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AISLAMIENTO, CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS DE LA RIZOSFERA DEL CULTIVO DE Olea
europea “OLIVO” EN TACNA PERU

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF
DIAZOTROPHIC BACTERIA IN THE RHIZOSPHERE OF Olea europea “OLIVE”
CROP IN TACNA PERU

Claudia Clavijo!, Virginia Chipana®, Jhon Centeno’, Doris Zdfiga® y Carlos Guillén*

Resumen

Se aislaron y caracterizaron 104 cepas de bacterias diazotréficas nativas de la rizésfera del
olivo en el Fundo San Martin de Porres en Tacna — Per(. Se encontraron correlaciones entre las
poblaciones bacterianas con la materia organica, fésforo, pH del suelo, tipo de riego y
profundidad de la raiz. Las bacterias fueron caracterizadas en base a su capacidad promotora de
crecimiento, mediante la produccion de Acido Indol Acético (AlA), solubilizacion de fosfatos,
germinacién de semillas de alfalfa y crecimiento en Medio Mineral sin Nitrdgeno. El 58.65% de
cepas produjo AIA, el 25.96% solubilizd fosfato tricalcico, el 45.2% incrementd
significativamente la germinacion de las semillas de alfalfa con respecto al control y hubo un
crecimiento méaximo de 6 x 10° UFC.mI™* en la prueba de crecimiento en Medio Mineral sin
Nitrogeno. Posteriormente, se seleccionaron las 20 mejores cepas, donde la cepa 11A presento el
mejor porcentaje de ponderacion (69.02%) respecto a las cuatro variables analizadas. Asimismo,
los mejores resultados fueron para la cepa 11A (AIA 46.47 ug/ml), cepa 14A (5.84 cm? de area de
solubilizacion de fosfato tricalcico) y cepa 3A (45.83% de porcentaje de germinacion). El andlisis
molecular del gen 16S rRNA permitié identificar las especies: Novosphingobium scionense,
Novophingobium resinovorum, Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, Erwinia
tasmaniensis, Raoultella planticola, Azotobacter vinelandii, Burkholderia metallica y Rhizobium
massiliae. Los resultados permiten sugerir que estas bacterias pueden ser utilizadas para ensayos a
nivel de invernadero y posteriormente a nivel de campo como posibles promotores del crecimiento
vegetal.
Palabras clave: Diazétrofos, promotor del crecimiento vegetal, &cido indol acético (AIA),
solubilizacion de fosfatos.

Abstract

104 bacteria strains native diazotrophic strain from the rhizosphere of olive in Fundo San Martin
de Porres in Tacna-Peru. Correlations were found between bacterial populations with organic
material, phosphorous, soils pH, kind of irrigation and root deep. The bacteria were characterized
based on their ability growth promoter by production of indole acetic acid (IAA), phosphate
solubilization, alfalfa seed germination and growth in Mineral Medium without Nitrogen. 58.65%
of strains produced IAA, 25.96% solubilized tricalcium phosphate, 45.2% significantly increased
the germination of alfalfa seeds with respect control and maximum growth was 6 x 10° CFU.ml™in
the growth trial in Mineral Medium without Nitrogen. Subsequently top 20 strains were selected,
where strain 11A had the best weighting analyzed (69.02%) over the four variables analyzed. Also,
the best results were to: 11A strain  (IAA 46.47 ug/ml); 14A strain (5.84 cm? area of tricalcium
phosphate solubilization); 3A strain (45.83% of germination percentage). Molecular analysis of
16S rRNA gene allowed to identify the species: Novosphingobium scionense, Novophingobium
resinovorum, Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, Erwinia tasmaniensis, Raoultella
planticola, Azotobacter vinelandii, Burkholderia metallica and Rhizobium massiliae. Results
suggest that these bacteria can be used in greenhouse essays and then at the field as possibly plant
growth promoter.
Key words: diazotrophs, plant growth promoters indole acetic acid (IAA), phosphate
solubilization.

Introduccion. sintetizados, los cuales proporcionan nutrientes
Actualmente la gran mayoria de cultivos agricolas de  asimilables por las plantas, buscando optimizar los
Tacna y el Per( depende de los fertilizantes quimicos  procesos de produccion. El uso indiscriminado de
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fertilizantes quimicos, ocasiona contaminacion de
cuerpos de agua y suelos, sumando al incremento de
los costos de produccion y el impacto negativo en la
salud animal y humana. El empleo de cepas de
microorganismos con un alto potencial de accion
sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas y el
estudio de la diversidad biol6gica de sus patdgenos
son factores clave en su control y por tanto, en el
manejo integral de los cultivos (Olalde, 1998).

El suelo es un ecosistema de enorme riqueza
microbiana. Los estudios sobre los microorganismos
del suelo son numerosos, sin embargo hasta la fecha
no se ha determinado completamente la biodiversidad
necesaria, en lo que se refiere a microorganismos, para
que un suelo agricola funcione de manera Optima
(Stewart, 1991). EIl grupo de bacterias conocido como
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), son
bacterias que colonizan la raiz y estimulan
significativamente el crecimiento de plantas. Los
microorganismos diazo6trofos, organismos de vida
libre capaces de fijar nitrégeno, descritos desde el
siglo pasado, han sido objeto no solo de estudio en
microbiologia de suelos, sino también en el desarrollo
de productos bioldgicos comerciales. El andlisis del
gen del RNA ribosomal 16S suministra informacion
importante  sobre la identidad de bacterias
diazotroficas y permite establecer las relaciones
filogenéticas  entre  individuos del  mismo
agroecosistema (Jiménez, 2007).

La ciudad de Tacna tiene como cultivo potencial el
cultivo del olivo, que abarca mas del 60% de la
produccion nacional y en donde se registra el mayor
rendimiento de olivo a nivel nacional (6.4 t/ha)
(Navas, 2010). Actualmente no se cuenta con una
fertilizacion organica eficiente y rentable para este
cultivo, durante los 50 afios del cultivo su fertilizacion
ha sido principalmente quimica, provocando
eutrofizacion de los suelos y se proyecta una
disminucion en el rendimiento de los cultivos en los
proximos afios. Siendo las aplicaciones de abono de
fondo compost entre 30 a 40 kilos por planta cada 2
afios y los niveles de fertilizacién quimica por
ha/ olivo/afio estdn en N-P-K-Ca-Mg-S igual a 80-40-
80-20-10-30, respectivamente.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar
las bacterias diazotréficas nativas de la rizésfera del
cultivo de olivo y su posterior uso como promotoras
del crecimiento vegetal que tendrian un potencial para
ser utilizadas como inoculantes.

