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Resumen

La presente investigacion se desarrollo
con el objetivo de determinar el efecto de
enterobacterias nativas en el desarrollo
vegetativo de Zea mays L. “maiz” amarillo
duro hibrido, en condiciones de invernadero,
como una alternativa para disminuir el uso
de fertilizantes quimicos. Se investigaron 100
enterobacterias previamente aisladas de la
rizosfera de malezas asociadas a cultivos de
maiz y caracterizadas in vitro como promotoras
del crecimiento de plantas. En laboratorio
las enterobacterias nativas sintetizaron 0,62
- 52,90 ppm de 4acido indolacético, fijaron
nitrégeno, cuantificandose 1,03 - 30,21 ppm
de amonio y solubilizaron 1,00 - 4,05 ppm de
fosfato. Con las bacterias cultivadas en agar
nutritivo a 30°C, por 24 horas, se obtuvo una
suspension en solucion salina esterilizada
NaCl 0,85% p/v, cuya concentraciéon se
estandarizd por espectrofotometria (600 nm]y
placa vertida a 9,0 x 108 UFC mL"y se inoculd
en semillas (307,69 mL Kg'') de maiz amarillo
duro hibrido simple. A los 7 dias se determind
el porcentaje de emergencia. A los 10, 30 y

50 dias se midio la altura y a los 50 dias se
extrajeron las plantas y se determin¢ el peso
de la biomasa seca radicular y aérea. Las
enterobacterias incrementaron la altura (IE=
0,3 - 25,6%), el peso de la biomasa radicular
(IE= 2,7 - 129,7%) y aérea (IE= 0,9 - 89,3%)
de plantas de maiz, destacando Enterobacter
spp.87, 62y 11, Klebsiella sp.85, Pantoea sp.6 y
Serratia spp.46 y 84. Se demostrd el potencial
de las bacterias paraincrementar el desarrollo
vegetativo de maiz en invernadero.

Palabras claves: Enterobacterias,
inoculacion, desarrollo vegetativo, Zea mays

Abstract

This research was developed with the
aim of determining the effect of native
enterobacteriaceae  in  the  vegetative
development of Zea mays L (corn]. The yellow
“corn”, under greenhouse conditions as an
alternative to reduce the use of chemical
fertilizers. 100 enterobacteriaceae were
investigated, they were isolated from the
rhizosphere of weed associated with the corn
crops and characterized in vitro as plants
growth promoters. In the laboratory, the
native enterobacteriaceae were quantified to

"Lic. en Biologia, Microbiologia y Parasitologia - U. N. Pedro Ruiz Gallo,fiorellanhp@hotmail.com
2Lic. en Biologia, Microbiologia y Parasitologia - U. N. Pedro Ruiz Gallo, Analista de microbiologia, catmi_29@hotmail.com
3M.Sc. Microbiologia, Dra. Ciencias Bioldgicas, Docente Facultad Ciencias Biolégicas. U.N. Pedro Ruiz Gallo, crcf1@hotmail.com

“M.Sc. Ing. Ambiental, Universidad César Vallejo, hlloclla@ucv.edu.pe

°Dr. Profesor principal-Departamento de Botanica. Facultad Bioldgicas. U.N. Pedro Ruiz Gallo, cebotanica@hotmail.com
¢Lic. Biologia. Investigador Laboratorio Microbiologia y Parasitologia. U.N. Pedro Ruiz Gallo, altamiranocham(@hotmail.com

10



Volumen 4, N°1 Enero - Junio 2015

1,03 -30,21 ppm of fixed nitrogen as ammonia;
1,03 - 30,21 ppm indole acetic acid and 1,00
- 4,05 ppm solubilized phosphorus. These
enterobacteriaceae were grown with nutrient
agar at 30° C for 24 hours, it obtained a dilution
was made into sterile saline 0.85% NaCl w/v,
which concentration was standardized by
spectrophotometry (600 nm) and poured plate
to 9,0 x 108 CFU mL-1 and inoculated with
seeds (307,69 mL Kg-1) of simple yellow corn.
The percentage of emergency was determined
within 7 days. The 10, 30 and 50 days, height
was measured and at 50 days the plants were
extracted and the weight of dry root and aerial
biomass was determined. Enterobacteriaceae
increased height (IE = 0.3 - 25.6%), the weight
of the root biomass (IE=2.7- 129, 7%%) and air
(IE =0.9 - 89,3%) of corn plants, emphasizing
Enterobacter spp.87, 62, 11, Klebsiella sp.85,
Pantoea sp.6 and Serratia spp.46 and 84. It
showed the potential of bacteria to increase
vegetative corn development in greenhouse.

