo condiciones de salinidad.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1

Andlisis de varianza de la altura a los 15 dias de plantas de Zea mays por efecto de

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variacién Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 109,17 2 54,58 169,91 <0,0001 *x
Aplicacion de fertilizante (B) 74,89 3 24,96 77,71 <0,0001 *x
Interaccion A x B 5,76 6 0,96 2,99 0,0251
Error 7,71 24 0,32

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 15 dias de plantas de

Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

. . Altura — .
Condicion de estrés (cm) Significancia
Sin estrés 15,39 a
Estrés por sequia 14,76 b
Estrés por salinidad 11,43 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 15 dias de plantas de
Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella
Sp. 162

Aplicacion de fertilizante Altura Significancia
(cm)

Pseudomonas sp. 306 15,51 a

Klebsiella sp. 162 14,62 b

Fertilizante quimico 13,68 c

Sin fertilizante 11,63 d
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Anexo 2

Andlisis de varianza de la altura a los 30 dias de plantas de Zea mays por efecto de

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Sy Suma de Media L .
Fuente de variacién Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 1280,59 2 640,30 1230,79 <0,0001 *
Aplicacion de fertilizante (B) 313,35 3 104,45 200,78 <0,0001 **
Interaccion A x B 163,27 6 27,21 52,31 <0,0001 *k
Error 12,49 24 0,52

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 30 dias de plantas de

Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Altura

Condicion de estrés (cm) Significancia
Sin estrés 36,01 a
Estrés por sequia 28,30 b
Estrés por salinidad 21,41 C

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 30 dias de plantas de
Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella
Sp. 162

Aplicacién de fertilizante Altura Significancia
(cm)

Klebsiella sp. 162 31,62

Pseudomonas sp. 306 31,30

Fertilizante quimico 26,51 b

Sin fertilizante 24,86 C
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 30 dias de plantas de

Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Condicion de estrés AE"C.‘"‘.C'O” de Altura Significancia
ertilizante (cm)

Sin estrés Klebsiella sp. 162 43,87 a

Sin estrés Pseudomonas sp. 306 38,91 b

Sin estrés Fertilizante quimico 31,27 c

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 31,20 c

Sin estrés Sin fertilizante 30,00 c

Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 29,40 c

Estrés por sequia Fertilizante quimico 27,23

Estrés por sequia Sin fertilizante 25,37 d e

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 23,80

Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 21,60 f

Estrés por salinidad Fertilizante quimico 21,03 f g

Estrés por salinidad Sin fertilizante 19,20
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Anexo 3

Andlisis de varianza de la altura a los 45 dias de plantas de Zea mays por efecto de

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variacion Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 3508,54 2 1754,27 5361,10 <0,0001 **
Aplicacién de fertilizante (B) 3225,29 3 1075,10 3285,53 < 0,0001 o
Interaccion A x B 108,87 6 18,15 55,45 <0,0001 o
Error 7,85 24 0,33

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 45 dias de plantas de

Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Condicion de estrés Altura Significancia
(cm)
Sin estrés 71,56 a
Estrés por sequia 52,88 b
Estrés por salinidad 48,92 C

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 45 dias de plantas de
Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella
sp. 162

Aplicacién de fertilizante Altura Significancia
(cm)

Pseudomonas sp. 306 68,12 A

Klebsiella sp. 162 61,99 b

Fertilizante quimico 58,52 o

Sin fertilizante 42,51 d
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 45 dias de plantas de

Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Condicion de estrés A1E)I|c.a.0|0n de Altura Significancia
ertilizante (cm)

Sin estrés Pseudomonas sp. 306 85,37 a

Sin estrés Klebsiella sp. 162 75,13 b

Sin estrés Fertilizante quimico 72,67 c

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 62,10 d

Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 57,73 e

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 56,90 e

Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 53,10 f

Sin estrés Sin fertilizante 53,07 f

Estrés por sequia Fertilizante quimico 52,93 f

Estrés por salinidad Fertilizante quimico 49,97 g

Sin estrés Sin fertilizante 38,77 h

Estrés por salinidad Sin fertilizante 35,70 i
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Anexo 4

Andlisis de varianza de la altura a los 60 dias de plantas de Zea mays por efecto de

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variaciéon Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 7502,33 2 3751,17 1870,91 < 0,0001 *x
Aplicacién de fertilizante (B) 2702,34 3 900,78 449,27 <0,0001 *
Interaccion A x B 133,72 6 22,29 11,12  <0,0001 *
Error 48,12 24 2,00