Materiales y métodos.
Lugar de muestreo.

Las muestras de la rizésfera fueron colectadas de
las areas destinadas para el cultivo exclusivo de Olea
europea crecidas en el fundo San Martin de Porres en
La Yarada —Tacna, ubicada a 10 msnm. Los suelos
son del tipo franco arenoso y arena franca. Las
coordenadas son: latitud 18 12 41.3 y longitud 70 31
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25.9, la temperatura promedio fue entre 24.8-27.8°C,
el clima es templado, desértico y con amplitud térmica
moderada.

Aislamiento de bacterias diazotréficas.

Para el aislamiento se realiz6 la toma de muestra
aplicando un muestreo aleatorio sistematico ordenado
por el tipo de riego y profundidad de la raiz. Se
consideraron 129 hectareas o areas (N) que se
destinaban para el cultivo exclusivo de olivo. Se
tomaron 30 unidades muestrales (n). Se determiné el
inicio de la seleccién de la muestra (K) mediante la
siguiente férmula:

K=N/n
Donde:
N=Total de areas a muestrear
n= Muestras tomadas
K= Inicio de la seleccién de la muestra

Al aplicar la férmula se determind el inicio de
seleccion de muestra k=4 que por cada unidad
muestral se tomaron 8 submuestras mediante un
muestreo aleatorizado en zig-zag. El aislamiento fue
utilizando la técnica del Numero Més Probable (NMP)
(Zapater, 1975), con los resultados obtenidos se hizo
andlisis de Pearson que determind las correlaciones
entre las variables fisicoquimicas, la enumeracion de
bacterias diazotréficas del suelo, la profundidad de la
raiz y el tipo de riego, utilizando el software
Statgraphics Centurion XV.

A partir de los tubos positivos en el NMP, se tomo
una alicuota del MMSN (composicion por litro:
KH,PO,4 0.15 g, Na,HPO,. 2H,0 0.354 g, NaCl 0.02 g,
CaCl, 0.01 g, Fe Cl; 0.0034 g, Na, Mo O4 2H,0
0.0108 g, Manitol 10 g, Sacarosa 15 g, Agar agar 15
g, Azul de bromotimol al 0.4% 5 ml, pH 7), se
sembrd por agotamiento en placas Petri con MMSN
que fueron incubadas a 28 °C por 72 h. Para la
purificacién se tomé una porcion de la colonia con el
asa de Kollé y se mezcl6 en 1 ml de SSF (0.85% de
NaCl) con tween 80 al 0.1%. Este homogenizado se
volvié a sembrar en placas con MMSN. Después de
la incubacion las colonias se sometieron a
observaciones microscopicas mediante coloracion
Gram para determinar la pureza, se realizd la
caracterizacién microscopica y macroscopica de las
colonias aisladas que fueron procesadas utilizando el
software Statgraphics Plus Centurion XV.
Cuantificacién de la produccién de AlA.

Se utilizé la metodologia de Naik & Sakthivel
(2006). Se empled el reactivo de Salkowski (FeCls.
6H,0 0.01 M y H,SO, 7.1 M), se tom6 una colonia
bacteriana y se sembré en medio B suplementado con
triptéfano al 1% (composicién por litro glucosa 5 g,
Na,HPO, 1 g, NH4;NO; 0.4 g, NaCl 0.2, MgSO4.7H,0
0.4 g, triptéfano 1 g) se incubd por 7 dias a 28°C.
Luego se centrifugé a 4000 rpm por 15 min. Se tomé
1 ml del sobrenadante, se pas6 a un tubo de ensayo y
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se agregd 1 ml del reactivo de Salkowsky.
Incubandose en oscuridad a temperatura ambiente de
25°C por 30 min., la lectura se realiz6 por
espectofotometria en una absorbancia de 530 nm.
Prueba de solubilizacién de fosfato tricélcico.

Se utiliz6 la metodologia empleada por Nautiyal
(1999). Las bacterias aisladas se reactivaron a partir
de un cultivo puro en tubos con 10 ml de Caldo
Tripticasa de Soya, luego se incubaron a 28°C por 48
h hasta llegar a una poblacién aproximada de 10°
cel/ml, mediante recuento en camara de Neubauer.
Posteriormente se sembré una alicuota de 10 pl de
cultivo bacteriano por triplicado en el Medio National
Botanical Research Institute’s Phosphate (NBRIP) con
fosfato tricdlcico dispuesto en placas Petri e
incubandose a 28°C por 15 dias, donde se evalu6 el
diametro de las colonias y halos, empleandose la
siguiente férmula para determinar el area del halo de
solubilizacion:

A= (R>-r’)*
Donde: R: Radio de la colonia més el halo
r: Radio de la colonia

Se obtuvo la media aritmética de los resultados
independientemente para cada bacteria
Efecto bacteriano en la germinacién de semillas de
Medicago sativa “alfalfa”.

Se utiliz6 la metodologia empleada por Zlfiga
(2012) se reactivaron las bacterias en tubos con 10 ml
de MMSN, cada bacteria fue sembrada por triplicado,
se incubd a 28 °C por 3 dias. Luego se realizo el
recuento en Camara de Neubauer, los recuentos
superiores a 10° cel/ml fueron diluidos hasta obtener
10 ml a dicha concentracién. Las semillas de alfalfa
fueron desinfectadas, mediante un enjuague en agua
destilada estéril, alcohol al 70% por 3 min., lejia al 3%
por 3 min. y finalmente dos enjuagues con agua
destilada para eliminar el exceso de lejia. Estas
semillas se colocaron a secar y se embebieron por 30
min., para el caso del control, las semillas fueron
embebidas en 10 ml de MMSN, luego se colocaron 50
semillas por placa y se agregdé 10 ml de SSF a cada
placa para mantener la humedad. Se incubaron a 25°C
por 48 h, luego se evalud el porcentaje de germinacién
mediante la siguiente formula:

% GERMINACION: A X100
B
A: N° de semillas germinadas

B: N° Total de semillas

Donde:

Se obtuvo el valor central de los resultados
independientemente para cada bacteria, este valor fue
utilizado para seleccidn. Se realiz6 una evaluacion del
efecto bacteriano en la germinacién mediante la
prueba de Dunnett con un nivel de significancia del
5% mediante el software Statgrtaphics Centurion XV.
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Crecimiento en el MMSN método turbidimétrico de
Mc Farland (1907).