Key words: Enterobacteriaceae,
inoculation, vegetative development, corn.

Introduccion

El cultivo de Zea mays L. “maiz”, originario
de Ameérica representa uno de los aportes
mas valiosos a la seguridad alimentaria
mundial. En el Peru, el rendimiento promedio
es 4,200 tha-1 (Minagri, 2014, p.4) y como en
otros paises, depende fundamentalmente
de la aplicacion de insumos quimicos. Los
fertilizantes quimicos representan 20 - 30%
de los costos de produccion de los cultivos
y cuando son correctamente utilizados
incrementan la productividad y rentabilidad;
sin embargo, cada ano aumenta la cantidad
de fertilizantes por aplicar, debido a la menor
eficiencia de absorcion en el suelo y absorcion
por la planta (Garcia et al.,, 2007, p.309;
Nicolalde & Quintana, 2010, p.1). Asimismo,
la eficiencia de recuperacion o porcentaje del
nutriente aplicado que es absorbido por la
planta es en promedio 50,30 y 60% para el N,
P, K (Sagarpa, 2010, p.3). El resto, se pierde
e inclusive contamina el ambiente (Pedraza et
al., 2010, p.156).

En la blsqueda de soluciones a
la problematica expuesta, se realizan
investigaciones con las denominadas
rizobacterias promotoras del crecimiento
de plantas [(Plant Growth Promoting

Rhizobacteria, PGPR). Estas bacterias de
vida libre, asociadas a las raices o en el
interior de los tejidos, estimulan los ciclos
biogeoquimicos de los nutrientes, fijan
nitrogeno atmosférico de una manera no
simbidtica, solubilizan fosfatos, producen
reguladores del crecimiento y siderdforos,
asi como también, reducen el ataque de
microorganismos patdgenos e insectos. Las
PGPR a menudo incrementan la superficie
de la raiz, con el consecuente aumento de la
absorcion de nutrientes y la produccion de la
planta (Loredo et al., 2004, p.231; Carmelo et
al., 2011; p.160).

Los ejemplos por excelencia de las PGPR
incluyen Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia,  Pseudomonas, Streptomyces vy
enterobacterias como Enterobacter, Klebsiella,
Pantoea y Serratia  (Loredo et al., 2004, p.225;
Martinez, et al., 2010, p.305; Beracohea,
2011, p.35). Ensayos realizados en maiz,
en diferentes suelos y regiones climaticas
demostraron hasta 70% de incremento en
el rendimiento (Nezarat & Gholami, 2009,
p.28) y 50% de disminucion en la dosis del
fertilizante quimico (Aguado & Moreno, 2008,
p.46); sin embargo, también se han reportado
resultados contradictorios, en los que no se
obtuvo la respuesta positiva esperada, por la
ineficiencia de las bacterias para colonizar
consistentemente la rizdsfera (Loredo et al,,
2004; p.229]), porque no se adaptaron a las
condiciones del suelo, muy diferentes a las de
su procedencia, no compitieron exitosamente
con la biota nativa o no fueron capaces de
sobrevivir en condiciones desfavorables (Diaz
et al., 2001, p. 331; Gonzales et al., 2003, p. 12;
Garcia et al., 2007, p.308).

Las enterobacterias son bacilos ubicuos,
presentes en la mayoria de suelos y aguas,
crecen rapidamente en medios de cultivo y en
diferentes sustratos organicos de bajo costo
(Farro & Graus, 2013, p.103). La inoculacién de
enterobacterias se relaciona con incremento
en la germinacion (Torres et al., 2003, p.57;
Rani et al., 2011, p.2093; Ogbo & Okonkwo,
2012, p.368), nimero de pelos absorbentes,
(Schoebitz, 2006, p.42), numero de raices
laterales ( Torres et al., 2003, p.58), altura
(Schoebit, 2006, p.46; Schoebitz et al., 2009,
p.1771; Rani et al., 2011, p.2093), biomasa
radical (Koo & Cho, 2009, p.1434; Criollo et
al., 2012, p.193; Ogbo & Okonkwo, 2012, p.
372; Sanchez et al., 2012, p. 1410;), biomasa
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aérea (Schoebitz et al., 2009, p.1771; Criollo
et al., 2012, p. 193; Sanchez et al,, 2012, p.
1410) y rendimiento (Morales et al., 2011,
p.290; Sanchez et al, 2012, p. 1411), asi
como también, aumento en la concentracion
de fosforo (Cordero et al., 2008, p. 117) y
nitrégeno (Beracochea, 2011, p.35] en los
tejidos vegetales. En maiz, se ha reportado
incremento en el desarrollo vegetativo vy
rendimiento (Beracochea, 2011, p. 35; Morales
et al., 2011, p. 290; Ogbo & Okonkwo, 2012,
p.368), por lo que constituyen una alternativa
para la obtencion de biofertilizantes. La
investigacion de estas bacterias requiere en
un inicio el aislamiento y caracterizacion in
vitro, para después determinar el efecto de su
inoculacidon en los cultivos agricolas, tanto en
condiciones de invernadero, como de campo.

