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Resumen

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos desempefian un importante papel en el suplemento de fosforo para
las plantas. Este factor despert6 la atencidon para su utilizacion como inoculante comercial o, el manejo de sus
poblaciones para promover una mejor utilizacion del fosforo existente en el suelo o el adicionado como fertilizante.
El objetivo general de este trabajo fue estudiar la actividad de bacterias solubilizadoras de fosfatos aisladas de
tres localidades del Noroeste Argentino (NOA). Se planted determinar su presencia, aislar las encontradas en
mayor proporcion, evaluar el potencial solubilizador de fosfatos, caracterizarlas por pruebas bioquimicas y de
biologia molecular y evaluar su capacidad para estimular el crecimiento en maiz (Zea mays L.). Se tomaron
muestras compuestas de suelo de tres localidades del NOA, se realiz6 el aislamiento por la técnica de dilucion en
placa en medio de cultivo NBRIP y se purificaron en medio de cultivo TSA. Se determind morfologia, motilidad,
pared celular, eficiencia de solubilizacion y se realizaron pruebas bioquimicas que permitieron identificarlas
como Pseudomonas spp., Pseudomonas aurantiaca, Serratia fonticola, Proteus spp., Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium y Bacillus spp. Se realizé amplificacion y secuenciacion del gen 16S ADNr de las que presentaron
mayor eficiencia de solubilizacion. Para comprobar el efecto promotor del crecimiento en maiz en condiciones
controladas, se evaluaron longitud y peso seco de tallo y raiz. Los resultados mostraron que los tratamientos
inoculados produjeron aumentos en las variables analizadas con respecto al testigo sin inocular, lo que permite
inferir que las tres bacterias pueden ser utilizadas como estimuladoras del crecimiento vegetal.
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Abstract

Phosphate solubilizer bacteria perform an important role in the phosphorous supply for plants. This factor calls
the attention for its use as commercial inoculate or the management of its population to promote a better use
of phosphate present in soil or the one added as fertilizer. The aim of this work was to study the activity of the
phosphate solubilizers bacteria isolated from three locations of Northwestern Argentina. Other objectives were to
isolate the ones founded in biggest proportion, to evaluate solubilization efficiency, to characterize them through
biochemical and molecular test and evaluate its capacity to promote the growth in corn (Zea mays L.). Rhizospheric
soil samples were taken from three locations in the NWA region and the presence and counting of phosphate
solubilizing bacteria was conducted by the plate dilution technique in NBRIP medium. Strains that showed
solubilization halo were selected and purified on TSA medium. Morphology, motility, cellular wall, solubilization
efficiency were determined and biochemical tests were made which allows to identify them as Pseudomonas spp.,
Pseudomonas aurantiaca, Serratia fonticola, Proteus spp., Bacillus subtilis, Bacillus megaterium and Bacillus
spp. Amplification and sequencing of the 16S rDNA gene of the ones with higher efficiency of solubilization was
performed. To prove the promoting effect of maize growth under controlled conditions, length and dry weight of
stem and root were evaluated. The result showed that the inoculated plants produced increases in the analyzed
parameters in relation to the control, allowing to infer that three bacteria can be used to stimulate plant growth.
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Introduccion

El suelo es un sistema complejo que alberga una
gran cantidad y variedad de especies vegetales,
animales y de microorganismos. Estos organismos
establecen relaciones entre si en formas variables
y complejas, que contribuyen también a generar
las caracteristicas propias de cada suelo mediante
la modificacion de las fases solida, liquida y ga-
seosa del mismo. Los microorganismos resultan
ser de gran importancia pues se relacionan con
procesos de edafogénesis, ciclos biogeoquimicos
de elementos como carbono, nitrégeno, azufre,
fosforo, hierro y otros elementos, fertilidad de las
plantas, proteccion frente a patdgenos, y degrada-
cion de compuestos xenobidticos, entre otros (No-
gales, 2005).

El fosforo es un elemento esencial para la vida;
las plantas lo necesitan para crecer y desarrollar
su potencial genético y forma la base de un gran
niumero de compuestos de los cuales los mas im-
portantes son los fosfatos. Estos desempefian un
papel esencial en los procesos de transferencia de
energia y en el metabolismo (Salazar, 2005).

