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RESUMEN: La aplicacion de inoculantes formulados a base de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, en
cultivos de interés agricola como el maiz, representa una alternativa ecoldgica al uso de quimicos en la agricultura. Por
otro lado, la utilizacion de cepas nativas para la inoculacion de las plantas, podria representar una ventaja con respecto al
uso de cepas aldctonas y, por lo tanto, mejorar la produccion del cultivo. En consecuencia, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la inoculacion de 20 cepas bacterianas, aisladas de la rizosfera de maiz y previamente
caracterizadas, correspondientes a los géneros Stenotrophomonas, Pseudomonas, Rhizobium y Enterobacter, en el
desarrollo de variables morfoagronémicas del propio cultivo. Para ello, se prepararon inoculantes con cada una de las
cepas en medio LB liquido. La inoculacién se realizd sobre las semillas de maiz sembradas en suelo Ferralitico Rojo no
esterilizado, a razon de 300 pl de indculo por semilla. El experimento se establecid en condiciones controladas de luz,
humedad relativa, temperatura y riego y se determind: altura de la planta, longitud radical, masa seca aérea, masa seca
radical y concentracion de clorofilas totales, a los 30 dias después de la inoculacion. Los mejores resultados se obtuvieron
con los tratamientos inoculados con Stenotrophomonas sp. INCA-FRr1, Stenotrophomonas sp. INCA-FRc24 y Rhizobium
sp. INCA-FRecl. Este estudio representa la base para la concepcion de un nuevo bioproducto destinado a la fertilizacion del
cultivo de maiz.
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ABSTRACT: The application of inoculants formulated based on plant growth promoting rhizobacteria in crops of
agricultural interest such as corn, represents an ecological alternative to the use of chemicals in agriculture. On the other
hand, the use of native strains for the inoculation of plants could represent an advantage over the use of alien strains and,
therefore, improve crop production. Consequently, the present work aimed to evaluate the inoculation effect of 20 bacterial
strains, isolated from the rhizosphere of corn and previously characterized, corresponding to the genera Stenotrophomonas,
Pseudomonas, Rhizobium and Enterobacter, in the development of morphoagronomic variables of its own culture. For
this, inoculants were prepared with each of the strains in liquid LB medium. The inoculation was carried out on the corn
seeds sown in unsterilized Red Ferrallitic soil, at a rate of 300 pl of inoculum per seed. The experiment was established
under controlled conditions of light, relative humidity, temperature and irrigation and it was determined: plant height, root
length, aerial dry mass, root dry mass and concentration of total chlorophylls, 30 days after inoculation. The best results
were obtained with treatments inoculated with Stenotrophomonas sp. INCA-FRrl, Stenotrophomonas sp. INCA-
FRc24 and Rhizobium sp. INCA-FRcl. This study represents the basis for the conception of a new bioproduct destined for
the fertilization of corn crop.

Key words: FBN, Stenotrophomonas, Rhizobium, nutrition, phytostimulation.

“Autor para correspondencia: riny@inca.edu.cu
Recibido: 14/10/2019
Aceptado: 29/03/2021

Este articulo se encuentra bajo los términos de la licencia Creative Commons Attribution-NonCommercial (CC BY-NC 4.0).
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


https://orcid.org/0000-0002-5144-212X
https://orcid.org/0000-0001-7349-7036
https://orcid.org/0000-0002-5187-5881
https://cu-id.com/2050/v42n3e12
https://ediciones.inca.edu.cu
https://ediciones.inca.edu.cu
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Reneé Pérez-Pérez, Cultivos Tropicales, Vol. 42, No. 3, julio-septiembre 2021, https://cu-id.com/2050/v42n3e12

INTRODUCCION

El suelo alberga gran cantidad de seres vivos,
fundamentalmente microorganismos. La variedad genética
y la diversidad de nichos ecoldgicos de las poblaciones
microbianas tienen un alto impacto en las funciones del
suelo y, en especial, en el crecimiento y desarrollo vegetal
(1). Las interacciones que se establecen entre las raices
de las plantas y los microorganismos edaficos constituye
un ambiente dinamico denominado rizosfera (2), donde la
diversidad y el tamafio de las poblaciones microbianas es
superior en comparacion con el suelo no cultivado (3).
Dichas poblaciones participan activamente en los ciclos
biogeoquimicos de nutrientes, principalmente del nitrégeno
y del fésforo, producen hormonas vegetales, sintetizan
antibidticos, entre otras caracteristicas y, como resultado,
favorecen el establecimiento, la nutricién y el desarrollo de
las plantas (4).