En el laboratorio de Microbiologia vy
Parasitologia, de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo se han realizado estudios
para aislar enterobacterias en la rizésfera de
malezas asociadas a maiz en Lambayeque y
se ha demostrado en laboratorio, que tienen
potencial como rizobacterias promotoras
del crecimiento de plantas; sin embargo,
no se ha investigado el efecto de estas
bacterias nativas en el desarrollo vegetativo
del maiz en condiciones de invernadero,
requisito indispensable para la siguiente
fase de aplicacion en los campos agricolas
comerciales. Por lo expuesto, se planted la
siguiente investigacion, cuyo objetivo fue
verificar la produccion de acido indolacético,
fijacion de nitrogeno y solubilizacion de
fosfato por 100 cultivos de enterobacterias,
asi como también determinar el efecto de su
inoculacién en la emergencia, altura, biomasa
radicular y aérea de maiz, en condiciones
de invernadero. La hipotesis planteada fue:
Las enterobacterias nativas producen acido
indolacético, fijan nitrégeno, solubilizan
fosfato e incrementan el desarrollo vegetativo
del maiz en condiciones de invernadero.

Método

Elmaterialbioldgico estuvo constituido por
100 cultivos de enterobacterias de los géneros
Pantoea (49), Enterobacter (23], Klebsiella
(17) y Serratia (11). Estas bacterias fueron
aisladas de la rizdsfera de malezas asociadas
a cultivos de maiz, caracterizadas in vitro como
rizobacterias promotoras del crecimiento de
plantas (PGPR)y proporcionadas por la seccion
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de Biotecnologia Microbiana del Laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, en la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Variable Enterobacterias
nativas.

independiente:

Variable dependiente: Desarrollo vegetativo de
maiz.

El trabajo de investigacion se ejecutd
en dos fases: en la primera fase descriptiva,
con el diseno de una sola casilla de Goode y
Hatt, se verificaron las caracteristicas de 100
enterobacterias nativas, en lo correspondiente
a la produccién de acido indolacético, fijacion
de nitrogeno y solubilizaciéon de fosfato, asi
como también se determind el efecto de
las bacterias nativas en la emergencia del
maiz, utilizando un disefo no experimental
transeccional descriptivo (Hernandez et
al., 2003, p.182 ). En la segunda fase, con
una investigacion explicativa se determind
el efecto de la inoculacidon bacteriana en el
desarrollo vegetativo de maiz, utilizando el
diseno experimental completamente aleatorio
(DCAJ con 101 tratamientos y tres repeticiones
por tratamiento. Las bacterias fueron 100 y
se incluyé un control, donde se aplicé agua
destilada.

Para la cuantificacion de dcido indolacético
segun la reaccion colorimétrica de Salkowski
descrita por Mantilla (2007, p.51), cada
bacteria nativa cultivada en agar nutritivo
por 24 horas, fue inoculada por triplicado
en caldo tripticasa soya suplementado con
triptéfano. Después de la incubacién a 30°C,
por 72 horas, con agitacion constante, a 150
rpm, los cultivos fueron centrifugados a 3000
rpm, durante 5 minutos. Se tomaron 0,4 mL
de cada sobrenadante, se depositaron en
tubos, se agregaron 1,6 mL de reactivo de
Salkowski modificado, se mezclaron y se
dejaron en reposo durante 30 minutos, en
oscuridad. La positividad a la produccién de
acido indolacético in vitro estuvo dada por una
coloracion grosella y se leyd la absorbancia
en espectrofotometro de luz visible, a 530 nm.
Las concentraciones se calcularon en una
recta patron obtenida con diluciones sucesivas
de unasolucion 100 ppm de acido indolacético.

