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Resumen

El cambio climético global ha intensificado la variabilidad térmica y la frecuencia de
sequias, afectando significativamente la productividad agricola. En el departamento de
Ayacucho (Pert), estos eventos han reducido hasta en un 50% el rendimiento del cultivo de
Zea mays, con impacto directo en la economia regional. En este contexto, la agricultura
sostenible promueve el uso de microorganismos benéficos como estrategia de mitigacion del
estrés abidtico. Las bacterias end6fitas asociadas a plantas adaptadas a ambientes semidridos
representan un recurso biotecnolégico promisorio debido a su potencial promotor del
crecimiento vegetal (PGP) y tolerancia a condiciones extremas. El presente estudio tuvo como
objetivo aislar y caracterizar bacterias endéfitas de Caesalpinia spinosa, una leguminosa nativa
adaptada a condiciones semidridas, evaluando sus atributos PGP y tolerancia al estrés hidrico
simulado. A partir de raices, hojas y flores de la planta se obtuvieron 47 bacterias endofitas, de
las cuales 15 demostraron capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno en medio Ashby.
Nueve de ellas solubilizaron fosfato dicélcico y seis fosfatos tricdlcicos en medio NBRIP,
destacando PSHO-1 (IS: 2.01 + 1.9), P4AHB-2 (IS: 2.0 = 1.3) y PSRB (IS: 1.86 + 0.4). En
la solubilizaciéon de potasio (medio Aleksandrov), las unicas que mostraron un IS fueron
P4HB-2 (IS: 1.72 = 0.8) y PSRB (IS: 1.79 £ 0.9). Las bacterias endofitas seleccionadas
produjeron amoniaco (reactivo de Nessler), sobresaliendo P4HB-2 (120.7 pg/mL), PSRB
(105.97 pg/mL) y PSRW-1 (109.39 pg/mL). En los ensayos de tolerancia al estrés hidrico
simulado inducido con PEG-6000 (10% y 20%), las bacterias PIRW, PSRW-1 y PSHO-1
mostraron mayor crecimiento neto y menor porcentaje de inhibicion al 10%, mientras que al
20% destacaron P4HB-2, PSHO-1 y PSRW-1. En la actividad antagonista frente al hongo del
género Fusarium en PDA, unicamente PSRB evidencié inhibicion (PICR: 31.58 + 0.50%).
La inoculacion en Z. mays bajo condiciones in vitro sin estrés (agar agua) mantuvo 100% de
germinacion en todos los tratamientos, a su vez destacaron PSRW-1 (crecimiento total: 25 +

0.13 cm; indice de vigor: 2434,00 + 72,00), PSRB (crecimiento total: 20 + 2.08 cm; indice de
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vigor: 1968,00 + 21,00) y PAHB-2 (crecimiento total: 19 £ 0.76 cm; indice de vigor: 1846,00
+ 53,00). Bajo estrés hidrico simulado (PEG-6000 al 20%), las bacterias endéfitas PSHO-
I(crecimiento total: 7 +2.87 cm; indice de vigor: 485,00 £45,00), PSRW-1(crecimiento total: 8
+ 2.72 cm; indice de vigor: 589,00 + 22,00), PSRB (crecimiento total: 7 = 1.06 cm; indice de
vigor: 578,00 = 27,00) y PAHB-2 (crecimiento total: 7 + 0.31 cm; indice de vigor: 401,00 £
21,00), mostraron los mejores desempefios en germinacion (60-80%), crecimiento total e
indice de vigor, superando los controles bajo estrés. En conjunto, los hallazgos posicionan a
las bacterias endéfitas de C. spinosa como candidatas estratégicas para el desarrollo de
bioinsumos orientados a sistemas agricolas de zonas semidridas. Estudios posteriores a nivel
molecular y ensayos en condiciones de campo serdn fundamentales para validar su eficacia y
estabilidad funcional en escenarios agroclimaticos reales.

Palabras claves: Bacterias endéfitas, promociéon del crecimiento vegetal, estrés hidrico

simulado, Caesalpinia spinosa



Abstract

Global climate change has intensified thermal variability and the frequency of droughts,
significantly affecting agricultural productivity. In the department of Ayacucho (Pert), these
events have reduced Zea mays crop yields by up to 50%, directly impacting the regional
economy. In this context, sustainable agriculture promotes the use of beneficial
microorganisms as a strategy to mitigate abiotic stress. Endophytic bacteria associated with
plants adapted to semi-arid environments represent a promising biotechnological resource due
to their plant growth-promoting (PGP) potential and tolerance to extreme conditions. The
present study aimed to isolate and characterize endophytic bacteria from Caesalpinia spinosa,
a native legume adapted to semi-arid conditions, by evaluating their PGP traits and tolerance
to water stress. A total of 47 endophytic bacteria were isolated from roots, leaves, and flowers,
of which 15 demonstrated biological nitrogen fixation capacity in Ashby medium. Nine of these
strains solubilized dicalcium phosphate and six tricalcium phosphate in NBRIP medium, with
P5SHO-1 (SI: 2.01 £1.9), PAHB-2 (SI: 2.0 + 1.3), and P5SRB (SI: 1.86 + 0.4) showing the highest
solubilization indices. In potassium solubilization assays (Aleksandrov medium), only PAHB-
2 (SI: 1.72 £ 0.8) and PSRB (SI: 1.79 = 0.9) exhibited measurable solubilization indices.
Selected endophytic bacteria produced ammonia (Nessler reagent assay), with PAHB-2 ( 120.7
pg/mL), PSRB (105.97 pg/mL), and PSRW-1 (109.39 pg/mL) showing the highest production
levels. In water stress tolerance assays induced with PEG-6000 (10% and 20%), strains PIRW,
P5RW-1, and PSHO-1 showed greater net growth and lower inhibition percentages at 10%,
whereas at 20%, P4HB-2, PSHO-1, and P5SRW-1 exhibited superior performance. In
antagonistic activity assays against Fusarium on PDA medium, only PSRB showed inhibition

(PICR: 31.58 £ 0.50%). Inoculation of Z. mays under in vitro non-stress conditions (water

Xi



agar) maintained 100% germination across all treatments, with PSRW-1 (total growth: 25 +
0.13 cm; vigor index: 2434,00 = 72,00), PSRB (total growth: 20 + 2.08 cm; vigor index:
1968,00+ 21,00), and P4HB-2 (total growth: 19 £ 0.76 cm; vigor index: 1846,00 = 53,00)
standing out. Under water stress conditions (20% PEG-6000), endophytic bacteria PSHO-1
(total growth: 7 + 2.87 cm; vigor index: 485,00 + 45,00), PSRW-1 (total growth: 8 + 2.72 cm;
vigor index: 589,00 £ 22,00), PSRB (total growth: 7 + 1.06 cm; vigor index: 578,00 + 27,00 ),
and P4HB-2 (total growth: 7 £ 0.31 cm; vigor index: 401,00 £+ 21,00) demonstrated the best
performance in germination (60-80%), total growth, and vigor index, outperforming stress
controls. Overall, these findings position C. spinosa endophytic bacteria as strategic candidates
for the development of bio-inputs aimed at agricultural systems in semi-arid regions. Further
molecular-level studies and field trials will be essential to validate their efficacy and functional
stability under real agroclimatic conditions.

Keywords: Endophytic bacteria, plant growth promotion, water stress, Caesalpinia

spinosa
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1. Introduccién

El cambio climdtico constituye un factor de estrés abidtico global que altera el
desarrollo y rendimiento de los cultivos al modificar los rangos térmicos y la disponibilidad
hidrica. En el caso del maiz (Z. mays), uno de los cultivos de mayor importancia econdmica a
nivel mundial y del Perd, la productividad se ve comprometida especialmente bajo condiciones
de estrés hidrico.

Es asi que, segin las proyecciones climdticas indican que hacia el afio 2050 el
incremento de temperatura y la reduccion de precipitaciones disminuirdn el rendimiento del
cultivo, éste podria requerir la reubicacion de las zonas de siembra (Arias et al. 2020). El déficit
hidrico durante la fase reproductiva puede reducir el rendimiento potencial hasta en 47-50%
debido al aborto embrionario y a la disminucién del nimero de granos (Gimenez et al. 2014).

A su vez, el estrés abidtico incrementa la susceptibilidad a fitopatégenos como
Helminthosporium y Fusarium, deteriorando el drea radicular, foliar y la calidad del grano
(Sideman et al. 2016). Este escenario se refleja a escala regional; por ejemplo, en el
departamento de Ayacucho se registré una reduccion de 51,1% en maiz amildceo durante 2024
(INEI, 2024). La vulnerabilidad productiva de este cultivo resalta la necesidad de alternativas
sostenibles que mejoren su rendimiento y resiliencia.

En este contexto, los microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGP) han
emergido como una estrategia biotecnoldgica prometedora. Los microorganismos endofitos,
capaces de colonizar tejidos internos de la planta, presentan mayor estabilidad ecolégica que
los rizosféricos (Mendes et al. 2013; Watts et al. 2023). Estos organismos favorecen la
adquisicion de nutrientes, modulan fitohormonas y actian como agentes de biocontrol,
contribuyendo a la tolerancia frente a sequia y patdgenos (Ramakrishna ef al. 2019). Ademas,

las comunidades microbianas pueden adaptarse a condiciones de sequia respondiendo a



fitohormonas de estrés como d4cido abscisico (ABA), jasmonato (JA) y el
aminociclopropanocarboxilato (ACC) (Bogati et al. 2022).

Adicionalmente, en ecosistemas daridos, especies vegetales nativas adaptadas a
condiciones extremas representan reservorios potenciales de microbiota beneficiosa. Es el caso
de la planta medicinal Caesalpinia spinosa (tara), ampliamente distribuida en Perd y utilizada
en la salud y reforestacion, la cual posee alto valor ecolégico debido a su capacidad para
establecerse en suelos degradados.

Su adaptabilidad edafoclimatica y sistema radicular profundo favorecen la fijacion de
nitrégeno, la captacion de agua y la generacion de microhdbitats protectores para otras plantas
(Romero et al. 2019), albergando comunidades microbianas de alta diversidad funcional
(Sangay-Tucto et al. 2024). En su rizosfera se han identificado grupos bacterianos como
Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes (Cordero et al. 2017), reconocidos por su potencial
PGP. Sin embargo, el microbioma endofitico de C. spinosa permanece escasamente
caracterizado.

Si bien C. spinosa y Z. mays son filogenéticamente distantes, la efectividad de un
endofito PGP no estd necesariamente restringida a su hospedador de origen. Diversos estudios
han documentado que las bacterias endé6fitas pueden colonizar un amplio rango de especies
vegetales distintas a la de aislamiento, lo cual se explica porque el reconocimiento inicial
planta-bacteria depende de sefiales moleculares conservadas evolutivamente —exudados
radiculares, compuestos fendlicos y mecanismos de quorum sensing— compartidas entre
especies vegetales filogenéticamente diversas (Mushtaq et al. 2023). De manera consistente,
se ha reportado que los rasgos PGP que expresan estos endoéfitos, como la produccion de
fitohormonas, la solubilizacion de nutrientes y la sintesis de exopolisacaridos, corresponden a
mecanismos bioquimicos generalizables cuya expresion y beneficio funcional pueden
mantenerse frente a hospedadores distintos al nativo, aunque la magnitud de la respuesta

puede variar de forma especie-especifica (Long er al. 2008). En este sentido, resulta
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biotecnolégicamente plausible que bacterias endéfitas nativas de C. spinosa, adaptadas a
condiciones de estrés hidrico en su ambiente de origen, conserven la capacidad de colonizar y
ejercer un efecto protector en Z. mays frente al estrés.

Se plantea como hipétesis que las bacterias enddfitas aisladas de C. spinosa con
potencial PGP conservan la capacidad de colonizar Z. mays y conferirle proteccion frente al
estrés hidrico, dado que comparten con su hospedador nativo tanto las sefales de
reconocimiento necesarias para el establecimiento simbidtico como los mecanismos

fisiolégicos asociados al efecto protector.

2. Marco teodrico
2.1. Generalidades de los microorganismos endéfitos

Las plantas se encuentran asociadas a una amplia diversidad de comunidades
microbianas que pueden ejercer efectos positivos, negativos o neutrales sobre su hospedante
vegetal. Entre estas comunidades destacan los microorganismos rizosféricos, los cuales han

sido ampliamente estudiados y utilizados en diversas areas del conocimiento, incluyendo la

agricultura, la industria y la salud. No obstante, los microorganismos endéfitos, definidos como
aquellos que colonizan y se multiplican de manera estable dentro de los tejidos vegetales —
como raices, tallos, hojas, semillas, frutos y brotes— sin causar dafio aparente a la planta
hospedante, han cobrado un interés creciente en los ultimos afos (Chaudhary et al. 2022).

Estos microorganismos establecen interacciones complejas con la planta hospedante vy,
al igual que otros microorganismos epifitos, pueden modular directa o indirectamente procesos
clave como el crecimiento, el desarrollo y los mecanismos de defensa frente a patdgenos. Es
pertinente mencionar que algunos microorganismos epifitos presentes en la superficie vegetal
son capaces de ingresar a los tejidos internos y persistir como endofitos.

La colonizacién endofitica implica, como paso inicial, la entrada de las cepas

microbianas a los espacios intercelulares o intracelulares, proceso durante el cual los



microorganismos se enfrentan a un ambiente altamente oxidativo generado por la planta. En
consecuencia, para lograr una colonizacion exitosa, los endéfitos deben poseer mecanismos de
tolerancia al estrés oxidativo, incluyendo la produccién de enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa y la peroxidasa (Kashyap et al. 2023).

Incluso variaciones leves en la diversidad y composicion de las comunidades
endofiticas pueden generar efectos significativos en la regulacidon del crecimiento vegetal y en
la capacidad de adaptaciéon de las plantas a condiciones ambientales cambiantes. La
coevolucion progresiva entre plantas y microorganismos endéfitos ha favorecido interacciones
mayoritariamente beneficiosas, influyendo de manera determinante en los procesos fisiolégicos
y funcionales del hospedante vegetal (Amen et al. 2024).

2.1.1. Clasificacion de los microorganismos endoéfitos

Los microorganismos endéfitos pueden clasificarse segin diversos criterios, siendo uno

de los mads utilizados su naturaleza taxondmica, lo que permite distinguir entre endofitos

bacterianos y fingicos. Los endéfitos bacterianos han sido reportados en una amplia gama de

especies vegetales y se caracterizan por una elevada diversidad taxondmica que, en numerosos
casos, trasciende los esquemas de clasificacion tradicionales. Esta diversidad se asocia con una
amplia variedad de funciones beneficiosas para la planta hospedante, entre las que se incluyen
la promocion del crecimiento vegetal, la optimizacion de la absorcion de nutrientes y la
proteccion frente a microorganismos fitopatégenos.

Entre los grupos bacterianos mds frecuentemente aislados y mejor caracterizados en
asociaciones endofiticas destacan los filos Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, los
cuales desempefian un papel fundamental en el establecimiento y mantenimiento de
interacciones simbidticas complejas con el hospedante vegetal (Muhammad et al. 2024). En la
misma linea, los endé6fitos fungicos, al igual que los bacterianos, completan parcial o totalmente
su ciclo de vida en el interior de los tejidos vegetales sin inducir sintomas visibles de

enfermedad.



Estos organismos pueden colonizar tanto tejidos subterrdneos como aéreos y, en
muchos casos, producen y liberan esporas tras la senescencia o muerte de la planta hospedante
o de sus organos. Dentro de este grupo, los hongos pertenecientes al filo Ascomycota
representan uno de los taxones mds ampliamente distribuidos y estudiados en asociaciones
endofiticas, debido a su alta frecuencia de aislamiento y a su relevancia funcional en las
interacciones planta—microorganismo (Amen et al. 2024).

Adicionalmente, los microorganismos endéfitos pueden clasificarse en funciéon de su
grado de dependencia del hospedante vegetal, distinguiéndose entre endéfitos obligados, que
dependen estrechamente de la planta para completar su ciclo de vida, y endéfitos facultativos,
capaces de sobrevivir de forma libre en el ambiente y de colonizar los tejidos vegetales cuando
las condiciones son favorables. Estos dltimos suelen conferir beneficios funcionales a la planta,
tales como la estimulacidn del crecimiento y el aumento de la tolerancia al estrés bidtico y
abidtico.

A medida que se profundiza en el estudio de las comunidades endofiticas, se hace cada
vez mds evidente el amplio potencial biotecnolégico de estos microorganismos y la diversidad
de aplicaciones emergentes asociadas a su uso (Watts et al. 2023).

2.1.2. Mecanismo de colonizacién endofitica

Una propiedad distintiva de los microorganismos endoéfitos es su aptitud para colonizar
tejidos vegetales mediante la modulacion fina de las respuestas de defensa e inmunidad innata
del hospedante, lo que posibilita el establecimiento de asociaciones simbidticas estables y de
larga duracion. Estas interacciones no solo favorecen la persistencia del microorganismo en el
interior de la planta, sino que también se traducen en efectos positivos sobre el crecimiento, el
desempefio fisioldgico y la capacidad de respuesta frente a estreses bidticos y abioticos.

La eficacia del proceso de colonizaciéon endofitica estd determinada por una red
multifactorial que involucra la especificidad tisular, el trasfondo genético del hospedante, la

identidad taxonémica y plasticidad adaptativa de la cepa microbiana, asi como las condiciones
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ambientales circundantes. El acceso al interior de la planta se produce predominantemente a
través de estructuras naturales —como pelos radicales, estomas y heridas— que actian como
puntos de entrada. Una vez internalizados, los endoéfitos se localizan en espacios intercelulares
o en el sistema vascular, donde establecen interacciones compatibles sin desencadenar
sintomatologia patoldgica observable. Es relevante subrayar que la estabilidad de esta
asociacion se fundamenta en un balance funcional de beneficios reciprocos; cuando dicho
equilibrio se altera y una de las partes deja de obtener ventajas adaptativas, la interaccion puede
transitar hacia un estado parasitico (Tariq et al. 2025).

El proceso de colonizacién endofitica ocurre de manera sistemdtica y jerdrquica,
inicidndose generalmente en las raices y extendiéndose progresivamente hacia los brotes, las
flores, los frutos e incluso las semillas. En las etapas iniciales, los exudados radiculares de la

planta hospedante actian como sefiales quimicas especificas que facilitan la atraccion y el

reconocimiento de endéfitos bacterianos y flingicos presentes en la rizosfera (Chaudhry et al.
2021).

Durante la transicion desde el ambiente rizosférico hacia la endosfera, los
microorganismos endo6fitos deben adaptarse rdpidamente a condiciones fisioldgicas y
bioquimicas contrastantes, incluyendo variaciones en el estado redox, la disponibilidad de
oxigeno, la composicion nutricional y el equilibrio osmotico del sistema celular del hospedante.
En este contexto, la invasidon y colonizacion exitosa de los endéfitos dentro de la planta
hospedante dependen en gran medida de la percepcion eficiente de sefiales moleculares, la
activacion de mecanismos de comunicacidon dependientes de quérum, la capacidad para
modular o evadir las respuestas defensivas del hospedante y, de manera critica, de la eficiencia
con la que los microorganismos ajustan su metabolismo y fisiologia a la complejidad del
sistema celular vegetal (Anand er al. 2023). Estos procesos integrados determinan el

establecimiento de interacciones endofiticas estables y funcionales.



2.1.3. Relaciones simbioticas planta-endofito

Los microorganismos endofitos establecen interacciones intimas y persistentes con sus
plantas hospedantes, las cuales abarcan un continuo que va desde el mutualismo hasta el
comensalismo. En los sistemas mutualistas, ambas partes obtienen beneficios reciprocos,
frecuentemente mediados por el intercambio de recursos y sefiales quimicas.

En la rizosfera, la liberacion de exudados radiculares —ricos en carbohidratos,
aminodcidos y compuestos fendlicos— facilita el reclutamiento y la colonizacién microbiana
al constituir una fuente accesible de nutrientes. Sin embargo, esta disponibilidad de recursos
también puede favorecer interacciones oportunistas, en las que genotipos bacterianos y/o
fingicos mutantes explotan los exudados vegetales sin aportar beneficios funcionales al

crecimiento o la aptitud de la planta hospedante.

Para contrarrestar estas relaciones no cooperativas, las plantas han desarrollado
mecanismos de control selectivo, tales como la promocién diferencial de microorganismos
beneficiosos y la penalizacién de genotipos microbianos deshonestos, tal como ha sido
demostrado experimentalmente (Ryan et al. 2018). De manera complementaria, numerosos
microorganismos asociados a plantas contribuyen activamente al desempeio vegetal mediante
la sintesis de fitohormonas, como auxinas y giberelinas, que estimulan el crecimiento y la
arquitectura radicular, reforzando asi la estabilidad del mutualismo (Saikia ef al. 2024).

Desde una perspectiva evolutiva, se espera que la seleccion natural favorezca la
persistencia de interacciones mutualistas cuando el intercambio de beneficios entre los socios
se mantiene equilibrado. En este contexto, una mayor dependencia mutualista puede emerger
como resultado de procesos de coevolucion reciproca o de la adaptacion unilateral de uno de
los socios, mediada por la seleccion de rasgos directamente implicados en la interaccion
simbidtica (Mushtaq et al. 2023).

Existen otras relaciones simbidticas de tipo comensalista, algunos microorganismos

endo6fitos no confieren beneficios detectables ni provocan efectos adversos en la planta
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hospedera (Patra et al. 2023). La evidencia empirica de este tipo de interacciéon ha sido
reportada por Keith et al. (2025), quienes estudiaron plantas de los géneros Astragalus y
Oxytropis que contienen swainsonina, un alcaloide téxico sintetizado por endoéfitos flingicos
del género Alternaria. En dicho estudio, la presencia del endé6fito no afecté el intercambio
gaseoso, la fisiologia fotosintética, la fecundidad, la germinacién de semillas ni la
supervivencia de las plantas, ni se detectaron efectos transgeneracionales. Estos resultados
sugieren que, al menos en estos sistemas, la asociacién endofitica puede mantenerse de forma

neutral, sin impactos significativos sobre la aptitud del hospedante.