El maiz es uno de los cereales mas importantes, desde
el punto de vista nutricional; también, es el mas cultivado
y cosechado a nivel mundial, junto con el trigo y el arroz
(5). Dado el proceso de domesticacion que ha sufrido este
cultivo, se hace necesario emplear grandes cantidades de
fertilizantes para obtener rendimientos aceptables (6). La
fertilizacion, sobre todo la incorporacion de nitrégeno mineral
al cultivo, representa el mayor costo del proceso productivo
(7); ademas, el uso irracional de estos insumos impacta de
forma negativa sobre el agroecosistema (8) e incluso sobre la
salud humana (9).

La elaboracion y aplicacion de inoculantes formulados
con diversas especies microbianas es una practica bien

conocida en la agricultura. Actualmente, en el marco de la
sostenibilidad, la busqueda de nuevos microorganismos con
diversas propiedades promotoras del crecimiento vegetal,
es una linea de investigacion emergente, ya que en
determinadas circunstancias, pueden sustituir parcialmente
el empleo de pesticidas y fertilizantes quimicos (10). La
utilizacién de cepas nativas como inoculantes, promueve
el manejo ecoldgico-sostenible de los agroecosistemas
y podria mejorar la produccién de los -cultivos (11).
La capacidad de las cepas nativas para interactuar
positivamente con la microbiota edéfica residente y su
adaptabilidad a las condiciones climaticas y agroecoldgicas
locales, a menudo potencia su rendimiento en comparacion
con cepas aléctonas (12).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la inoculacidon de 20 cepas, caracterizadas como PGPR,
aisladas de la rizosfera de maiz, correspondientes a cuatro
géneros bacterianos (Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Rhizobium y Enterobacter), en el crecimiento de plantas de
maiz bajo condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS

Material microbiolégico

Se utilizaron 20 cepas aisladas de la rizosfera de los
cultivares comerciales de maiz ‘Raul’ y ‘Canilla’. Estas se
identificaron y se caracterizaron previamente, en funcion
de su capacidad para realizar la FBN, solubilizar sales de
fésforo y potasio e inhibir el crecimiento micelial del patégeno
Fusarium oxysporum (13). Las caracteristicas de las cepas
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Identificacién y caracterizacion cualitativa como PGPR de 20 cepas provenientes de la rizosfera de Zea mays L. cultivares

‘Radl’ y ‘Canilla’.

Cepas Identificacion FBN Solubilizacién (PO, ) Solubilizacion (K*) Antagonismo
INCA-FRr1 Stenotrophomonas sp. + + + +
INCA-FRr2 Pseudomonas sp. + + - +
INCA-FRr3 Pseudomonas sp. + + - +
INCA-FRr4 Pseudomonas sp. + + - -
INCA-FRr5 Pseudomonas sp. + + + -
INCA-FRr6 Stenotrophomonas sp. + + - -
INCA-FRr7 Stenotrophomonas sp. + + - +
INCA-FRr8 Pseudomonas sp. + + - +
INCA-FRr9 Pseudomonas sp. + + - -

INCA-FRr10 Rhizobium sp. + - - -
INCA-FRr11 Pseudomonas sp. + + - -
INCA-FRr12 Stenotrophomonas sp. + + - -
INCA-FRr13 Stenotrophomonas sp. + + - -
INCA-FRr16 Enterobacter sp. + + - -
INCA-FRc1 Rhizobium sp. + - - -
INCA-FRc4 Rhizobium sp. + - - -
INCA-FRc8 Rhizobium sp. + - - -
INCA-FRc16 Stenotrophomonas sp. + + - -
INCA-FRc19 Rhizobium sp. + - - -
INCA-FRc24 Stenotrophomonas sp. + + - +
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Preparacion de inoculantes

