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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, situada en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México. Se llevaron a cabo dos
fases de evaluacion para determinar la capacidad de algunos microorganismos de
colonizar la raiz del cultivo de maiz y promover su crecimiento y desarrollo a nivel de
plantula. Se inocularon y sembraron semillas de maiz con los tratamientos
Azospirillum brasilense, Glomus intraradices, A. brasilense + G. intraradices, testigo
comercial a base de Azospirilum y testigo sin inoculacion, bajo un disefio
completamente al azar con tres repeticiones para evaluar la colonizacion de la raiz y
cinco repeticiones para la evaluacién de la capacidad de promocion del crecimiento.
Las variables consideradas fueron la presencia y numero de colonias de A.
brasilense a tres alturas de la raiz; presencia/ausencia de G. intraradices a tres
alturas de la raiz; altura de la planta, nUmero de hojas, area foliar y pesos secos de
raiz, tallo y hojas. A los 45 dias después de la siembra se registré6 mayor presencia
de colonias de A. brasilense en las raices de las plantas tratadas con la combinacién
de A. brasilense+ G. intraradices con 1.6x10"7 UFC También se observo presencia
de G. intraradices en las plantas tratadas con Glomus intraradices. La parte de la raiz
donde se registro mas poblacion fue la media con 2.0x10"7 UFC. El tratamiento que
indujo mayor altura y peso seco de hojas en las plantas fue la combinacion de A.
brasilense + G. intraradices. En las variables area foliar, peso seco del tallo y peso
seco de la raiz, el tratamiento que genero los valores mas altos fue Azospirillum
brasilense. Se encontré6 que las poblaciones de ambos microorganismos se
desarrollan mejor al estar en combinacion. Ademas el crecimiento y desarrollo de las
plantulas de maiz se ve favorecido con la aplicaciéon de Azospirillum brasilense y
Glomus intraradices, aunque este efecto no se distingue en las primeras etapas de
desarrollo.

Palabras clave: Azospirillum brasilense, Glomus intraradices, promocion del
crecimiento vegetal.



INTRODUCCION

En el suelo existe una gran diversidad de microorganismos, algunos de ellos
establecen interacciones bibticas con las plantas que van desde relaciones
antagonicas hasta mutualistas (Franklin et al 2016). Dentro de las relaciones
antagonicas se encuentran microorganismos capaces de parasitar y enfermar a
las plantas, tal es el caso de Fusarium sp y Agrobacterium tumefaciens y muchos
otros (Geiser et al, 2013; Tzfira y Citovsky, 2007). En el caso de las relaciones
mutualistas, algunos microorganismos que habitan en las raices de las plantas
como las bacterias Bacillus sp, han demostrado proteger a los cultivos agricolas
contra enfermedades, inducir su sistema de resistencia y promover el crecimiento

y desarrollo de las plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

La capacidad de algunos microorganismos de promover el crecimiento vegetal es
una de las relaciones mutualistas entre microorganismos y planta, en la que se
han enfatizado diversos estudios en distintos cultivos, Escobar et al (2011)
aplicaron cepas bacterianas del género Azotobacter a plantas de tomate para
evaluar su efecto en el desarrollo vegetativo de estas, obteniendo como resultado
gue las plantas inoculadas con las bacterias presentaron mayor altura, volumen de
raiz y peso seco en comparacion al testigo. Otro género de bacterias que
demostré un efecto positivo en el crecimiento de plantas de arroz fue Azospirillum,
el cual indujo mayor crecimiento en las plantas inoculadas comparadas con las
testigo (Acebo et al , 2007). Nufiez et al (2013), al aplicar una mezcla de
Azospirillum con micorrizas, incrementaron el nimero de hojas de plantas de

lechuga en mayor cantidad que con la aplicacién de la bacteria solamente.