Se reactivaron las bacterias diazotréficas a partir
de cultivos puros por triplicado en tubos con 10 ml de
MMSN, las que fueron incubadas a 28°C por 72 h.
Luego de la incubacion se realizé la comparacion de la
turbidez presentada en cada tubo con los tubos de la
escala turbidimétrica de Mc Farland.

Andlisis estadistico.

La seleccion de bacterias diazotroficas fue
realizada mediante la sumatoria de promedios
ponderados de las pruebas realizadas. Se establecid la
ponderacion de acuerdo al grado de importancia y se
hallo6 el promedio maximo para cada prueba,
utilizando la siguiente formula:

Pp

XPi

M
X = Promedio de cada resultado
M = Promedio maximo de la prueba
P; = Ponderado de la prueba
Pr» = Promedio ponderado

Donde:

Finalmente, se seleccionaron 20 cepas que
obtuvieron las mayores sumatorias de promedios
ponderados, para luego  ser identificadas
molecularmente.

Caracterizacion molecular de las cepas seleccionadas.

A partir de pellets de las cepas seleccionadas, se
realiz6 la extraccién de ADN, mediante la técnica del
Salting Out, técnica mas apropiada para las bacterias
diazotréficas, utilizando el kit de extraccion de ADN:
Wizard Genomic DNA isolation — Promega. Se llevd
a cabo la amplificacién del gen 16S rRNA, para la
cual se utilizaron los siguientes primers: primer; 16SJ
(787 F: 10 picomoles) (1515R: 10 picomoles), primer:
16SA (1525 R: 10 picomoles) (27F: 10 picomoles).
Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial 95°C x 15°, 35 ciclos de
desnaturalizacion 94°C x 15”’, alineamiento 55°C x
60", extension 72°C x 1’ 30"’ y 1 ciclo de extension
final 72°C x 10°. Los fragmentos de ADN fueron
separados en gel de agarosa al 1%, fotografiados
después con colorante bromuro de etidio y las bandas
visualizadas fueron grabadas. El secuenciamiento del
gen 16S rRNA, fue realizado mediante un analisis
directo de cada una de las dos hebras en un analizador
genético automatico AB3130. Posteriormente se llevo
la identificacion molecular utilizando las bases de
datos: Blast server for bacterial identification,
Ribosomal Database Project, BiBi Database (Mignard
& Flandrois, 2006) y la base Ez Taxon (Kim et al.,
2012).
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Resultados.
Aislamiento de diazotrofos.

Se aislaron 104 cepas de bacterias diazotroficas de
la rizosfera del cultivo del olivo. Los recuentos de
bacterias  obtenidos por el método del NMP
fluctuaron a partir de 23 NMP/g hasta >1.1 x 10*
NMP/g (Tabla 1).

En la Tabla 2 mediante el anélisis de correlacion
de Pearson se encontré que las bacterias diazotrdficas
aisladas tienen una correlacion con la materia
organica, fésforo, pH del suelo, profundidad de la raiz
y tipo de riego. En la caracterizacion fenotipica de las
104 cepas aisladas se obtuvieron 6 grupos mas
numerosos con caracteristicas microscopicas Yy
macroscopicas en comun, la caracteristicas de bacilo
largo ovoide y la forma de colonia circular, regular,
elevada, lisa, crema brillante, fueron las mas
frecuentes entre las cepas (Tabla 3).

Cuantificacién de la produccién de AlA.

De las 104 cepas aisladas el 58.65% produjo AlA,
mientras que el 41.35% no produjo esta hormona
(datos no mostrados). Respecto a las 20 cepas
seleccionadas, 10 cepas (50%) producen AIA en un
rango de 2.42 hasta 46.47 pg/ml, este ultimo valor
correspondi6 a la cepa 11 A Sphingobium scionense
que tiene la mayor produccion de AlA; seguida por la
bacteria 7 A Rhizobium massiliae con 37.78 pg/ml
(Tabla 4).

Solubilizacién de fosfato tricalcico.

De las 104 cepas un 25.96% solubilizd fosfato
tricalcico, mientras que un 74.04% no lo solubilizé
(datos no mostrados). De las 20 bacterias
seleccionadas 5 (25%) solubilizaron fosfatos, mientras
que 15 (75%) no lo hicieron, asimismo el rango de
solubilizacién estuvo entre 0.3-5.84 cm?, este Gltimo
valor correspondi6 a la cepa 14 A Erwinia
tasmaniensis que fue la mayor solubilizadora de este
compuesto (Tabla 4).

Germinacion de semillas de alfalfa.

Respecto a las 104 cepas aisladas de acuerdo a la
prueba de Dunnett se observé que 47 (45.2%)
incrementaron significativamente la germinacién hasta
en un 129% (cepa 3 A) con respecto al control;
seguida de la cepa 12 G con 127%. También 44 cepas
de bacterias (42.3%) no produjeron ningln efecto
significativo con respecto al control y 13 cepas
(12.5%) redujeron la germinacion (Tabla 5).
Crecimiento en MMSN.

Segun esta escala las cepas tuvieron valores < 1.5
x 108 UFC.ml™* como minimo y como maximo valores
de 6 x 108 UFC.mI™ (Tabla 4).

Identificacion molecular de bacterias diazotroficas
seleccionadas.

Se identificaron molecularmente 20 bacterias
fijadoras de nitrogeno. El analisis del gen 16S rRNA,
mediante la base de datos Ez Taxon, permiti6
identificar hasta especie un 55% (11 cepas) y hasta
género un 45% (9 cepas). Las especies identificadas
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fueron: Novosphingobium scionense,
Novosphingobium resinovorum, Burkholderia
metallica, Rhizobium massiliae, Klebsiella
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, Azotobacter
vinelandii, Erwinia tasmaniensis y Raoultella

planticola (Tabla 6).

Discusion.