Para la cuantificacion del nitrégeno fijado
in vitro, segun el método colorimétrico del
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fenolhipoclorito, descrito por Lara et al.[2007,
p. 9), las bacterias cultivadas en agar nutritivo
por 24 horas, se inocularon por triplicado, en
3 mL de caldo extracto de suelo, se incubaron
a 30°C, por 72 horas, en agitacidon constante,
a 150 rpm, se agregaron 9 mL de KCl 2M, se
agitaron a 150 rpm durante 1 horay se dejaron
enreposo 1 horaadicional, paradespuéstomar
10 mL del sobrenadante y centrifugarlo a 2000
rpm, durante 5 minutos. Los sobrenadantes se
vertieron en tubos de dilucidn, se anadieron 0,4
mL de solucion alcohdlica de fenol al 10%; 0,4
mL de nitroprusiato de sodio al 0,5%y 1 mL de
solucion oxidante. Se agitaron para mezclary
después se dejaron en reposo durante 1 hora.
La positividad a la fijacion de nitrégeno in vitro
estuvo dada por una coloracidn azul y se leyo
la absorbancia en espectrofotometro de luz
visible a 632,9 nm.

Para la cuantificacion del fosfato
solubilizado segun Vazquez et al. (2000, p.462),
se obtuvo el indculo de cada bacteria cultivada
en 1 mLdecaldoSundara, RaoySinha medium,
SRSM, a 30°C, durante 20 horas en agitacion
constante, a 150 rpm. A continuacion; 0,6 mL
de cada cultivo bacteriano fueron inoculados
por triplicado, en frascos con 20 mL de caldo
SRSM, e incubados a 30 °C, con agitacion
constante, por 96 horas. Después, los caldos
SRSM fueron centrifugados a 3000 rpm, por
5 minutos y en el sobrenadante se cuantifico
el fosforo soluble mediante el método
colorimétrico del molibdato, segin Rodier &
Rodi (2005, p.187).

El cultivo de maiz amarillo duro hibrido
simple AGRI - 144 y la inoculacion de
100 enterobacterias nativas, previamente
caracterizadas se realizd entre el 5 de abril
al 1 de junio de 2013, en condiciones de
invernadero. El suelo experimental estuvo
constituido por 4545 kg de una mezcla
de suelo agricola, arena y compost en la
proporcion 2,5:2,0:0,5, solarizada durante
30 dias. La mezcla de suelo experimental se
distribuyod en bolsas de polietileno negro de
16,5 x 23,5 cm, a razon de 1,5 kg por bolsa,
totalizando 303 bolsas. En simultaneo, se tomo
una muestra representativa de 1 kg de suelo
para realizar el analisis fisico-quimico en el
Instituto Nacional de Innovacion y Extensidon
Agraria, estacion experimental vista Florida de
Chiclayo. El analisis fisico - quimico, demostro
una reaccion ligeramente acida (pH 6,20), con
moderada salinidad (CE= 6,20 dSm-1), bajo

contenido de materia organica (1,32%], fésforo
(6,80 ppm) y calcareo (0,75%), asi como alto
contenido de potasio (327 ppm).

Para determinar el porcentaje de
germinacion de las semillas, en cinco bandejas
de 20 x 14 cm, en cuyo fondo se colocaron
cuatro capas de papel toalla esterilizado,
humedecido con agua destilada esterilizada
y con ayuda de pinzas esterilizadas se
depositaron 20 semillas de maiz por bandeja,
distribuidas en dos hileras, a razon de diez
por hilera. Las bandejas se taparon y se
mantuvieron a temperatura ambiente (28°C],
humedeciéndolas cada 24 horas, hasta
observar el maximo de germinacién que fue
90%, después de 7 dias.

Las bacterias fueron cultivadas en caldo
nutritivo a 30°C, 150 rpm, durante 24 horas.
A continuacion, fueron sembradas mediante
la técnica de estria en agar nutritivo, se
seleccionaron cinco colonias caracteristicas
y se sembraron en agar nutritivo, durante 24
horas, constituyendo los cultivos de trabajo, que
se incrementaron segun los requerimientos
y se guardaron en refrigeracién (8°C). Para
el indculo, cada bacteria fue cultivada en 5
mL de agar nutritivo a 30°C por 24 horas
y se obtuvo una suspension de células en
solucion salina esterilizada NaCl 0,85%
p/v, cuya concentraciéon se estandarizé por
espectrofotometria (600 nm) y placa vertida a
9 x 108 UFC mL-1.

Previo a la inoculacion, las semillas
de maiz se depositaron en una bolsa de
polietileno, donde se agregd el insecticida
en polvo soluble Acephato 0, S-dimethyl
acetylphoramidothiotate, en la dosis de 4,8
g kg-1 de semillas. A continuacion, en 101
bolsas de polietileno transparente en 2,5 x
8,0 cm se depositaron diez semillas de maiz
amarillo AGRI - 144 por bolsa. En 100 bolsas,
se inoculd 1 mL de la suspension bacteriana
correspondiente  por bolsa, equivalente
a 307,69 mL kg-1 semilla y en una bolsa
se aplico agua destilada. El contenido fue
homogenizado para que las bacterias se
distribuyan uniformemente en las semillas y
después, éstas fueron extendidas en la bolsa
y llevadas en una bandeja hacia la estufa a
30°C, para disminuir el exceso de humedad.
Posteriormente, con una pinza, las semillas
de maiz previamente inoculadas se sembraron
por triplicado en el suelo experimental
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contenido en bolsas plasticas de polietileno
negro, a razon de tres semillas por bolsa y se
realizaron los riegos correspondientes segln
los requerimientos de las plantas. A los 7
dias después de la inoculacion, se contaron
las plantulas emergidas, para calcular el
porcentaje de emergencia. Después de 10 dias
de la siembra, se eliminaron las plantulas
menos vigorosas, quedando dos por bolsa y
seis por tratamiento.