2.2. Papel ecolégico de los microorganismos endoéfitos
2.2.1. Promocion del crecimiento vegetal

El microbioma endofitico establece predominantemente relaciones simbidticas de tipo
mutualista con la planta hospedante, contribuyendo de manera significativa al mantenimiento
de su salud, vigor y desempefio fisiol6gico. Estos microorganismos participan directa e
indirectamente en el crecimiento y desarrollo vegetal mediante la expresion de multiples
atributos promotores del crecimiento vegetal, entre los que se incluyen la sintesis de
fitohormonas, fijacién biol6gica de nitrégeno atmosférico, la produccién de amoniaco, la
produccion de sideréforos, la solubilizacién de nutrientes minerales como fésforo, potasio y
zinc (Kohli et al. 2022).

La produccion de fitohormonas por parte de los endofitos tiene especial importancia,
dado que estas moléculas desempefian un papel central en la regulacion del crecimiento, la
morfogénesis y la adaptacion de las plantas a condiciones ambientales variables. Entre las
fitohormonas cominmente sintetizadas por microorganismos endofiticos se encuentran las
auxinas, citoquininas, giberelinas, dcido abscisico, dcido salicilico y etileno, asi como otros
reguladores del crecimiento tales como jasmonatos, brasinoesteroides y estrigolactonas
(Sabagh et al. 2022).

En este contexto, numerosos estudios han evaluado la capacidad de los
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microorganismos endofitos para producir dcido indol-3-acético (AIA), una de las auxinas mas
relevantes en la elongacion celular y el desarrollo radicular. De acuerdo con estos reportes, los
géneros bacterianos mdas frecuentemente asociados con una elevada producciéon de AIA
incluyen Pseudomonas, Azospirillum, Enterobacter, Streptomyces, Pantoea, Rhizobium,
Azotobacter y Alcaligenes (Khianngam et al. 2023; Fatimah et al. 2022; Cordero et al. 2018 y

Feng et al. 2024).

Ademads de la produccién de fitohormonas, los microorganismos endéfitos desempefian
un papel clave en la adquisicidn y el metabolismo de nutrientes esenciales por parte de la planta
hospedante. Entre estos mecanismos destaca la fijacion biolégica de nitrégeno atmosférico, asi
como la capacidad de ciertos endéfitos para producir amoniaco (NHs), el cual constituye una
fuente directamente asimilable de nitrégeno para las plantas.

Estos microorganismos exhiben actividad solubilizante de nutrientes minerales,
facilitando la disponibilidad de elementos esenciales y contribuyendo al crecimiento vegetal.
La produccién de amoniaco por microorganismos endoéfitos adquiere especial relevancia bajo
condiciones de estrés abidtico, tales como salinidad, sequia u osmoticidad elevada, en las que
la absorcion de nitrégeno desde el suelo se ve severamente limitada. En estos escenarios, el
amoniaco microbiano puede compensar la reduccién en la disponibilidad de nitr6geno mineral,
sosteniendo procesos fisiologicos fundamentales como la sintesis de aminoacidos, proteinas y
clorofila (Wani et al. 2025). Adicionalmente, la liberacién de amoniaco se ha asociado con la
regulacion del pH rizosférico y la activacion de respuestas metabdlicas que mejoran la
tolerancia de la planta al estrés, fortaleciendo asi la resiliencia del sistema planta—endéfito.

Por lo tanto, estos mecanismos resaltan la importancia funcional de los
microorganismos endoéfitos como mediadores clave de la nutricion y la adaptacion vegetal en
ambientes sometidos a condiciones abidticas adversas (Sun et al. 2022).

La producciéon de sideréforos confiere a bacterias y hongos endéfitos ventajas

competitivas significativas para la colonizacién de los tejidos vegetales, al permitirles
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secuestrar hierro férrico (Fe*') del entorno y limitar su disponibilidad para otros
microorganismos que compiten por el mismo nicho ecolégico. Este mecanismo no solo
favorece el establecimiento y la persistencia de los endéfitos en la planta hospedante, sino que
también contribuye indirectamente a la exclusion de microorganismos potencialmente

patégenos (Verma et al. 2021). Desde la perspectiva de la planta, la disponibilidad de hierro es

un factor critico para su crecimiento y funcionamiento fisiolégico, dado que este micronutriente
participa en procesos esenciales como la fotosintesis, la respiraciéon celular, la sintesis de
clorofila y la actividad de numerosas enzimas redox (Li et al. 2023).

La solubilizacién de minerales inorgédnicos, como fésforo, potasio y zinc, por parte de
los microorganismos endoéfitos constituye un mecanismo funcional de gran relevancia en la
nutriciéon vegetal. Estos microorganismos poseen la capacidad de movilizar dichos nutrientes a
partir de formas quimicamente insolubles o poco disponibles en el suelo, transformandolos en
fracciones asimilables por las plantas. Este proceso incrementa la eficiencia en la adquisicion
de nutrientes y contribuye de manera significativa a la productividad y sostenibilidad de los
sistemas agricolas.

El fésforo es un macronutriente esencial involucrado en procesos fundamentales como
la transferencia de energfa, la sintesis de 4cidos nucleicos y el desarrollo radicular; sin embargo,
su disponibilidad en el suelo suele ser limitada debido a su rdpida fijacion en complejos
minerales (Ramos et al. 2024).

El potasio desempefia un papel clave en la regulacion osmética, la activacion enzimética
y el control estomético, siendo crucial para la tolerancia de las plantas a estreses abidticos como
la sequia y la salinidad (Hasanuzzaman et al. 2018).

Asimismo, el zinc, aunque requerido en menores cantidades, es indispensable para la
actividad de numerosas enzimas, la sintesis de auxinas y la estabilidad estructural de proteinas
y membranas celulares (Bashir ez al. 2023).

En muchos suelos, especialmente aquellos con pH elevado, alta salinidad o condiciones
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de estrés abidtico, el hierro, fosforo, potasio y zinc se encuentran mayoritariamente en formas
poco solubles y, por ende, de baja biodisponibilidad para las plantas. En este contexto, los
sider6foros y solubilizadores producidos por microorganismos endéfitos pueden quelar los

minerales insolubles y facilitar su movilizacién y asimilacién por la planta hospedante,

mitigando deficiencias nutricionales y mejorando su desempeio fisiolégico (Saleem et al.
2023).

Estos mecanismos contribuyen a mejorar la eficiencia nutricional de las plantas,
fortaleciendo asi la estabilidad y funcionalidad de la asociacion endofitica en diversos sistemas
agricolas y naturales.

2.2.2. Tolerancia al estrés hidrico y/u osmético

Los endéfitos microbianos desempefian un papel crucial en la aclimatacion de plantas
frente a estrés abidtico, al promover el crecimiento vegetal, suprimir fitopatdgenos y activar
genes asociados con la respuesta al estrés, normalmente inactivos bajo condiciones adversas
(Abdou et al. 2023).

En particular, los endéfitos que producen exopolisacaridos, modulan enzimas
antioxidantes y regulan hormonas vegetales, como mediante la reduccion del etileno a través
de la actividad de la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, muestran una
mayor capacidad para tolerar estrés hidrico y osmético. La hidrolizacién del precursor ACC
por bacterias y hongos endofiticos disminuye los niveles de etileno en la planta, promoviendo
una arquitectura radicular mas eficiente y mejorando la adaptacion al estrés.

Ademads, los endo6fitos inducen la sintesis de osmoprotectores como glutamato, glicina
betaina, K*, prolina, trehalosa y ectoina, estabilizando la estructura subcelular y eliminando
radicales libres para mantener el potencial osmético citoplasmaético bajo condiciones adversas
(Das et al. 2022).

En este contexto, los end6fitos microbianos constituyen una estrategia prometedora

para mitigar los efectos de la sequia y la salinidad, al activar mecanismos de regulacion del
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estrés en la planta hospedante y autosintetizar compuestos antiestrés. Estos microorganismos

estimulan genes sensibles al estrés, promueven la sintesis de antioxidantes y osmoprotectores,

y facilitan el almacenamiento de solutos compatibles cuando las plantas se enfrentan a factores
abidticos como sequia, calor y salinidad.

Diversas cepas microbianas han sido empleadas exitosamente para mejorar la tolerancia
a la sequia; por ejemplo, Gogoi et al. (2023) demostraron que endofitos aislados de Oryza sativa
contrarrestan tanto el estrés bidtico como abiético. Estudios recientes (Kylyshbayeva et al.
2025; Shaffique et al. 2022 y Verma et al. 2021) respaldan consistentemente el potencial de las
cepas endofiticas como herramienta eficaz para la gestion del estrés abiético en cultivos.

2.2.3. Proteccion frente a patogenos

Los endo6fitos con capacidad promotora del crecimiento vegetal representan una
estrategia prometedora para el fortalecimiento de la resistencia inducida del hospedero,
contribuyendo al control de ataques futuros de fitopatégenos.

Este efecto se asocia, en gran medida, a la induccidon de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR), ampliamente reconocidas por su papel central en la resistencia sistémica
adquirida. La expresion de estas proteinas suele ser desencadenada por lesiones necréticas en
los tejidos vegetales e incluye, entre las mas relevantes, a las -1,3-glucanasas y quitinasas
(Gupta et al. 2022). Un ejemplo representativo fue reportado por Cai et al. (2010), quienes
demostraron que la cepa endofitica SE34 indujo resistencia sistémica inducida (ISR) en plantas
de tomate mediante la formacion de barreras estructurales y la produccién de compuestos
toxicos, como metabolitos fendlicos y B-1,3-glucanasas. La eficacia de estas proteinas PR en el
control de enfermedades también ha sido evidenciada frente al fitopatdgeno Peronophthora
litchi.

Ademds de las proteinas PR, diversas enzimas asociadas a la defensa vegetal,
incluyendo superoxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POD), polifenol oxidasa (PPO),

fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), ascorbato oxidasa (AO) y catalasa (CAT), desempefian un
12



papel clave en la resistencia inducida mediada por endéfitos. En este contexto, Oukala et al.

(2021) evaluaron la actividad antifingica de endéfitos bacterianos aislados de la Ocimum
sanctum frente a Fusarium oxysporum, demostrando que la inoculacién con las cepas OS-12 y
0OS-25 increment6 significativamente la actividad de enzimas antioxidantes como PAL, PPO,
AO y CAT. Si bien los mecanismos de antagonismo bacteriano pueden atribuirse a multiples
factores —incluida la inhibicién directa de fitopatégenos mediante la produccion de
metabolitos secundarios como compuestos organicos volatiles, sider6foros y amoniaco, asi
como al mejoramiento del estado nutricional de la planta—, los efectos indirectos resultan
igualmente relevantes. Estos incluyen la modulacién del sistema antioxidante innato del
hospedero, lo que conduce a la acumulacién de compuestos defensivos, la supresion del
crecimiento del patdégeno y el control de la enfermedad asociada. Cabe destacar que las cepas
0S-12 y 0OS-25, aisladas de tejidos foliares de O. sanctum, demostraron su capacidad para
colonizar de manera efectiva los tejidos internos de la raiz de Pisum sativum.
2.2.4. Produccion de metabolitos secundarios

Los endéfitos, al colonizar los tejidos de la planta hospedera, pueden modular la
expresion de genes implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios mediante la
activacién de vias especificas de transduccion de sefiales. Estos microorganismos no solo
regulan la intensidad y la tasa de expresion génica, sino que también inducen la produccion y
acumulacion diferencial de metabolitos secundarios en las plantas, lo que impacta directamente
en su perfil metabdlico (Li et al. 2023). Entre los efectos mds destacados se encuentran el
incremento en la disponibilidad de nutrientes esenciales (N, P, K, Ca, Mg, Mn, Fe, Cuy Zn) y
la mejora de parametros de calidad asociados, tales como el contenido de polisacaridos,
proteinas solubles, polifenoles, catequinas, flavonoides y teobromina (Aftab et al. 2020).

Adicionalmente, los endéfitos poseen la capacidad de sintetizar compuestos que el
hospedero no produce de manera autonoma, alterando las rutas metabdlicas vegetales y

modificando los niveles y tipos de metabolitos acumulados. Un ejemplo representativo es la
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bacteria endoéfita Sphingomonas melonis, aislada de arroz, la cual confiere resistencia a
fenotipos susceptibles a enfermedades mediante la producciéon de 4cido antranilico, un
metabolito clave en la defensa vegetal (Narayanan et al. 2022).

En este contexto, las investigaciones actuales se enfocan en el cribado y la seleccion de
endofitos capaces de promover la biosintesis y acumulacién de metabolitos secundarios en
cepas hospedantes, asi como en la ingenieria y transformacién de cepas microbianas para
optimizar procesos de producciéon a escala industrial. Estas estrategias buscan ampliar la
aplicacion directa de metabolitos secundarios vegetales en sectores como la alimentacion, la
agricultura y la biotecnologia. Debe tenerse en cuenta que numerosos estudios han demostrado
que los metabolitos secundarios de los endéfitos presentan propiedades antimicrobianas,
antivirales, anticancerigenas y antiinflamatorias, lo que subraya su alto valor para el &mbito de
la salud (Alum et al. 2026).

2.3. Generalidades de Caesalpinia spinosa

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze es una especie perteneciente a la familia Fabaceae
(subfamilia Caesalpinioideae), endémica de los Andes tropicales de Sudamérica. Se trata de un
arbusto o arbol pequefio, provisto de espinas en el tallo y las ramas, que puede alcanzar entre 3
y 7 m de altura.

Esta especie es conocida por una amplia diversidad de nombres vernaculares, entre los
que se incluyen tara, algarroba, huarango, guaranga, tanino, taya y caranca (Duke ef al. 1981).
El tronco de C. spinosa es generalmente redondeado, espinoso y, en ocasiones, tortuoso, con
una corteza de color gris, y presenta una ramificacion abundante en ejes foliosos y espinosos.
Las hojas son de color verde oscuro, lisas o ligeramente espinosas, con una longitud de hasta
10 cm; son bipinnaticompuestas y paripinnadas. Los foliélulos presentan nerviacion reticulada,
con el envés pubescente o glabro y un dpice que varia de obtuso a emarginado. Las flores se

disponen en racimos terminales multifloros, finamente pubescentes. El fruto es una legumbre
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coridcea indehiscente, de color rojizo a café claro, plana y frecuentemente finamente
pubescente, que contiene semillas redondeadas de color negro (Dostert et al. 2009).
2.3.1. Distribucion geografica

La tara (C. spinosa) presenta una distribucidon geografica predominantemente asociada
a regiones estacionalmente secas de Sudamérica, especialmente en Bolivia, Pert y el norte de
Chile, donde se establece tanto en la vertiente occidental de los Andes como en los valles
interandinos. Conviene sefialar que la especie ha sido introducida y cultivada en diversas
regiones fuera de su drea de distribucién natural, incluyendo el norte y este de Africa, Estados
Unidos, Brasil y Argentina (Dostert et al. 2009).

En el Pert, C. spinosa se distribuye ampliamente a lo largo de la franja costera, desde
Piura hasta Tacna, y en la regién andina, abarcando los departamentos de Ancash, Apurimac,
Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Hudnuco, Huancavelica, Junin y Pasco (Zappi et al. 1994).
Ademads, la especie también estuvo presente en los ecosistemas de lomas costeras del Perd,
como en Lachay (Lima); sin embargo, estas poblaciones fueron practicamente extinguidas
como consecuencia de su intensa explotacién para uso como combustible y material de
construccion.

Desde el punto de vista climético, su rango de distribucién comprende ambientes que
van desde climas templado-cdlidos secos hasta tropicales muy secos y bosques tropicales
humedos, reflejando su elevada plasticidad ecoldgica (Murga-Orrillo et al. 2023).

2.3.2. Importancia econémica

La tara (C. spinosa) posee un elevado valor comercial tanto en el Pert como a nivel
internacional, debido a la amplia produccion y utilizacion de sus derivados como materia prima
industrial, con un 80% de la produccion mundial. Sus principales aplicaciones incluyen el uso
como colorantes naturales, gomas y otros insumos industriales, destacidndose este sector como

uno de los principales rubros de exportacion, impulsado por la creciente demanda de
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alternativas saludables frente a los colorantes sintéticos (De La Cruz-Noriega et al. 2023). La
transformacién y comercializaciéon de estos productos requieren procesos industriales
especializados y un acceso consolidado a los mercados, lo que ha favorecido la participacion
de empresas medianas y grandes que concentran anualmente una proporcion significativa de la
produccion y exportacion nacional (Guillén et al. 2013).

En este contexto, la region de Ayacucho se ha consolidado como uno de los principales
centros productores y distribuidores de tara en el pais, principalmente debido a sus condiciones
edafoclimédticas favorables, que le han permitido responder eficientemente a la creciente
demanda internacional. Dentro de esta regiéon, la provincia de Huamanga concentra
aproximadamente el 52 % de la produccion, destacando los distritos de Ocros, Pacaycasa y
Quinua, mientras que la provincia de Huanta aporta alrededor del 26 %, con una producciéon
significativa en los distritos de Huanta, Iguain y Luricocha (Quispe et al. 2023).

2.3.3. Reforestacion con C. spinosa en zonas semidesérticas
La diversidad de ecosistemas a nivel global es fundamental para el mantenimiento del
equilibrio ecoldgico y la regulacion climdtica. Ya que, los ecosistemas representan reservorios
criticos de conocimiento cientifico, bioldgico y cultural, lo que resalta la necesidad de
implementar estrategias efectivas orientadas a minimizar los impactos antropogénicos y a
fortalecer su resiliencia (Romero et al. 2019). En este contexto, C. spinosa adquiere una
relevancia ecoldgica significativa, ya que los arboles de tara poseen la capacidad de interceptar
gotas de niebla, incrementando la disponibilidad hidrica dentro del sistema (Cordet et al. 2017).
Adicionalmente, al tratarse de una leguminosa fijadora de nitrogeno atmosférico, C.
spinosa contribuye a la mejora de la fertilidad del suelo, facilita la absorcion de agua mediante
su sistema radical profundo y favorece el enriquecimiento edéfico al promover la asociacion

con microorganismos con propiedades PGP. Por otra parte sus endofitos pueden integrarse al
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microbioma del suelo, y la especie constituye una fuente de alimento y refugio para la fauna
local.

Estas caracteristicas posicionan a C. spinosa como una especie clave para programas de
reforestacion y restauracion ecolégica. De hecho, Esenarro et al. (2025) la emplea como especie
principal en el proyecto del Cinturén Verde en Lomas del Paraiso, destacando que la
propagacion asistida de esta especie puede ser determinante para la recuperacion de la cobertura
vegetal y la reactivacion de procesos ecosistémicos esenciales, como la captura de humedad, la
polinizacién y la dispersion de semillas, particularmente en escenarios sometidos a una
creciente presion urbana.

2.4. Generalidades de Zea mays
El maiz (Zea mays) es uno de los cultivos de mayor distribucion a nivel mundial y ha
sido ampliamente utilizado como organismo modelo en numerosos estudios cientificos, debido
a su ciclo de crecimiento relativamente corto, su genética bien caracterizada, su elevada
produccion de descendencia y su versatilidad en investigaciones de transgénesis y fisiologia
vegetal. Estas caracteristicas lo convierten en un sistema experimental idoneo para comprender
los mecanismos mediante los cuales las plantas responden a diversas condiciones ambientales.
Dentro de este contexto, la variedad Blanco Urubamba, también conocida como Blanco
Gigante Cusco, se distingue por la alta calidad de sus granos, determinada principalmente por
su tamafio excepcional, con dimensiones casi equivalentes en longitud y ancho, un espesor
reducido, textura suave y un color blanco caracteristico. Estas propiedades fisicas y
morfoldgicas confieren a esta variedad un alto valor agronémico, ademds es una de las
variedades de mayor volumen de comercializacion en el mercado nacional en las zonas urbanas

para consumo humano y el de mayor volumen exportado (Quevedo et al. 2013).
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2.4.1. Distribucion geografica
La produccién del maiz Blanco Gigante Cusco se concentra principalmente en el Valle
del Urubamba, también conocido como Valle Sagrado de los Incas, en el departamento de
Cusco, especificamente en las provincias de Calca y Urubamba, a altitudes comprendidas entre
2 750 y 2 950 msnm (Quevedo et al. 2013). Sin embargo, esta variedad también puede
cultivarse en regiones ligeramente mas elevadas y protegidas, como el valle sur del Cusco
(Andahuaylillas, Lucre, Urcos), asi como en ciertas zonas del departamento de Apurimac
(Abancay y Andahuaylas).
Ademads, se ha reportado su adaptacion a otras dreas del pais con altitudes de 2 900 a
3 200 msnm, como en Ayacucho, particularmente en el distrito de Iguain, situado a 3 026
msnm. Esta amplia adaptacion altitudinal resalta la plasticidad de la especie y su potencial para
ser incorporada en programas de conservaciéon y mejoramiento de maices nativos andinos
(Quevedo et al. 2013).
24.2. Importancia econémica y alimentaria
El maiz Blanco Gigante de Urubamba tiene una relevancia significativa en el mercado
nacional, siendo ampliamente consumido por los peruanos tanto sancochado como tostado.
Este cultivo constituye uno de los productos agricolas de mayor importancia en el Perd, debido
a su capacidad para dinamizar la economia a nivel local, regional y nacional. Segin Samén et
al. (2015), el cultivo de maiz ocupa el cuarto lugar en el ranking de importancia entre los
cultivos nacionales, representando el 7,7 % del Valor Bruto de la Produccion Agricola (VBPA).
La industria peruana utiliza grandes cantidades de granos de maiz para la producciéon
de maicena y almid6n, asi como en la obtencién de glucosa para la industria farmacéutica,
gomas derivadas del gluten y almidén empleado en la fabricacion de antibidticos. Ademas, sus
subproductos son destinados a la alimentacion de ganado y aves de corral, y en el 4mbito

artesanal se emplean para la elaboracion de envolturas de comidas regionales (Roque et al.
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2022). El maiz Blanco Gigante también tiene un mercado internacional activo, con
exportaciones dirigidas principalmente a Espafia, Japon, Estados Unidos y China reportado por
boletin del Mercado de tendencias del maiz blanco del MINAGRI (2022).