Los resultados de esta investigacion evidencian la
presencia de bacterias diazotréficas fijadoras de
nitrogeno en la rizosfera del olivo en su habitat natural
en una zona costera. Entre los dos bloques
muestreados, el riego por goteo donde las raices se
encuentran a 60 cm de profundidad, presentaron
recuentos mas elevados en promedio y en
comparacion con las areas donde el riego es por
microaspersion y las raices estan a una profundidad de
30 cm (Tabla 1). Segin Calvo et al. (2008) y Ogata &
Zufiiga (2005) obtuvieron recuentos de bacterias
presuntivas de Azotobacter spp. hasta 70 NMP/g vy
10> NMP/g de suelo respectivamente, los recuentos
obtenidos en el presente trabajo son mayores a los
obtenidos por estos autores, indicando asi la carga
total de bacterias diazotroficas presentes en los suelos
del olivo. Segun la técnica utilizada por los autores
antes mencionados, reportan como microorganismos
presuntivos de Azotobacter, sin embargo en este
trabajo se aislaron entre las bacterias seleccionadas el
género Azotobacter, siendo el resto otras especies
bacterianas.

Estas bacterias diazotrdficas fueron aisladas en un
suelo con caracteristicas fisicoquimicas como el pH
que oscild entre 5.76-7.45, la materia organica estuvo
entre 0.2-1.2%, el fosfato estuvo entre 13.59 a
107.53 ppm (datos no mostrados). Estas variables se
correlacionaron con la concentracion de bacterias
encontradas en el suelo, la profundidad de la raiz y el
tipo de riego. Obteniéndose que a mayor profundidad
se encontré mayor nimero de bacterias, respecto al pH
en general las bacterias prefieren pH neutros a
ligeramente alcalinos. Referente al fosfato la
correlacion es positiva, esto se deberia a que las
bacterias estan utilizando esta sal para su metabolismo
(Tabla 2). Estos resultados concuerdan con lo
mencionado por Frioni (1999) que la fijacion
bioldgica de nitrogeno en las bacterias diazotréficas
requiere de gran cantidad de energia por lo que la
cantidad de materia orgénica en la rizosfera es
fundamental para el desarrollo de estos
microorganismos.

En la Tabla 3 se han agrupado las cepas aisladas
de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas y
microscépicas comunes, los grupos mas numerosos
fueron 6. El primer grupo (etiquetas 1-1) guardan
relacién con cepas tipicas de Azotobacter se hallaron
23 cepas con dichas caracteristicas; las etiquetas 5-2
contienen enterobacterias identificadas como: 5 A
Klebsiella pneunoniae subsp. rhinoscleromatis, cepas
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14 A y 14 B de Erwinia tasmaniensis, éstas se
encuentran ubicadas en el mismo grupo lo que
coincide también con la identificacion molecular, sin
embargo comparten caracteristicas con cepas 7 A
Rhizobium massiliae y 9F Novosphingobium sp. Las
cepas 9K, 11 A, 26B de Sphingobium scionense y 3
A, 3B, 12 G de Novosphingobium sp. (etiquetas 4-2)
se encuentran ubicadas en un mismo grupo lo que
coincide también con la identificacién molecular. No
obstante, otras cepas como 27F Novosphingobium sp.,
111 Novosphingobium sp. y 16B N. resinovorum, se
encuentran en otros grupos, esto seria debido a que
habrian cepas bacterianas con caracteristicas
diferentes entre un mismo género.

La capacidad de producir fitohormonas como
auxinas es una caracteristica deseable de un PGPR
(Vessey, 2003). Un 58.65% de las 104 cepas aisladas
produjo AIA (datos no mostrados). De las 20 cepas
seleccionadas produjeron AIA entre 2.42 hasta 46.47
pg/ml (Tabla 4), estos resultados concuerdan con
Celis & Gallardo (2008), que obtuvieron en el medio
BT a los 6 dias un méximo de 60 pg/ml de AIA con
una cepa de Azotobacter vinelandii. Se han reportado
bacterias Azotobacter como productoras de AIA, una
de las auxinas mas estudiadas hasta el
momento (Tsavkelova et al., 2006; Mrkovacki &
Milic, 2001; Ahmad et al., 2005; Garcia & Herraiz,
1987). Las bacterias evaluadas con caracteristicas
presuntivas para Azotobacter no produjeron AlA, este
grupo de bacterias estarian dentro del 44% de cepas de
Azotobacter evaluadas por Rico (2009) que no dieron
una reaccion positiva para la produccion de AlA.
Obando et al. (2010) en un trabajo sobre bacterias
diazotréficas del eucalipto, encontraron un maximo
49.57 pg/ml de AIA, valor que es similar al obtenido
en esta investigacion.

La capacidad que poseen algunas bacterias
habitantes de la rizosfera para solubilizar fosfato, les
permite ser consideradas como bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (Rico, 2009). De 104 cepas
aisladas un 25.96% solubiliz6 fosfato tricalcico (datos
no mostrados); de 20 bacterias seleccionadas el rango
de solubilizacién estuvo entre 0.31 y 5.84 cm” (Tabla
4). Estos resultados concuerdan con los reportados por
Rico (2009) donde los halos de solubilizacién varian
de 0.11 cm® a 5.43 cm? producidos por las cepas de
Azotobacter. En nuestra investigacion el género
Azotobacter no solubilizé el fosfato tricélcico,
mientras que los géneros que si solubilizaron fueron:
Burkholderia, Erwinia, Raoultella y klebsiella (Tabla
4).

Se emplearon semillas de alfalfa en las que se
aplican microorganismos diazotréficos, que parecen
tener una respuesta mas rapida a los exudados
celulares producidos por la interaccion con estos
microorganismos (Ogata et al., 2008).

Respecto al efecto bacteriano en la germinacion de
las semillas de alfalfa se encontré que la cepa 3A
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Novosphingobium sp. presentd el madximo valor de
germinacion de 45.83% (Tabla 4), no produciendo
AIlA, por lo que se presumiria la produccion de otras
hormonas que no estarian siendo determinadas por la
metodologia aplicada. Asimismo, se encontré que el
45.2% de las bacterias diazotroficas aisladas,
presentaron un incremento significativo en el
porcentaje de germinacién con respecto al control en
48 horas de incubacién llegando hasta un 129% de
incremento de la germinacion (Tabla 5). En contraste
a los resultados reportados por Ogata et al. (2008)
que evaluaron el efecto de diferentes bacterias
diazotroficas aisladas de la rizosfera de éarboles de
“Tara” y evaluadas a las 24 horas en semillas de
alfalfa, mostraron que el 50% de los tratamientos
incrementaron significativamente la germinacion de
estas semillas, obteniendo hasta un incremento del
porcentaje de germinacion de 214% con respecto al
control. Esto es mayor a los resultados del presente
trabajo.