El fosforo en el suelo se encuentra bajo forma
orgéanica y en menor medida bajo forma inorga-
nica. Las formas organicas provienen de restos
vegetales, animales, microorganismos y de otros
residuos organicos, que al ser degradados por los
microorganismos del suelo liberan compuestos
fosfatados; constituyendo del 29% al 65% del fos-
foro presente en la superficie del suelo, los cuales
son, en su mayoria, compuestos de bajo peso mo-
lecular (Diaz et al., 2001). Las principales formas
de fosfatos inorganicos son: hidroxiapatita, fluo-
roapatita, fosfato tricalcico, etc. Los compuestos
inorganicos insolubles de fosforo no estan total-
mente disponibles para las plantas y la disponibili-
dad depende del pH del suelo, porque solo pueden
ser tomados como ion ortofosfato, pero estos pue-
den convertirse, por bacterias solubilizadoras de
fosforo, en fosfatos di y monobasicos, formas asi-
milables para las raices de las plantas. Una insu-
ficiencia de fosforo en el suelo puede influir en el
retraso de la madurez y el desarrollo de la planta,
disminuyendo el rendimiento de la cosecha, por
esta razon los microorganismos solubilizadores
de fosfatos desarrollan un papel fundamental en
cuanto a la movilizacion de este elemento (Diaz et
al.,2001). Los iones fosfatos son extremadamente
reactivos, en suelos acidos y precipitan con Fe*
y Al?, mientras que en suelos alcalinos precipi-
tan con Ca? y Mg", causando una baja eficien-
cia de los fertilizantes que poseen fosforo soluble

(Fankem et al., 2006). El uso de microorganismos
benéficos, como biofertilizantes, presenta ventajas
frente a los fertilizantes quimicos, pues colaboran
con la preservacion del medio ambiente, ya que no
implican sustancias toxicas que afecten el sistema,
generando de esta manera una agricultura sosteni-
ble (Chen et al., 2006).

Los fosfatos insolubles, que no pueden ser asi-
milados por las plantas, pueden ser llevados a
formas solubles por la accién de muchos microor-
ganismos. La via principal de solubilizacion es
mediante la produccion de acidos organicos tales
como: acético, lactico, oxalico, citrico, butirico,
succinico, malico, glucoénico, fumarico y 2-ceto-
gluconico (Khan et al., 2009; Fender et al., 2012).

Un mecanismo indirecto para la solubilizacion
ocurre cuando los microorganismos asimilan di-
rectamente los fosfatos insolubles acumulando-
los en sus cé€lulas y liberandolos posteriormente
(Khan et al., 2009). El mecanismo de solubiliza-
cion en los suelos se favorece cuando éstos pre-
sentan pH acidos, con bajo contenido de calcio y
alto contenido de materia organica. La cantidad y
tipo de acidos organicos depende de los microor-
ganismos presentes y de las condiciones del suelo.
Los 4acidos organicos permiten que haya solubili-
zacion debido a que la presencia de estos implica
un descenso en el pH hasta valores aproximados
a 2, valores necesarios para la solubilizacion. La
produccion de acidos organicos a partir de la fer-
mentacion de glucosa da como resultado la acidi-
ficacion de la célula y de sus alrededores (Hyland
et al., 2005).

Algunas cepas de Bacillus como amyloliquefa-
ciens 'y liqueniformis solubilizan el fosfato inor-
ganico por medio de la produccion de dioxido de
carbono, acidos organicos, excrecion de protones
y acumulacion de amonio (Ohtake et al., 1996).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos inorga-
nicos desempefian un importante papel en el su-
plemento de fosforo para las plantas. Este hecho
despierta la atencion para la utilizacion de esos
microorganismos como inoculante comercial, o el
manejo de sus poblaciones como forma de promo-
ver una mejor utilizacion del fosforo existente en
el suelo o el adicionado como fertilizante (Silva
Filho y Vidor, 2001).

Las bacterias rizosféricas participan en los ci-
clos geoquimicos de nutrientes y determinan su
disponibilidad para las plantas y la comunidad mi-
crobiana del suelo (Osorio-Vega, 2007). Se acepta
que las reacciones de solubilizacion ocurren ma-
yormente en la rizésfera presente en horizontes
superficiales del suelo donde hay mayor concen-
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tracion de oxigeno y los compuestos carbonados
son liberados en gran cantidad. Sin embargo, en
un estudio realizado en Colombia, se encontrd una
alta densidad de microorganismos solubilizadores
de fosfatos en la rizosfera de diferentes coberturas
y a distintas profundidades, indicando que aunque
la mayor actividad se da en los horizontes super-
ficiales ésta no se restringe a ellos (Daza et al.,
2006).