En el cultivo de maiz se han aplicado distintos géneros de microorganismos para
promover un mejor crecimiento y desarrollo de las plantas asi como incrementar
su rendimiento. Obando et al (2013), probaron que la aplicaciéon de la bacteria
Azotobacter chroococcum induce el crecimiento de plantas del maiz de igual
manera que algunos fertilizantes nitrogenados. Reyes et al (2008), registraron un
mayor crecimiento en plantas de maiz inoculadas con Azospirililum spp, asi como
un mayor porcentaje de fosforo en el tejido foliar. Garcia-Olivares et al (2012), al
aplicar Azospirillum brasilense en maiz, obtuvieron una mejora en el rendimiento

de gano en comparacion con el testigo.

El empobrecimiento progresivo de los suelos ha provocado que cada vez de
obtengan mas bajos rendimientos en la produccion de maiz, llevando con ello el
incremento en el uso de fertilizantes minerales sintéticos para mejorar la
produccion de cultivo, aumentando los costos de produccion y generando asi una

contaminacion constante de los suelos.

Por esta razon, es necesario buscar alternativas que ayuden a reducir el uso de
fertilizantes sintéticos, y en su lugar aplicar microorganismos que sean mas
amigables con el ambiente y promuevan el desarrollo y crecimiento de las plantas

incrementando asi el rendimiento de los cultivos.



OBJETIVO GENERAL
Determinar la capacidad de algunos microorganismos benéficos para colonizar la

raiz del cultivo de maiz y promover su crecimiento y desarrollo a nivel de plantula.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar la capacidad de dos especies de microorganismos benéficos en el cultivo

de maiz para colonizar las raices de las plantulas.

Evaluar la aplicacion de dos especies de microorganismos benéficos en semillas
de maiz para determinar cual induce un mayor crecimiento y desarrollo de la

plantula.



HIPOTESIS
La inoculacion de microorganismos benéficos en las semillas de maiz,

incrementara el crecimiento y desarrollo de las plantulas.



ANTECEDENTES
1. Microorganismos en el suelo y sus interacciones con las plantas.
El suelo es la capa de la corteza terrestre que se ha ido formando a través del
tiempo, debido a diversas y complejas interacciones entre factores abidticos
como el clima, la topografia y la roca madre; y factores bidticos que incluyen
animales, plantas y microorganismos (FAO, 1996; Turkington et al , 2004).
Dentro de las relaciones complejas que han sido parte del proceso de
formacién de suelo, se encuentra la interaccién entre los microorganismos que
estan presentes en él.
De acuerdo con Paul y Clark (1996), el rol de los microorganismos en el suelo
es esencial pues forman parte de procesos biogeoquimicos como la
descomposicion de la materia organica, la formacion de humus, la
transformacion de nutrientes y la fijacion de nitrogeno atmosférico,
caracteristicas que permiten el establecimiento de relaciones ecoldgicas entre
los microorganismos presentes en el suelo y las plantas que se desarrollan en
ese medio (Hernandez- Acosta et al , 2006).
Rout y Southworth (2013), describen que al interactuar las plantas con los
microorganismos se genera un microbioma, el cual comprende un conjunto de
distintos microorganismos gque se asocian a una planta en particular y pueden
habitar en sus hojas, tallos, flores, semillas, tejidos y raices.
La diversidad biolégica de estos microbiomas ha sido estudiada con mayor
exactitud a partir del desarrollo de técnicas moleculares, lo que ha permitido
conocer los grupos filogenéticos de los microorganismos que los componen,

Hugenholtz et al (1998), realizaron un andlisis de diversidad de bacterias
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cultivables presentes en distintos ambientes, basandose en registros de
estudios anteriores encontrando que en el suelo se ha reportado la presencia
de aProteobacterias, Actinobacterias, Acidobacterias, Verrucomicrobias,
Firmicutes, Planctomycetes entre otros. Por su parte, Postma et al (2016)
realizando un andlisis de diversidad de microorganismos en el suelo cercano a
las raices de plantas, encontraron ademas de los mencionados anteriormente
algunos otros que pertenecen a los grupos de los Sphingobacteriales,
Xanthomonodales y Rhizobiales.