Para evaluar el crecimiento en el MMSN se
designd un valor a partir de 0 a 3 de acuerdo a las
equivalencias con los tubos de la escala de Mc
Farland, de las 104 cepas aisladas sélo el 12.5%
obtuvo crecimientos equivalentes a 6 x 108 UFC.ml™
(escala 3) (datos no mostrados). No obstante, el 40%
de las 20 cepas seleccionadas presentd un crecimiento
equivalente a la escala 3 (Tabla 4). Esta variable fue
importante para estimar la capacidad de cepas con
potencial para la produccion de inoculantes.

En la Tabla 4 se observa la ponderacion aplicada a
las cuatro variables, se reporta que la cepa 11 A
obtuvo la mayor sumatoria de ponderados 69.02%,
destacando la produccion de AlA, la germinacion de
semillas, el crecimiento en el MMSN estuvo en la
escala 3 de Mc Farland, sin embargo, no se detectd la
capacidad de solubilizar fosfatos.

En la tabla 6 respecto a la identificacion molecular
de las bacterias diazotroficas, se trabajaron con 4
bases de datos: Blast, Ribosonal Database, Bibi
Database y Ez Taxon. Para la identificacion se tomé
la especie reportada por la base Ez Taxon.
Considerando como identificadas hasta especie las
que tuvieron mas del 99% de similitud que fueron 11
cepas (55%) e identificadas hasta género (posibles
nuevas especies) que presentaron igual o menos del
99% de similitud reportandose como géneros 9 cepas
(45%), en éstas se podrian considerar otros estudios
genéticos para llegar a identificarlas. Velezmoro et al.
(2011) utilizaron también la base Ez Taxon para la
identificacion genotipica de Bacillus sp.

La identificacion con Ez Taxon implica 2 pasos
diferentes: etapa inicial de bisqueda para encontrar
las secuencias potencial y estrechamente relacionadas
y una etapa de alineamiento por pares para calcular los
valores de similitud de secuencias de consulta y las
secuencias identificadas por el paso. Ez Taxon usa un
nuevo algoritmo que considera buasquedas en el
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BLASTN con 4 secuencias de consulta diferentes
(Myers & Miller, 1988).

La cepa 9K fue identificada como Sphingobium
scionense por Ez Taxon con un 99.61 %, las otras 3
bases la reportaron como Sphingobium yanoikuyae,
pero la segunda opcion en Ez Taxon fue Sphingobium
yanoikuyae. La cepa 7 A Rhizobium massiliae fue
identificada por el Ez Taxon con un 99.8%, a
diferencia de las otras bases de datos que reportan
como especies a Agrobacterium tumefaciens (Blast),
Rhizobium radiobacter (Ribosomal Database) y
Beijerinckia fluminensis (Bibi Database) (Tabla 6).

El 50% de las cepas identificadas molecularmente
correspondieron a la familia Sphingomonadaceae
(Tabla 6); en esta familia se encontrd en un 60% en la
etiqueta fenotipica 4-2 (Tabla 3). El 85% de cepas
que se encuentran en esta etiqueta fueron
seleccionadas para su identificacién molecular debido
a sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas (Tabla
4), lo que indicaria la efectividad de esta familia como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en el
cultivo del olivo.

La familia Enterobacteriacea representd un 20%
del total de cepas identificadas molecularmente (4
cepas). Las cepas 13C y 30 D se reportan como
Azotobacter sp. debido a su bajo porcentaje de
similitud con Azotobacter vinelandii, a diferencia de la
cepa 11D identificada como A. vinelandii, cuyo
porcentaje de similitud fue de 99.82% reportado por
Ez Taxon (Tabla 6).

En la extraccién de ADN el kit Promega de lisis
nuclear y proteinasa K, permitié extraer el ADN de
todas las cepas incluyendo la cepa 17C de Bacillus sp.
que es una bacteria Gram positiva, cuya pared celular
es mas compleja para lisar. Mientras que Velezmoro et
al. (2011) utilizaron el kit Axy Prep Bacterial
Genomic DNA Miniprep kit, para extraer el ADN de
cepas de Bacillus sp.

Addison et al. (2007) aislaron un diazétrofo
similar a miembros del género Novosphingobium.
También se le ha detectado la presencia del Gen nif H
y la capacidad de reduccién del acetileno. Estos
resultados les permitieron proponer una especie nueva
de Novosphingobium nitrogenifigens sp. Nov. Los
géneros Sphingomonas, Sphingobium y
Novosphingobium se esta convirtiendo cada vez mas
de interés en microbiologia industrial debido a
diversos compuestos que pueden ser degradados por
estos géneros como: hidrocarburos aromaticos
policiclicos, fenoles clorados, herbicidas y una
variedad de benzofuranos (Ederer et al., 1997; Khan et
al., 1996; Yrjala et al., 1998; Zylstra & Kim , 1997).

Chelius & Triplett (2000) aislaron también cepas
de Klebsiella pneumoniae, y encontraron que pueden
colonizar las raices de plantas de arroz y estimular la
formacion de pelos absorbentes, mencionan que esta
bacteria es considerada como un microorganismo
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endofitico capaz de fijar nitrogeno en el interior de la
raiz.

La secuencia parcial del gen del ARN ribosomal
16 S para las cepas bacterianas 11 D, 13 Cy 30 D
estan estrechamente relacionadas a Azotobacter
vinelandii. Estas bacterias fueron capaces de
incrementar  significativamente el porcentaje de
germinacién de semillas de alfalfa, pero no
produjeron halo visible de solubilizacion de fosfato
tricalcico, ni presentaron la capacidad de producir
AlA. Asimismo, la cepa 17C Bacillus sp. no produjo
AIA ni solubilizé fésforo. Sin embargo, Calvo et al.
(2010) encontraron un 81% y 58% de cepas de
Bacillus que produjeron AIA y fueron capaces de
solubilizar fosfato, respectivamente.

Conclusiones.

1. Se aislaron 104 cepas de bacterias diazotroficas
nativas de la rizosfera del olivo en la zona de La
Yarada-Tacna y se seleccionaron las 20 mejores de
acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y
fisioldgicas.

Las bacterias diazotroficas nativas aisladas tienen
una correlacion con la materia organica, fosforo, el
pH del suelo, tipo de riego y profundidad de la
raiz, a su vez se observa una mayor concentracion
de materia orgénica a mayor profundidad del
suelo.