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 60 dias de plantas de

Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

. . Altura — .
Condicion de estrés (cm) Significancia
Sin estrés 85,56 a
Estrés por sequia 57,72 b
Estrés por salinidad 52,76 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 60 dias de plantas de
Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella
Sp. 162

Aplicacion de fertilizante Altura Significancia
(cm)

Pseudomonas sp. 306 75,39 a

Klebsiella sp. 162 69,58 b

Fertilizante quimico 64,51 c

Sin fertilizante 51,90 d
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la altura a los 60 dias de plantas de

Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Condicion de estrés Apl|c_a_C|on de Altura Significancia
fertilizante (cm)

Sin estrés Pseudomonas sp. 306 96,83 a

Sin estrés Klebsiella sp. 162 88,23 b

Sin estrés Fertilizante quimico 81,73 c

Sin estrés Sin fertilizante 75,43 d

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 68,50 e

Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 62,83 f

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 60,83 f g

Estrés por sequia Fertilizante quimico 58,50 g

Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 57,67 g

Estrés por salinidad Fertilizante quimico 53,30 h

Estrés por sequia Sin fertilizante 41,03 i

Estrés por salinidad Sin fertilizante 39,23 i
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Anexo 5

Andlisis de varianza de la longitud de raices de plantas de Zea mays por efecto de

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

s Suma de Media S .
Fuente de variacion Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 1418,69 2 709,35 1744,89 < 0,0001 *
Aplicacién de fertilizante (B) 1467,99 3 489,33 1203,68 < 0,0001 **
Interaccion A x B 645,85 6 107,64 264,78 <0,0001 *
Error 9,76 24 0,41

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la longitud de raices de plantas de

Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Longitud de raices

Condicion de estrés Significancia

(cm)
Sin estrés 38,37 a
Estrés por sequia 26,14 b
Estrés por salinidad 24,18 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la longitud de raices de plantas de
Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella
sp. 162

Longitud de raices

Aplicacién de fertilizante Significancia
(cm)

Pseudomonas sp. 306 35,67 a

Klebsiella sp. 162 33,36 b

Fertilizante quimico 30,21 c

Sin fertilizante 19,03 d
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la longitud de raices de plantas de

Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Aplicacion de

Longitud de raices

Condicién de estrés fertilizante (cm) Significancia
Sin estrés Pseudomonas sp. 306 49,78

Sin estrés Klebsiella sp. 162 48,70

Sin estrés Fertilizante quimico 32,12 b

Estrés por sequia Fertilizante quimico 30,57 b ¢

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 29,30 c d

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 27,93 d e
Estrés por salinidad Fertilizante quimico 27,93 d e
Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 26,30 e f
Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 25,07 f
Sin estrés Sin fertilizante 22,88 g
Estrés por sequia Sin fertilizante 18,40

Estrés por salinidad Sin fertilizante 15,80
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Anexo 6

Andlisis de varianza de la biomasa radicular fresca de plantas de Zea mays por

efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variacién Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 117672,92 2  58836,46 11293,59 <0,0001 i
Aplicacién de fertilizante (B) 36710,52 3  12236,84 2348,85 <0,0001 o
Interaccion A x B 4192,65 6 698,78 134,13 < 10,0001 *
Error 125,03 24 5,21

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular fresca de

plantas de Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Biomasa radicular fresca

Condicion de estrés © Significancia
Sin estrés 521,13 a
Estrés por sequia 413,50 b
Estrés por salinidad 389,71 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular fresca de
plantas de Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y
Klebsiella sp. 162

Biomasa radicular fresca

Aplicacién de fertilizante @ Significancia
Pseudomonas sp. 306 467,71 a

Klebsiella sp. 162 457,19 b

Fertilizante quimico 454,06 c

Sin fertilizante 386,83 d
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular fresca de

plantas de Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de

fertilizante

Aplicacién de

Biomasa radicular fresca

Condicién de estrés fertilizante @) Significancia
Sin estrés Pseudomonas sp. 306 539,17

Sin estrés Klebsiella sp. 162 536,00

Sin estrés Fertilizante quimico 527,50

Sin estrés Sin fertilizante 481,83 c

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 440,00 d

Estrés por sequia Fertilizante quimico 425,00 e
Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 423,95 e
Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 420,00 e f
Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 415,57 f g
Estrés por salinidad Fertilizante quimico 409,67 g
Estrés por sequia Sin fertilizante 369,00

Estrés por salinidad Sin fertilizante 309,67
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Anexo 7