Los microorganismos solubilizadores de fosfa-
tos han sido estudiados en Espafia, Brasil, Egipto,
Estados Unidos de América, Canada y otros paises,
en cultivos tanto de poaceas como de fabaceas y
se han mostrado resultados favorables en relacion
a la produccion (De Freitas et al., 1997; Wahid et
al., 2000; Rivas et al., 2006; Souchie et al., 2007;
Kannan y Wei, 2007; Taurian ef al., 2010.

Sylvester-Bradley et al. (1982), al hacer un rele-
vamiento cuantitativo de bacterias solubilizadoras
de fosfatos en la rizosfera de especies forrajeras,
determinaron que los mayores niimeros de estas
bacterias ocurrieron en las poaceas y los menores
numeros en las fabaceas. Dentro del grupo de bac-
terias que solubilizan fosfatos se mencionan, entre
otros, los géneros Alcaligenes, Arthrobacter, En-
terobacter, Erwinia, Klebsiella, Serratia, Azoto-
bacter, Azospirillum, Clostridium, Pseudomonas,
Bacillus, Streptomyces, Acinetobacter, Burkhol-
deria y Exiguobacterium (Kloepper et al., 1989;
Bashan y Levanony, 1990; Okon y Lavandera,
1994; Maier et al., 2004; Collavino et. al., 2010).

En Argentina, en estudios realizados en la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Uni-
versidad Nacional de La Pampa sobre rizosfera de
alfalfa, se obtuvieron nueve aislamientos de bacte-
rias solubilizadoras de fosforo que fueron caracte-
rizados fenotipica y metabdlicamente, comproban-
dose también su efecto promotor de crecimiento
(Grassano et al., 2003). Por otro lado, Mohammed
et al. (1998), informaron que en la Pampa Hime-
da la inoculacion de trigo con Pseudomonas spp.
produjo incrementos de rendimientos de grano y
que estos fueron similares a los producidos por la
aplicacion de fosforo. En el caso de Pseudomo-
nas aurantiaca SR1, cepa aislada de la rizosfera
de soja en Rio Cuarto, Cordoba, se observo que
tiene propiedades promotoras de crecimiento y la
capacidad de inhibir el crecimiento de diversos
hongos, tales como Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Alternaria spp.,
Pythium spp., Sclerotinia minor y Sclerotium rol-
fsii (Rosas et al., 2001). En el NOA, se registro
la presencia de microorganismos solubilizadores
de fosfato en diferentes cultivos y suelos (Ulla et

al., 2006). Collavino et al. (2010) inocularon en
poroto comUn (Phaseolus vulgaris), bacterias que
mostraban alta actividad solubilizadora de fosfa-
tos in vitro y solo algunas produjeron promocion
de crecimiento.

En la provincia de Tucuman, en investigaciones
realizadas en cafia de azucar, se encontrd que dos
cepas de bacterias solubilizadoras de fosfatos pro-
dujeron incrementos en peso seco, ramificaciones,
volumen y longitud del sistema radicular de plan-
tas inoculadas con ellas (Gonzalez-Bournonville,
2008). A su vez, en ensayos realizados en arroz
inoculado con un producto comercial de microor-
ganismos solubilizadores de fosfatos, se determi-
nd un aumento en los pardmetros de rendimiento
(Mazza et al., 2009). Brito y Ulla (2012), aislaron
microorganismos solubilizadores de fosfatos en
rizosfera de soja en dos regiones agroecologicas
de la provincia. Los aislamientos se caracteriza-
ron como Pseudomonas fluorescens, Pseudomona
aeruginosa, Klebsiella spp. y Serratia spp.

Sobre la base de los antecedentes enunciados se
sugiere que las bacterias solubilizadoras de fos-
fatos presentan una morfologia diversa y son im-
portantes para aumentar la disponibilidad de este
nutriente en el suelo y mejorar el desarrollo de las
plantas.