De 104 cepas aisladas de la rizosfera del olivo, el
58.65% produjo acido indol acético, el 25.96%
solubiliz6 fosfato tricalcico y el 45.2%
incrementaron significativamente la germinacion
de las semillas de alfalfa.

El incremento de la germinacion por diferentes
cepas estudiadas en este trabajo, junto con la
produccion de acido indolacético y solubilizacion
de fosfatos, indica su potencial como inoculantes
microbianos para el cultivo de olivo.

Para la identificacion molecular de bacterias
diazotroficas, se trabajaron con 4 bases de datos:
Blast, Ribosonal Database, Bibi Database y Ez
Taxon, se consider6 lo reportado por Ez Taxon e
identificadas hasta especies las que tuvieron mas
del 99% de similitud.

El andlisis molecular de las cepas seleccionadas,
permitié identificar hasta especie un 55%
(11cepas) y hasta género un 45% (9 cepas).

Del total de cepas identificadas molecularmente
predomind la familia Sphingomonadaceae con un
50%, lo que indicaria la efectividad de esta familia
como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal en el cultivo del olivo.

Las especies identificadas molecularmente fueron:
Novosphingobium scionense, Novosphingobium
resinovorum, Burkholderia metallica, Rhizobium
massiliae, Klebsiella ~ pneumoniae  subsp.
rhinoscleromatis, Azotobacter vinelandii, Erwinia
tasmaniensis y Raoultella planticola.
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ANEXO

Tablas citadas en el texto

Tabla 1. Recuento de bacterias diazotréficas (método del

NMP)
N° de Cadigo Tipo  Profundidad NMP/g
muestra de de de laraiz
suelo riego
1 S2C3 G 60 cm 2.4x10°
2 S3C2 G 60 cm >1.1x 10*
3 s4C1 G 60 cm 4.6x10°
4 S4C5 G 60 cm >1.1x 10*
5 S6C1 G 60 cm 4.6 x10°
6 S6C5 G 60 cm 4.6 x10°
7 S7C4 G 60 cm 4.6x10°
8 S8C3 G 60 cm >1.1x 10*
9 S9C2 G 60 cm 4.6x10°
10 S10C1 G 60 cm >1.1x 10*
11 S10C5 G 60 cm 1.5x 10°
12 S11C4 G 60 cm 23
13 S12C3 G 60 cm 40
14 S13C2 G 60 cm 9.3 x 102
15 S14C1 M 30cm 23
16 S15C1 M 30cm 1.5x 10°
17 S15C5 M 30cm 23
18 S16C4 M 30cm 7.5% 10?
19 S17C3 M 30cm 1.5 x 10?
20 S18C2 M 30cm 2.3x 102
21 S19C1 M 30cm 2.3x 102
22 S19C5 M 30cm 2.3 x 102
23 S20C4 M 30cm >1.1x 10*
24 S21C3 M 30cm 7.5 x 102
25 S22C2 M 30cm 90
26 S23C1 M 30 cm 1.5 x 10°
27 S23C5 M 30cm 1.1 x 10*
28 S24C4 M 30cm 40
29 S25C3 M 30cm 2.4x10°
30 S26C2 M 30 cm 2.3 x 102

Leyenda: S=Sector, C= Campo, G=Riego por goteo, M=Riego por
microaspersion
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Tabla 2: Matriz de correlacion de Pearson entre las variables fisicoquimicas, enumeracién de bacterias diazotrdéficas,
profundidad de la raiz y el tipo de riego.

Tipo F;;?I NMPlg  pH MO N P K CE 'E'rg% Arena Limo Arcilla
riego (o ) @6 (pm) @pm) @sim) G @) @) (@)
Tipo riego 1.00
Prof. raiz (cm) -1.00 1.00
0.00*
NMP/g -0.43 0.43 1.00
0.02* 0.02*
pH -0.15 0.15 -0.48 1.00
0.43* 0.43* 0.01*
M O (%) -0.49 0.49 0.46 0.02 1.00
0.01* 0.01* 0.01* 0.92*
N (%) -0.12 0.12 0.22 0.15 035 1.00
0.52* 0.52* 0.23* 0.43* 0.06*
P (ppm) 018 018 053 -025 066 0.18 1.00
0.35* 0.35* 0.00* 0.19* 0.00* 0.33*
K (ppm) 006 006 -035 026 -011 -0.29 -0.33 1.00
0.77* 0.77 0.06* 0.16* 0.56* 0.12* 0.07*
CE (dS/m) -0.19 0.19 0.13 -0.22 020 -0.04 0.14 0.10 1.00

0.32*  0.32* 0.49* 0.24* 0.28* 0.84* 0.46* 0.60*
HCOs(meq /L) -0.02 0.02 0.20 001 027 -003 026 023 030 1.00
0.93* 0.93* 0.30* 0.96* 0.15* 0.88* 0.16* 0.22* 0.11*

Arena (%) 0.38 -038 -0.21 -0.05 -041 -0.14 -035 0.04 -020 -0.12 1.00
0.04*  0.04* 0.27* 0.77* 0.03* 0.47* 0.06* 0.84* 0.28* 0.54*
Limo (%) -0.33 033 -019 -003 -0.10 -0.27 -0.11 037 003 -013 -0.33 1.00
0.08* 0.08* 0.32* 0.89* 0.58* 0.15* 0.55* 0.04* 0.87* 0.49* 0.07*
Arcilla (%) -0.09 0.09 0.34 007 046 035 042 -034 016 021 -065 -050 1.00

0.65* 0.65* 0.06* 0.71* 0.01* 0.06* 0.02* 0.07* 0.40* 0.26* 0.00* 0.00*

*Valor P que prueba la significancia estadistica de las correlaciones estimadas. Valores P < 0.05 indican correlaciones
significativas (color gris), con un nivel de confianza del 95.0%.

Fuente: Correlaciones obtenidas mediante analisis estadistico con software.