Los microbiomas que han sido mayormente estudiados en la relacion planta-
microorganismo son los que se desarrollan en las raices y alrededor de ellas,
ya que en esta zona se han caracterizado bacterias y hongos que pueden
influir de manera positiva 0 negativa en el crecimiento y desarrollo de la planta
(Lakshmanan et al , 2014).

1.1. Microorganismos en la rizésfera

La presencia de microorganismos en la rizosfera depende principalmente de la
liberacion de exudados de la raiz y la composicidon quimica de estos, los que
tienen como funcion principal alimentar a los microorganismos (Lugtenberg y

Bloemberg, 2004).

Para entender el proceso de colonizacion de la rizosfera se han realizado
algunos estudios para conocer la composicion de los compuestos excretados
por las raices de las plantas, Kamilova et al (2006) realizaron el andlisis de las
excreciones de las raices de tomate, chile pimiento y pepino, obteniendo como

resultado que los principales componentes de los exudados son acidos



orgénicos entre los que se encuentran el &cido citrico, el &cido malico y el
acido sulfurico, el segundo grupo de compuestos con mayor presencia fueron
los azlcares, siendo la fructosa y la glucosa los mas representativos;

registraron también la presencia del aminoacido L-Triptofano.

La composicién de los exudados de las raices varian como respuesta de la
planta a los cambios ambientales, Badri y Vivanco (2009), enlistan distintos
compuestos liberados por las raices de las plantas entre los que se encuentran
carbohidratos, acidos organicos, aminoacidos, flavonoides, ligninas,
antocianinas, cumarinas, compuestos de indol, acidos grasos, esteroles,

enzimas y proteinas.

La diversidad y abundancia microbiana en el area de la rizosfera es mayor a la
del suelo, de acuerdo con Pinton et al (2007) el numero de células
microbianas por gamo de suelo de la rizésfera va de 10 ° a 102, mientras que
en la mayor parte del suelo el nimero de células microbianas se reduce a la

mitad.

Se han realizado numerosas investigaciones para identificar las especies de
microorganismos presentes en la rizosfera de distintas plantas, Cordero et al
(2016) analizaron la diversidad microbiana de la rizésfera de Vachellia
macracantha una especie de arbol silvestre perteneciente al grupo de las
fabaceas, encontraron bacterias de los géneros Ensifer y Rhizobium; Wu et al
(2016) aislaron bacterias de la rizosfera de tabaco y observaron que los

grupos dominantes fueron Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes,



Gemmatimonadetes y Actinobacteria. En otro estudio realizado por Soroa-Bell
et al (2009) se aislaron los microorganismos de la rizésfera de Gerbera
jamesonii, obteniendo cinco especies de hongos de los géneros Glomus y
Scutellospora y cuatro géneros dominantes de bacterias que fueron

Pseudomona, Azospirillum, Bacillus y Streptomyces.

Por otro lado Luna et al (2013), aislaron distintas especies del género Bacillus
a partir de la rizésfera de tomate. En la rizésfera del sorgo Haiyambo et al
(2015), aislaron bacterias pertenecientes a los géneros Stenotrophomonas,

Paenibacillus, Bacillus y Enterobacter.

En las plantas de maiz también se han realizado estudios para conocer los
microorganismos que habitan en su rizésfera, Hernandez et al (2004)
trabajando con rizosfera de maiz, encontraron Pseudomona fluorescens y
Buklodera cepacia, en otra investigacion Carcafo-Montiel et al (2006) logaron

aislar bacterias de los géneros Azospirillum y Klebsiella.

En el trabajo realizado por Vital et al (2015), pudieron aislar e identificar los
grupos de bacterias de los géneros Sphingobium, Microbacterium, Bacillus,
Pseudomonas, Chryseobacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Brevundimonas,
Sinorhizobium, Serratia y Agrococcus. Por su parte Pérez-Luna et al (2012),
buscando conocer la diversidad de hongos en la rizésfera del maiz encontraron

la presencia de dos géneros dominantes, Glomus y Acaulospora.