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la
actividad de bacterias solubilizadoras de fosfatos
aisladas de tres localidades del NOA. Como obje-
tivos especificos se plantearon: aislar las bacterias
solubilizadoras de fosfatos encontradas en mayor
proporcion, evaluar el potencial solubilizador de
fosfatos de los aislamientos, caracterizar los ais-
lamientos por pruebas bioquimicas y de biologia
molecular; evaluar su capacidad para estimular el
crecimiento en maiz (Zea mays L.) en condiciones
controladas.

Materiales y métodos

Se tomaron muestras compuestas de la rizosfera
de pasturas en la localidad de Cachi Yaco (Ca),
provincia de Tucuman y de mani y pimiento de
dos localidades en la provincia de Catamarca, una
ubicada en el complejo Nueva Coneta (NC) y la
otra en Asociacion Colonia del Valle (CV). Una
parte se derivo al Laboratorio de Suelos de la Fa-
cultad de Agronomia y Zootecnia (FAZ) para los
analisis fisico-quimicos, donde se realizaron de-
terminaciones de pH (agua 1:2.5), conductividad
eléctrica (ds/m), carbono organico (%), materia
organica (%), nitrogeno total (%) y fosforo asimi-
lable (mgL"!, Bray I). Una segunda parte, se usé
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para el aislamiento y recuento de los microorga-
nismos solubilizadores de fosfatos, por la técnica
de dilucion en placa en medio de cultivo NBRIP
(Nautiyal, 1999). Las bacterias se purificaron en
medio de cultivo TSA y se identificaron a través
de caracteristicas microscopicas y propiedades
bioquimicas, segun el Bergey'’s Manual of Deter-
minative Bacteriology (Holt et al., 1994). Se reali-
zaron observaciones al estado fresco en microsco-
pio optico (40X y 100X) de cultivos de 24 horas de
crecimiento a 28°C y tinciones de pared celular y
esporas. Se realizaron pruebas de hidrolisis del al-
midon, Voges-Proskauer, citrato, catalasa, citocro-
mo oxidasa, hidrdlisis de gelatina, rojo de metilo,
crecimiento en elevadas concentraciones de sales,
produccion de pigmentos fluorescentes difusibles,
produccion de pigmentos ocre, fermentacion de
lactosa, produccion de indol, de acido sulthidrico
y presencia de ureasa (Harrigan y McCance, 1968;
Alvarado et al., 2008).

Se determind la eficiencia de solubilizacion de
fosfatos (ES) como Ia relacion entre el didametro
total (colonia + halo) / didmetro de la colonia (Edi-
Premono et al., 1996).

Se realizo la amplificacion y secuenciacion del
gen 16S ADNr de los aislamientos que presenta-
ron mayor ES, de acuerdo a lo descripto por Gri-
foni et al. (1995). La secuenciacion se realizd me-
diante el método de didesoxi (Sanger et al., 1977).
El analisis de las secuencias se realizd por compa-
racion con secuencias de nucleotidos disponibles
en el GenBank, utilizando el programa BLASTN
02.02.25, proporcionado por el servidor del NCBI
(Zheng et al., 2000). Estos aislamientos se utili-
zaron para evaluar la promocion del crecimiento
vegetal en condiciones controladas. Macetas con
100 gramos de suelo y vermiculita estériles se re-
garon con 10 mL de las suspensiones bacterianas
(DO, 0,6), se sembraron semillas de maiz (Zea
mays L.) previamente desinfectadas con H,0O, de
10 volimenes y lavadas seis veces con agua desti-
lada estéril. Las macetas se mantuvieron en inver-
nadero durante 30 dias, se regaron y se cambiaron
al azar las posiciones periodicamente. Se deter-
minaron las siguientes variables: longitud y peso
seco en tallo y raiz. Los datos se analizaron con
Infostat (Di Rienzo et al., 2013) y Statistix 8 (ver-
sion de prueba gratuita). Se utilizaron analisis de
varianza y prueba LSD de Fisher con correccion
de significacion por comparaciones multiples para
detectar diferencias entre medias de tratamiento.
Los supuestos en los que se basan las metodolo-
gias mencionadas fueron verificados.

Resultados y discusion

Los resultados de los analisis fisico-quimicos
del suelo se muestran en la Tabla 1. En la misma
se observa que el suelo de Nueva Coneta tiene un
pH superior al de los otros dos y esa podria ser
la causa del menor contenido de P asimilable con
respecto al de Cachi Yaco.

Tabla 1. Analisis fisico-quimico de los suelos de Ca-
chi yaco (Ca), Nueva Coneta (NC) y Colonia del Valle
(CV).