Desde el punto de vista nutricional, el maiz Blanco Gigante del Cusco es un alimento
altamente energético y rico en nutrientes digestibles, segtin el Centro Nacional de Alimentacion
y Nutriciéon del Ministerio de Salud del Perd (2021). Destaca por su contenido de minerales
como calcio, fésforo, magnesio y potasio, asi como por vitaminas del complejo B (B1, B2 y
B5) y 4cido ascérbico. Ademads, aporta cantidades significativas de proteinas y contiene grasas
poliinsaturadas que favorecen el funcionamiento del sistema cardiovascular.

2.5 Antecedentes

2.5.1. Microorganismos asociados a Caesalpinia spinosa

En un estudio previo, Cordero et al. (2017) caracterizaron la microbiota rizosférica de
Caesalpinia spinosa en un bosque de niebla de Antioquia, Perd, identificando tres filos
predominantes: Actinobacteria (29 %), Proteobacteria (40 %) y Firmicutes (29 %). Los aislados
se clasificaron en los géneros Arthrobacter, Corynebacterium, Leifsonia, Microbacterium,
Enterobacter,  Pantoea,  Pseudomonas, Variovorax, Bacillus 'y Staphylococcus.
Aproximadamente el 17 % de las bacterias presentaron simultineamente tres rasgos PGP:
producciéon de indoles (precursores de acido indolacético, AIA), sintesis de sider6foros y
solubilizacion de fosfatos, empledndose la presencia de uno o mas de estos rasgos como criterio
para seleccionar potenciales inoculantes. Se observé ademds que las cepas con mayor
produccion de indoles pertenecian al filo Actinobacteria, mientras que las de mayor capacidad
de sintesis de sider6foros correspondian al filo Proteobacteria.

Este hallazgo sent6 las bases para el estudio posterior de Cordero et al. (2024), en el cual se
evaluaron tres cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de tara (Pseudomonas abietaniphila,

Arthrobacter sp. 'y Pseudomonas sp.) mediante un experimento factorial completo
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considerando los factores fertilizacion y sequia. Se evaluaron pardmetros morfoldgicos y
fisiologicos de plantulas de tara, incluyendo potencial hidrico (¥), contenido relativo de agua
(CRH), asimilacién de carbono (A), transpiracion (E), conductancia estomadtica (gs) y
fluorescencia de la clorofila. Los resultados demostraron que, aunque la fertilizacion biolégica
con PGPR no incrementd significativamente el crecimiento de las plantulas, si mejoré su
tolerancia a la deshidratacion, destacando Pseudomonas sp. como la cepa mds eficaz en este
contexto.
En el estudio de Sangay-Tucto et al. (2024) se documenté una diversidad significativa de
rizobios asociados a plantaciones de C. spinosa, aunque esta diversidad probablemente esté
subestimada debido al uso de una tnica especie trampadora (Pisum sativum). La presencia de
C. spinosa en plantaciones, asi como las condiciones edafoclimadticas y practicas de manejo,
influyen de manera determinante en la composicién y diversidad funcional de la microflora del
suelo. Estos hallazgos sugieren que el cultivo de tara puede promover un entorno microbiano
mads heterogéneo, con potencial impacto positivo en la salud y productividad del suelo. En
consecuencia, se plantea la necesidad de orientar las practicas de manejo convencional hacia
enfoques agroforestales que maximicen la biodiversidad del suelo.
Por otra parte, en la investigacion de Zurita et al. (2021) se reportd la presencia de hongos
ectomicorricicos en la rizésfera de C. spinosa, principalmente basidiomicetos y especies de
Rhizoctonia. No se detectaron hongos endomicorricicos en las raices analizadas. La inoculacion
con hongos micorricicos, en combinacion con la adicidén de materia orgdnica al sustrato, tuvo
un efecto positivo en el desarrollo de los plantones de et al. evidenciado por un incremento
significativo en el volumen de produccion.
2.5.2. Estudios del uso de endéfitos de plantas medicinales en el mundo

En el estudio realizado por Al-Kahtani et al. (2020), se evaluaron endofitos bacterianos

asociados a las plantas medicinales Fagonia mollis y Achillea fragrantissima, adaptadas a
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condiciones 4dridas. Los aislamientos presentaron multiples caracteristicas PGP, incluyendo la
produccion de enzimas extracelulares, compuestos antagonistas, dcido indolacético (AIA),
amoniaco y la solubilizacion de fosfatos. La inoculacion de semillas de maiz con estos endéfitos
evidencid un incremento significativo en el crecimiento bajo condiciones normales. Entre las
bacterias evaluadas, Brevibacillus agri y Bacillus sp. destacaron por su capacidad para mejorar
el rendimiento y aumentar la biomasa del maiz, esto reflejaria su potencial aplicaciéon en
sistemas agricolas destinados a optimizar la productividad y la salud de los cultivos.

En esta linea, Admassie et al. (2021) aislaron bacterias PGP tanto de la rizosfera como
de tejidos endofitos de distintas partes de plantas de pimiento del sureste de Etiopia. Para
identificar aquellas con capacidad promotora, se realizaron diversos ensayos, incluyendo la
produccién de 4cido indolacético (AIA), la solubilizacion de fosfato, la formacién de
biopeliculas, la produccién de amoniaco, la sintesis de cianuro de hidrogeno y la actividad
antagonista frente al fitopatégeno Phytophthora capsici. Las bacterias seleccionadas fueron
posteriormente inoculadas en semillas de Arabidopsis thaliana, mostrando resultados
significativos en los incrementos de la germinacion, el vigor de la pldntula y el crecimiento en
comparacion con las plantas control no tratadas.

2.5.3. Uso de los endéfitos como PGP frente al estrés hidrico en cultivos

En la revision realizada por Watts et al. (2023) se resalta que los endéfitos desempefian
un papel fundamental en la promocion del crecimiento vegetal y en la mejora de la absorcion
de nutrientes, lo que repercute directamente en la calidad y productividad de los cultivos
agricolas. No obstante, los autores enfatizan la necesidad de profundizar en las investigaciones
para comprender con mayor precision las interacciones planta-endéfito y los factores que las
regulan. Este reto incluye la evaluacion de diferentes métodos de inoculacion, el mejoramiento
de la eficacia de los endofitos, el andlisis de sus posibles implicaciones en la salud humana y el

disefio de estrategias que permitan su integracion a gran escala en los sistemas agricolas.
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En esta linea, Naderi et al. (2022) estudiaron bacterias endéfitas aisladas de la raiz y
rizovaina de Stipagrostis pennata, identificando cepas pertenecientes a Pseudomonas sp. y
Pantoea agglomerans. Los ensayos demostraron que estas bacterias contribuyen
significativamente a mejorar la tolerancia a la sequia en cultivos no desérticos como el trigo
que fue la planta usada en este estudio, ademds de mostrar un potencial destacado como
biofertilizantes en regiones aridas y semidridas. Los autores concluyen que la colonizacion
endofitica no solo modifica la quimica de la planta hospedante en beneficio de su desarrollo,
sino que también confiere a los endéfitos una ventaja competitiva frente a otros

microorganismos del entorno.

3. Hipétesis
e Hipotesis alternativa (Hi1): Las bacterias endofitas aisladas de Caesalpinia spinosa
tienen capacidad promotora de crecimiento vegetal a nivel in vitro y sobre Zea mays
bajo estrés hidrico simulado, ademds de capacidad antagonista
e Hipotesis nula (Ho): Las bacterias endéfitas aisladas de Caesalpinia spinosa no tienen
capacidad promotora de crecimiento vegetal a nivel in vitro ni en Zea mays bajo estrés
hidrico simulado y carecen de capacidad antagonista.
4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Evaluar las bacterias endofitas aisladas de Caesalpinia spinosa proveniente del
departamento de Ayacucho segin su capacidad promotora de crecimiento vegetal (PGP),

antagonista y su efecto frente al estrés hidrico simulado en Zea mays.
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4.2 Objetivos especificos

Aislar bacterias endéfitas de Caesalpinia spinosa proveniente del distrito de Iguain en
el departamento de Ayacucho.

e Determinar el potencial de capacidad fijadora de nitrégeno, solubilizacién de fosfato y
potasio, produccién de amoniaco y la tolerancia a un ambiente con estrés hidrico
simulado a nivel in vitro por parte de las bacterias endéfitas seleccionadas.

e Evaluar la capacidad antagonista de las bacterias endéfitas seleccionadas.

e Determinar el efecto de las bacterias end6fitas seleccionadas sobre la germinacion de
semillas de Zea mays en condiciones de estrés hidrico simulado.

5. Materiales y métodos

5.1 Area de estudio
Se recolecté muestras de Caesalpinia spinosa en el distrito Iguain ubicado en las

siguientes coordenadas 12°59'31.99"S 74°12'36.82"W que estd ubicado en la provincia de

Huanta en Ayacucho, departamento del Peru (Figura 1).

-

Punto 1, 21y;3%% ¢ Aoy ESTADIOIMUNICIPAL
Q S0 DE |GUAIN

Figura 1. Ubicacién geogrifica del distrito Iguain y los puntos de muestreo de C. spinosa en

el departamento de Ayacucho. Fuente: Elaboracion propia mediante Google Earth (2026).
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5.2 Disefo de estudio
El presente estudio tiene un disefio experimental de tipo exploratorio-explicativo. Los
componentes exploratorios corresponden a las bacterias endéfitas aisladas de los tejidos de
plantas de C. spinosa provenientes del departamento de Ayacucho. En el 4mbito explicativo,
los componentes son las diferentes capacidades de las bacterias (antagonismo, solubilizacién
de minerales inorgénicos, resistencia a estrés abidtico y promocion del crecimiento vegetal).
5.3 Poblacion y muestreo
La recoleccion de 36 incluyendo raiz, hojas y flores— se realiz6 en cinco sitios de
muestreo (P1-P5) seleccionados de manera estratégica para representar la variabilidad del
cultivo. La seleccion de los sitios consideré dos variables principales: la edad del arbol,
determinada segun las indicaciones de los agricultores locales, y el tipo de cultivo adyacente a
cada arbol muestreado, con el fin de explorar la posible influencia de estas variables sobre la

diversidad de endo6fitos bacterianos aislados.

En cada sitio se muestrearon 3 individuos de C. spinosa, seleccionados de forma
aleatoria. El niimero de arboles disponibles por punto fue limitado, dado que los individuos se
encontraban dispuestos en hileras de parcela intercalados con el cultivo principal, variando
entre 5 y 14 arboles por sitio (Tabla 1); en este contexto, los 3 individuos seleccionados por
punto representaron entre el 21.4 % y el 60.0 % de la poblacién accesible de C. spinosa en
cada sitio, lo cual se consideré una cobertura representativa para los fines exploratorios del

estudio.

De cada individuo se colectaron muestras de tejido (raiz, hoja y/o flor), seleccionadas
también de forma aleatoria y sujetas a la disponibilidad de cada estructura —por ejemplo, la
presencia de flor dependi6 del estado fenoldgico del arbol—, constituyendo el tejido vegetal
la unidad de muestreo del presente estudio. Las muestras sanas se colocaron en bolsas Zipper

estériles y fueron etiquetadas. Luego, se guardaron en una cdmara fria portdtil a una
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temperatura de 4 °C aproximadamente, y posteriormente fueron transportadas a la Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Esta aproximacidon permitié obtener una muestra representativa de los diferentes
estados de desarrollo y condiciones ambientales del cultivo (Tabla 1), ademds de brindar
informacién para comprender como estas variables —edad del 4rbol y cultivo acompafiante—
afectan la diversidad de endofitos bacterianos aislados, y cémo influyen en los ensayos

posteriores (Figura 2 y Figura 3).

Tabla 1. Puntos de muestreo y las caracteristicas de cada planta de C. spinosa

recolectada en Ayacucho

Punto de muestreo  Edad de la planta Cultivo acompafiante N° arboles disponibles
P1 ~ 6 afios Tuna (O. ficus-indica) 12
P2 ~ 4 anos Tuna (O. ficus-indica) 5
P3 ~ 10 afios Tuna (O. ficus-indica) 12
P4 ~ 9 afios Maiz (Z. mays) 10
P5 ~ 85 afios Tara (C. spinosa) 14

Figura 2. Puntos de muestreo de tejidos sanos de C. spinosa
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Figura 3. Recoleccion de muestras de distintos tejidos sanos de C. spinosa

5.4 Aislamiento de bacterias endofitas

Para el aislamiento de las bacterias endéfitas se procedid con la desinfeccidon de los
tejidos obtenidos (raices, hojas, ramas, y frutos de C. spinosa). Este procedimiento consisti6 en
lavar previamente los tejidos con agua de grifo, es preciso sefalar que en el caso de las raices
se repitié el procedimiento por haber estado rodeado de suelo rizosférico. Las hojas se cortaron
en dos segmentos (8 mm) de manera uniforme con un bistur{ esterilizado de las porciones
medias de las hojas sanas, incluyendo la nervadura central. Estos segmentos se esterilizaron
superficialmente sumergiéndolos en soluciones de etanol al 70% durante 30 segundos,
hipoclorito de sodio al 1.5% durante un minuto, etanol al 70% durante 15 segundos y
finalmente, se lavé con agua destilada estéril tres veces (ALKahtani er al. 2020)

Una variacion de este procedimiento se dio para la esterilizacion de las raices, la cual
consistio en utilizar una solucién de etanol al 80%, la cual se aplic por un minuto, seguida de
hipoclorito de sodio al 2.5% por 1.5 minutos, luego, etanol al 70% durante 30 segundos Y,

finalmente, se lavo con agua destilada estéril tres veces (Zhao et al. 2024).
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Del ultimo lavado se extrajo 0.1 ml para ser sembrado por difusién en Agar Tripticasa
de Soya (TSA) como control. Los segmentos esterilizados fueron triturados en 5 ml de soluciéon
salina utilizando un mortero estéril. Se sembré 0.1 ml por difusién en TSA. Se dej6 incubar 5
dias a una temperatura de 28°C. Se verific6 la pureza del crecimiento bacteriano cada 3 dias,
finalmente se transfiri6 a nuevos cultivos para mantener la pureza de los aislamientos y que
fueron almacenados a 4°C para estudios posteriores. Los cultivos bacterianos fueron
monitoreados para verificar la pureza del crecimiento. Los cultivos puros fueron transferidos a
nuevos medios para su conservacion y almacenados a 4 °C (Philip et al. 2023).

La seleccion de los aislados destinados a los andlisis posteriores se realizé con base en
criterios funcionales, priorizando aquellos que presentaron potencial como promotores del
crecimiento vegetal y tolerancia al estrés hidrico. Se evalu6 la capacidad antagénica frente al
hongo del género Fusarium, considerada como una caracteristica funcional adicional de los
aislados y no como un criterio de seleccion. Este enfoque permitié identificar bacterias
endofitas con potencial aplicacion en sistemas agricolas sometidos a condiciones de
disponibilidad hidrica limitada (Pavithra et al. 2022).

5.5 Ensayo de la fijacion de nitrégeno

El potencial de fijacion del nitrégeno inorganico de las bacterias endéfitas aisladas se
evalu6 in vitro, mediante la metodologia de Jiménez (2011) para ello se utiliz6 el medio de
cultivo libre de nitrogeno Ashby. Se sembrd por el método del estriado en placas, luego se
incubaron a 28°C durante 3 dias. Pasado este tiempo se observaron y describieron las
morfologias de las colonias desarrolladas. Se seleccionaron como representativas se baso en
un criterio cualitativo de crecimiento y desarrollo visible en el medio Ashby, considerando
que la sola capacidad de proliferar en ausencia de esta fuente de nitrégeno constituye un
indicio preliminar de su potencial fijador de nitr6geno. Estas colonias seleccionadas se
resembraron en el mismo medio para favorecer un mejor desarrollo con el fin de confirmar la

estabilidad de este comportamiento, las colonias seleccionadas se resembraron sucesivamente
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en el mismo medio Ashby, completando un total de seis resiembras, cada uno realizado por
triplicado.
5.6 Ensayo de solubilizacion de fosfato

El potencial de solubilizacion de fosfato inorgdnico de las bacterias endoéfitas aisladas
se evalud in vitro, mediante la metodologia de Tejera (2013) utilizando el medio NBRIP. Las
bacterias que fueron seleccionadas se inocularon conjuntamente en placas con el medio
mencionado, sembrando cada una de las bacterias en una placa, para un total de seis placas
(n=6 réplicas por bacteria). Luego se incubaron a 28 °C durante 7 dias. Se midi6 cada 24 h el
didmetro (mm) de la zona clara (halo de solubilizacién) y el didmetro de la colonia de cada
bacteria, tomando dos didmetros perpendiculares por colonia para obtener un promedio por
placa. El indice de solubilizacion de fosfato (ISP) se calculd con los valores registrados al dia
7 de incubacidn, utilizando la férmula: El indice de solubilidad (ISp) se calcul6 utilizando la

féormula:

ISp = Dzona clara/Dcolonia

Las bacterias que mostraron una zona clara alrededor de la colonia fueron consideradas
solubilizadoras de fosfato. Adicionalmente, se calculé la eficiencia de solubilizacion de fosfatos
(Pg), utilizando la ecuacion:

P = ISp X 100%

Finalmente, se calculé el porcentaje de incremento del IS para ambos tipos de
solubilizacion de fosfato para el final del dia 7 de incubacion (ISf), comparandolo con el primer
valor de IS obtenido (ISo), segun la siguiente formula

Svare = (CE=20) % 100%

ISo
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5.7 Ensayo de solubilizacion de potasio
El potencial de solubilizacién de potasio inorgdnico de las bacterias endéfitas seleccionadas se
evalu6 in vitro, empleando el medio de cultivo Alexandrov (Pirhadi et al. 2016) con azul de
bromocresol (0.5%) como indicador. Los aislamientos bacterianos se inocularon en placas del
medio mencionado, incubando cada placa a 28 °C durante 7 dias. Se midi6 peridédicamente el
didmetro (mm) de las zonas con viraje a color verde alrededor de las colonias y de la colonia de

cada bacteria. A partir de esto, se calcul6 el indice de solubilidad (ISk) mediante la férmula:

IS,=D /D

Zona clara Colonia

Adicionalmente, se calcul6 la eficiencia de solubilizacion de potasio (Kg), utilizando la
ecuacion:
KE = ISk x 100%
Finalmente, se calcul6 el porcentaje de incremento del IS para el final del dia 7 de
incubacion (ISf), compardndolo con el primer valor de IS obtenido (ISo), segin la siguiente
formula

[Svare = (CE=22) x 100%

ISo
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5.8 Capacidad de produccion de amoniaco

La capacidad de produccién de nitrégeno amoniacal se evalud en las bacterias endéfitas
con la siguiente metodologia con modificaciones (Alsharif er al. 2021). Primero, los
aislamientos bacterianos seleccionados se inocularon en agua peptonada al 2%, incubando a 28
°C por 4 dias en agitacion a 140 Spm. Tras el periodo de incubacidon, los cultivos fueron
centrifugados y filtrados, obteniendo alicuotas de 1 mL a las cuales se les aplicé 1,5 mL de
reactivo de Nessler.

Las reacciones que generaron un color amarillo a parduzco se consideraron positivos
de forma cualitativa y, adicionalmente, se midi6 su absorbancia a 450 nm, por triplicado. La
concentracion de amoniaco en cada caso se obtuvo a partir de una curva estdndar que utiliz6
sulfato de amonio. Y los resultados se expresaron como concentracion equivalente de NHa".

5.9 Tolerancia al estrés hidrico simulado a nivel in vitro

Para observar la capacidad de tolerancia al estrés hidrico de los aislamientos bacterianos
seleccionados se evalué registrando su crecimiento en el medio TSB modificado afiadiendo
polietilenglicol de alto peso molecular (PEG-6000) para la induccién de estrés hidrico
simulado con concentraciones de 10% y 20%. Cada cultivo fue incubado a 28 °C por 24 — 48
h en agitaciéon a 200 rpm (Sandhya et al. 2009). El crecimiento bacteriano se estimé
registrando la densidad 6ptica de los cultivos a 600 nm y se utiliz6 un cultivo sin PEG-6000
como control.

Se determiné el crecimiento relativo final a diferentes porcentajes hidricos utilizando la
ecuacion de Michel & Kaufmann (1973) en funcién del % de PEG:

=—(L1I8 X 10) X C— (1,18 X 10 x C>+ (2,67 x 10HY X C XT+(8,39x 10"y x C*x T
donde:
Y': Potencial hidrico en MPa
C: Concentracion de PEG-6000 en g/kg (= % p/v)

T: Temperatura en °C
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Donde para realizar la conversion de las concentraciones empleadas, se considerd que, bajo la
aproximacion de una densidad cercana a 1 g/mL para las soluciones diluidas, 1 % (p/v) de PEG-6000
equivale aproximadamente a 10 g/kg. Por tanto, las concentraciones de 10 y 20 % (p/v) correspondieron
aproximadamente a 100 y 200 g/kg, respectivamente. El resultado obtenido mediante la ecuacion,
expresado en bar, se convirtié a MPa dividiendo entre 10.