El rango de estos coeficientes de correlacion va de -1 a +1 y miden la fuerza de la relacion lineal entre las variables.
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Tabla 3. Caracterizacion fenotipica de las 104 cepas aisladas de la rizésfera del olivo
en La Yarada-Tacna
Etiqueta CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  de
cepas
227 1 22 0 0 0 0 0 O O O 0 O 23
S 2 0 18 7 1 1 0 0 1 0 0 O0 23
Ha 3 1 18 2 0 0 4 1 1 0 1 0 28
'8 4 1 7 0 0 0 1 0 0 0O 0 © 9
=4 5 0 9 4 0 0 0 0 0 0O 0 © 13
I 6 2 0 0 0 0 0 0O 0O 0 0 O 2
L 7 o 0o 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
O 8 0o 1 0 0 0 0 0 0 O 0 © 1
9 0o 0 0 0 0 0 0 1 0 0 © 1
10 0o 1 0 0 0 0 0 1 0 0 © 2
11 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 © 1
Total de cepas 27 49 13 1 1 5 1 4 1 1 1 104

El color gris indica la combinacion de las caracteristicas mas comunes que presentaron las
cepas aisladas.

Donde:

Caracteristicas microscdpicas: 1: Bacilo largo y ovoide, 2: Cocobacilos, 3: Bacilos, 4: Bacilos
elipsoidales, 5: Bacilos pequefios, 6: Cocoides, 7: Bacilos grandes, 8: Bacilos largos, 9:
Bacilos en pares, 10: Cocos, 11: Bacilos dispuestos en cadena.

Caracteristicas macroscopicas: 1: Circular, regular, elevada, lisa, crema brillante; 2: Circular,
regular, elevada, lisa, transparente brillante; 3: Ovalada, regular, elevada, lisa, transparente
brillante; 4: Ovalada, irregular, elevada, lisa, transparente brillante; 5: Circular, irregular,
elevada, lisa, transparente brillante; 6: Circular, regular, elevada, lisa, blanco humo; 7:
Irregular, irregular, elevada, lisa, transparente brillante; 8: Irregular, regular, elevada, lisa,
transparente brillante; 9: Circular, regular, elevada, lisa, blanco humo con halo; 10: Circular,
regular, elevada, lisa, transparente brillante, con halo; 11: Circular, regular, elevada, lisa,
crema opaca, colonias con halo.
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Tabla 4. Seleccion de 20 cepas mediante la valoracion de las caracteristicas fenotipicas, bioquimicas y fisiologicas usando el analisis

de ponderados.

N°de Cepa Género/especie Caract. Microscépicas AlA ASP % de Crecimiento  Ponderado
orden (ug/ml)  (cm®) geminacién en MMSN %
1 11A  Sphingobium scionense Gram negativo, bacilos elipsoidales  46.47 0 43.53 3 69.02
2 7B Burkholderia metallica Gram negativo, bacilos 0 2.43 41.84 2 57.81
3 3B Novosphingobium sp. Gram negativo, bacilos elipsoidales 0 0 4154 3 57.19
4 9K  Sphingobium scionense Gram negativo, bacilos elipsoidales 344 0 44.23 2 56.75
5 26B  Sphingobium scionense Gram negativo, bacilos elipsoidales  37.04 0 27.42 3 56.34
6 111 Novosphingobium sp. Gram negativo, bacilos largos 25.63 0 43.68 2 54.40
7 7A  Rhizobium massiliae Gram negativo, bacilos pequefios 37.78 0 39.47 2 54.40
8 14A  Erwinia tasmaniensis Gram negativo, bacilos pequefios 242 5.84 42.37 0 53.27
9 16B  Novosphingobium resinovorum  Gram negativo, bacilos elipsoidales 0 0 34.85 3 52.81
10 13C  Azotobacter sp. Gram negativo, bacilo largo ovoide 0 0 34.43 3 52.54
11 30D  Azotobacter sp. Gram negativo, bacilo largo ovoide 0 0 34.29 3 52.44
12 9F  Novosphingobium sp. Gram negativo, bacilos pequefios 0 0 33.33 3 51.82
13 12G  Novosphingobium sp. Gram negativo, bacilos elipsoidales 7.52 0 45.45 2 51.46
14 17C  Bacillus sp. Gram positivo, bacilos dispuestos 0 0 32.22 3 51.09
en cadenas
15 14B  Erwinia tasmaniensis Gram negativa, bacilos pequefios 10.66 2.82 24.56 2 50.56
16 3A  Novosphingobium sp. Gram negativo, bacilos elipsoidales 0 0 45.83 2 50.00
17 27F  Novosphingobium sp. Gram negativo, bacilo 0 0 42.68 2 47.94
18 11D  Azotobacter vinelandii Gram negativo, bacilo largo ovoide 0 0 41.94 2 47.45
19 18A  Raoultella planticola Gram negativo, bacilos pequefios 28.33 0.42 28.57 2 46.93
20 5A  Klebsiella pneumoniae Gram negativo, bacilos pequefios 35.60 0.31 26.47 2 46.71

subsp. rhinoscleromatis

* Crecimiento en el MMSN durante 48 h a 28 °C.

0=<15x 102 UFC.mI*
1=1.5x10% UFC.ml*?
2 =3x 108 UFC.ml*!
3=6x 108 UFC.ml*

Pruebas de seleccion

Equivalencia a la Escala turbidimétrica de Mc Farland:

Promedio maximo (M)

Ponderacion(P;)

Produccion de AIA 66.21 pg/mi
Solubilizacién de fosfato 5.84 cm?
Porcentaje de germinacion 46 %

Biomasa bacteriana 3*

15%
25%
30%
30%
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Tabla 5. Efecto de la inoculacion de bacterias diazotroficas nativas en el
porcentaje de germinacion de alfalfa (Medicago sativa) a las 48 h de