Los inoculantes se prepararon en frascos Erlenmeyers de
150 mL de capacidad, con 20 mL de medio LB liquido. Estos
se inocularon con una asada de cada cepa, conservadas
a 4 °C en medio LB sodlido. Los frascos se mantuvieron en
condiciones de agitacién en zaranda orbital termostatada a
150 rpm y 29 °C durante 24 h. La densidad optica se ajusto
por espectrofotometria a 0,5 (A=600 nm) en cada inoculante.
Inoculacion en plantas de maiz
condiciones controladas

bajo

Se utilizd semillas de maiz cultivar ‘Raudl’, procedente
del banco de semillas del Departamento de Genética
y Mejoramiento de las Plantas del Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas (INCA). Estas se desinfectaron
superficialmente con etanol al 70 % durante 5 min,
hipoclorito de sodio al 20 %, durante 10 min y seis lavados
consecutivos con agua destilada estéril. Luego, se colocaron
superficialmente en macetas con 700 g de suelo Ferralitico
Rojo Lixiviado, no esterilizado, a razén de dos semillas por
maceta. La inoculacion se realizé con 300 pl de inéculo
sobre cada semilla, estableciéndose 20 tratamientos y un
control no inoculado. A los cinco dias después de la
inoculacion, se extrajeron, de cada maceta, la plantula
menos desarrollada o no germinada, manteniendo una
planta por maceta. El ensayo se mantuvo durante 30 dias
bajo condiciones controladas de fotoperiodo (12 h luz/12 h
oscuridad), temperatura (dia/noche de 26/22 °C) y humedad
relativa (70 %). El riego se efectudé cada tres dias a todos
los tratamientos, incluido el control, con una modificacién de
la solucion nutritiva de Hoagland (5 gL' KH,PO,, 27 g L™
MgSO,.7H,0, 0,14 g L' H;BO,;, 0,15 g L' CuSO,.5H,0,
0,008 g L' (NH,);Mo,0,,.6H,0, 0,06 g L' ZnSO,.7H,0,
0,2 g L' MnSO,.4H,0, 1,87 g L' Fe-EDTA (6 %)), de la
cual se retiraron las sales nitrogenadas. Posteriormente se
determiné altura (cm), largo de raiz (cm), masa seca aérea
(MSA) (g), masa seca radical (MSR) (g) y contenido de
clorofilas totales (SPAD).

Disefo y analisis estadistico

Se establecieron ocho réplicas por tratamiento y se
empled un disefio completamente aleatorizado. Los valores
de las variables que se determinaron se sometieron a
la prueba de normalidad de Bartlett y homogeneidad de
varianza de Kormogorov-Smirnov. Posteriormente, se aplicé
analisis de varianza de clasificacion simple, utilizando el
test de comparacién de medias de Tukey para p<0,05.
Se empled el programa SPSS Statistic (ver. 21) para el
procesamiento estadistico de los datos. El experimento se
realizo por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inoculacion en plantas de
condiciones controladas

maiz  bajo
A los 30 dias después de la inoculacién se observo

diferencias estadisticas entre los indicadores de crecimiento
evaluados en cada uno de los tratamientos (Tabla 2).

Los tratamientos con mejores resultados correspondieron
a las plantas inoculadas con las cepas INCA-FRr1 e
INCA-FRc24, identificadas como Stenotrophomonas,
ademas de INCA-FRc1, identificada como Rhizobium.
Estos tratamientos presentaron valores estadisticamente
superiores al control en cuatro de las cinco variables
evaluadas, lo cual podria estar relacionado con los
mecanismos de promocion del crecimiento vegetal
que presentan.

También se destacaron los tratamientos con las cepas
Pseudomonas sp. INCA-FRr9 Stenotrophomonas sp. INCA-
FRr12 y Stenotrophomonas sp. INCA-FRc16. Los géneros
Stenotrophomonas, Pseudomonas 'y Rhizobium, se reportan
como microbiota natural, rizosférica y endofitica, de diversos
cultivos incluido el maiz (14-16). Trabajos previos aseguran
el efecto fitoestimulante de estos microorganismos sobre
diferentes cultivos de interés agricolas, tanto leguminosos
como no leguminosos (17-20).

La altura de la planta no tiende a incrementar mucho
mas que los controles no inoculados, tras aplicar algun
tratamiento bioldgico (21); sin embargo, los resultados
muestran aumentos significativos de hasta el 27,5 % entre las
cepas INCA-FRr1, INCA-FRc1 e INCA-FRc16, con respecto
al control no inoculado. Diferentes ensayos de inoculacion
de Rhizobium y Stenotrophomonas en maiz, resultan en un
ligero aumento en la longitud de las plantas, en comparacion
con los resultados obtenidos en esta investigacion (21-24).
Por otro lado, la longitud radical se vio favorecida en las
plantas inoculadas con estos mismos tratamientos, ademas
de las cepas INCA-FRc24 e INCA-FRr7. Segun la literatura,
lainoculacion con diferentes especies de Rhizobium, propicia
el aumento de la longitud radical, numero de raices y
masa seca radical en plantas de maiz (22). En el caso de
la inoculacion con Stenotrophomonas, no se reportan en
investigaciones previas, aumentos significativos en cuanto
al desarrollo radical (24-26); sin embargo, los mejores
resultados en este ensayo, corresponden al tratamiento
con Stenotrophomonas sp. INCA-FRr7, el cual present6 un
aumento en la longitud radical del 41,8 %, por encima del
tratamiento control.