Muestra Ca NC CV
pH 7.0 8,1 7.8

Conductividad Eléctrica (ds/m) 1,4 0,6 1,3

Carbono organico (%) 0,20 0,90 0,90
Nitrogeno Total (%) 0,08 0,06 0,09
Materia organica (%) 2,30 1,55 1,55
Fosforo asimilable (mgL ") 56,5 37,6 34,8

Los resultados del recuento y aislamientos de
microorganismos solubilizadores de fosfatos se
muestran en las Figuras 1 y 2. Analizando la can-
tidad de microorganismos con las propiedades del
suelo, se infiere que el mayor nimero de microor-
ganismos solubilizadores de fosfatos de Cachi
Yaco podria ser el responsable de la mayor dispo-
nibilidad de P asimilable en ese suelo con respecto
a los otros dos. La variabilidad en el numero de
microorganismos solubilizadores de fosfatos des-
cripta previamente, puede responder a multiples
causas. Sylvester-Bradley et al. (1982) senalaron,
al hacer un relevamiento cuantitativo en forrajes,
que el nimero puede variar de acuerdo a los dife-
rentes tipos de suelos. A la vez Lynch y Whipps,
(1990) y Souchie ef al. (2007) establecieron que
la diferencia en el nimero de solubilizadores esté
influenciada por el clima y por el estado nutricio-
nal del suelo.

Figura 1. Microorganismos solubilizadores de fosfato
de una suspension de suelo en medio de cultivo NBRIP.
Zonas claras alrededor de las colonias indican solubili-
zacion de fosfatos
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NUmero de Microorganismos

Colonia del Valle

Cachi Yaco Nueva Coneta

Figura 2. Numero de microorganismos solubilizadores
de fosfatos (media =+ error estandar). Letras distintas in-
dican diferencias significativas (p<0,05).

Los resultados de las observaciones microsco-
picas por contraste de fases, la caracterizacion de
la pared celular, presencia de esporas y pruebas
bioquimicas de los distintos aislamientos se ob-
servan en las Tablas 2, 3 y 4. De acuerdo a los
resultados obtenidos, los aislamientos NC ,NC,y
NC, de la localidad de Nueva Coneta provincia
de Catamarca, que presentaron formas bacilares
rectas o ligeramente curvadas, respuesta positiva a
la tincion de Gram y activa motilidad, formadores
de esporas y de crecimiento aerobicos, pertenecen
al género Bacillus. NC, que hidroliza almidon, es
Voges-Proskauer positiva y utiliza citrato como
unica fuente de carbono, se caracterizd6 como Ba-
cillus spp. NC, es amilasa, Voges-Proskauer y ci-
trato positiva y crece a elevadas concentraciones
de cloruro de sodio, lo que permitié ubicarla como
Bacillus subtilis. NC, es amilasa y citrato positiva
pero Voges-Proskauer negativa, por lo que se esta-
ria ante la presencia de Bacillus megaterium.

Tabla 2. Movilidad, morfologia y pared celular de los
aislamientos en estudio.

Pared
Aislamiento Movilidad Morfologia celular  Esporas
(Gram)
Ca, + Bacilar - -
NC, - Bacilar + +
Ca, + Bacilar - -
NC, + Bacilar + +
NC, + Bacilar - -
NC, + Bacilar + +
Ca, + Bacilar - -
Ca, + Bacilar - -
NC, + Bacilar - -
()% + Bacilar - -

+ positivo; - negativo.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas de los aislamientos en
estudio.

[=]

= 5 g

) ]

E £ 3 £ £ § £ 3.
= = i s = = = o =
= E 25 = = z T T3
< < & 0O &) ) O &=
Ca, 0 - 0o+ - + o+
Ca, 0 O 0 + o+ + -
Ca, O O 0O + + + -
Ca, 0O 0O 0 + + + -
NG, + - 4+ 0 0 0 0
NC, + + + 0 0 0 0
NG, 0 0 0 o+ -+ 0
NC, + + + + 0 0 0
NC, 0 0 o 0 + 4+ -
CV 0 0 0 + 0 + -

+ positivo, - negativo, 0 no determinado.