Tabla 2. Conversion de las concentraciones de PEG-6000 y estimacién del potencial hidrico

teorico mediante la ecuacion de Michel & Kaufmann (1973) a25°C

PEG-6000 C(gkg) T (°C) ¥ (bar) ¥ (MPa)
10% (p/v) 100 25 ~1,483 0,148
20% (p/v) 200 25 ~4,906 ~0,491

El crecimiento neto, se utiliz6 en la siguiente férmula:
OD600Neto = OD600Final - OD6001nicia1
El porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano a las distintas concentraciones

de PEG-6000 al 10% y 20 %.

e oD — oD
Inhibicién (%) = (——Centrel ——FEC

ODcontrol

) x 100%

donde:
ODpkg: valor final de OD600 en el tratamiento con PEG
ODcontor: valor final de OD600 sin PEG
Finalmente, se clasific6 la tolerancia al estrés hidrico simulado segin el
porcentaje de inhibicion.
5.10 Actividad antagonista de las bacterias endéfitas
La actividad antifingica se demostré in vitro contra el hongo Fusarium spp. mediante
el ensayo dual modificado (Silva et al. 2010). El cultivo fungico se cultivd en Agar Papa
Dextrosa (PDA) durante 7 dias donde se cortaron discos fungicos de 5 mm de didmetro y se
colocaron en el centro de otra placa de PDA. A la vez, cada placa de PDA se inocul6 cuatro
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veces con cada aislamiento a probar, los cuales fueron reactivados previamente en agar
tripticasa de soya (TSA), ubicando los indculos alrededor del disco con micelio de forma
simétrica, realizando toques en la superficie del medio con un asa estéril. Las placas se
incubaron a 28 + 2 °C durante 7 dias y como control, se empleé una placa de PDA con
unicamente el disco fingico.

Para la evaluacion se obtuvo los radios de crecimiento de la colonia del hongo
enfrentado en cultivo dual y el porcentaje de inhibicidn que se calculé de acuerdo con la férmula
del Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento Radial (PICR).

PICR (%) = (=22) x 100%
R1

donde:
R es el radio mayor (radio de la colonia del hongo en la placa control)

R> es el radio menor (radio de la colonia del hongo en enfrentamiento con el antagonista).
5.11 Efecto de las bacterias enddfitas seleccionadas sobre la germinacion, crecimiento y
vigor de Zea mays en condiciones de estrés hidrico simulado in vitro

Se recolectaron semillas de maiz blanco (Z. mays) provenientes del departamento de
Ayacucho. Las semillas fueron sometidas a un proceso de desinfeccion superficial mediante
inmersion en etanol al 70 % durante 10 minutos, seguido de hipoclorito de sodio al 2 % durante
15 minutos. Tras la desinfeccidn, las semillas fueron lavadas cuatro veces con agua destilada
estéril con el fin de eliminar residuos del agente desinfectante (ALKahtani et al. 2020)

El experimento se establecid bajo un disefio completamente al azar (DCA), con
arreglo de tratamientos resultante de combinar siete niveles de inoculacion bacteriana (control
sin bacteria + las bacterias seleccionadas) y dos niveles de estrés hidrico simulado (sin PEG-
6000 / con PEG-6000), conforme al esquema presentado en la Tabla 3, generando un total de
14 combinaciones de tratamiento. La placa Petri (conteniendo 20 semillas de Z. mays)
constituyd la unidad experimental. Cada combinacion de tratamiento se evalud por triplicado,

resultando en un total de 42 placas Petri (unidades experimentales), equivalentes a 840
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semillas evaluadas en el ensayo (14 tratamientos x 3 réplicas x 20 semillas/placa). Dentro de
cada placa, las semillas se consideraron subunidades, cuyos valores fueron promediados a
nivel de placa antes del andlisis estadistico, evitando asi la pseudorreplicacion. EI niimero de
réplicas (n = 3) se establecié conforme al minimo recomendado para andlisis de varianza en
ensayos de germinacién en placa (Shahid ef al. 2022).

Tabla 3. Esquema de tratamientos de la semilla (Z. mays) frente al estrés hidrico
simulado inducido por PEG-6000

Tratamiento PEG-6000 Bacteria
Control absoluto No No
Estrés hidrico Si No
Bacteria sin estrés No St
Bacteria + PEG 6000 Si Si

Las bacterias endéfitas se cultivaron en caldo TSB a 28 °C por 24 h en agitacién a 180
rpm, tras lo cual, las semillas se cubrieron con 15 mL de esta suspension microbiana (Shahid
et al. 2022). Se contaron las semillas germinadas en cada placa y se evaluaron las plantulas de
cada placa para medir la longitud total (longitud del brote y la raiz), después de 14 dias de

incubacién a 28 °C.

El porcentaje de germinacidn se calculé con la siguiente férmula:

Germinacion (%) =2 X 100%
N

donde:

n: nimero de semillas germinadas después de 14 dias
N: numero total de semillas

El indice de vigor se calcul6 con la siguiente formula:

Indice de vigor = Germinacién (%) x longitud de la planta
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5.12 Analisis estadistico

Del total de aislados bacterianos evaluados cualitativamente por su capacidad de
fijacion de nitrégeno, aquellos con resultado positivo fueron seleccionados para las
evaluaciones cuantitativas posteriores: solubilizacion de fésforo, producciéon de nitrégeno
amoniacal, tolerancia al estrés hidrico simulado inducido por PEG-6000 (10% y 20%), y
efecto sobre el crecimiento de pldntulas mediante inoculacién in vivo. Los datos se
procesaron en Minitab y Microsoft Excel 2016, con tres réplicas por tratamiento, y se
expresaron como media + desviacion estandar (DE).

Dado el reducido nimero de réplicas por tratamiento (n=3), lo que limita la potencia
de las pruebas de supuestos evaluadas por grupo de forma aislada, la normalidad y la
homogeneidad de varianzas se evaluaron sobre los residuos del modelo global de cada ensayo
(Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente), alcanzando tamafios muestrales totales de N=18
para solubilizacion de fésforo, produccion de amoniaco y tolerancia al estrés hidrico
simulado, y N=42 para inoculacién in vivo. Este enfoque permitié una evaluacion mas robusta
de los supuestos estadisticos que el andlisis independiente por grupo. No obstante,
reconociendo esta limitacion inherente al disefio, se adopt6 un criterio conservador: cualquier
indicio de desviacion de los supuestos —aun sin significancia estadistica formal— se resolvid
optando por pruebas no paramétricas.

Cuando se cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, las
diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante ANOVA de una via, seguido de la
prueba de Tukey para comparaciones post hoc. En caso contrario, se aplicé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, complementada con comparaciones multiples de Dunn.

Para el ensayo de inoculacion in vivo se realiz6 adicionalmente un andlisis factorial,
con el aislamiento bacteriano (incluyendo el control sin in6culo) y el nivel de estrés hidrico

simulado inducido por PEG-6000 al 0% y 20% como factores fijos, con el fin de evaluar sus
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efectos principales y su interaccion sobre la germinacion y la longitud de plantula. Por su
naturaleza binaria (germiné/no germind), la germinacién se analiz6 mediante un Modelo
Lineal Generalizado (GLM) con distribucién binomial y funcién de enlace logit. La longitud
de plantula se evalué mediante ANOV A factorial de dos vias; ante indicios de desviacion de
los supuestos de normalidad y/u homocedasticidad de los residuos, este andlisis se
complementd con la prueba no paramétrica de ANOVA factorial de dos vias. Cuando se
detectaron efectos significativos (aislamiento, nivel de estrés hidrico simulado o su
interaccion), se aplicaron comparaciones post hoc mediante la prueba de Tukey. En todos los

casos se considerd un nivel de significancia a = 0,05.
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6. Resultados
6.1 Aislamiento de endoéfitos

A partir de los diferentes tejidos de C. spinosa se obtuvieron un total de 47 aislamientos
bacterianos endéfitos, los controles de esterilizacion superficial no mostraron crecimiento
microbiano, confirmando el origen endéfito de los aislamientos, distribuidos en 48.94%
(23/47) provenientes de raices, 31.91% (15/47) de hojas y 19.15% (9/47) de flores, frutos y
semillas. A su vez, 14.89% (7/47) bacterias provienen del punto 1; 10.64% (5/47) bacterias del
punto 2; 25.53% (12/47) bacterias del punto 3; 12.77% (6/47) bacterias del punto 4 y 36.17%
(17/47) bacterias del punto 5. Tras el aislamiento y la purificacion, la caracterizacioén mediante
tincién de Gram mostré que el 78,7 % (37/47) de los aislamientos eran Gram positivos yel 21,3
9% (10/47) Gram negativos, indicando una predominancia de bacterias Gram positivas en los
tejidos muestreados (Tabla 3). La diversidad morfolégica de los endéfitos aislados incluyo
cocos, diplococos y bacilos. En cuanto a la morfologia colonial, el aislamiento PSRB fue el
Unico que presentd pigmentaciéon, exhibiendo un color naranja oscuro, revelando
caracteristicas fenotipicas distintivas respecto a los demds aislamientos.
Tabla 4. Punto de muestreo y caracteristicas fenotipicas de los aislamientos bacterianos

endofitos de C. spinosa obtenidos de Ayacucho

> Punto de muestreo Tejido Micro Macromorfologia
Cadigo Gram )
Pl P2 P3 P4 P5 Foliar Radicular Floral morfologia Color Forma
PI1HJ 1 1 + Bacilar Blanco Puntiforme
PIHJ-1 1 1 + Cocoide Blanco Circular
PIHJ-2 1 1 + Bacilar Blanco Circular
PIHJ-3 1 1 + Bacilar Amarillo Circular
PIRV 1 1 - Bacilar Beige Puntiforme
PIRU 1 1 - Bacilar Beige Puntiforme
PIRW 1 1 + Bacilar Beige Filamentosa
P2RA-1 1 1 + Cocoide Blanco Circular



P2RA-2
P2RA-3
P2RA-4
P2RA-5
P3FIC
P3FIE
P3FIE-1
P3HI
P3HI-1
P3HI-2
P3HG
P3RP
P3RQ
P3RQ-1
P3RQ-2
P3RS
P4RK
PARW
P4HB
P4HB-2
P4HB-3
P4RZ
PSFIF
PSFT
PSHL
PSHM
PSHN
PSHH
PSHN

P5HN-1
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PSHO 1 1 + Bacilar Blanco Circular
PSHO-1 1 1 + Bacilar Beige Circular
PSRW-1 1 1 + Cocoide Blanco Circular

P5RY 1 1 - Bacilar Blanco Puntiforme

PSRW 1 1 - Bacilar Blanco Puntiforme

PSRT 1 1 + Bacilar Blanco Puntiforme

P5RB 1 1 — Bacilar Marrén Circular

P5RC 1 1 + Cocoide Amarillo Circular

PSRD 1 1 + Bacilar Blanco Circular

Total 7 5 12 6 17 19 23 47 - — _

Nota. (+): Gram positiva. (—): Gram negativa.
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Figura 4. Total de bacterias endoéfitas aisladas por punto de muestreo (P) segun el tipo de

tejido vegetal.
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Figura 5. Coloracién Gram y morfologia macroscépica de bacterias endéfitas aisladas de C.
spinosa (P1IRW, P5SHO-1 y PAHB-2) en TSA.
6.2 Ensayo de fijacion de nitrégeno

Del total de 47 bacterias endéfitas aisladas a partir de los tres tejidos vegetales
evaluados (raices, hojas e inflorescencias), 32% (15/47) aislamientos bacterianos presentaron
capacidad potencial de fijacién biolégica de nitrégeno (FBN) in vitro, evidenciada por su
crecimiento consistente en el medio libre de nitrégeno Ashby, evaluado por triplicado (Tabla
4). Entre los aislamientos positivos, 46,7% (7/15) correspondieron a raices; 40% (6/15), a hojas
y 13,3% (2/15) a inflorescencias, indicando una mayor prevalencia de bacterias fijadoras
asociadas al tejido radical.

En cuanto a la distribucion por puntos de muestreo, se obtuvo un aislamiento de raiz y
uno de hoja en el Punto 1 13,3% (2/15); un aislamiento de raiz en el Punto 2 6,6% (1/15); dos
de raiz, dos de hoja y uno de inflorescencia en el Punto 3 33,3% (5/15); un aislamiento de hoja

en el Punto 4 6,6% (1/15); y tres de raiz, dos de hoja y uno de inflorescencia en el Punto 5 40%
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(6/15). La que més destaca es el Punto 5 por la cantidad de asilados y la variedad de tejidos que
dieron positivo en la prueba (Figura 6).

Tabla 5. Capacidad fijadora de nitrégeno de los aislamientos endéfitos de C. spinosa

Codigo Punto de muestreo Tejido Fij:ac/ién de
Pl P2 P3 P4 PS5 Foliar Radicular Floral ~MTO8¢M
PIHJ 1 1 B
PIHJ-1 1 1 .
PIHJ2 1 1 -
PIHJ3 1 1 -
PIRV 1 1 -
PIRU 1 1 -
PIRW 1 1 +
P2RA-1 1 1 _
P2RA-2 1 1 _
P2RA-3 1 1 N
P2RA-4 1 1 -
P2RA-5 1 1 _
P3FIC 1 ] -
P3FIE 1 ] -
P3FIE-1 1 1 ~
P3HI 1 1 .
P3HI-1 1 1 ~
P3HI-2 1 1 ~
P3HG 1 1 ~
P3RP 1 1 +
P3RQ 1 1 B
P3RQ-1 1 | ~
P3RQ-2 1 1 _
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P3RS

P4RK 1 1 -
P4ARW 1 1 -
P4HB 1 1 _

P4HB-2 1 1 +

P4HB-3 1 1 -
P4RZ 1 1 _
P5FIF 1 +
P5FT 1 +
P5SHL 1 1 -
P5SHM 1 1 -
P5SHN 1 1 -
P5SHH 1 1 +
P5SHN 1 1 -

P5SHN-1 1 1 -
PSHO 1 1 -

P5HO-1 1 1 +

P5RW-1 1 1 +
P5RY 1 1 -
PSRW 1 1 -
P5RT 1 1 +
P5RB 1 1 +
P5RC 1 1 +
P5SRD 1 1 +
Total 7 5 12 6 17 19 23 15

Nota. (+): Positivo para fijacién de nitrégeno.
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Figura 6. Puntos de muestreo y tipos de tejido vegetal a partir de los cuales se obtuvieron

bacterias end6fitas fijadoras de nitrégeno

P5RB

Figura 7. Crecimiento del aislamiento PSRB medio Ashby, incubado a 28 °C por 72 h.
6.3 Ensayo de solubilizaciéon de fosfato

De las 15 bacterias endoéfitas aisladas con capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno,
el 60% (9/15) mostraron actividad solubilizadora de fosfato en el medio NBRIP—dicdlcico,
evidenciada por la formacion de halos claros alrededor de las colonias (Figura 8).

El aislamiento que present6 el indice de solubilizacion (ISp) més alto en este medio fue
P5RB (1,86 *+ 0,82), con una diferencia significativa (p < .00I) sobre el resto de los
aislamientos con actividad, seguido muy de cerca por el aislamiento PAHB-2 (1,79 + 2,04).
Con base en este primer tamizaje, los nueve aislamientos fueron posteriormente evaluados en
medio NBRIP—tricdlcico, que representa una condiciéon de mayor insolubilidad del fosfato.

En estas condiciones, solo 66,7% (6/9) bacterias formaron halos de solubilizacién (Tabla 5),
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lo que confirma su capacidad para actuar sobre fuentes de fosfato mas recalcitrantes.

Ademads, se determiné el porcentaje de incremento del IS respecto al dia inicial para
ambos medios. En NBRIP—dicélcico, destacaron los aislamientos PSRB (44,3%), P4HB-2
(50%) y P3HI (47,1%), mientras que en NBRIP—tricdlcico las bacterias con mayor incremento
relativo fueron P3HI (60,7%), PAHB-2 (66,5%) y PSHO-1 (68,7%) (Figura 9 y Figura 10).

Tabla 6. Indice de solubilizacién (IS) de fosfatos dicalcico y tricalcico de los aislamientos
obtenidos de C. spinosa en medios NBRIP-dicalcico y NBRIP-tricalcico incubados por 7

dias a 28 °C
Cédigo Indice de solul?iliza‘ci(’)n Indice de solut?ili,za-cién
de fosfato dicélcico de fosfato tricdlcico

P1HJ-1 1,47 £ 1,544 1

PIRW 1,62 + 0,94 1,47 £ 0,79
P2RA-3 1 —

P3HI 1,59 +1,31% 1,80 + 1,50*

P3RP 1 -—-
P4HB-2 1,79 +2,04* 2,00 £ 1,46°

P5FIF 1 ---

PSFT 1,41 +£1,.25¢ 1

PSHH 1 ---
P5HO-1 1,61 £ 1,26 2,01 + 1,37
PSRW-1 1,51 £+ 1,45° 1,75 + 0,79*

PSRT 1 ===

P5RB 1,86 + 0,82* 1,86 + 0,43*

PSRC 1 -

P5SRD 1,57 + 1,36 1

Nota. Dentro de un mismo tratamiento, las medidas que no comparten
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Figura 8. Mapa de calor del indice de solubilizacién (IS) de fosfato dicélcico y tricélcico

durante 7 dias en medio NBRIP-dicdlcico y NBRIP-tricdlcico a 28°C.
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Figura 9. Variacion del indice de solubilizacion (IS) de fosfato dicdlcico en medio NBRIP-

dicalcico durante 7 dias a 28°C.
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Figura 10. Variacion del indice de solubilizacién (IS) de fosfato triclcico en medio NBRIP-

tricalcico durante 7 dias a 28°C.

Figura 11. Halos de solubilizacién de fosfato de los aislamientos PIRW, P3HI, PAHB-2,

P5HO-1, P5SRB, PSRW-1 en medio NBRIP-tricalcico tras 7 dias a 28 °C.
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6.4 Ensayo de solubilizacion de potasio

Con los seis aislamientos endéfitos seleccionados a partir de las pruebas previas, se
evalué su capacidad para solubilizar potasio mediante el medio Aleksandrov suplementado con
el indicador azul de bromocresol.

Solo el 33,3% (2/6) aislamientos (desarrollaron halos de solubilizacién, lo cual
evidencia su capacidad para movilizar potasio a partir del feldespato potdsico, una de las fuentes
minerales mds insolubles. La formacién del halo se atribuye a la produccion de dcidos orgénicos
por parte de los microorganismos, los cuales disminuyen el pH del medio; esta acidificaciéon
genera un cambio de color del indicador y favorece la liberacion de iones K* (Figura 14).

A partir de estos halos se determiné el indice de solubilizacién de potasio (ISk),
obteniéndose valores de 1,79 % 0,94 para el aislamiento PSRB y 1,72 + 0,84 para PAHB-2, que
representan una actividad solubilizadora relevante en condiciones in vitro (Tabla 6).

Y se calcul6 el porcentaje de incremento del indice de solubilizacidn respecto al dia

inicial, siendo 37,7% para PSRB y 31,5% para PAHB-2 (Figura 13).
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Figura 12. Mapa de calor del indice de solubilizacion (IS) del potasio durante 7 dias en

medio Alexandrov a 28°C.
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Tabla 7. Indice de solubilizacién (IS) de potasio de los aislamientos obtenidos de C.

spinosa en medio Aleksandrov incubados por 7 dias a 28 °C

Cadigo Indice de solubilizacién de potasio

PIRW 1
P3HI 1
P4HB-2 1,72 +£ 0,84
P5HO-1 1
P5RW-1 1
P5RB 1,79 + 0,94
P4HB-2 PSRO
14
13
. D1 D2 o3 D4 D5 DS D7

Figura 13. Variacion del indice de solubilizacién (IS) de potasio en medio Aleksandrov

durante 7 dias a 28 °C.
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Figura 14. Formacién del halo verde por solubilizacion de potasio de los aislamientos PAHB-
2 y P5RB en medio Aleksandrov tras 7 dias a 28 °C.
6.5 Capacidad de produccion de amoniaco

Para evaluar la capacidad de produccién de amoniaco de las seis bacterias endéfitas
seleccionadas, se realizé una prueba cualitativa y una cuantitativa. Cabe precisar que este
ensayo evalda la amonificacion, es decir, la liberacién de amoniaco a partir de la degradacion de
compuestos nitrogenados organicos presentes en la peptona, y no debe confundirse con la fijacion
biolégica de nitrogeno atmosférico (N2), proceso que depende de la enzima nitrogenasa y se
determina mediante técnicas especificas. La evaluacion cualitativa se llevé a cabo mediante la
adicién del reactivo de Nessler al sobrenadante obtenido tras cuatro dias de incubacién en
agua peptonada, observdndose un viraje caracteristico a marrén rojizo, indicativo de la
presencia de compuestos amoniacales. Cinco aislamientos resultaron positivos en esta
prueba: PIRW, P5HO-1, PSRW-1, PSRB y P4HB-2, siendo la mayoria de las bacterias
evaluadas las que poseen capacidad metabdlica para desaminar compuestos nitrogenados y
liberar amoniaco al medio (Figura 16). Posteriormente, la cuantificacion del amoniaco
producido se determiné mediante espectrofotometria a 450 nm (Aasso), utilizando una curva
estandar para la estimacion de la concentracion de amonio (ug/mL). La curva de

calibracion mostré una relacion lineal en el rango de 10 — 200 pg/mL (R? = 0,97).

Se calcul6 la concentracion de amoniaco liberado por los cultivos bacterianos tras 24 h

en incubacion en agua peptonada (2 %) (Figura 15). En esta evaluacion, las bacterias que
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mostraron los niveles mds altos de produccién de amonfaco fueron PAHB-2 (120,07 %+ 0,60

pg/mL), PSRW-1 (109,39 + 0,60 ug/mL) y PSRB (105,97 £ 0,40 ug/mL). A nivel estadistico,

existen diferencias significativas (p < 0,001) entre las medias de los tres aislamientos
mencionados, manteniendo el orden indicado (Tabla 7). La prueba de comparaciéon de medias
mostré que P4HB-2, PSRW-1 y P5RB difirieron significativamente entre si (letras a, b y c,
respectivamente; p < 0,05), superando al resto de los aislamientos evaluados.

Tabla 8. Bacterias endéfitas aisladas de C. spinosa con capacidad de produccién de

nitrégeno amoniacal

Cédigo  Viraje Color Produccion de NH4" (ug/mL)
PIRW ++ Naranja 38,78 + 0,40¢
P3HI + Amarillo 6,50 + 0,60°
P4HB-2 ++ Naranja 120,07 + 0,60*
P5SHO-1 ++ Naranja 40,49 + 1,994
PSRW-1  ++ Naranja 109,39 + 0,60
P5RB +++ Rojo 105,97 £+ 0,40¢

Nota. (+): Poco o nulo viraje con el reactivo de Nessler. (++): Viraje medio con el reactivo de Nessler. (+++):

Viraje alto con el reactivo de Nessler. En los datos, letras iguales corresponden a medias similares (p > 0,05).