germinacion.
Cadigo G 1 (%) Cadigo G I (%) Cadigo G I
(%) (%) %) (%)
1 A** 17% - 11F* 36% 82% 18C** 16% -
1 B*** 4% - 11G*** 12% - 19A** 25% -
1C** 25% - 11H** 18% - 19B* 32% 61%
2 A* 30% 53% 111* 44%  118% 19C* 21%  37%
2B* 39% 96% 12A** 18% - 19D* 40%  98%
3 A* 46% 129% 12B** 24% - 19E** 21% -
3B* 42% 108% 12C** 22% - 20A* 30% 50%
4 AF** 13% - 12D** 19% - 20B* 36% 80%
4 B* 36% 79% 12E* 29%  44% 21A** 26% -
5 A** 26% - 12F* 34% 2% 21B** 16% -
5B*** 14% - 12G* 45% 127% 22A* 31% 56%
5C** 22% - 13A***  11% - 22B* 36% 82%
5D* 30% 49% 13B*** 14% - 23A* 28%  40%
T1A* 39% 97% 13C* 34% 2% 23B** 29% -
B* 42% 109% 13D* 40% 102% 23C* 29%  45%
7C* 44% 119% 13E** 19% - 24A* 43% 114
%
7D* 43%  116% 13F*** 9% - 24B** 24% -
8A** 21% - 14 A* 42%  112%  25B*** 9% -
8B* 43% 117% 14B** 25% - 25D** 17% -
8C** 16% - 14C** 21% - 26A*** 12% -
9A** 23% - 14F** 19% - 26B** 27% -
9B** 13% - 15A** 26% - 2TA*** 8% -
9C** 28% - 15C** 24% 27B** 26% -
9D* 33% 64% 15E* 31% 56% 27C** 21% -
QE** 18% - 15F* 35% 5% 27D** 27% -
oF* 33% 67% 16A* 29%  45% 27F* 43% 113
%
9G* 27% 34% 16B* 35% 74% 28A** 23% -
9H* 41% 106% 16C*** 12% - 20A** 25% -
9J** 20% - 17 A* 44%  122% 29B** 23% -
9K* 44% 121% 17B*** 13% - 29C** 26% -
gL** 28% - 17C* 32% 61% 30A* 29%  46%
11A* 44% 118% 17D***  19% - 30B** 16% -
11B** 20% - 17E** 22% - 30C* 23%  14%
11C* 43%  115% 18A** 29% - 30D* 4%  71%
11D* 42%  110% 18B** 14% - Control 20% -

(1) Se realizé la prueba de Dunnett al nivel de significacion a= 0.05, para
comparaciones de las medias cada tratamiento con  respecto al control sin inocular. a:
Valor central I: Porcentaje del incremento de la germinacion con relacién al control.

* Bacterias que incrementan significativamente el porcentaje de germinacion con
respecto al control.

** No presentan diferencias significativas en el porcentaje de germinacién con respecto
al control.

*** Disminuyen significativamente el porcentaje de germinacién con respecto al
control.
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Tabla 6. Identificacion molecular de bacterias diazotréficas nativas aisladas de la rizosfera del olivo (Olea europea) en La Yarada-Tacna.

BASES DE DATOS

Identificacion

Cepa Blast server for bacterial identification Ribosomal database project Bibi database Ez Taxon Género/especie
Género/especie Identidad  Género/especie S abscore  Género/especie Identidades Especie Similitud
3A Novosphingobium sp. 98.00%  Novosphingobium sp. 91.40% Sphingomonas bosoensis 98.00% Novosphingobium barchaimii 97.70%  Novosphingobium sp.
LLO2 (T)
3B Novosphingobium sp. 98.00%  Sphingomonas sp. 91.40% Sphingomonas bosoensis 98.00% Novosphingobium barchaimii 97.83%  Novosphingobium sp.
LLO02 (T)
5A Klebsiella pneumoniae 99.00% K. pneumoniae 96.60% Klebsiella pneumoniae 99.00% K. pneumoniae subsp. 99.82% K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis ATTC 13884(T) rhinoscleromatis
7A Agrobacterium tumefaciens 99.00%  Rhizobium radiobacter 96.00% Beijerinckia fluminensis 99.00% Rhizobium massiliae 90A 99.80%  Rhizobium massiliae
7B Burkholderia sp. 99.00%  Burkholderia sp. 97.60% Burkholderia sp. ND* Burkholderia metallica R-16017 100.00%  Burkholderia metallica
(M
9F Novosphingobium sp. 98.00%  Novosphingobium sp. 90.80% Novosphingobium sp. 97.00% Novosphingobium barchaimii 97.90%  Novosphingobium sp.
LLO02 (T)
9K Sphingobium yanoikuyae 99.00%  Sphingobium 97.40% Sphingobium yanoikuyae 99.00% Sphingobium scionense WP01(T) 99.61%  Sphingobium scionense
yanoikuyae
11A  Sphingobium yanoikuyae 99.00%  Sphingobium 97.40% Sphingobium yanoikuyae 99.00% Sphingobium scionense WP01(T) 99.82%  Sphingobium scionense
yanoikuyae
11D Azotobacter vinelandii 99.00%  Azotobacter vinelandii 96.40% Azotobacter vinelandii 99.00% Azotobacter vinelandii DJ 99.82%  Azotobacter vinelandii
111 Novosphingobium sp. 98.00%  Novosphingobium sp. 92.50% Novosphingobium sp. 97.00% Novosphingobium barchaimii 98.00%  Novosphingobium sp.
LLO2 (T)
12G  Novosphingobium sp. 98.00%  Sphingomonas sp. 88.30% Novosphingobium sp. 98.00% Novosphingobium panipatense 98.31%  Novosphingobium sp.
SM 16(T)
13C  Azotobacter vinelandii 98.00%  Azotobacter vinelandii 91.50% Azotobacter vinelandii 98.00% Azotobacter vinelandii DJ 98.96%  Azotobacter sp.
14 A Erwinia sp., Pectobacterium 97.00%  Erwinia persicina 92.50% Pantoea sp. 98.00% Erwinia tasmanienis Et1/99T 99.15%  Erwinia tasmaniensis
sp.
14B Erwinia tasmaniensis 98.00%  Erwinia persicina 92.30% Pantoea sp. 99.00% Erwinia tasmanienis Et1/99T 99.33%  Erwinia tasmaniensis
16B Novosphingobium 99.00%  Novosphingobium sp. 99.40% N. resinovorum 99.00% N. resinovorum NCIMB 8767 (T) 99.84%  Novosphingobium
resinovorum resinovorum
17C Bacillus niabensis 99.00%  Bacillus sp. 96.10% Bacillus sp. 98.00% Bacillus niabensis 4T19 (T) 98.84%  Bacillus sp.
18 A Kiebsiella oxytoca 100.00%  Raoultella planticola 96.10% Raoultella sp. 99.00% Raoutella planticola DSM 3069 99.69%  Raoultella planticola
U]
26B  Sphingobium yanoikuyae 98.00%  Sphingobium 95.60% Sphingobium yanoikuyae 99.00% Sphingobium scionense WP01(T) 99.75%  Sphingobium scionense
yanoikuyae
27F Novosphingobium sp. 99.00%  Novosphingobium sp. 94.00% Sphingomonas bosoensis 98.00% Novosphingobium barchaimii 98.44%  Novosphingobium sp.

LLO2 (T)

ND*: no determinando

Criterio de inclusion: cepas con similitud >99 % se consideraron como especie identificada.
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