Tabla 4. Pruebas bioquimicas de los aislamientos en
estudio.

s S £ R

s 9 % ¢ 2

: 3 2 Bz % 2 EE B
< z E A8 S g <3 o
Ca, 0 0 0 + - - 0
Ca, 0 - 0 0 0 0
Ca, 0 - 0 0 0 0
Ca, 0 - - 0 0 0 0
NC, - 0 0 0 0 0 0
NC, + 0 0 0 0 0 0
NC, 0 0 0 - - 0 +
NC, - 0 0 0 0 0 0
NC, 0 - - 0 0 0 0
cv 0 - + 0 0 0 0

+ positivo, - negativo, 0 no determinado.

En el caso de los aislamientos Ca,, Ca,, Ca,, NC,
y CV, de las localidades de Cachi Yaco, provincia
de Tucuman, y Nueva Coneta y Colonia del Va-
lle de la provincia de Catamarca respectivamente,
presentaron formas bacilares rectas o ligeramente
curvadas, respuesta negativa a la tincion de Gram
y activa motilidad; pruebas de oxidasa, catalasa e
hidrolisis de gelatina positivas y fermentacion de
glucosa (RM-) y produccion de fluoresceina y pig-
mentos ocre negativa se clasificaria como Pseudo-
monas spp. CV que ademads, produce pigmento
ocre en la colonia, se clasificaria como Pseudo-
monas aurantiaca. Rosas et al., (2001) aislaron
una bacteria de la rizosfera de soja en Rio Cuarto,
Cérdoba y fue clasificada como Pseudomonas au-
rantiaca SR1 y en trabajos posteriores fue recla-
sificada como Pseudomonas chlororaphis subsp.
Aurantiaca (Peix et al., 2007). La presencia de
Pseudomonas spp demostrada en los suelos anali-
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zados en este trabajo, concuerda con los informes
de Grassano et al., (2003), Rivas et al., (2006),
Truyjillo et al., (2007), y Brito y Ulla (2012), quie-
nes informaron haber realizado diferentes aisla-
mientos en rizosfera de soja, alfalfa y otros culti-
vos, determinando en todos los casos la presencia
de Pseudomonas spp.

Los aislamientos Ca, y NC, de Cachi Yaco
y Nueva Coneta respectivamente, presentaron
formas bacilares rectas o ligeramente curvadas,
respuesta negativa a la tincion de Gram y activa
motilidad. Dentro de las pruebas bioquimicas rea-
lizadas fueron oxidasa negativas y la prueba de
fermentacion de lactosa permitio dividirlas en dos
subgrupos lac (+) y lac (-). La cepa Ca, (lact), no
produce indoles ni acido sulfhidrico, es Rojo de
Metilo positiva y Voges-Proskauer negativa, por
lo que perteneceria al género Serratia y especie
Jonticola. La cepa NC, (lac-), no produce indo-
les y es ureasa positiva lo que permitiria clasifi-
carla como Proteus spp, ambas de la familia de
las Enterobacterias. La presencia de Enterobac-
terias solubilizadoras de fosfatos fue demostrada
en Madrid, Espafia por Fernandez ef al. (2008) y
Cordero-Elvia et al. (2008). Burdman et al. (1998)
determinaron que Serratia habita en el suelo de la
region rizosférica. En investigaciones realizadas
por Illmer y Schinner (1992) se demostrod que Se-
rratia al igual que otras bacterias son microorga-
nismos que pueden solubilizar fésforo inorganico
en cantidades superiores a sus demandas.

En el analisis de la secuencia nucleotidica del
gen 16S de ADNr de los aislamientos que presen-
taron mayor eficiencia de solubilizacion, prospe-
raron solo NC, (ES: 28%) y NC, (ES: 37%) que
fueron identificados como Bacillus subtilis (91 %
de similitud) y Bacillus amyloliquefaciens (89 %
de similitud) respectivamente y fueron utilizados
en el ensayo de promocion de crecimiento en maiz
junto al aislamiento Ca, (ES: 60%). Los resulta-
dos mostraron que las plantas de maiz inocula-
das presentaron longitud y peso seco de tallos y
peso de raiz, significativamente superiores a las
no inoculadas (Figuras 3, 4 y 5). Resultados que
concuerdan con los obtenidos por varios investi-
gadores que utilizaron B. amyloliquefaciens y B.
subtilis para inocular en mangle negro (Nedwell,
1994), en diferentes cultivos (Tilak y Srinivasa,
2006), en maiz (Idriss et al., 2002), en diferentes
cultivos (Arguelles-Arias et al., 2009), en diferen-
tes variedades de maiz (Fan ef al., 2011) y en soja
(PrathuanWong et al., 2012).
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Figura 3. Longitud del tallo (cm) de plantas de maiz