Las cepas que mas aportaron al desarrollo de la masa seca
aérea, fueron Pseudomonas sp. INCA-FRr2, Pseudomonas
sp. INCA-FRr3 y Enterobacter sp. INCA-FRr16, las cuales
presentaron aumentos de hasta un 79,5 % respecto al
control. En la literatura se reportan resultados similares
para algunas especies de Enterobacter y Pseudomonas,
los cuales se atribuyen, fundamentalmente, a la FBN y
produccién de fitohormonas (27,28). En cuanto a la masa
seca radical, se obtuvieron incrementos de hasta un 71 %,
respecto a las plantas controles en los tratamientos INCA-
FRr1, INCA-FRc1 e INCA-FRc24, principalmente. Algunos
autores plantean que el crecimiento y el desarrollo de las
variables morfoagronémicas en el maiz, es causado por una
suma de factores y no por valores individuales obtenidos
in vitro (29). Otros afirman que los productos provenientes
de la FBN, contribuyen en altos porcientos al desarrollo de
la biomasa total del maiz y resaltan el papel de las auxinas
como principales causantes del aumento de biomasa radical
y aérea (30).
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Tabla 2. Efecto de la inoculacion de las cepas bacterianas en el crecimiento de plantas de maiz cultivar ‘Radl’, bajo

condiciones controladas.

Cepas Altura (cm) Largo Raiz (cm) MSA (9) MSR (g) Clorofilas totales (SPAD)
INCA-FRr1 65,34 a 38,60 ab 0,63 abc 0,53 a 19,14 d
INCA-FRr2 57,90 abcd 35,79 abc 0,70 a 0,45 abc 28,56 abc
INCA-FRr3 61,64 abc 35,04 abc 0,66 ab 0,42 abc 25,96 bc
INCA-FRr4 59,52 abcd 35,82 abc 0,55 adcd 0,36 abc 27,59 abc
INCA-FRr5 58,26 abcd 34,40 abc 0,60 abcde 0,43 abc 29,26 abc
INCA-FRr6 53,40 de 38,34 ab 0,51 bcde 0,40 abc 33,38 a
INCA-FRr7 55,32 bcd 41,98 a 0,58 abcd 0,51a 23,94 cd
INCA-FRr8 52,14 de 34,38 abc 0,49 bcde 0,41 abc 26,75 bc
INCA-FRr9 63,76 ab 30,60 ¢ 0,64 abc 0,49 a 19,35d
INCA-FRr10 56,04 abcd 32,70 bc 0,55 abcd 0,53 a 26,44 bc
INCA-FRr11 57,30 abcd 32,00 bc 0,48 cde 0,44 abc 28,43 abc
INCA-FRr12 60,04 abcd 35,04 abc 0,52 abcde 0,48 ab 28,01 abc
INCA-FRr13 54,08 cde 37,90 ab 0,50 bcde 0,38 abc 28,86 abc
INCA-FRr16 61,53abc 35,06 abc 0,67 ab 0,44 abc 24,22 cd
INCA-FRc1 64,90 a 37,20 ab 0,66 abc 0,50 a 18,74 d
INCA-FRc4 57,24 abcd 37,92 ab 0,56 abcd 0,40 abc 23,25 cd
INCA-FRc8 44,66 f 34,80 abc 0,34 f 0,36 abc 33,83 a
INCA-FRc16 64,80 a 37,18 ab 0,52 bcde 0,39 abc 29,74 abc
INCA-FRc19 53,40 de 30,90 bc 0,44 de 0,28 c 29,08 abc
INCA-FRc24 43,89 f 37,84 ab 0,63 abc 0,52 a 33,66 a
Control 51,24 e 29,60 ¢ 0,39 ef 0,31 bc 18,70 d
Error estandar 0,794 0,593 0,012 0,015 1,793

Se representa la media de cada tratamiento y el error estandar para cada variable
medida Letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (Tukey p<0,05, n=8)

Por su parte, las mayores concentraciones de clorofilas
totales fueron obtenidas, nuevamente, en los tratamientos
inoculados con  Rhizobium 'y  Stenotrophomonas,
destacandose las cepas INCA-FRr6, INCA-FRc8 e INCA-
FRc24, con un aumento del 81 %, por encima del control.