Andlisis de varianza de la biomasa radicular seca de plantas de Zea mays por efecto

de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variacién Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 20755,67 2  10377,84 431596 <0,0001 i
Aplicacién de fertilizante (B) 72950,46 3  24316,82 10112,93 <0,0001 o
Interaccion A x B 667,60 6 111,27 46,27 <0,0001 *
Error 57,71 24 2,40

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular seca de

plantas de Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Biomasa radicular seca

Condicion de estrés © Significancia
Sin estrés 242,13 a
Estrés por sequia 197,17 b
Estrés por salinidad 186,81 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular seca de
plantas de Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y
Klebsiella sp. 162

Biomasa radicular seca

Aplicacién de fertilizante @ Significancia
Pseudomonas sp. 306 278,82 a

Fertilizante quimico 210,75 b

Klebsiella sp. 162 189,65 c

Sin fertilizante 155,58 d




Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa radicular seca de
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plantas de Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de

fertilizante

Condicién de estrés

Aplicacién de
fertilizante

Biomasa radicular seca

(@

Significancia

Sin estrés

Estrés por sequia
Estrés por salinidad
Sin estrés

Sin estrés

Estrés por sequia
Estrés por salinidad
Sin estrés

Estrés por sequia
Estrés por salinidad
Estrés por sequia
Estrés por salinidad

Pseudomonas sp. 306
Pseudomonas sp. 306
Pseudomonas sp. 306

Fertilizante quimico
Klebsiella sp. 162
Fertilizante quimico
Fertilizante quimico
Sin fertilizante
Klebsiella sp. 162
Klebsiella sp. 162
Sin fertilizante

Sin fertilizante

319,00
266,63
250,83
244,83
222,50
197,26
190,14
182,17
173,93
172,51
150,85
133,74
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Anexo 8

Andlisis de varianza de la biomasa aérea fresca de plantas de Zea mays por efecto

de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

L Suma de Media N .
Fuente de variacion Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 649579,88 2 324789,94 22650,30 < 0,0001 *x
Aplicacién de fertilizante (B) 153191,62 3 51063,87 3561,11 <0,0001 *
Interaccion A x B 5214,42 6 869,07 60,61 < 0,0001 *
Error 344,14 24 14,34

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea fresca de plantas

de Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Biomasa aérea fresca

Condicion de estrés @ Significancia
Sin estrés 776,23 a
Estrés por salinidad 521,42 b
Estrés por sequia 468,54 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea fresca de plantas
de Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y
Klebsiella sp. 162

Biomasa aérea fresca

Aplicacion de fertilizante @ Significancia
Pseudomonas sp. 306 657,47 a

Klebsiella sp. 162 609,89 b
Fertilizante quimico 606,89 b

Sin fertilizante 481,29 (o
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea fresca de plantas

de Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de

fertilizante

Condicién de estrés

Aplicacion de
fertilizante

Biomasa aérea fresca

(@

Significancia

Sin estrés

Sin estrés

Sin estrés

Sin estrés

Estrés por salinidad
Estrés por salinidad
Estrés por salinidad
Estrés por sequia
Estrés por sequia
Estrés por sequia
Estrés por salinidad
Estrés por sequia

Pseudomonas sp. 306

Fertilizante quimico
Klebsiella sp. 162

Sin fertilizante
Pseudomonas sp. 306
Klebsiella sp. 162
Fertilizante quimico
Pseudomonas sp. 306
Klebsiella sp. 162
Fertilizante quimico
Sin fertilizante

Sin fertilizante

852,42
800,00
797,82
654,68
600,00
545,00
540,67
520,00
485,00
480,00
400,00
389,18
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Anexo 9

Andlisis de varianza de la biomasa aérea seca de plantas de Zea mays por efecto de

diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

s Suma de Media - .
Fuente de variacién Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 48818,17 2 24409,09 4288,15 <0,0001 *x
Aplicacién de fertilizante (B) 11853,60 3 3951,20 694,14 < 0,0001 o
Interaccion A x B 5849,93 6 974,99 171,28 <0,0001 *x
Error 136,61 24 9,69

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea seca de plantas
de Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Biomasa aérea seca

Condicion de estrés © Significancia
Sin estrés 163,60 a
Estrés por salinidad 108,71 b
Estrés por sequia 74,17 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea seca de plantas
de Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y
Klebsiella sp. 162