inoculadas con Pseudomonas sp. (Ca,), B. amylolique-

Jaciens (NC,), B. subtilis (NC,) y testigo (media + error

estandar). Letras distintas indican diferencias significa-

tivas (p<0,05).
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Figura 4. Peso seco del tallo (g) de plantas de maiz
inoculadas con Pseudomonas sp. (Ca,), B. amylolique-
Jaciens (NC,), B. subtilis (NC,) y testigo (media + error
estandar). Letras distintas indican diferencias significa-
tivas (p<0,05).
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Figura S. Peso fresco (g) de raiz de plantas de maiz
inoculadas con Pseudomonas sp. (Ca,), B. amylolique-
Jaciens (NC,), B. subtilis (NC,) y testigo (media + error
estandar). Letras distintas indican diferencias significa-
tivas (p<0,05).
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Con respecto a la variable longitud de la raiz (Fi-
gura 6), los tres tratamientos inoculados mostraron
diferencias sobre el testigo sin inocular, en coinci-
dencia con estudios realizados por Sailaya et al.,
(1998) en plantas de Mostaza indica y en Caca-
huate, Gonzalez-Bournonville (2008) en cafa de
azucar; y Tilak y Srinivasa (2006) en diferentes
cultivos, Zaidi et al., (20006) en plantas de mostaza
y cacahuate y Erturk ef al., (2010) en plantas de
kiwi obtuvieron indices mas altos de enraizamien-
to y longitud de la raiz que los tratamientos sin
inocular.

Longitud de Raices

Longitud

Tratamientos

Figura 6. Longitud de raices (cm) de plantas de maiz
inoculadas con Pseudomonas sp. (2), B. amyloliquefa-
ciens (3), B. subtilis (4) y testigo (1) (media + error
estandar). Letras distintas indican diferencias significa-
tivas (p<0,05).

La promocion sobre el crecimiento vegetal de-
mostrada a través de los distintos parametros
analizados en este trabajo se corresponde con los
resultados obtenidos por Lazada-Cuervo (2010) y
Arias y Torres (2010), en donde B. subtilis y otras
bacterias fueron probadas por su capacidad de
solubilizar fosfato y se comprobd que su inocu-
lacion producia un aumento en el crecimiento y
el contenido de fosforo en los tejidos de las plan-
tas, al igual que Mena-Violente y Olalde-Portugal
(2007) quienes inocularon raices de tomate con B.
subtilis y obtuvieron un mejoramiento en tamafio
y textura de frutos. En Bolivia, Ortifio ez al. (2003)
formularon un fertilizante con B. subtilis que fue
probado con resultados satisfactorios por produc-
tores de quinua.

En este trabajo se observé que con el aislamien-
to Ca,, Pseudomonas spp., se obtuvieron mayor
longitud, peso fresco y seco de tallo y raiz que
en el tratamiento control sin inocular, resultados
que concuerdan con los de Santillana-Villanueva
(2006) en frijol y maiz, mostrando aumentos de
rendimiento en grano que fueron similares a los
producidos por la aplicacién de fosforo, en ambos
casos se mostro un efecto promotor del crecimien-
to vegetal producido por esta bacteria.

Conclusiones

Se aislaron 10 bacterias y de acuerdo a la identi-
ficacion fenotipica y pruebas bioquimicas corres-
ponden a Pseudomonas spp, Pseudomonas au-
rantiaca, Bacillus subtilis, Bacillus spp, Bacillus
megaterium, Serratia fonticola, Proteus spp.

Mediante el secuenciamiento del gen 16S ADNr
se confirm¢ la identidad de Bacillus subtilis y de
Bacillus spp. como Bacillus amiloliquefaciens.

Las inoculaciones con B. amiloliquefaciens pro-
dujeron plantas con la mayor longitud y peso seco
en tallo y, mayor peso fresco y seco en raiz; las
inoculaciones con B. subtilis produjeron plantas
con la mayor longitud de raiz.

Las inoculaciones con Pseudomonas spp, pro-
dujeron plantas con mayor peso seco y longitud
de tallo y raiz con respecto al testigo sin inocular.
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