@ Estindares

@ muestras .
w  Ajuste lineal e
-9
P4HB-2 _
PSRW-1 gy =
.
- PSRE
psHo-1 @~
P3HI PIRW

Figura 15. Mediciones de A4so ubicadas en la curva estandar de concentracion de NH4".
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Control (+) Control (-) P5HO-1 P3HI P5RB P1RW P5RW-1 P4HB-2

.}ﬁ

Figura 16. Evaluacion por colorimetria, se ve el viraje del color al reaccionar el
sobrenadante con el reactivo Nessler después de un minuto.
6.6 Tolerancia al estrés hidrico

Se evalud la tolerancia de seis bacterias endo6fitas seleccionadas a condiciones de estrés
hidrico simulado in vitro mediante la adicion de polietilenglicol (PEG-6000) al 10% y 20% en
medio TSB, con mediciones a las 24 y 48 horas. Dado que los datos de crecimiento neto no
cumplieron con el supuesto de normalidad, se aplicé una transformacién de raiz cuadrada
previa al andlisis de varianza (ANOVA de un factor), y se complementé con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para confirmar las diferencias entre bacterias.

En el ensayo con TSB + PEG-6000 al 10%, las bacterias que mostraron un mayor
crecimiento neto a las 24 h fueron PSRW-1, PIRW y PSHO-1, con valores de 0,388, 0,450 y
0,335, respectivamente, diferencias que resultaron estadisticamente significativas (ANOVA,
p < 0,001; Kruskal-Wallis, H = 12,88; p = 0,025). A las 48 h, PSRW-1 y PIRW continuaron
destacdndose, registrando un crecimiento neto de 0,445 y 0,480, respectivamente (Tabla 8),
pero con el ascenso de PSRB con un crecimiento neto de 0,439 diferencias también
significativas (ANOVA, p < 0,001; Kruskal-Wallis, H = 15,08; p = 0,010).

En el ensayo con TSB + PEG-6000 al 20%, a las 24 h, las bacterias que mostraron mejor
crecimiento neto fueron P4AHB-2, PSHO-1 y PSRW-1, con valores de 0,298, 0,315 y 0,289,
respectivamente (Figura 17) con diferencias significativas entre bacterias (ANOVA, p <
0,001; Kruskal-Wallis, H = 15,39; p = 0,009). A las 48 h, el crecimiento neto mds destacado

correspondi6 a P4HB-2, P5HO-1 y P5RB, con valores de 0,373, 0,361 y 0,385,
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respectivamente (Figura 18) diferencias igualmente significativas (ANOVA, p < 0,001;

Kruskal-Wallis, H = 14,71; p = 0,012).

Ademads, se calcul6 el porcentaje de inhibicidon del crecimiento bajo estrés hidrico

simulado. En TSB + PEG-6000 al 10% a las 24 h, las bacterias con menor inhibicion fueron

P5HO-1, PSRW-1 y PIRW, registrando 47,79%, 44,39% y 41,58%, respectivamente (Tabla

9). A las 48 h, PAHB-2, PIRW y P5RB presentaron valores de inhibicion de 68,62%, 61,36%

y61,71%.

En el medio TSB + PEG-6000 al 20%, las bacterias con menor inhibicién a las 24 h

fueron PSHO-1, PSRW-1 y PSRB, con 50,86%, 58,62% y 65,18%, mientras que a las 48 h los

valores correspondieron a P4HB-2, PSHO-1 y P5RB, con 64,28%, 76,84% y 66,42%,

respectivamente. El resumen de estos se encuentra en las Figuras 19 y 20.

Tabla 9. Densidad éptica de bacterias endoéfitas aisladas de C. spinosa con PEG-6000 al

10% y 20%
OD600 sin estrés ODG600 + PEG-6000 (10%)  OD600 + PEG-6000 (20%)
Cadigo
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
PIRW 0,770 £ 0,031,243 £ 0,05¢ 0,450 £ 0,03* 0,480 + 0,05* 0,167 £0,01° 0,248 + 0,01°¢
P3HI 0,773 + 0,021,343 +£ 0,04¢ 0,216 +0,02° 0,260 + 0,01¢ 0,222 + 0,04 0,258 + 0,02°
P4HB-2 0,785+ 0,01° 1,044 + 0,02 0,310 £ 0,05> 0,328 +0,05° 0,298 + 0,01* 0,373 + 0,01*
PSHO-1 0,641 4+0,02¢1,559 + 0,03" 0,335 +0,02° 0,389 +0,01* 0,315 £ 0,01* 0,361 + 0,02*°
PSRW-1 0,698 4+ 0,04°1,582 + 0,07* 0,388 + 0,06 0,445 4+ 0,05 0,289 +0,02* 0,346 + 0,02
P5RB 0,651 +0,02°1,146 + 0,04 0,319 +0,06° 0,439 +0,01° 0,227 +0,04> 0,385 + 0,01*

Nota. Los datos con letras diferentes en la misma columna corresponden a grupos con medianas

significativamente distintas segin prueba de Dunn.
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Tabla 10. Porcentaje de inhibicion por PEG-6000 sobre los aislamientos endofitos

obtenidos de C. spinosa

Porcentaje de inhibicion ~ Porcentaje de inhibicion
(%) (PEG-6000 al 10%) (%) (PEG-6000 al 20%)

Cdédigo
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
PIRW 41,58 61,36 78,30 80,08
P3HI 72,83 80,64 71,32 80,81
P4HB-2 60,48 68,62 62,05 64,28
PSHO-1 47,79 75,05 50,86 76,84
PSRW-1 44,39 71,87 58,62 78,15
P5RB 50,95 61,71 65,18 66,42

0.8
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0.0

PIRW  P1HI P4HB-2  P3HO-1  P5RW-1  P5RB

Bacterias endodfitas

I Crecimiento neto sin estrés M Crecimiento neto con estrés (PEG-6000 al 10%)
M Crecimiento neto con estrés (PEG-6000 al 20%)

Figura 17. Crecimiento (OD) de los aislamientos PIRW, P1HI, P3HO-1, PAHB-2, PSRW-1 y PSRB

en un medio TSB y con dos concentraciones de PEG-6000 tras 24 h a 28 °C.
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Bacterias endofitas
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Figura 18. Crecimiento (OD) de los aislamientos PIRW, P1HI, P3HO-1, PAHB-2, PSRW-1 y
PSRB en un medio TSB y con dos concentraciones de PEG-6000 tras 48 h a 28 °C.

Porcentaje de inhibicion

P1IRW P3H1 P4HB-2 P5HO-1 PSRW-1 P5RB

} Bacterias endoéfitas

| I Porcentaje de inhibicion (PEG-6000 al 10%) W Porcentaje de inhibicion (PEG-6000 al 20%)

Figura 19. Porcentaje de inhibicién de los aislamientos endéfitos ante el estrés

provocado por PEG-6000 al 10 y 20% tras 24 h a 28 °C.
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion de los aislamientos endéfitos ante el estrés provocado por

PEG-6000 al 10 y 20% tras 48 h a 28 °C.

6.7 Actividad antagonista de las bacterias endéfitas

Las seis bacterias endoéfitas seleccionadas fueron evaluadas mediante un ensayo de
antagonismo in vitro frente a Fusarium spp., hongo aislado de hojas de Z. mays. En las
condiciones evaluadas, solo la bacteria end6fita PSRB mostré capacidad inhibitoria sobre el
crecimiento micelial del hongo, alcanzando un porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
(PICR) de 31,58% en el dia 10 (Tabla 10).

Durante la confrontacion, se observo una reduccion evidente en el avance del micelio
hacia la colonia bacteriana, mientras que los demds aislados no generaron halos de inhibicién

ni alteraciones visibles en la morfologia o velocidad de expansion de Fusarium spp. (Figura

21).
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Tabla 11. Actividad antagonista y PICR de las bacterias endéfitas

Cadigo Actividad antagonista PICR
PIRW - 0
P3HI - 0
P4HB-2 — 0
P5SHO-1 - 0
P5RW-1 - 0
P5RB + 31,58 £ 0,50

Nota. (-) no hubo presencia de halo inhibitorio, (+) presencia de halo inhibitorio

Actividad antagonista Control

Figura 21. Inhibicion de Fusarium spp. por parte de la bacteria endéfita PSRB en medio

PDA incubado por 10 dias a 28 °C.
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6.8 Efecto de las bacterias endofitas seleccionadas sobre la germinacién, crecimiento y
vigor de Zea mays en condiciones de estrés hidrico simulado o in vitro

Se evalu6 el efecto de los seis aislamientos bacterianos en la germinacidon y
crecimiento de semillas de Z. mays bajo condiciones normales y de estrés hidrico simulado
(PEG-6000 al 20 %), mediante un andlisis factorial 7 x 2 (Bacteria X PEG) en un disefio
completamente al azar con tres réplicas por tratamiento. En el medio sin estrés hidrico
simulado, casi todas las semillas germinaron (19,67 £ 0,58 semillas de Z. mays) a los 14 dias
de incubacién, mientras que en el control con estrés hidrico simulado sin inoculacién se
obtuvo una germinacioén de solo 5,67 £ 1,16 semillas, con una disminucion de la germinacion
del 70 %. El GLM binomial (Bacteria x PEG) mostr6 efectos principales altamente
significativos tanto de Bacteria (DE = 53,389; gl = 6; p < 0,0001) como de PEG (DE =
260,730; gl = 1; p < 0,0001), mientras que la interaccién no result6 significativa (DE = 4,879;
gl=6; p =0,5594), debido a un efecto de techo en la condicidn sin estrés (germinacién basal
~ 98-100 % en todos los tratamientos, sin diferencias entre bacterias: p = 0,6086). Bajo estrés
hidrico simulado, en cambio, las bacterias difirieron marcadamente entre si (p < 0,0001),
destacando P5HO-1, PSRW-1 y P5RB, con 15,00 = 1,00, 15,33 + 0,58 y 15,67 + 0,58
semillas germinadas, respectivamente, todas significativamente superiores al control (Fisher
exacto, ajuste de Holm: p < 0,0001).

En cuanto a la longitud total de las plantulas, el control absoluto alcanz6é 10 cm, y el
control con estrés hidrico simulado present dos centimetros a los 14 dias de incubacion. E1
ANOVA factorial confirm6 efectos altamente significativos de Bacteria (p < 0,0001), PEG
(p < 0,0001) y, a diferencia de la germinacion, también de la interaccion Bacteria x PEG
(p < 0,0001), lo que indica que la magnitud del efecto bacteriano sobre el crecimiento
depende formalmente del nivel de estrés hidrico simulado. La inoculaciéon bacteriana en

condiciones normales incrementd la longitud total de las plantulas (p < 0,0001), siendo

56



P5SRW-1, P5SRB y P4HB-2 las mds destacadas con 25 + 0,13, 20 + 2,08 y 19 £+ 0,76 cm,

respectivamente.

Bajo estrés hidrico simulado, los mismos aislamientos promovieron una mayor longitud que
el control con estrés (p < 0,0001), alcanzando 7 + 0,36 cm (P4HB-2), 8 £ 2,72 cm (PSRW-1)
y 7 £ 1,06 cm (PSRB) (Figuras 23 y 24).

El porcentaje de germinacion confirmé estas tendencias ya que la inoculacidon
bacteriana sin estrés mantuvo la germinacién en un minimo de 98,33 + 2,89%, coincidiendo
con el control de este tratamiento (98,33 + 2,89); y bajo estrés hidrico simulado los
aislamientos PSRB, PSRW-1 y P5SHO-1 mostraron 78,33 + 2,89 %, 76,67 + 2,89 % y
75,00 = 5,00 % de germinacion, respectivamente. Superando ampliamente el control con
estrés (28,33 £5,77) (Tabla 11).

El indice de vigor reflej6é un efecto similar. El control sin estrés presenté un indice de
983,00 + 21,00, mientras que la inoculacién bacteriana en condiciones normales aumenté este
valor en 142,67 + 0,13 % (PSRW-1), 92,92 + 2,04 % (P5RB) y 84,03 + 0,75 % (P4HB-2),
(Figura 24).

Bajo estrés hidrico simulado, el indice de vigor del control se redujo a 58,00 + 10,00,
mientras que las plantulas inoculadas con PSRW-1, PSRB y P4HB-2 incrementaron este indice

en 276,44 £ 2,13 %, 261,40 £ 5,19 % y 237,14 £ 1,51 %, respectivamente.
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Tabla 12. Evaluacion de los aislamientos enddfitos de C. spinosa en la germinacion,

crecimiento y vigor de Z. mays bajo condiciones normales y de estrés hidrico

simulado
. Semillas Longitud total Porcentaje de P . Incremento (%) de
Tratamiento . LU Indice de vigor .
germinadas (cm) germinacién la longitud total
Semilla sin estrés 19,67+ 058  10,00+2,08  9833+289 983,00 + 21,00 -
Semilla en un medio
: 5,67 + 1,16 200+ 135  2833+577 58,00+ 10,00 -
con estres
Semilla + PIRW 20,004+ 0,50 13,00+ 0.83 100,004 0,50 1264,00 +9.00 23,97 + 0,82F
Semilla + P3HI 19.67+ 058 1500+ 033  9833+289  1443,00 +4500  43.96 + 0,33P
Semilla + PAHB-2 19.67+ 058 19,00+ 0,76  9833+2,89  1846,00 +53,00  84.03 + 0,75C
Semilla + PSHO-1 20,004+ 0,558  14,00+099 100,004 000 1363,00+10,00 33,60 + 0,97
Semilla + PSRW-1 19.67+ 058 2500+ 0,13  9833+289 243400 +72,00 142,67 +0,13*
Semilla + PSRB 20,004+ 020  20,00+208 100,00+ 0558 196800 +21,00 92,92 + 2,045
Semﬂlae:trpéiRW* 9,00 + 1,00 500+ 173 45004500 223.00+3500 130,61+ 8,51¢
Semﬂljsfrgjm* 10,33 + 0,58 6,00 +296  5333+289 340,00 +48,00 213,00 + 42,00
Sen“”ae:tfgsHB'“ 11,67+058  7.004036  5833+289 4010042100  237.14+ 1,51
Semilla ;52?0‘1 T 15004100  700+£287 75004500 4850044500 216,80 4 13,28
Sen“”a;ggw'l 15334058 8004272 76674289  589.00 £22.00 27644+ 2.13°
Senuuzs’;g:RB + 15,67 + 0,58 7.00+ 1,06  7833+289 578,00 +27,00 261,40+ 5,19

Nota. Las comparaciones se realizaron de forma independiente entre los tratamientos sin estrés hidrico simulado y

los tratamientos con estrés hidrico simulado. Letras mayiisculas diferentes (A-F) indican diferencias significativas

entre tratamientos sin estrés hidrico simulado segiin la prueba de Tukey (0=0,05); letras miniisculas diferentes (a-
d) indican diferencias significativas entre tratamientos con estrés hidrico simulado segiin la prueba de Dunn

(0=0,05). Letras iguales indican ausencia de diferencia significativa.
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Figura 22. Efecto de las bacterias endéfitas sobre la germinacion de los distintos tratamientos
de las semillas de Z. mays en medio agua sin estrés hidrico simulado y medio con PEG-6000
(20%) incubado por 14 dias a 28°C. Azul: sin estrés. Rojo: con estrés. Verde: con bacteria sin
estrés.
Naranja: con bacteria y estrés.
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Figura 23. Incremento en la longitud de las pldntulas de Z. mays en los distintos tratamientos
en medio agua sin estrés hidrico simulado y medio con PEG-6000 (20%) incubado por 14

dias a 28°C. Verde: con bacteria sin estrés. Naranja: con bacteria y estrés.
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Figura 24. Mapa de calor del indice de vigor (IV) de los aislamientos inoculados en las semillas de

Z. mays y el control en el medio agua con PEG-6000 (20%) incubado por 14 dias a 28°C.

Control P1RW P3HI P4HB-2

Figura 25. Semillas de Z. mays inoculadas con los aislamientos seleccionados en el medio agua sin

estrés hidrico simulado incubadas por 14 dias a 28 °C.
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Figura 26. Semillas de Z. mays inoculadas con los aislamientos seleccionados en el medio agua con

PEG-6000 (20%) incubadas por 14 dias a 28 °C.
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7. Discusion

En el presente estudio se caracterizé aislamientos de la comunidad bacteriana endofitica
asociada a C. spinosa, una planta de reconocido uso medicinal que crece en ambientes dridos y
semidridos, con el objetivo de evaluar su potencial como PGP y su interaccién con semillas de
Z. mays bajo condiciones de estrés abidtico in vitro, especificamente estrés hidrico simulado.

Se aislaron un total de 47 bacterias endofiticas, de las cuales la mayor proporcion se
obtuvo a partir de tejidos radiculares (48.94%), y el 37,17 % de los aislados procedieron
mayoritariamente de plantas recolectadas en el Punto 5 (ver Tabla 1 y Figura 4),
correspondiente al sitio con individuos de mayor edad fisioldgica. Sobre este aspecto Kumari
et al. (2020), sefalan que la colonizacién endofitica se inicia mediante el reclutamiento
bacteriano en la rizosfera y la subsecuente penetracion a través de las raices, seguida de una
migracion sistémica hacia tallos y hojas, proceso mediado principalmente por mecanismos de
quimiotaxis y transporte vascular.

En el presente estudio se obtuvo un mayor nimero de aislamientos endofiticos a partir
de raices, lo cual puede explicarse porque estas liberan cantidades significativas de exudados
que modulan la composicién y abundancia de las comunidades microbianas en la rizosfera,
incrementando asi la probabilidad de colonizacién endofitica en este tejido. Estos resultados
concuerdan parcialmente con lo reportado por Yu et al. (2021), quienes analizaron la relacion
entre la edad del hospedero y la estructuracion de las comunidades endofiticas foliares,
concluyendo que, aunque la edad del drbol (3—5000 afios) constituye un factor determinante en
la composicion comunitaria, esta relacion no es lineal debido a que la edad del arbol y la de los
organos foliares no varian de manera sincronica. A diferencia de lo observado en tejido foliar,
en el presente estudio la mayor recuperacion de aislados en plantas de mayor edad sugiere una

relaciéon mds directa entre edad y abundancia de endéfitos en tejido radicular, lo cual podria
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explicarse por la renovacién mds lenta y la acumulacion progresiva de exudados en este tejido
a lo largo del desarrollo de la planta.

Bajo esta perspectiva, en el presente trabajo se observé una mayor recuperacion de
aislados en plantas de mayor edad, lo que sugiere que, en este caso particular, el factor edad si
ejerce una influencia apreciable sobre la abundancia de endéfitos recuperados. La elevada
frecuencia de aislamientos radiculares resulta particularmente relevante, ya que este tejido
cominmente constituye un nicho ecolégico clave para bacterias con actividad PGP.

Diversos estudios han reportado la obtencion de entre 16 y 25 aislamientos de bacterias
endofitas a partir de distintos tejidos vegetales. En particular, Rustamova et al. (2020),
Mugiastuti et al. (2020) y Yarte et al. (2022) aislaron este rango de microorganismos en
Vernonia anthelmintica, Z. mays y Handroanthus impetiginosus, respectivamente;
predominando los aislamientos provenientes de raices, tallos y hojas, aunque en algunos
estudios solo se empled uno de los tejidos mencionados. Estas cifras son inferiores a las
obtenidas en el presente estudio, asi como a las reportadas por Duhan et al. (2020), quienes
aislaron 38 bacterias endofiticas de la planta medicinal Tinospora cordifolia. No obstante, es
importante sefialar que dicho estudio no incluyé inflorescencias ni frutos como 6rganos de
muestreo. Esta diferencia es metodoldgicamente relevante, ya que la inclusion de tejidos
reproductivos (frutos e inflorescencias), ademds de raices y hojas, en el presente estudio
incremento el numero total de aislamientos.

En contraste, los estudios que restringieron el muestreo a raices y hojas reportaron
valores inferiores o, en algunos casos, comparables. Esto debe interpretarse considerando que
la cantidad y representatividad del material vegetal recolectado influyen directamente en el
numero final de aislamientos obtenidos, lo que subraya la necesidad de protocolos de muestreo

estandarizados para garantizar la comparabilidad entre estudios (Kandel er al. 2017).
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En la primera etapa de evaluacion del potencial PGP, el 32 % (15 aislamientos de un
total de 47) de las bacterias enddfitas mostré capacidad potencial de fijacion de nitrégeno,
determinada cualitativamente mediante su crecimiento sostenido en medio Ashby. Este valor
es inferior a los reportados por Rosini et al. (2025) y Husseiny et al. (2021), quienes
informaron proporciones de 48,6 % y 64 %, respectivamente. No obstante, estas diferencias
pueden atribuirse, en el caso de Husseiny et al. (2021), a los criterios de seleccién empleados,
ya que los aislados fueron previamente filtrados en funcién de la produccién de 4cido
indolacético (AIA) en lugar de la fijaciéon de nitrégeno. Este enfoque tiende a favorecer la
recuperacion de bacterias con multiples rasgos PGP, como la capacidad de fijacién de
nitrégeno y la solubilizacién de minerales esenciales como el fosforo y potasio, lo que podria
sobreestimar su frecuencia relativa. Este sesgo se explica porque, en un disefio de seleccion
secuencial, dnicamente se evalian rasgos adicionales sobre el subconjunto de aislados ya
positivos a AlIA, excluyendo asi fijadores de nitrégeno u otras caracteristicas PGP que no
expresan (o expresan débilmente) esta ruta metabdlica. Adicionalmente, géneros bacterianos
con metabolismo versétil suelen presentar co-ocurrencia natural de varios rasgos PGP, lo que
puede inflar ain mds la proporcidn observada cuando el punto de partida ya es un subconjunto

enriquecido (Yadav et al. 2017).