En otro analisis de diversidad de hongos en la rizosfera de maiz Bustamante y
Zambrano (2015), identificaron hongos de los géneros Glomus, Acaulospora,

Archaeospora, Gigaspora y Entrophospora.

1.2 Modo de accion de los microorganismos en la rizésfera de las plantas

Algunos de los microorganismos que habitan en las rizésferas de las plantas
establecen relaciones simbidticas con ellas, o que genera efectos positivos
gue permiten la sobrevivencia de los microorganismos y el crecimiento y

desarrollo de las plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Dentro del estudio de los microorganismos presentes en la rizésfera, se ha
enfatizado en la caracterizacion de bacterias rizosféricas, de las cuales se ha
demostrado tienen distintos mecanismos para promover el crecimiento y
desarrollo de las plantas; Van Loon (2007) describe algunos de estos
mecanismos, mencionando la fijacion de nitrégeno, la absorcion de iones y
micronutrientes esenciales, la produccion de hormonas vegetales y la

modulacion del crecimiento mediante la activacion de enzimas.

Otro mecanismo utilizado por las bacterias rizosféricas es la inhibicion de
patdgenos que afectan a la planta, Haas y Défago (2005) describen que dentro
de los mecanismos de inhibicién de patdgenos se encuentran la produccion de
antibidticos, antifungicos y la induccién del sistema de resistencia de la planta,

Harman et al (2004), mencionan que también existe parasitismo.



2. Microorganismos rizosféricos promotores del crecimiento vegetal
La caracterizacion de las bacterias rizosféricas ha demostrado que la principal
relacion simbidtica entre planta y microorganismo es la promocién de
crecimiento vegetal. Dentro de los estudios realizados se han buscado las
capacidades de las bacterias para estimular el crecimiento de las plantas de
manera directa e indirecta, como la fijacion de nitrdgeno, la producciéon de
hormonas vegetales, la induccién del sistema de resistencia, la inhibicion de
fitopatdbgenos entre otros.
Con respecto a la capacidad de inhibicion de fitopatdogenos, se han encontrado
hongos y bacterias con la cualidad de inhibir el crecimiento de
microorganismos dafinos para las plantas, Hend y Perveen (2012)
demostraron que los hongos Aspergillus niger, Penicillium citrinum, Penicillium
sp. y Trichoderma harzianum inhibieron el crecimiento radial del hongo
fitopatdgeno Fusarium sp hasta en un 70%.
Quiroz-Sarmiento et al (2008) evaluaron la capacidad antagdnica de 22 cepas
de hongos contra hongos fitopatdgenos de los géneros Penicillium sp y
Fusarium sp, obteniendo como resultado que las cepas que inhibieron en
mayor proporcién fueron cepas pertenecientes a hongos de los géneros
Aspergillus sp y Trichoderma sp.
Se han encontrado también bacterias capaces de inhibir el crecimiento de
microorganismos fitopatégenos, Flores et al (2014) reportaron que las
bacterias de los géneros Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens vy
Bulkhoderia cepacia inhiben el crecimiento de los hongos fitopatdgenos

Rhizoctonia solani y Phythophthora infestans, por otro lado Bajsa et al (2005)
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utilizando cepas bacterianas de Pseudomonas fluorescens logaron inhibir el
crecimiento de hongos fitopatdgenos del género Pythium y Rhizoctonia
argumentando que esta inhibicion se debio a la capacidad de P. fluorescens
para producir &cido cianhidrico, sideréforos, antibiéticos, biosurfactantes y
exoproteasas.