A'los 10, 20, 30 y 50 dias se midi6 la altura
de las plantas. A los 50 dias se extrajeron las
plantas y se determind el peso de la biomasa
seca de la parte aéreay radicular. La altura de
las plantas se expresd en cm, considerandose
desde la base hasta el extremo final de la hoja
bandera. A continuacion, se corté la parte
aérea de cada una de las plantulas a ras del
suelo y la raiz y suelo adherido se depositaron
en bandejas de plastico. Para determinar el
peso de la materia seca, la raiz previamente
lavada y la biomasa aérea se deshidrataron
a temperatura ambiente durante 7 dias y
luego en el horno a 70°C, hasta alcanzar
peso constante. Con los valores obtenidos
se calcularon los indices de efectividad de la
inoculacion (IEl) en porcentaje, mediante la
formula mencionada por Carrefo (2009, p. 37):

Tratamiento con inoculacién — control sin inoculacién x 100

IE1% =

Control sin inoculacién

Con los tratamientos que superaron al
testigo en altura, biomasa radiculary aérea de
las plantas de maiz a los 50 dias, se realizaron
las pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianzas, que son las asunciones principales
del analisis de varianza en la aplicacién de la
estadistica paramétrica, tal que los resultados
tengan validez estadistica y se pueda llevar
a cabo el proceso de inferencia a partir de la
muestra.

Para el diseno completamente aleatorio,
el modelo aditivo lineal fue:

Yij = u + ti + E ij, donde:

Yij = Observacion del i-ésimo tratamiento,
j-ésima repeticion

u = Media general de la variable respuesta

ti = Efecto del i-ésimo tratamiento, siendo
i=1,23,4,5,..101
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Eij = Error experimental en el i-ésimo
tratamiento, j-ésima repeticion

H[J = ul=u2=u3=u4=ub=....... =101
Hal = Al menos una media es diferente

Se realizd el andlisis de varianza para
determinar las diferencias entre los
tratamientos y la prueba multiple de Tukey (a
= 0,05) para comparar las medias entre ellos
(Hernandez et al., 2003). Se utiliz6 el software
estadistico SPSS version 15,0.

Resultados

Las enterobacterias Enterobacter,
Klebsiella, Pantoea y Serratia spp. sintetizaron
acido indolacético, fijaron nitrégeno vy
solubilizaronfosfato(TablaN®1). Transcurridos
7 dias después de la inoculacion en semillas de
maiz, 42% de las bacterias nativas incremento
la emergencia, alcanzando 100%, superior al
testigo con 90% (Tabla N° 2, figura N° 1). A
su vez, 22% de las bacterias no afectd y 36%
disminuy6 la emergencia.

Las bacterias nativas afectaron
diferencialmente el desarrollo vegetativo
de maiz, observandose que 14, 47 y 65%
incrementaron la altura de las plantas, en
comparacion con el testigo, a los 10 dias (IE=
0,5 - 22,3%), 30 dias (IE= 0,3 - 16,2%) y 50 dias
(IE= 0,3 - 25,6 %) después de la inoculacion
en las semillas, respectivamente (Tabla N° 3,
figura N° 2). Asimismo, a los 50 dias, 77% de
las bacterias incrementd la biomasa seca de
las raices (IE= 2,71 - 29,7%) y 59% la biomasa
seca de la parte aérea (IE= 0,9 - 89,3%).

El 18 % de las bacterias incrementaron
todos los parametros investigados (Tablas
N° 4,5). El anédlisis de varianza demostr¢ alta
significancia y segun la prueba mdultiple de
Tukey, la mayor altura, se alcanzd con Serratia
sp.46, Pantoea sp.6, Enterobacter spp.87, 62y
11. La mayor biomasa radicular correspondio6 a
las plantas de maizinoculadas con Enterobacter
sp.62 y la mayor biomasa aérea con Klebsiella
sp.85 y Serratia sp84, en todos los casos, con
diferencias significativas frente al testigo no
inoculado. Los IE fueron de 1,5 - 25,6% en la
altura; 5,4 - 129,7% en la biomasa radiculary
1,8 - 89,3% en la biomasa aérea.
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EL18 % de las bacteriasincrementaron todos
los pardmetros investigados (Tablas N° 4y 5). El
analisis de varianza demostro alta significancia
y segun la prueba multiple de Tukey, la mayor
altura, se alcanzd con Serratia sp.46, Pantoea
sp.6, Enterobacter spp.87, 62y 11.