El contenido de clorofila en la planta esta estrechamente
relacionado con el estado nutricional de la misma (31)
y, particularmente, con el contenido de nitrdgeno como
componente esencial de esta biomolécula (32). Diversas
investigaciones estiman una relacion directa entre la
produccion de clorofilas y el suministro de nitrégeno a la
planta, basado en la obtencién de mayores concentraciones
de clorofilas totales, a medida que aumenta la dosis de
nitrégeno mineral en el suelo (32,33). Asi, uno de los
factores importantes que indica la eficiencia de la fertilizacion
nitrogenada, es el contenido de pigmentos fotosintéticos en
las hojas, pues las proteinas del ciclo de Calvin y de los
tilacoides representan la mayor parte del nitrégeno foliar (21).

Teniendo en cuenta que todas las cepas utilizadas
presentaron la capacidad de realizar la FBN, se podria
decir que este aspecto favorecio la produccién de clorofilas
totales. No obstante, las plantas inoculadas con las cepas
INCA-FRr1 e INCA-FRc1, mostraron los valores mas bajos
de esta variable, lo que contrasta con el resto las variables, en
las que se destacaron ambos tratamientos de forma positiva.
Esto pudiera sugerir que tal vez, la FBN no constituyé el
principal mecanismo de promocién del crecimiento vegetal
empleado por estas cepas.

En esta investigacion, el suelo utilizado provino de la
misma region de donde fueron aisladas las cepas inoculadas;
ademas, no fue esterilizado para el ensayo, por lo que
no debe haber cambios significativos en la microbiota
residente (34). En efecto, las poblaciones microbianas
presentes en este suelo, debieron influir en la actividad
promotora del crecimiento vegetal de las cepas inoculadas,
ya sea potenciandola o inhibiéndola. Por lo tanto, en
vista de los resultados obtenidos, podriamos decir que
existe compatibilidad y sinergismo entre las cepas INCA-
FRr1, INCA-FRc1 e INCA-FRc24 y la microbiota edafica
residente. Por otro lado, tampoco se aplico fertilizante
mineral a los tratamientos, lo que podria influir en la
expresion de mecanismos de promocion del crecimiento
vegetal que presentan las cepas inoculadas, en especial,
la FBN. Estda demostrado que una deficiencia en los
compuestos nitrogenados en el medio, estimula la sintesis
del complejo enzimatico Nitrogenasa, responsable de la FBN
(35). En este caso, el bajo contenido de materia organica
presente en los suelos Ferraliticos Rojos (36), la eliminacion
de compuestos nitrogenados de la solucién nutritiva de
Hoagland y la falta de fertilizante mineral, pudieron favorecer
las condiciones para la expresion de actividad fijadora de
nitrégeno de estas cepas. Por otro lado y sin descartar el
papel fundamental de este elemento en el crecimiento de
las plantas, especialmente del maiz, es posible que estos
microorganismos presenten otros mecanismos de promocion
del crecimiento vegetal que no se han determinado en
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este trabajo. También cabe destacar, que los géneros
Stenotrophomonas y Rhizobium, los mas sobresalientes
en este ensayo, a pesar de su caracter diazotrofico, en
plantas no leguminosas son mas conocidos por su capacidad
fitoestimulante que por el aporte de la FBN (21-24,37,38). Por
estas razones, seria conveniente realizar una caracterizacion
mas completa de las cepas estudiadas.

CONCLUSIONES

* Los inoculantes conformados por Stenotrophomonas
sp. INCA-FRr1, Stenotrophomonas sp. INCA-FRc24 y
Rhizobium sp. INCA-FRc1, presentaron incrementos
significativos con respecto al control no inoculado en
un mayor numero de variables. Aunque el aumento
de la disponibilidad de nitrgeno mediante la FBN es
imprescindible para el crecimiento de la planta, podrian
existir otros mecanismos que contribuyan a ello de forma
significativa. Por esto, se hace necesario profundizar en
otras caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal
que podrian presentar estas cepas.

* Las cepas INCA-FRr1, INCA-FRc1 e INCA-FRc24,
constituyen inoculantes promisorios para una nueva fase
de experimentacion en condiciones semicontroladas y
de campo.
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