Cabe precisar que el crecimiento sostenido en medio Ashby libre de nitrogeno
constituye un ensayo de tamizaje cualitativo ampliamente empleado para estimar la capacidad
diazotrofica potencial de bacterias endofitas, pero no representa una prueba confirmatoria de
la fijacion biologica de N.. La confirmacion de este proceso requeriria métodos
complementarios, como el ensayo de reduccion de acetileno (ARA), que mide directamente la
actividad de la enzima nitrogenasa, o la amplificacion del gen nifH, que evidencia la
presencia del aparato genético responsable de dicho proceso (Gupa et al. 2012). Dado que
estos ensayos no fueron incluidos en el presente estudio, los porcentajes reportados deben

interpretarse como una aproximacion al potencial diazotréfico de los aislados, y no como una
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cuantificacion definitiva de la fijacion de nitrégeno.

En contraste a estos enfoques de seleccion, Amaya-Gémez et al. (2020) aplicaron un
andlisis de decision multicriterio (ADMC) que incluye evaluar la colonizacion y persistencia
para seleccionar aislamientos con caracteristicas PGP que, ademds, muestren consistencia entre
condiciones de laboratorio, invernadero y campo. En este contexto, los autores evidenciaron
que la persistencia bacteriana en la rizosfera, incluida la formacién de biopeliculas, depende de
la capacidad de las cepas para adaptarse a condiciones ambientales y nutricionales variables,
siendo la escasez de nutrientes y la diversidad metabdlica factores determinantes para dicha

persistencia.

Adicionalmente, Etesami et al. (2026) proponen un marco conceptual cuantitativo
basado en el concepto de “Plantas Promotoras del Crecimiento Bacteriano” (PGPB), sustentado
en tres ejes: la eficiencia de inversion de carbono, la fidelidad de reclutamiento microbiano y
la capacidad de respuesta dindmica del fitomicrobioma. Este enfoque ofrece una herramienta
prometedora para la ingenieria del fitomicrobioma y la seleccidon racional de consorcios
microbianos funcionales.

Por consiguiente, estos antecedentes resaltan la relevancia agronémica de identificar
bacterias enddfitas con capacidad PGP que incluyen la fijacion de nitrégeno bajo un marco
integrador planta—microorganismo. Su aplicacion potencial podria contribuir a la reduccion del
uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos, con efectos positivos tanto a nivel ambiental como
econdmico.

En relacién con la segunda prueba experimental, orientada a evaluar la capacidad de
solubilizacion de dos formas de fosfato dicalcico y tricdlcico por bacterias endoéfitas fijadoras
de nitrogeno, se observo una respuesta claramente diferencial entre los aislamientos evaluados.
Frente al fosfato dicalcico (CaHPOu4), nueve de las 15 bacterias analizadas (60 %) mostraron
actividad solubilizadora, evidenciada por la formacion de halos claros alrededor de las colonias,

confirmando la liberacion de fésforo soluble al medio. En esta segunda fase, los aislamientos
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fueron también evaluados utilizando fosfato tricalcico (Cas(POa)2), una fuente inorganica de
baja solubilidad y mayor complejidad quimica.

Se observo que seis de los nueve aislamientos seleccionados (66,67 %) mantuvieron la
capacidad de solubilizar este mineral, revelando que solo un subconjunto de bacterias endéfitas
posee mecanismos mas eficientes para la movilizacion de fésforo a partir de fuentes
recalcitrantes. El andlisis de varianza (ANOVA) revel6 diferencias significativas entre los
aislamientos en cuanto al indice de solubilizacién del fosfato dicédlcico (IS) (p < 0,05). La

prueba de comparacién miltiple de Tukey mostré que PSRB present6 el mayor ISp y constituy6

un grupo estadistico independiente, diferencidndose significativamente de los aislamientos con
menor capacidad de solubilizacién. Seguido de P4HB-2 mostré valores intermedios, sin
diferencias significativas respecto a PSRB. Por su parte, P3HI, PIRW y PSHO-1 no presentaron
diferencias significativas entre si, mientras que PSRW-1 registré el menor ISp del grupo
evaluado. Con base en estos resultados se identifican a PSRB y PAHB-2 como los aislamientos
con mayor potencial para la solubilizacion de fosfato dicédlcico bajo las condiciones
experimentales evaluadas. De manera similar, el ANOVA evidenci6 diferencias significativas
entre los aislamientos para el indice de solubilizacién del fosfato tricalcico (p < 0,05). La
prueba de Tukey indicé que los cinco aislamientos PSRB, PSRW-1, PAHB-2, P3HI y PSHO-1
conformaron un mismo grupo estadistico, sin diferencias significativas entre ellos,
evidenciando un desempefo comparable en la movilizacion de esta fuente fosfatada de baja
solubilidad. En contraste, el aislamiento PIRW present6 un IS significativamente menor. La
superioridad observada en los aislamientos mas eficientes podria estar asociada con una mayor
produccidn de 4cidos orgénicos, compuestos quelantes o protones extracelulares, mecanismos
ampliamente reconocidos por su participacidon en la solubilizacion de fosfatos minerales.
Igualmente, las diferencias en la regulacion metabdlica y en la eficiencia de los sistemas de
adquisicion de fosforo podrian contribuir a la variabilidad observada entre los aislamientos.

Al comparar estos resultados, Manikandan et al. (2026) reportaron indices de
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solubilizacién (ISp) para fosfato tricdlcico en el rango de 2,5-3, valores superiores a los
obtenidos en el presente estudio (1,47-2,01). Esta diferencia podria explicarse por el origen de
los aislamientos, ya que dichos autores trabajaron con bacterias endéfitas provenientes de
raices, nddulos y tallos de Prosopis juliflora y P. cineraria, especies adaptadas a ambientes
aridos con limitada disponibilidad de fésforo, como el emirato de Sharjah (Emiratos Arabes
Unidos), reforzando la idea de una seleccion natural hacia una mayor capacidad solubilizadora.

En el estudio de Hassan et al. (2017) reportaron que tres de siete aislamientos (42,9 %) de

Teucrium polium, planta medicinal que crece en suelos semidridos, presentaron actividad
solubilizadora en medio Pikovskaya, con valores de ISpentre 2,1 y 2,5, ligeramente superiores
a los obtenidos en este estudio. No obstante, es relevante destacar que la proporciéon de
aislamientos activos en el presente trabajo fue mayor, lo que evidencia una frecuencia
relativamente elevada de esta capacidad funcional en la poblacidn evaluada. En este contexto,
los aislamientos P4HB-2 (ISp = 2,00), PSHO-1 (ISp = 2,01) y PSRB (ISp = 1,86) destacaron por
presentar los valores numéricos mds altos de solubilizacion de fosfato tricdlcico,
posiciondndose como candidatos promisorios para estudios posteriores enfocados en la
promocién del crecimiento vegetal.

En la tercera prueba experimental se evalud la capacidad de solubilizaciéon de potasio,
un macronutriente esencial para el adecuado crecimiento y desarrollo del cultivo de Z. mays.
La importancia fisiologica del potasio ha sido ampliamente documentada. Thenveettil et al.
(2024) sefialan que niveles foliares inferiores al 1,6 % afectan negativamente el desarrollo del
maiz, al alterar los procesos fotoquimicos, la asimilacion de carbono y el crecimiento
vegetativo. Asimismo, los autores destacan que una disponibilidad adecuada de potasio en el
suelo favorece la absorcién y el metabolismo de nitrégeno y fsforo, asi como su transporte
hacia los tejidos sumideros, evidenciando el papel integrador de este nutriente en la nutricion
vegetal.

De las seis bacterias previamente identificadas como solubilizadoras de fosforo,
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tnicamente dos (33,3 %) bacterias PAHB-2 y PSRB demostraron capacidad para solubilizar
potasio. Estos resultados se alinean con lo reportado por Aziza et al. (2020), quienes observaron
que sélo cuatro de diez aislamientos (40 %) de bacterias endéfitas de Z. mays presentaron
actividad solubilizadora de potasio. En ese contexto, los resultados del estudio concuerdan con
lo reportado por Wang et al. (2013) ya que la capacidad de solubilizar potasio constituye un

rasgo funcional restringido a un subconjunto especifico de la comunidad microbiana evaluada.

Esta limitada distribucién sugiere una especializacion metabdlica asociada a la
capacidad de movilizar formas insolubles de potasio, posiblemente vinculada a la producciéon
de 4cidos organicos y otros metabolitos implicados en la meteorizaciéon mineral. En cuanto a la
magnitud de esta actividad, los indices de solubilizacién (ISp) obtenidos en el presente estudio
(1,72—1,79) superan los reportados por Pirhadi et al. (2016), quienes registraron valores entre
0,125 y 1,25 en bacterias solubilizadoras de potasio aisladas de Saccharum officinarum
cultivada en suelos altamente salinos de Iraq. Esta diferencia podria atribuirse a variaciones en
el origen ecoldgico de los aislamientos y a las condiciones edéficas, que modulan la presion
selectiva sobre los mecanismos de solubilizacién mineral.

En consecuencia, los hallazgos no sélo corroboran la baja frecuencia relativa de este
rasgo, sino que también evidencian una mayor capacidad de solubilizacién bajo las
condiciones evaluadas de los aislamientos seleccionados, reforzando su potencial para
aplicaciones en la mejora de la disponibilidad de potasio en sistemas agricolas.

En la cuarta prueba experimental se evalu6 la capacidad de produccion de nitrégeno
amoniacal de las bacterias endofitas estudiadas. Como se ha sefialado, el nitrogeno es un
nutriente esencial para el crecimiento de Z. mays, pero factores de estrés abidtico, como el
hidrico y osmoético, generan desequilibrios que afectan tanto a las bacterias fijadoras de
nitrégeno como a la planta.

En el estudio de Chi et al. (2026), se evidencié que mantener la humedad del suelo al

80 % de la capacidad de campo optimiza significativamente la utilizacion del agua y su
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particion, efecto que se acenttia bajo una fertilizacion nitrogenada de 200 kg N.ha™'. Este patron
puede atribuirse, en parte, a que las bacterias diazotréficas, incluidas las simbidticas, dependen
de condiciones hidricas adecuadas para sostener su metabolismo, movilidad y actividad
nitrogenasa en la rizésfera. En este sentido, la interaccién entre disponibilidad hidrica y

nitrégeno no solo regula la eficiencia del cultivo, sino que también modula la dindmica

microbiana del suelo, potenciando la fijacion bioldgica de nitrégeno bajo condiciones éptimas.
Sin embargo, bajo estrés hidrico simulado, la reduccion en la actividad microbiana, junto con
posibles limitaciones en la difusion de sustratos y en la sefializacion planta—microorganismo,
puede comprometer significativamente estos procesos, disminuyendo la disponibilidad de
nitrégeno para la planta (Bhattacharyya et al. 2021).

En el presente estudio, las seis bacterias endéfitas evaluadas mostraron un cambio
evidente en la colorimetria tras la adicién del reactivo de Nessler a sus respectivos
sobrenadantes. Cinco de los aislamientos desarrollaron tonalidades entre naranja y rojo intenso,

consistentes con la formacion del complejo ioduro-mercurio-amonio. No obstante, el
aislamiento P5SRB exhibié la coloracidn rojiza mds intensa sin corresponderse con la mayor
absorbancia a 450 nm ni con la mayor produccién cuantificada de amonio, a diferencia de
P4HB-2, que presentd valores superiores de NHa" pese a una menor intensidad cromética
aparente. Esta discrepancia puede atribuirse a la pigmentacion intrinseca de PSRB. Si bien no
se determino su identidad taxondmica, la coloraciéon observada es consistente con la produccion
de pigmentos descritos en diversos géneros bacterianos (carotenoides, prodigiosina, fenazinas
o melaninas), lo cual constituye una hipétesis a confirmar mediante estudios moleculares y de
caracterizacion de metabolitos. Ya que diversos metabolitos bacterianos, poseen espectros de
absorcion propios dentro del rango visible y pueden superponerse parcial o indirectamente al
espectro del complejo formado con el reactivo de Nessler. En consecuencia, la intensidad visual
del color no necesariamente refleja la concentracion real de amonio, ya que la cuantificacion

depende exclusivamente de la absorbancia medida a una longitud de onda especifica (450 nm).
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Ademads, se ha reportado que ciertos pigmentos con actividad redox o propiedades
quelantes pueden interferir en la formacion y estabilidad del complejo cromogénico utilizado
para la cuantificacién de amonio, ocasionando variaciones en la respuesta espectrofotométrica

(Zhao et al. 2019).
No obstante, a partir de los valores de absorbancia obtenidos y su conversion mediante

la curva de calibracién correspondiente, los aislamientos PAHB-2, PSRW-1 y PSRB registraron
las mayores concentraciones de amonio, con valores de 120,07, 109,39 y 105,97 pg mL™" de
NHa4*, respectivamente. El andlisis de varianza (ANOVA) evidenci6 diferencias significativas
entre los aislamientos en cuanto a la produccién de amonio (p < 0,05). La prueba de
comparacion multiple de Tukey permiti6 discriminar cinco grupos estadisticos, destacando el
aislamiento P4HB-2 como el de mayor capacidad productora de amonio. Las bacterias
endofitas PSRW-1 y PSRB mostrando una produccién significativamente superior a la de los
demads aislamientos.

La capacidad de producir amonio observada en los seis aislamientos sugiere su
potencial contribucién a la disponibilidad de nitrégeno en el sistema vegetal. Sin embargo, las
diferencias cuantitativas detectadas indican una marcada variabilidad metabdlica entre los
endofitos evaluados, lo que podria estar asociado a diferencias en la eficiencia de las rutas de
amonificacién o en la utilizacién de fuentes nitrogenadas orgédnicas. En este contexto, los
aislamientos P4HB-2, PSRW-1 y P5RB emergen como candidatos particularmente
prometedores para el desarrollo de bioinsumos orientados a mejorar la nutricion nitrogenada de
las plantas, incluso bajo condiciones ambientales adversas donde la disponibilidad de
nitrogeno constituye un factor limitante para el crecimiento vegetal.

La produccion observada, que oscilo entre 6,50 y 120,07 pg/mL de NH.*, supera
significativamente los valores reportados por Admassie et al. (2021) en bacterias endofitas
aisladas del género Capsicum, proveniente del region oriental de Etiopia, (0,85-2,08 pg/mL de

NH."). Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos con los reportados por Mai et al.
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(2022), quienes registraron concentraciones de NHa" entre 60 y 466,72 pg/mL en bacterias
endofitas aisladas de raices de Oryza sativa nativa de las tierras altas de Vietnam, una region

actualmente afectada por eventos recurrentes de sequia e intrusion salina en el delta del

Mekong, se observa que los valores obtenidos en el presente estudio fueron superados
ampliamente. En ambos estudios, el 100% de los aislados bacterianos previamente
seleccionados por su capacidad de fijacidon de nitrégeno y solubilizacidon de fésforo evidenci
produccién de amoniaco. En contraste, Admassie et al. (2021) reportaron un 80%, demostrando
un mayor potencial funcional en los aislados evaluados en el presente estudio

De este modo, los resultados obtenidos en las cuatro pruebas realizadas indican que las
seis bacterias endoéfitas aisladas de C. spinosa presentan un potencial significativo para
contribuir a la nutricion de Z. mays, lo que resalta su aplicabilidad como candidatos con
potencial para bioinsumos incluso bajo condiciones de estrés abidtico. Entre los aislados
evaluados, P4HB-2 y PSRB mostraron resultados positivos en la totalidad de las pruebas,
destacidndose ademds por su desempeiio superior en varias de ellas. Ademas, los aislados
P5RW-1 y PSHO-1 evidenciaron resultados favorables en el 75% de las pruebas, lo que pone
de manifiesto una mayor versatilidad funcional para promover la disponibilidad de nutrientes
esenciales. Considerando ese alto porcentaje (75%-100%), estos aislados podrian considerarse
candidatos con un alto potencial para su incorporacion en estrategias de bioestimulacion y
manejo sostenible de cultivos.

Para evaluar la capacidad in vitro de adaptacion de las bacterias endoéfitas frente a
condiciones adversas, se realizd un ensayo in vitro de estrés hidrico simulado inducido por
PEG-6000, considerando que estos microorganismos enfrentan de manera recurrente déficit
hidrico en su nicho natural en Ayacucho.

El crecimiento bacteriano y el porcentaje de inhibicién en presencia de PEG-6000 al 10
% y 20 % fueron evaluados con el fin de determinar la tolerancia de los aislamientos frente al

estrés hidrico simulado en laboratorio. Los resultados evidenciaron una respuesta diferencial
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entre los aislamientos, reflejando una variabilidad significativa en su capacidad de adaptacion

a condiciones de déficit hidrico.

A una concentraciéon de PEG-6000 del 10 %, los aislamientos PSHO-1, PSRW-1 y
P1RW registraron los menores porcentajes de inhibicién del crecimiento (46,85 %, 43,53 % y
40,80 %, respectivamente), lo que respalda una mayor capacidad para mantener su actividad
metabdlica bajo estrés hidrico simulado moderado. Por otro lado, al incrementar la
concentracion de PEG-6000 al 20 %, los aislamientos PAHB-2, PSHO-1 y PSRW-1 mostraron
el mejor desempeiio relativo, con porcentajes de inhibicién de 62,05 %, 50,86 % y 58,62 %,
respectivamente, sugiriendo una mayor capacidad de adaptacion frente a condiciones de estrés
hidrico més severas. Debido a que los resultados no cumplieron con la normalidad y
homogeneidad de varianzas, se decidié utilizar el método Kruskal-Wallis en ambos grupos de
tratamiento (PEG-6000 al 10% y 20%) de la prueba se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos evaluados (H = 12.89; p = 0.0024).

Los porcentajes evidencian que la tolerancia osmoética de los aislamientos al estrés
hidrico simulado no depende unicamente de la intensidad del PEG-6000 aplicado, sino
también de la capacidad de adaptacion fisioldgica a lo largo del tiempo. Los aislamientos
P5RW-1 y PSHO-1 mostraron un desempefio consistentemente alto en pricticamente todas las
condiciones evaluadas, una respuesta adaptativa estable frente al estrés hidrico simulado. De
igual manera PAHB-2 destacO particularmente bajo la concentracion mas alta de PEG-6000,
manteniéndose entre los grupos con mayor crecimiento tanto a las 24 como a las 48 h. Por el
contrario, P3HI exhibié una sensibilidad relativa al estrés hidrico simulado, al presentar
sistemdticamente los valores de crecimiento mds bajos. La capacidad de los aislamientos mis
tolerantes para mantener su crecimiento en condiciones de baja disponibilidad de agua podria
estar relacionada con mecanismos de ajuste osmotico, tales como la acumulacion de
osmoprotectores compatibles, la modificacion de la composicion de la membrana celular y la

produccion de exopolisacéridos, estrategias que han sido ampliamente asociadas con la
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supervivencia microbiana y la promocién del crecimiento vegetal bajo condiciones de sequia

en campo (Barau et al. 2025).

Desde una perspectiva aplicada, los aislamientos PSRW-1, PSHO-1 y PAHB-2 emergen
como los candidatos mds prometedores para futuros estudios de inoculacién, debido a su
capacidad de mantener un crecimiento sostenido bajo diferentes niveles de estrés hidrico
simulado, una caracteristica clave para el establecimiento y funcionamiento de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal en ambientes con limitada disponibilidad hidrica, sujeto a
confirmacion en condiciones de suelo.

Estos resultados son consistentes y, en algunos casos, superiores a los reportados por
Majhi et al. (2025), quienes observaron que la bacteria endéfita SMAJ-44 presentd un
porcentaje de inhibicidn de 53,95 % frente a PEG-6000 al 10 %. En particular, PIRW mostré
un desempefio superior bajo esta concentracion, con un porcentaje de inhibicion de 40,80 %,
indicando una mayor tolerancia al estrés hidrico simulado inducido por PEG-6000.

En cuanto al crecimiento neto, PIRW alcanz6 0,46 OD, superando a las cepas SMAJ-
44 (0,45 OD) y SMAJ-47 (0,30 OD) reportadas por Majhi et al. (2025). Por su parte, PSHO-1
se destaco por mantener un crecimiento neto de 0,32 OD bajo PEG-6000 al 20 % (—0.492 MPa),
superior al de los demds aislamientos y coherente con su desempefio frente a concentraciones
menores, lo que refleja una notable capacidad de adaptacion a estrés hidrico extremo.

En comparacion, Saleem et al. (2021) reportaron que las bacterias MN-54 y una cepa
de Enterobacter alcanzaron porcentajes de inhibicion de 65 % y 81 % en PEG-6000 al 10 % y
20 %, respectivamente, mientras que otros aislamientos mostraron 53 % y 87 % bajo las mismas
condiciones. Los resultados obtenidos en el presente estudio superan estos valores, destacando
el potencial de las bacterias aisladas frente al estrés.

Es importante resaltar que, aunque PSHO-1 no fue el aislamiento con menor inhibicién
a PEG-6000 al 10 %, alcanz6 un crecimiento neto superior y menor porcentaje de inhibicion a

concentraciones mas altas, indicando que la tolerancia al estrés hidrico simulado no aumenta
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de forma proporcional al incremento de la concentracién de PEG-6000.

Las bacterias que mantuvieron un crecimiento relativamente estable bajo estas
condiciones demostraron una mayor capacidad de adaptacién al estrés hidrico simulado,
probablemente mediante la activacion de mecanismos fisiologicos y bioquimicos como la
sintesis de osmoprotectores compatibles, la produccién de exopolisacaridos y la regulacion
del balance osmético celular. Esto sugiere que cada aislamiento posee umbrales fisioldgicos
distintos frente al estrés hidrico simulado, cuya correspondencia con la tolerancia real a la

sequia en campo debera confirmarse en futuros ensayos in vivo.

Para evaluar la capacidad antagonista a nivel in vitro de las seis bacterias endéfitas
aisladas, se realiz6 un ensayo de antagonismo in vitro frente a Fusarium spp. Este enfoque
permiti6 determinar la capacidad de los aislamientos bacterianos para inhibir el crecimiento del
hongo y, por ende, su posible aplicacion como agente de biocontrol. Los resultados
evidenciaron una eficacia diferencial entre los aislamientos evaluados, pudiendo ser atribuida
a al menos uno de los multiples mecanismos de antagonismo, tales como la produccién de
metabolitos antiftingicos, y la competencia por nutrientes y espacio.