Biomasa aérea seca

Aplicacién de fertilizante @ Significancia
Pseudomonas sp. 306 133,47

Klebsiella sp. 162 133,39

Fertilizante quimico 101,44 b

Sin fertilizante 93,67 (o]
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la biomasa aérea seca de plantas

de Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de

fertilizante

Aplicacién de

Biomasa aérea seca

Condicion de estrés Eertilizante ) Significancia
Sin estrés Pseudomonas sp. 306 200,40

Sin estrés Klebsiella sp. 162 198,50

Sin estrés Fertilizante quimico 133,67

Sin estrés Sin fertilizante 121,83 c

Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 117,83 c

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 117,33 c

Estrés por salinidad Fertilizante quimico 101,17 d
Estrés por salinidad Sin fertilizante 98,50 d
Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 83,83

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 82,67

Estrés por sequia Fertilizante quimico 69,50 i
Estrés por sequia Sin fertilizante 60,67
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Anexo 10

Andlisis de varianza de la tasa de follaje/raices de plantas de Zea mays por efecto

de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variacion Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 0,77 2 0,38 3077,27 <0,0001 *
Aplicacién de fertilizante (B) 0,11 3 0,04 291,40 <0,0001 *x
Interaccion A x B 0,02 6 3,4E-03 27,04 <0,0001 i
Error 3,0E-03 24 1,2E-04

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la tasa de follaje/raices de plantas

de Zea mays sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Condicion de estrés Tasa de Follaje/raices Significancia
Sin estrés 1,49 a
Estrés por salinidad 1,34 b
Estrés por sequia 1,13 C

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la tasa de follaje/raices de plantas
de Zea mays sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y
Klebsiella sp. 162

Aplicacién de fertilizante Tasa de Follaje/raices Significancia
Pseudomonas sp. 306 1,39 a

Fertilizante quimico 1,32 b
Klebsiella sp. 162 1,32 b

Sin fertilizante 1,24 c
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la tasa de follaje/raices de plantas

de Zea mays por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de

fertilizante

Aplicacién de

Condicion de estrés fertilizante Tasa de follaje/raices Significancia
Sin estrés Pseudomonas sp. 306 1,58

Sin estrés Fertilizante quimico 1,52

Sin estrés Klebsiella sp. 162 1,49

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 1,42 c

Sin estrés Sin fertilizante 1,36 d
Estrés por salinidad Fertilizante quimico 1,32

Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 1,31

Estrés por salinidad Sin fertilizante 1,29

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 1,18 f
Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 115 f
Estrés por sequia Fertilizante quimico 1,13

Estrés por sequia Sin fertilizante 1,06
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Anexo 11

Andlisis de varianza de la tasa de clorofila de Zea mays por efecto de diferentes

condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Suma de Media

Fuente de variacién Cuadrados GL Cuadratica FC P Significancia
Condicion de estrés (A) 0,41 2 0,21 135,67 <0,0001 *
Aplicacién de fertilizante (B) 0,53 3 0,18 117,13 <0,0001 i
Interaccion A x B 0,05 6 0,01 5,96 0,0006 o
Error 0,04 24 1,5E-03

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la clorofila de plantas de Zea mays

sin estrés, estrés por salinidad y sequia.

Condicion de estrés Clorofila Significancia
Sin estrés 1,27 a
Estrés por salinidad 1,13 b
Estrés por sequia 1,01 c

Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la clorofila de plantas de Zea mays
sin fertilizante, con fertilizante quimico, Pseudomonas sp. 306 y Klebsiella sp. 162

Aplicacion de fertilizante Clorofila Significancia
Pseudomonas sp. 306 1,27

Fertilizante quimico 1,22 a

Klebsiella sp. 162 1,12 b

Sin fertilizante 0,95 c
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la clorofila de plantas de Zea mays

por efecto de diferentes condiciones de estrés y aplicacion de fertilizante

Aplicacién de

Condicion de estrés o Clorofila Significancia
fertilizante

Sin estrés Pseudomonas sp. 306 1,46

Sin estrés Fertilizante quimico 1,36 b

Estrés por salinidad Pseudomonas sp. 306 1,25 b ¢

Estrés por salinidad Fertilizante quimico 1,19 c d

Sin estrés Klebsiella sp. 162 1,17 c d

Estrés por salinidad Klebsiella sp. 162 1,15 c d e

Sin estrés Sin fertilizante 1,10 d e

Estrés por sequia Fertilizante quimico 1,09 d e

Estrés por sequia Pseudomonas sp. 306 1,09 d e

Estrés por sequia Klebsiella sp. 162 1,05 e

Estrés por salinidad Sin fertilizante 0,91

Estrés por sequia Sin fertilizante 0,82
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