La mayor biomasa radicular correspondid
a las plantas de maiz inoculadas con
Enterobacter sp.62 y la mayor biomasa aérea
con Klebsiella sp.85 y Serratia sp84, en todos
los casos, con diferencias significativas frente
al testigo no inoculado. Los IE fueron de 1,5 -
25,6% en la altura; 5,4 - 129,7% en la biomasa
radiculary 1,8 - 89,3% en la biomasa aérea.

Tabla N° 1. Rango de valores del acido
indolacético  producido, nitrégeno
fijado y fosfato solubilizado por 100
enterobacterias nativas

Caracteristicas Rango de valores*

Acido indolacético (ppm) 0,62 — 52,90
Nitrégeno fijado como amonio (ppm) 1,03 - 30,21
Fosfato solubilizado (ppm) 1,00 — 4,05

*Promedio de tres repeticiones por enterobacteria

TablaN°2. Numerodecultivosde enterobacterias
segun emergencia (%) de Zea mays L.,
7 dias después de la inoculacién en las
semillas

N° de cultivos Emergencia
enterobacterias (%)
62 100
22 90
7 80
1 70
3] 60
3 50
1 40
1 30

Fuente. Tratamiento estadistico de los resultados
de la investigacion.

Figura N° 1. Incremento de la emergencia de
Zea mays L., 7 dias después de la
inoculacion de Enterobacter sp.87 en
las semillas.

Tabla 3. Rango de indices de efectividad (IE) de
100 enterobacterias nativas inoculadas
en semillas de Zea mays L., maiz
amarillo duro hibrido.

Parametro Tiempo Enterobacterias Rango
(dias) (%) IE (%)

Altura 10 14 05—

22,3

Altura 30 47 0,3 -

16,2

Altura 50 65 0,3-

25,6

Raices* 50 77 2,7 —
129,7

Parte 50 59 0,9 -

aérea” 89,3

* Biomasa seca

Figura N° 2. Altura de Zea mays L., 50 dias
después de la inoculacion de
enterobacterias nativas.

Tabla N° 4. Prueba de Tukey (a=0,05) de la
altura, biomasa seca radicular y aérea
de Zea mays L., 50 dias después de la
inoculacion de enterobacterias nativas
en las semillas.

Tratamientos Altura Biomasa seca (g)
enterobacterias (cm) Radicular Aérea
UNPRG

Pantoea sp.6 108,0 a 57cdef 1l4e
Enterobacter sp. 11 101,3 abc 6,0 bcde 12,0 de
Pantoea sp. 14 98,0 bed 49 efg 15,9 be
Pantoea sp. 27 92,0 de 55defg  12,0de
Pantoea sp. 29 90,3 de 5,0 efg 13,1 de
Serratia sp. 30 88,0 e 57 cdef 14,1 cd
Serraria sp. 31 93,0 cde 7,5 abc 12,1 de
Klebsiella sp.35 89,7 de 7,1 abed 14,0 cd
Serratia sp. 46 108,5a 4,1 fg 114e
Pantoea sp. 58 94,7 bede 46efg 115¢
Enterobacter sp. 62 101,3 abc 85a 17,0 b
Serratia sp.75 92,2 cde 5,7 cdef  13,5de
Pantoea sp. 77 94,0 bede 53defg  113¢
Serratia sp. 84 94,3 bede 3,9 fg 209 a
Klebsiella sp.85 87,7 ¢ 6,0bcde 212a
Enterobacter sp.87 102,7 ab 7,6 ab 16,1 be
Klebsiella sp. 91 101,3 abc 6,9 abcd 16,6 be
Klebsiella sp. 94 97,7 bed 74a 16,0 be
Testigo 86,4 ¢ 37¢ 11,2¢

Fuente: Resultado del analisis tratamiento estadistico.
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Tabla N° 5. indices de efectividad (%) en la
altura, biomasa seca radicular y aérea
de Zea mays L., por enterobacterias
nativas inoculadas en las semillas.