En el presente estudio, unicamente el aislamiento P5SRB mostré una actividad
antagonista evidente, alcanzando un porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de
31,58 % al décimo dia de incubacion. Este valor es inferior al reportado por Pitiwittayakul e?
al. (2021), quienes observaron que siete de catorce cepas evaluadas frente a Fusarium
moniliforme presentaron PICR superiores al 40 %, destacando la cepa CP15 con un 49 % de
inhibicion. Sin embargo, en ese mismo estudio se registraron cepas con valores de PICR
comprendidos entre 16 % y 38 %, rango en el que se sitia PSRB, lo que indica que, si bien su
efecto antagonista es moderado, podria ser relevante bajo condiciones especificas o en
combinacion con otros agentes o estrategias de control biolégico.

Resultados similares se observan en Gupta et al. (2022), quienes evaluaron ocho

bacterias endofitas frente a F. oxysporum y hallaron que solo cuatro superaron 45 % de PICR
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(destacando OS-25 con 73,59 %), mientras que tres se situaron entre 20 % y 35 %, rango

comparable al de PSRB. Asimismo, Khanna et al. (2022) reportaron una inhibicion flingica
altamente variable (14,34 %—69,38 %) entre aislamientos end6fitos. Ambos estudios reflejan
la heterogeneidad del potencial antagonista en este grupo bacteriano, lo que refuerza la
relevancia de aislamientos con actividad intermedia, como PSRB, dentro de dicho espectro.

Cabe sefialar que estas comparaciones deben interpretarse con cautela, ya que los
estudios previos evaluaron distintas especies de Fusarium, las cuales presentan diferencias
inherentes en su fisiologia, tasa de crecimiento y susceptibilidad a los mecanismos de
antagonismo bacteriano (Gupta et al. 2022). De todos modos, la comparaciéon de rangos de
inhibicién permite contextualizar el desempeiio de PSRB dentro del espectro de actividades
reportadas para bacterias endofitas frente al hongo del género Fusarium, destacando que
valores de inhibicion intermedios han sido considerados relevantes en biocontrol.

Finalmente, se evalué el efecto de seis bacterias seleccionadas bajo condiciones
normales y de estrés hidrico simulado mediante una prueba de inoculacion in vivo en semillas
de Z. mays cultivadas en un medio suplementado con PEG-6000 al 20 % (—0,491 MPa).
Después de un periodo de incubacién se analizaron la longitud total de las pldntulas, el indice
de vigor y el porcentaje de germinacién. El grupo sin estrés cumplié los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, por lo que fue analizado mediante ANOVA y prueba de
Tukey (letras maytsculas, Tabla 11); el grupo con estrés no cumplié dichos supuestos, por lo
que se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis complementada con la prueba de
Dunn (letras mindsculas, Tabla 11). En ambos grupos se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos. Es importante sefialar que el disefio
estadistico empleado, basado en comparaciones independientes mediante ANOVA/Tukey
(condicion sin estrés) y Kruskal-Wallis/Dunn (condicién con estrés), permite establecer
diferencias entre tratamientos dentro de cada nivel de estrés, pero no incorpora un factor de

interaccion que permita probar estadisticamente si el efecto promotor de las bacterias varia en
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funcién del grado de estrés hidrico simulado al que estdn sometidas las plantulas. Dicho de
otro modo, el enfoque actual no permite determinar mateméticamente si la magnitud del
beneficio conferido por los aislados bacterianos se incrementan especificamente bajo
condiciones con mayor estrés hidrico simulado, aunque la tendencia observada en los datos
(mayores incrementos porcentuales relativos bajo estrés que en condiciones normales) sugiere
esa posibilidad. Las plantulas inoculadas en condiciones normales presentaron una mayor
longitud total que el control (10 cm), alcanzando valores entre 15 y 25 cm aproximadamente.
Destacaron los aislamientos PSRW-1 (25 cm), PSRB (20 cm) y PAHB-2 (19 cm), equivalentes
a incrementos de 147,52 %, 96,78 % y 87,71 % respectivamente, respecto al control. Estos
resultados respaldan el PGP de los seis aislamientos evaluados.

Con el fin de superar esta limitacién metodoldgica y probar formalmente si el efecto
de las bacterias varia segin el nivel de estrés hidrico, se complementd el andlisis con un
disefio factorial que incorpora explicitamente el término de interaccion tratamiento X estrés.
Para la variable germinacion, de naturaleza binaria, se ajusté un modelo lineal generalizado
(GLM) con distribucién binomial, mientras que para la variable longitud de pldntula, al no
cumplirse los supuestos de normalidad y homocedasticidad de forma conjunta entre ambos
niveles de estrés, se aplicé la prueba no paramétrica de andlisis factorial del ANOVA de dos
vias; en los casos en que los supuestos paramétricos si se cumplieron se utilizé
adicionalmente un ANOVA factorial cldsico con prueba post hoc de Tukey. Este enfoque
permitié evaluar, de manera estadisticamente explicita, tanto los efectos principales
(tratamiento bacteriano y nivel de estrés) como su interaccion. Los resultados de estos andlisis
complementarios mostraron evidencia consistente, en ambas variables evaluadas, de una
interaccion significativa entre el tratamiento bacteriano y el nivel de estrés hidrico simulado,
confirmando que el efecto promotor de determinados aislamientos —particularmente PSRW-
1, PSRB y PSHO-1— no es constante, sino que se intensifica bajo condiciones de mayor

estrés hidrico simulado, mitigando parcialmente su impacto negativo sobre la germinacion vy,
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de forma mds marcada, sobre el crecimiento inicial de las pldntulas. En contraste, los
aislamientos PIRW y P3HI mostraron un patrén de proteccion intermedio y menos
consistente entre variables y niveles de estrés, mientras que el control sin indculo resulté
sistemdticamente el mas afectado por el PEG-6000, tanto en germinacién como en longitud
de plantula. De esta manera, el andlisis factorial no solo corrobora la tendencia observada de
mayores incrementos relativos bajo estrés que en condiciones normales, sino que la sustenta
matematicamente, fortaleciendo la evidencia del potencial de estos aislamientos como agentes
promotores del crecimiento vegetal con capacidad de mitigar activamente el estrés hidrico en
Z. mays.

Estos hallazgos son consistentes con lo reportado por Chukwuneme et al. (2020),
quienes inocularon Streptomyces pseudovenezuelae y Arthrobacter arilaitensis en semillas de
Z. mays y observaron incrementos de hasta 40 % en la longitud total de las plantulas (12 cm y
13 cm, frente a 9,5 cm del control). Aunque los incrementos porcentuales del presente estudio
fueron mayores, ambos trabajos coinciden en que la inoculacién bacteriana mejora
significativamente el crecimiento temprano de la plantula.

En el segundo pardmetro, el indice de vigor que, de manera concordante con la longitud,
las semillas inoculas con bacterias endéfitas al ser evaluadas registraron indices de vigor
superiores al control (490983,00 + 21,00). PSRW-1 alcanz6 el valor més alto (2434,00 +
72,00), seguido de PSRB (1968,00 + 21,00) y PAHB-2 (1846,00 + 53,00). Segun la prueba de
Tukey todos los grupos representaron diferencias estadisticas significativas, donde PSRW-1
presento el indice de vigor mas alto, seguido de PSRB y P4HB-2, ubicandose el control sin
inocular en el ultimo lugar. Comparativamente, estos valores superaron a los reportados por
Chukwuneme et al. (2020) (888,3 y 1086,3, frente a 675,6 del control), aunque ambos estudios
coinciden en que la inoculacién mejora el vigor de la plintula respecto al control no
inoculado.

Bajo estas condiciones, el tercer parametro definido como el porcentaje de germinacion
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fue cercano al 100% tanto en el control como en todos los tratamientos inoculados, por lo que
la inoculacién no modificé de manera visible este pardmetro. Esto indica que, en ausencia de
estrés, el efecto promotor de las bacterias se manifestd principalmente en la longitud y el vigor
de la plantula, y no en la germinacion.

El efecto de la inoculacién bacteriana a las semillas de Z. mays bajo estrés hidrico
simulado (PEG-6000 al 20%) causo que la longitud de las plantulas disminuya respecto a las
condiciones sin estrés en todos los tratamientos; no obstante, los aislados evaluados
promovieron valores entre 5 y 8 cm, superando ampliamente al control bajo estrés (2 cm).
Destacaron PSRW-1 (8 cm) y el grupo de bacterias enddfitas compuesto por PSHO-1, PSRB y
P4HB-2 con 7 cm cada uno. En particular, PSRW-1 mantuvo el valor mas alto, lo que sugiere
una mayor eficiencia de este aislado para sostener el crecimiento vegetal bajo condiciones

osmoticamente restrictivas.

Este comportamiento coincide con lo sefialado por Verma et al. (2016) para bacterias PGP
capaces de favorecer la tolerancia al estrés hidrico mediante mecanismos como la sintesis de
fitohormonas, la modulacién del balance hormonal vegetal, la produccién de exopolisacéridos
y la mejora en la adquisicién de nutrientes. De manera similar, Ehinmitan et al. (2024)
reportaron que, bajo estrés hidrico simulado, las cepas EMKI13 y EK27 promovieron
longitudes de 6,60 cm y 6,10 cm, superiores al control (5,60 cm), y en condiciones de mayor
restriccion hidrica (—0,5 MPa) alcanzaron 5,30 cm y 5,10 cm frente a 0,70 cm del control. Si
bien los valores absolutos difieren entre estudios —posiblemente por diferencias en las
especies bacterianas evaluadas—, ambos trabajos coinciden en que la inoculacién con
bacterias enddfitas atenda el efecto negativo del estrés hidrico simulado sobre el crecimiento
inicial de la plantula.

Para el parametro, indice de vigor, la mayoria de los tratamientos se distribuyeron en
categorias intermedias. Los aislados, PSRW-1, PSRB y PSHO-1 alcanzaron los valores mas

altos (; 589,00 + 22,00; 578,00 + 27,00 y 485,00 + 45,00 respectivamente), ubicdndose
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P5RW-1 en el grupo (d). Este resultado sugiere que dicho aislamiento no solo promueve el
crecimiento en condiciones favorables, sino que también contribuye a preservar el vigor de la
plantula cuando la disponibilidad de agua es limitada. La capacidad de mantener
simultineamente valores elevados de longitud y de vigor bajo estrés sugiere que los efectos
observados no se explican exclusivamente por una mejora en la disponibilidad de nutrientes,
sino también por mecanismos fisioldgicos adicionales — como la sintesis de fitohormonas, la
modulacién hormonal del hospedero y la produccidon de exopolisacdridos asociados al ajuste

osmdtico— descritos por Verma et al. (2016) en bacterias

PGP para sostener el desarrollo vegetal bajo restriccion hidrica. Comparativamente, estos
valores superaron a los reportados por Chukwuneme et al. (2020) para S. pseudovenezuelae
(417) y A. arilaitensis (492,8) bajo estrés, aunque este dltimo se ubica dentro del rango
observado en el presente estudio. La tendencia también es consistente con lo descrito por
Ehinmitan et al. (2024), quienes registraron indices de vigor bajo estrés de 265,00 (EMK13) y
340,02 (EK27) a —0,5 MPa.

Para el pardmetro porcentaje de germinacién (%), a diferencia de lo observado bajo
condiciones sin estrés (100 % en todos los tratamientos), las seis bacterias evaluadas
permitieron la germinacion con respuestas diferenciadas entre aislados. PAHB-2, P3BHI y PIRW
presentaron porcentajes entre 45 % y 60 %, mientras que PSHO-1, PSRW-1 y PSRB mostraron
valores superiores (70 %—80 %), destacando PSRB con el mayor porcentaje (80 %). Estos
resultados son congruentes con lo reportado por Chukwuneme et al. (2020) (50 % y 55 % para
S. pseudovenezuelae y A. arilaitensis, respectivamente) y por Ehinmitan ez al. (2024), quienes
registraron 50 % y 66,67 % de germinacion para las cepas EMK13 y EK27 bajo estrés, frente
a 13,33 % del control. Considerando que, en ausencia de estrés, la germinacién no se Vvio
afectada por la inoculacion (100 % en control y tratamientos), mientras que bajo estrés hidrico
simulado si se observaron diferencias marcadas entre tratamientos y frente al control, estos

resultados evidencian, que el efecto promotor de estos endéfitos se puede manifestar de
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manera mds marcada en la germinacién cuando las plantas se encuentran sometidas a
condiciones ambientales adversas.

Los aislamientos endéfitos de C. spinosa que destacaron en las pruebas in vivo en la
promocién del crecimiento de Z. mays fueron PSHO-1, PSRW-1, PSRB y P4HB-2, al registrar
mayores porcentajes de germinacién, mayor longitud total de plantula y valores superiores del
indice de vigor, tanto en condiciones sin estrés como bajo estrés hidrico simulado. Este
desempefio es consistente con los resultados obtenidos en la prueba in vitro de tolerancia al
estrés hidrico simulado inducido por PEG-6000 al 20 % (—0,491 MPa), en la cual estos
mismos aislados presentaron los menores porcentajes de inhibicion del crecimiento,
evidenciando una elevada capacidad de adaptacion a condiciones osmdticamente restrictivas.

Los resultados obtenidos evidenciaron, ademds, que las seis bacterias endofitas
establecieron una interaccion positiva con Z. mays, a pesar de haber sido aisladas originalmente
del microbioma de C. spinosa. Esto sugiere que los endéfitos evaluados podrian presentar un
cardcter generalista, capaz de colonizar e influir favorablemente en una especie vegetal
filogenéticamente distinta a su hospedero original. Este tipo de compatibilidad cruzada ha sido
reportado previamente: Admassie et al. (2021) demostraron que bacterias endéfitas aisladas de
pimiento promovieron el crecimiento de Arabidopsis thaliana, y Hassan et al. (2017)
reportaron efectos positivos de endofitos provenientes de Teucrium polium sobre el crecimiento
de Z. mays.

Los mecanismos que podrian explicar esta compatibilidad cruzada estarian
probablemente asociados a procesos de colonizacion como la quimiotaxis, la produccién de
adhesinas, la formacion de biofilm y la produccién de enzimas de degradacion de pared celular
(Kandel et al. 2017). Sin embargo, es necesario llevar a cabo ensayos moleculares o de
expresion génica que permitieran confirmar la actividad de los genes funcionales de los aislados
en el hospedero de maiz, para afirmar de manera categdrica que exista una transferencia

funcional de tipo metabdlico o fisioldgico. Los resultados fenotipicos observados —PGP y del
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vigor en un hospedero filogenéticamente distinto al de origen— son compatibles con esta
hipétesis, pero su confirmacion requeriria estudios adicionales, como ya se menciond con la
actividad enzimatica especifica en el sistema radicular del maiz.

Cabe senalar que los resultados obtenidos corresponden exclusivamente a ensayos en
condiciones controladas de laboratorio en los cuales el PEG-6000 al 20% reproduce el
potencial hidrico simulado, pero no refleja completamente la complejidad del déficit hidrico
en condiciones de suelo. De acuerdo con Amaya-Gémez et al. (2020), la validacién de
microorganismos con potencial PGP debe realizarse de manera progresiva mediante ensayos
de laboratorio, invernadero y campo. Por ello, los aislados identificados en este estudio deben
considerarse candidatos preliminares, cuya eficacia requiere confirmarse primero en
invernadero y posteriormente en campo antes de plantear su aplicacion como bioinsumos
microbianos.

Finalmente, cabe mencionar que los resultados obtenidos en el presente estudio
coinciden con lo reportado por Chukwuneme et al. (2020, Khanna et al. (2022), Ehinmitan et
al. (2024) y Majhi et al. (2025), quienes sefialaron que las cepas bacterianas con mejor
desempeiio en la promocidn del crecimiento vegetal fueron aquellas previamente seleccionadas
por sus capacidades nutricionales y su tolerancia al estrés hidrico simulado. Esta concordancia
respalda la solidez del enfoque de seleccion empleado en el presente trabajo y su utilidad para

identificar aislados con potencial aplicacion como bioinsumos microbianos.

8. Conclusiones
1. Se aislaron 47 bacterias endéfitas a partir de plantas de Caesalpinia spinosa colectadas
en el distrito de Iguain, departamento de Ayacucho, evidenciando la presencia de una
microbiota endofitica asociada con esta especie vegetal.
2. Las bacterias endofitas aisladas demostraron, a nivel in vitro, capacidad PGP,

incluyendo la capacidad potencial de fijacion biolégica de nitrégeno (15), la
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solubilizacién de fosfato (nueve) y potasio (dos), y produccién de amoniaco (seis),
ademads de presentar tolerancia a condiciones de estrés hidrico simulado, destacando un
grupo de seis bacterias, de las cuales cuatro bacterias (PSHO-1, PSRW-1, P5RB y
P4HB-2) mostraron el mayor potencial biotecnolégico al combinar capacidades PGP y

tolerancia al estrés hidrico simulado.

De los aislamientos endéfitos seleccionados provenientes de C. spinosa, la bacteria
P5RB demostr6 actividad antagonista efectiva contra el hongo Fusarium spp,
impidiendo su desarrollo tras 10 dias de incubacidn.

La inoculacién de las bacterias seleccionadas en semillas de Z. mays, bajo condiciones
normales y de estrés hidrico simulado, incrementé la germinacidn, la longitud y el
vigor de las plantulas, destacando los aislamientos PSHO-1, PSRW-1, PSRB y PAHB-
2. En particular, PSRW-1 promovié el mayor incremento en la longitud de las
plantulas bajo estrés hidrico simulado (8 cm, frente a 2 cm en el control),
evidenciando una mitigacion notable de los efectos adversos del estrés. Estos
resultados respaldan el potencial de los aislados evaluados como candidatos

preliminares para su uso como bioinsumo microbiano.

9. Recomendaciones

1.

Se recomienda realizar ensayos adicionales para determinar si las seis bacterias
endofitas poseen otras caracteristicas asociadas a la promocion del crecimiento vegetal.
Como la produccion de dcido indolacético (AIA), la sintesis de sider6foros de manera
cuantitativa y cualitativa, la actividad de ACC desaminasa y la produccion de
exopolisacdridos. Para cada una de estas caracteristicas, se sugiere implementar
metodologias estandarizadas que permitan cuantificar con precision la magnitud de
cada rasgo y comparar la eficacia relativa de cada aislamiento microbiano.

Se sugiere ampliar el conjunto de variables fisiolégicas y evaluar diferentes

concentraciones de PEG-6000 en las evaluaciones in vitro con semillas de Z. mays
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inoculadas con bacterias endéfitas, incorporando la determinacién de la conductancia
estomdtica, la tasa de transpiracion, la tasa de fotosintesis, el potencial hidrico foliar y
produccion de biomasa; adicionalmente, se recomienda el uso de indices espectrales,

como el NDMI (indice de humedad de diferencia normalizada), con el fin de lograr una

caracterizacion integral de la respuesta fisioldgica de la planta frente a la inoculacién
microbiana bajo condiciones controladas.

3. Se recomienda realizar estudios bioquimicos y moleculares de las seis bacterias
endofitas que mostraron caracteristicas PGP, con el fin de clasificarlas
taxondmicamente como parte de la microbiota de Caesalpinia spinosa. Esta
identificacion resulta fundamental para garantizar la trazabilidad y seguridad de los
aislamientos, asi como para su potencial escalamiento y aplicacién biotecnoldgica en
sistemas agricolas o de biofertilizacion.