Tratamientos Altura Biomasa seca
enterobacterias (IE%) (IE%)
UNPRG Radicular Aérea
Pantoea sp.6 25,0 54,1 1,8
Enterobacter sp. 11 17,2 62,2 71
Pantoea sp. 14 13,4 32,4 42,0
Pantoea sp. 27 6,5 48,6 71
Pantoea sp. 29 4.5 35,1 17,0
Serratia sp. 30 1,9 54,1 25,5
Serraria sp. 31 7,6 102,7 8,0
Klebsiella sp.35 3,8 91,0 25,0
Serratia sp. 46 25,6 10,8 1,8
Pantoea sp. 58 9,6 24,3 2,7
Enterobacter sp. 62 17,2 129,7 51,0
Serratia sp.75 6,7 541 20,5
Pantoea sp. 77 8,8 43,2 0,9
Serratia sp. 84 9,1 54 86,6
Klebsiella sp.85 1,5 62,2 89,3
Enterobacter sp.87 18,9 105,4 43,8
Klebsiella sp. 91 17,2 86,5 48,2
Klebsiella sp. 94 13,1 100,0 42,9
Fuente. Resultado del analisis tratamiento
estadistico.
Discusion
Las enterobacterias sintetizaron

acido indolacético, AIA, fijaron nitrégeno
y solubilizaron fosfato, verificAndose en
laboratorio su potencial como promotoras
del crecimiento de plantas. En cuanto al AIA
se coincide con Carcano et al. (2006, p. 498],
Schoebitz, (2006, p.33), Koo & Cho (2009,
p. 1433) y Schoebitz et al. (2009, p.1770),
quienes demostraron la produccion de AlA por
klebsiella, Pantoea, Serratia y Enterobacter,
respectivamente. De igual manera, se
encuentran reportes de enterobacterias
diazoétrofas, mencionandose Klebsiella
(Gyaneshwar et al.,, 2001, p.2635; Carcano,
2006, p.498), Pantoea (Schoebitz, 2006, p.32),
Serratia (Gyaneswwar et al., 2001, p.2635) y
Enterobacter (Schoebitz et al., 2009, p.1770;
Rani et al., 2011, p.2093; Sanchez, et al., 2012,
p. 1408). A su vez, la solubilizaciéon de fosfato
también fue demostrada con Enterobacter
(Sanchez et al, 2012, p.1406), Pantoea
(Cordero et al., 2008, p.111), Serratia (Farro &
Graus, 2013, p.92] y klebsiella (Clavijo et al.,
2012, p.99).

Elefecto de las bacterias en la emergencia
de maiz fue diferente, observandose
incremento, disminucion y ningun efecto,
respecto al testigo, coincidiendo con Farro &
Graus (2013, p.95). El 62% de las bacterias
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nativas incrementd la emergencia de maiz,
resultado explicado por la activacion de
procesos metabolicos en las semillas, producto
de la secrecion bacteriana de giberelinas o
sustancias estimuladoras de la sintesis de
enzimas hidroliticas en el endospermo (Torres
et al., 2003, p.57). En este contexto, las a
amilasas promueven la germinacion, porque
incrementan la disponibilidad del almidon
(Bharathi et al., 2004, p.836.).

El 16% de las rizobacterias disminuyd
la emergencia de maiz. El efecto negativo de
las PGPR también fue mencionado por Stefan
et al. (2008, p.108), quienes demostraron
que la actividad de la enzima alanina amino
determind 58 - 62% de reduccion en la longitud
de radiculas de semillas de maiz, inoculadas
con Enterobacter 'y Pantoea agglomerans;
no obstante, también demostréo 21,6% de
incremento con Pseudomonas fluorescens. En
este contexto, Alarcon & Cerrato (2000, p.194)
concluyeron que el efecto de las rizobacterias
- transferasa, involucrada en el metabolismo
proteico, fue mayor alas 120 horas en semillas
de Glycine max no inoculadas, sugiriendo
que debido a la competencia por nutrientes
entre semillas y bacterias, la germinacion
disminuye. Por su parte, Beracochea (2011,
p.25) en la germinacion es independiente de
su capacidad para promover el crecimiento de
las plantulas.

El 22% de las bacterias nativas no
afectd la emergencia de maiz. Al respecto,
Diaz et al. (2001, p.331), concluyeron que el
efecto de las PGPR no es evidente, cuando
no encuentran el habitat adecuado y no se
asocian con la rizéosfera para escapar de
los mecanismos de defensa de la planta y
encontrar las condiciones nutritivas propicias
para su establecimiento y crecimiento. EL éxito
en la promocion del crecimiento, cuando se
inoculan bacterias beneficiosas, depende en
gran medida de su establecimiento oportuno
y persistencia en el periodo de crecimiento de
la raiz (Loredo et al., 2004, p.230). También es
posible, que las bacterias pierdan viabilidad
por efecto inhibitorio de las semillas, tal como
se demostrd con extractos solubles de maiz,
que durante la germinacién disminuyeron la
multiplicacion y establecimiento de B. cepacia
(Velazquez et al.,1999, p.19).