4. Se recomienda realizar experimentos de escalamiento para evaluar si las bacterias
endofitas seleccionadas mantienen o superan las respuestas observadas en ensayos in
vitro, comenzando con experimentos en maceta y posteriormente en campo. Estos
estudios permitirdn determinar su efectividad en la promocion del crecimiento de Z.
mays y otras especies de importancia agricola en Perd, especialmente bajo condiciones
de estrés hidrico, contribuyendo a la mitigacion de los efectos de la sequia y a la mejora
de la productividad agricola.
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e Medios de cultivo y reactivos

Anexos

Agar Tripticasa de Soja Agar Ashby i
Componente Cantidad Componente Cantidad
. - . Manitol 20g
Digesto pancreatico de Caseina 15
£ Di P ico d 5 g Fosfato de hidrogeno dipotasico 02g
igesto papaico de soya g Sulfato de magnesio 02qg
Cloruro de Sodio 59 Cloruro de sodio 0.2g
D - Glucosa monohidrato 25¢g sulfato de potasio 01g
Fosfato di potdsico 2540 Carbonato de calcio 5g
Agar 15g Agar 15g
Agua Destilada 1000 mL Agua Destilada 1000 mL
pH 7.3 pHT.3
NBRIP-dicalcico NBRIP-tricalcico
Componente Cantidad Componente Cantidad
Fosfato dicalcico 10g Fosfato tricalcico 10g
Clorulo de magnesio 59 Clorulo de magnesio 5qg
Sulfato de Magnesio 025¢g Sulfato de Magnesio 025g
Cloruro de Potasio 02g Cloruro de Potasio 02g
Sulfato de Amonio 01g Sulfato de Amonio 01g
Agar 15g Agar 159
Agua Destilada 1000 mL Agua Destilada 1000 mL
pH7.3 pHT7.3
Alexandrov Caldo Tripticasa de Soja + PEG-6000 al 10%
Componente Cantidad Componente Cantidad
Sulfato de mag"es'.o 059 Digesto pancreatico de Caseina 17g
Carbonato de calcio 01g Diesto papaico de sova 3
Aluminosilicato de potasio 2g gCI P pd Sodi y £ g
oruro de Sodio g
Dextrosa (glucosa) 5g
Cloruro férrico 0.005 D - Glucosa monohidrato 25¢g
. \ g . .
Fosfato de calcio 24 Fosfato di potasico 25g
PEG-6000 100 g
Agar 20g
Agua Destilada 1000 mL Agua Destilada 1000 mL
pHT.3 pHT73
Caldo Tripticasa de Soja + PEG-6000 al 20%
Componente Cantidad J'-'Lgal' Papa Dextrosa
Digesto pancreatico de Caseina 17g c : Cantidad
omponente antda
Digesto papaico de soya 3g . P
Cloruro de Sodio 5g Infusion de papa 200 g
D - Glucosa monohidrato 259 Glucosa 20 g
Fosfato di potasico 2bg f-‘igar Papa Dextrosa 15 g
PEG-6000 200g
Agua Destilada 1000 mL
Agua Destilada 1000 mL g
pH7.3 pHS5.5

107



Agua Peptonada 2% Agar Agua

Componente Cantidad Componente Cantidad
Peptona 20049 Agar 20g
Agua destilada 1000 mL Agua Destilada 1000 mL

pH 7.3 pH7.3

Reactivo Nessler Reactivo Azul de Bromotimol

Componente Cantidad

Voduro d ol 20 Componente Cantidad
OYU: edmer-:urn.:{ ) 70 g Azul de Bromotimal 0dg
oduro de potasio g Sadio Hidréxido 0,1 mollL 18 ml
Hidréxido de sodio 160 g
Etanol Absoluto 50 ml
Agua Destilada 1000 mL .
oH 13,5 Agua destilada 1000 mL

Tabla C1. Indice de solubilizacién de fosfato dicalcico de los aislamientos evaluados

Indice de solubilizacién (IS) de fosfato dicalcico

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

Muestra Codigo

A L14 129 136 1,57 1,71 1,79 1,81
B LL1I3 L13 1,33 15 1,56 1,76 1,56
C 1,14 1,29 143 149 1,74 1,77 1,77
P4HB-2
D 1,33 1,50 1,67 208 2,12 2,12 2,12
E LI3 L,19 1,25 1,44 L5 1,56 1,59
F 1,29 143 1,62 1,71 1,8 1,83 1,86
A 1,00 L,13 1,25 135 141 L5 1,58
B 1,29 129 143 1,57 1,64 1,71 1,81
C 1,oo 1,13 1,22 131 1,37 1,39 1,40
P3HI
D 1,00 1,2 141 15 1,55 1,56 1,56
E LI3 1,21 148 1,55 1,58 1,59 1,59
F 1,06 1,16 1,38 148 1,56 1,58 1,59
A LIl 1,28 1,33 14 1,44 1,51 1,52
B LI3 1,23 143 1,53 1,6 1,76 1,81
C LLI3 1,2 14 15 1,59 1,65 1,66
PSHO-1
D LIt 1,2 1,28 136 142 1,48 1,51
E L1t L,19 1,22 132 1,37 1,41 1,48
F LI3 1,25 141 149 1,56 1,61 1,65
A 1,07 1,09 1,27 1,31 1,36 1,37 1,39
PSRW-1
B LI3 1,23 143 153 1,58 1,6 1,68
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1,25 1,54 1,68 1,74 1,79 1,85 1,9
1,25 1,5 .6 1,71 1,79 1,86 1,91
14 154 1,63 1,74 1,81 1,86 1,93

C 1,09 1,26 1,3 133 1,37 1,38 1,39
D L1t 1,21 1,29 1,37 1,56 1,63 1,69
E L13 1,2 1,25 1,36 1.4 1,5 1,54
F 1,09 1,11 1,22 1,29 1,32 1,37 1,39
A L1I3 135 144 151 1,58 1,64 1,66
B L1 1,22 1,31 141 1,44 1,48 1,51
C L14 1,29 1,39 147 1,59 1,66 1,71
D PIRW LI3 1,25 135 1,44 1,5 1,59 1,66
E LI3 1,25 1,38 145 L5 1,59 1,68
F L1 1,22 1,31 1,39 141 1,44 1,49
A 1,38 1,5 L6 171 1,79 1,86 1,91
B 1,25 133 141 15 1,59 1,7 1,79
C 1,22 142 149 1,54 1,6 1,67 1,73
D PSRB

E

F

Tabla C2. Indice de solubilizacién de fosfato tricalcico de las bacterias endéfitas

evaluadas

Indice de solubilizacién (IS) de fosfato tricalcico
24h 48h 72h 96h 120h 144h 168 h
1,17 135 145 1,57 1,65 1,97 2,12
1,33 142 1,50 1,67 1,8 1,92 2
P4HB-2 1,17 145 1,55 1,77 1.9 2,03 2,13
1,17 1,30 143 1,57 1,67 1,78 1,97
Li4 1,29 1,39 1,51 1,63 1,71 1,77
L1I3 1,23 131 14 1,66 1,76 1,84
L1I3 1,25 133 145 1,58 1,83 1,98
P3HI 1,14 127 1,37 146 1,67 1,76 1,84
L1I3 1,25 1,33 143 1,55 1,67 1,77
1,09 1,14 1,24 1,33 1.4 1,49 1,57

Muestra Codigo

= o O« »=2 0 0w »
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L12 1,25 1,37 145 1,57 1,67 IRY
1,16 1,34 1,52 1,6 1,8 2,16 2,22
P5HO-1 1,18 1,37 143 1,58 1,83 1,98 1,99
1,32 143 1,58 1,67 1,82 1,93 2,05
L17 1,3 143 1,53 1,67 1,77 1,88
LIS 1,25 1,33 1,38 1,48 1,51 1,58
1,33 143 1,55 1,62 1,75 1,83 1,92
P5RW-1 1,09 1,18 1,24 1,33 14 1,49 1,56
1,21 1,29 1,37 143 1,56 1,66 1,71
1,27 1,35 147 1,6 1,72 1,85 2
,o6 1,13 1,2 1,25 133 1,38 1,45
L 1,18 1,24 1,33 1,39 1,49 1,56
PIRW 1,09 1,15 121 135 143 1,49 1,54
1,07 1,11 1,18 1,22 1,26 1,31 1,38
1,09 1,14 1,2 1,28 1,33 1,38 1,41
LI9 1,29 14 151 1,64 1,77 1,86
LL14 124 137 149 1,63 1,76 1,84
PSRB 1,14 1,27 1,37 147 1,57 1,7 1,8
1,21 1,37 1,53 1,66 1,79 1,84 1,91
1,23 1,39 1,54 1,66 1,76 1,84 1,89

= o a®»EHO00OQR »HCOCOQW > HCO® P>

Tabla D1. Indice de solubilizacién del potasio de las bacterias endoéfitas evaluadas

Indice de solubilizacién (IS) de potasio

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

Muestra Caodigo

1,33 143 1,51 1,57 1,66 1,7 1,76
1,25 143 1,56 1,7 1.8 1,86 1,93

A 1,25 1,36 145 15 1,58 1,68 1,75
B .44 150 1,59 1,63 1,69 1,75 1,79
P4HB-2
C 1,25 1,38 149 1,56 1,64 1,7 1,75
D 1,28 133 140 1.4 1,52 1,58 1,6
A 1,32 141 149 1,54 1,62 1,69 1,74
B 1,30 1,42 1,50 1,56 1,63 1,7 1,73
PSRB
C
D

110



Tabla E1. Componentes de las soluciones estandar de a partir de (NH4)2SO4 en agua

peptonada (2 %)

Concentracion final Stock (NH4):SO+ Agua peptonadaal Volumen

Estandar — \H ¢ (mg/mL) (mL) 2% (mL) final (mL)
Blanco 0 0 5,00 5,00
P1 0,05 0,05 4,95 5,00
P2 0,10 0,10 4,90 5,00
P3 0,20 0,20 4,80 5,00
P4 0,35 0,35 4,65 5,00
P5 0,50 0,50 4,50 5,00
P6 1,00 1,00 4,00 5,00

Tabla E2. Valores de absorbancia (A4s0) y concentraciéon de NHa4" en estandares

Muestra Estandar Absorbancia [NH4'] (ug/mL)

>

0,003
Blanco 0,003 0

0,003
0,279

P1 0,278 10,00
0,276
0,380

P2 0,379 30,00
0,381
0,489

P3 0,486 60,00
0,487
0,579

P4 0,581 100,00
0,580
0,682

Ps 0,680 150,00
0,681

a w PO PO PO PPOF PO
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A
B
C

0,782
P6 0,779 200,00
0,781

Tabla E3. Ecuacion de la curva estandar de NH4*

Parametro Resultado

Variable independiente (X) [NH4+]

Variable dependiente (y)

Ecuacién de la recta

Absorbancia 450 nm (A4so)
y =0,00214x + 0,276

Coeficiente de determinacién (R?) 0,97
Nimero de puntos 6
-®
Y T
!‘— - -
B T
50 100 150 200

Concentracion N-MH. (mg/L)

Figura E1. Curva estandar de NH4*.

112

220



Tabla E5. Valores de absorbancia (A4so) producidas por las bacterias endofitas

seleccionadas en agua peptonada (2 %)

Muestra Cédigo  Absorbancia

>

0,004

Blanco 0,004
0,004

0,315

P3HI 0,314
0,317

0,601

P4HB-2 0,603
0,604

0,396

P5HO-1 0,406
0,402

0,576

PSRW-1 0,574
0,577

0,396

P1RW 0,398
0,397

0,566

P5RB 0,568
0,567

O = B Ow O O PO IO IO
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Tabla F1. Valores de densidad éptica (ODsoo) de las bacterias enddfitas seleccionadas en

medio con TSB con PEG-6000 (10 %)

ODsoo

0h 24h 48h
0,006 0,006 0,007
Blanco 0,006 0,006 0,007
0,006 0,006 0,007
0,016 0,237 0,291
P3HI 0,017 0,229 0,281
0,016 0,23 0,277
0,015 0,391 041
P4HB-2 0,015 0,299 0,323
0,014 0,307 0,319
0,016 0,34 0,407
P5HO-1 0,016 036 0416
0,015 0,37 0413
0,014 0,563 0,481
P5SRW-1 0,015 0,559 0,418
0,014 0,567 0,505
0,017 0,612 0,561
PIRW 0,016 0,609 0,487
0,016 0,61 0,462
0,014 0,782 0,467
P5RB 0,015 0,779 0,458
0,014 0,781 046

Muestra Cadigo

O W PO wW =W PO paxr Ppaw 0w
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Tabla F2. Valores de densidad éptica (ODsoo) de las bacterias endofitas seleccionadas en

medio con TSA con PEG-6000 (20 %)

ODsoo
Oh 24h 48h
0,009 0,009 0,01
Blanco 0,009 0,009 0,01
0,009 0,009 0,01
0,019 0,202 0,259
P3HI 0,02 0,267 0,276
0,019 0,256 0,301
0,021 0,316 0,392
P4HB-2 002 0309 04
0,02 0,329 0,39
0,018 0,334 0,403
P5HO-1 0,019 0,346 0,378
0,019 0,325 0,365

0,02 0,289 0,385
PSRW-1 0,021 0,321 0,347
0,02 0,316 0,368
0,018 0,175 0,266
PIRW 0,019 0,185 0,271
0,019 0,201 0,269
0,019 0,202 0,404
PSRB 0,02 0,255 0,401
0,02 0,283 0412

Muestra Codigo

O W PO Ow B0 W awsawsawpr
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Tabla G1. Tasa de crecimiento radial (cm/h) de Fusarium spp. en el medio PDA durante

el ensayo de antagonismo

Tasa de crecimiento de Fusarium spp.

96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h

Muestra Codigo

1,40 1,60 1,80 220 250 270 290
L30 1,50 1,70 2,00 230 260 290

A 1,80 2,10 240 290 330 3,70 420
B 1,70 20 230 280 320 3,80 4,30
Control
C 1,70 220 240 290 320 3,60 4,10
D 1,60 2,10 250 300 340 390 450
A 1,20 1,60 1,80 2,00 230 2,60 290
B 1,30 1,70 1,90 2,10 240 2,70 3.00
PS5RB
C
D

Tabla H1. Germinacion de las semillas de Zea mays con distintos tratamientos a los 14

dias a 28 °C
L . Semillas
Repeticion Tratamiento .
germinadas
A 20
Control sin estrés
B abiotico 20
C 19
A 5
Control con estrés
B . ree 7
abiotico
C 5
A 20
B Semilla + PIRW 20
C 20
A 20
B Semilla + P3HI 19
C 20
A 20
B Semilla + P4AHB-2 20
C 19
A Semilla + PSHO-1 20

116



20

B

C 20

A 20

B Semilla + PSRW-1 20

C 19

A 20

B Semilla + PSRB 20

C 20

A 9
Semilla + PIRW +

B estrés abiotico

C 10

A 11
Semilla + P3HI +

B estrés abiotico 10

C 11

A 11

Semilla + P4HB-2 +

B estrés abiotico 12

C 12

A 15

B Semilla + PSHO-1 14

+ estrés abiotico

C 15

A 15

B Semilla + PSRW-1 16

+ estrés abiotico

C 16

A 15
Semilla + PSRB +

B estrés abiodtico 15

C 16
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Tabla H2. Longitud total (cm) de las semillas de Zea mays con distintos tratamientos tras 14 dias a 28 °C

Repeticion ~ Tratamiento P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P§ P9 PO PII P2 PI3 P4 PI5 PI6 P17 PI8 P19 P20
A Controlsin 1000 1154 1126 013 1104 1100 1006 1002 968 906 976 959 873 862 891 1086 1073 1000 1206 862
B estrésabidtico 1201 1056 925 1017 1113 1004 807 946 1139 1000 1018 1169 1170 897 88 993 1096 1008 1056 9.65
C 11,08 985 974 1147 1195 1074 1003 1109 822 1009 1076 959 873 1063 999 1006 1211 1000 000 1021
A Controlcon  “00 000 000 000 000 000 000 000 000 203 000 000 274 190 198 206 000 000 000 0.00
B estrésabistico 000 000 000 000 000 000 000 205 193 209 18 000 000 190 000 207 18 000 000 000
C 000 000 000 200 000 000 000 000 000 213 19 215 000 000 000 000 000 000 18 000
A Semillag 1318 1320 1305 1284 1275 1292 1256 1287 1273 1205 1244 1167 1149 1158 1199 1187 1314 1258 1305 1300
B piRw 1325 1277 1308 1319 1257 1243 1297 128 1291 1276 1295 1237 1190 1185 1186 1249 1319 1324 1280 12.94
C 1284 1291 1306 1324 1330 1292 1247 1253 1269 1249 1275 126 1159 1178 1194 1186 1287 13,15 13,10 13,19
A Semillas 1309 1525 1537 1524 1539 1497 1481 1487 1475 1400 1421 1436 1444 1490 1387 1396 1394 1398 000 1505
B — 1499 1513 1525 1530 1507 1427 1467 1474 1493 1457 1451 1443 1509 1500 1399 1394 1386 14,17 1427 1532
C 1428 1459 1481 1439 1420 1526 1534 1530 1547 1549 1389 1390 1397 1478 1455 1464 1488 1463 1507 1497
A Semillag 136 1798 1789 1873 1904 1917 1886 1973 1779 1934 000 1837 1800 1876 1869 1805 1891 1947 1901 1958
B PaHB.2 1874 1806 1848 1806 1899 1877 1964 1900 1906 1947 1954 17.84 1790 1809 1854 1901 1899 1954 19.66 1941
C 1972 1904 1960 1958 1874 1807 1849 1889 1870 1747 1751 1749 1766 19,63 1940 1835 1849 1800 1938 19,57
A Semillag 415 1400 1408 1345 1387 1394 1390 1374 1364 1328 1275 1280 1289 1270 1297 1299 1413 1415 1418 1283
B PsHO.1 1397 1410 1409 1387 1391 1394 1376 1343 1399 1390 1284 1293 1367 1357 1299 1362 1400 1409 1384 1387
C 1410 1409 1397 1385 1376 1347 1360 1387 1380 1364 1367 1377 1299 1288 1290 1294 1405 1381 13,83 1384
A Semillas 2497 2400 2553 2467 2495 2481 2467 2490 2434 2441 2463 2500 2547 2568 2398 2394 2463 2399 2528 2546
B PSRW.1 2524 2437 2516 2473 2489 2475 2481 2490 2423 2504 2567 2491 2477 2368 2374 2399 2498 2471 2495 2529
C 2469 2500 2524 2487 2495 2467 2474 2486 2439 2477 2513 2500 2510 24,68 2473 2478 2394 2397 2475 0,00
A Semillas 1979 1958 1967 1990 1967 1938 1876 1849 1870 1898 1884 1863 1858 2027 2010 2024 1979 1982 2090 19.62
B psrg 2125 1987 1869 1964 1989 1970 1973 18,67 1856 1888 1993 1990 1957 1936 1963 2024 20,10 1973 19,67 19,99
C 1967 1955 2102 1976 1937 2080 1967 1898 1925 2106 1899 1890 1968 2026 20,13 2096 1935 1984 2124 1949
A 000 000 000 000 445 398 545 000 579 605 399 471 000 497 476 000 000 000 000 000
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B Semilla + 465 575 0,00 0,00 0,00 0,00 398 445 000 484 393 319 000 000 000 594 000 000 000 0,00
C PH;Z (;iiitrés 565 389 0,00 0,00 0,00 000 465 39 540 000 575 38 000 000 000 365 440 000 000 497
A Semilla + 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 437 574 445 499 000 000 559 593 475 634 642 500 000 000 643
B P3HI +estrés 7,05 577 0,00 0,00 649 698 721 543 697 000 000 000 000 68 549 737 000 0,00 0,00 0,00
C abidtico 6,45 587 690 7,89 0,00 0,00 000 800 669 741 000 000 000 000 809 799 632 000 000 694
A Semilla + 725 685 646 0,00 0,00 000 000 7775 700 000 000 000 000 625 694 624 613 699 744 0,00
B P4HB-2 + 7,71 695 693 7,23 6,00 655 000 000 6,00 7,69 695 785 000 000 000 647 631 000 0,00 0,00
C estrésabidtico 796 642 0,00 6,05 686 649 790 0,00 658 7,27 734 6,74 605 721 0,00 0,00 0,00 000 000 000
A Semilla + 759 0,00 0,00 7,24 6,79 689 657 739 508 536 698 7,59 790 7731 6,27 6,08 598 000 000 0,00
B P5HO-1 + 507 6,09 0,00 7,45 734 6,79 6,12 768 579 681 0,00 0,00 000 694 600 597 616 635 598 690
C estrésabidtico 579 560 0,00 6,40 0,00 547 674 618 579 7,10 6,19 000 000 000 000 549 604 738 657 596
A Semilla + 802 794 745 7,62 0,00 800 801 7,79 794 762 8§16 000 792 740 683 7,02 692 8§10 0,00 0,00
B PSRW-1 + 6,14 6,58 7,62 7,84 8§32 000 755 762 0,00 819 784 754 745 839 802 796 759 0,00 0,00 0,00
C estrésabidtico 694 7,10 7,82 7,64 000 759 8§14 000 829 000 000 794 746 791 740 832 794 751 000 793
A Semilla + 0,00 0,00 7,66 7,81 650 742 810 632 745 6,65 720 0,00 000 605 741 801 810 748 735 0,00
B P5RB +estrés 7,54 7,60 6,95 8,10 740 0,00 000 698 700 7,64 740 694 789 790 743 7,772 000 000 7,68 7776
C abidético 0,00 0,00 737 7,96 6,60 835 7,66 640 6,60 784 759 7,70 0,00 000 750 697 680 754 646 788

Nota. Un valor de 0,00 significa que la semilla no germind.
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Tabla H3 Analisis de varianza para la longitud de la plantula de Z. mays con distintos

tratamientos tras 14 dias a 28 °C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Estrés hidrico 1 9115 9114.69 1167.39 0.000
simulado

Bacteria enddfita 6 46162 7693.61 985.38 0.000
Estrés hidrico 6 11779 1963.24 251.45 0.000
simulado x Bacteria

endofita

Error 28 219 7.81

Total 41 165660

Nota. GL = grados de libertad; SC Ajust. = suma de cuadrados ajustada; MC Ajust. = media cuadrdtica ajustada.
Codificacion de factores: (1; 0).

Tabla H4 Resumen del modelo del analisis de varianza

S R-cuad. R-cuad. (ajustado) R-cuad. (pred)

2.79424 99.87% 99.81% 99.70%

Nota. S = desviacion estandar del error del modelo; R-cuad. = coeficiente de determinacion.

Tabla H5 Coeficientes estimados del modelo para los efectos de estrés, cepa y su interaccién

Término Coef EE del coef. Valor T Valor p FIV

Constante 98.36 1.61 60.97 0.000

Estrés hidrico simulado

1 -77.95 2.28 -34.17 0.000 7.00
Bacteria enddfita

PIRW 28.09 2.28 12.31 0.000 343

P3HI 48.48 2.28 21.25 0.000 343

P4HB-2 89.37 2.28 39.17 0.000 343
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P5HO-1 37.92
P5RB 98.42
P5RW-1 149.17

Estrés hidrico simulado x
Bacteria enddfita

1 PIRW -1.44
1 P3HI -5.02
1 PAHB-2 -40.98
1 PSHO-1 7.01

1 PSRB -45.09
1 PSRW-1 -92.76

2.28

2.28

2.28

3.23

3.23

3.23

3.23

3.23

3.23

16.62
43.14

65.38

-0.44
-1.55
-12.70
2.17
-13.97

-28.75

0.000

0.000

0.000

0.660

0.131

0.000

0.039

0.000

0.000

3.43

3.43

3.43

3.71

3.71

3.71

3.71

3.71

3.71

Nota. EE = error estandar; FIV = factor de inflacién de la varianza. Codificacion de factores: (1; 0).
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Figura A2. Tincién Gram de seis bacterias end6fitas aisladas de C. spinosa.
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P4HB-2

P5HO-1

Figura B1. Crecimiento de seis bacterias enddfitas aisladas de C. spinosa

en medio Ashby tras

P5RB P1RW

Figura C1. Formacion del halos en el medio NBRIP-tricdlcico de seis bacterias endéfitas

aisladas de C. spinosa.
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Figura D1. Formacién del halo de solubilizacion de potasio en el medio Aleksandrov de seis

bacterias endofitas aisladas de C. spinosa.

Figura G1. Formacion de manchas en raices y hojas producidas por Fusarium spp. aislado de

Z. mays.
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