Las enterobacterias nativas productoras
de AlA, fijadoras de nitrégenoy solubilizadoras
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de fosfato afectaron diferencialmente el
desarrollo vegetativo de maiz, observandose
incremento, disminucidon y ningun efecto
en la altura, asi como en la biomasa aéreay
radicular, variabilidad que puede ser explicada
por la diversidad genética de cada bacteria y
queasuvezsetraduce endiversos gradosen el
potencial bioldgico (Obando et al., 2010, p.115).
La capacidad de las bacterias para afectar
el crecimiento de las plantas depende de la
cantidad y calidad de los exudados radiculares
y propiedades del suelo, asi como también,
del niUmero de bacterias y colonizacién de la
rizosfera (Loredo et al., 2004, p.236).

Respecto al efecto positivo en el
desarrollo de maiz, se coincide con Aguado &
Moreno (2008, p.39), Koo & Cho (2009, p.1434),
Morales et al. (2011, p. 290) y Ogbo & Okonkwo
(2012, p.368), quienes reportaron resultados
similares con Klebsiella, Pantoea, Serratia y
Enterobacter. La promociéon del crecimiento
vegetal por diversas enterobacterias también
se ha demostrado en otros cultivos agricolas,
mencionandose  Pantoea  agglomerans 'y
Enterobacter ludwigii en Lolium perenne
(Schoebitz, 2006, p.61; Schoebitz et al.,
2009, p.1768), Enterobacter cancerogenus
en Cajanus cajan (Rani et al., 2011, p.2093],
Stenotrophomonas en Pennisetum clandestinum
(Criollo et al.,, 2012, p.193), Enterobacter,
klebsiella y Hafnia en Lactuca sativa (Diaz
et al., 2001, p. 332), Enterobacter en tomate
(Sanchez et al., 2012, p. 1410) y klebsiella en
Salicornia bigelovii (Rueda et al., 2009, p.351).

Con las enterobacterias nativas, la
altura de las plantas de maiz se incremento
hasta 25,6% superando 20% registrado por
Schoebitz et al. (2009, p. 1771) en Lolium
perenne inoculado con Enterobacter ludwigii.
La biomasa de las raices se incremento hasta
129,7%, superando 30 - 44% alcanzado en
maiz inoculado con Enterobacter asburiae
(Ogbo & Okonkwo, 2012, p.372) y Pantoea sp.
(Beracochea, 2011, p.1172), asi como 50% en
Lonium perenne con E. ludwgii (Schoebitz et
al., 2009, p.1772]). El desarrollo de las raices
generalmente es asociado a la sintesis de las
auxinas, particularmente el acido indol acético,
que promueve el crecimiento de las raices y
la proliferacion de pelos radicales, mejorando
la absorcion de agua y minerales del suelo y
con ello el desarrollo de la planta (Caballero,
2006, p. 154). Por su parte, la biomasa aérea
se increment6é hasta 89,3%, valor que se

encuentra en el rango 49 - 110% registrado en
maiz con Pantoea sp. (Beracochea, 2011, p.35)
y Enterobacter sp. (Morales et al., 2011, p.290).
Este incremento se atribuye al nitrégeno fijado
y fosfato solubilizado por las rizobacterias
nativas y segun la hipotesis aditiva (Bashan
et al., 1996, p.165; Loredo et al., 2004., p.231),
a la interaccion de mecanismos directos e
indirectos de las PGPR, que ejerce efecto
benéfico multiparamétrico en las plantas,
incrementando el desarrollo vegetativo vy
rendimiento.

Conclusiones

Las enterobacterias nativas sintetizaron
0,62 - 52,90 ppm de acido indolacético, fijaron
1,03 - 30,21 ppm de nitrégeno como amonio,
solubilizaron 1,00 - 4,05 ppm de fosfato y en
condiciones de invernadero incrementaron la
altura (IE= 0,3 - 25,6%), el peso de la biomasa
radicular (IE= 2,7 - 129,7%) y aérea (IE= 0,9
- 89,3%) de plantas de maiz amarillo duro
hibrido simple. EL 18% de las bacterias nativas
incrementd en conjunto, la altura y el peso
de la biomasa seca radicular y aérea de las
plantas de maiz, por lo que son consideradas
rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas, cuyo efecto en el desarrollo
vegetativo y rendimiento de maiz debe ser
investigado en campo, con la perspectiva de
obtener un inoculante comercial.
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