En cuanto a la capacidad para promover el crecimiento de plantas se han
caracterizado distintos géneros y especies de bacterias, que van desde
bacterias promotoras muy poco estudiadas, como los mencionados por
Chauhan et al (2015), quienes realizando una revision extensa encontraron
que las Dbacterias de los géneros Azoarcus, Exiguobacterium,
Methylobacterium, Paenibacillus y Pantoea poseen las capacidades de fijar
nitrogeno, solubilizar fésforo, producir fitohormonas, inducir el sistema de
resistencia, producir antibidticos e inducir la actividad de enzimas como ACC
deaminasa, hasta géneros comunmente estudiados como las bacterias del
género Bacillus las que también han sido evaluadas por su capacidad de
promover el crecimiento vegetal,.

Chagas et al (2015), evaluaron la capacidad de Bacillus thuringiensis y
Bacillus cereus para producir acido indolacético obteniendo como resultado
gue el 60% de las cepas aisladas y evaluadas produjeron concentraciones de
esta auxina de hasta mas de 100 yg mL™. Por otro lado Luna et al (2013) en
distintas cepas del género Bacillus registraron una produccién de &acido
indolacético de 0.9 a 2.3 mg L™, una solubilizacion de fésfato tricalcico de 18.5

a 34.7 mg-L™" y encontraron actividad ACC deaminasa.
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Otros de los géneros de bacterias estudiados en mayor medida por sus
caracteristicas promotoras de crecimiento son Azotobacter y Azospirillum,
Escobar et al (2011), aislaron y caracterizaron cepas bacterianas del género
Azotobacter y obtuvieron que este grupo de bacterias fijaron una cantidad de
nitrégeno de 0.13 a 1.64 mgL™ fijado como amonio, produjeron la cantidad de
7.10 a 57.99 mgL" de &cido indolacético y solubilizaron roca fosférica con una
eficiencia de hasta 1.61 %; Garcia et al (2010) analizaron la capacidad de
cepas bacterianas del género Azospirillum para producir acido indolacetico y
fijar nitrégeno, encontrando una produccion de 2.69 a 38.02 ppm de acido
indolacético y 7.95 a 29.09 ppm de nitrégeno fijado. En otro estudio realizado
por Lara et al (2007), sobre cepas de Azotobacter y Azospirillum se cuantifico
una produccion de amonio de 0.9 hasta 5.2 mg/l siendo el género Azotobacter
del que se registraron mayores cantidades de amonio.

Por su parte Cardenas et al (2010) aislaron y caracterizaron cepas bacterianas
del género Azospirillum a partir de la rizésfera de pasto guinea comprobando
gue es un grupo de bacterias capaces de fijar nitrdgeno y producir sustancias
inddlicas de hasta 45 pg-ml™

. Uso de los microorganismos promotores de crecimiento vegetal en la
agricultura

A partir del descubrimiento de los beneficios que los microorganismos
rizosféricos proporcionan a las plantas, comenzaron a utilizarse en la
agricultura, por sus cualidades para inhibir el crecimiento de algunos

fitopatdgenos se han empleado en el control biolégico de enfermedades y por
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su capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar fésforo y producir hormonas
vegetales se han empleado como biofertilizantes, proporcionando una
alternativa al uso de agroquimicos en el manejo de los cultivos (Aguirre-
Medina, 2006).

La aplicacion de estos microorganismos se ha realizado en una amplia gama
de cultivos, para combatir enfermedades en las plantas, Tejera et al (2012)
probaron la actividad antagoénica de siete aislados de bacterias pertenecientes
al género Bacillus contra los hongos fitopatégenos del cultivo del arroz
Curvularia sp. y Pyricularia grisea, obteniendo altos indices de inhibicion de
crecimiento de los hongos.

En otra investigacion realizada por Chandel et al (2010), se puso a prueba la
capacidad de Brevibacillus brevis para inhibir el crecimiento del hongo
Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate, encontrando que esta bacteria
es un agente potencial para disminuir el dafio que causa Fusarium oxysporum
en las plantas, por su parte Hammami et al (2013), evaluaron bacterias del
género Pseudomonas spp contra los hongos fitopatdgenos Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium solani, Alternaria alternata y Rhizoctonia solani,
causantes de la enfermedad conocida como damping- off en plantas de
tomate, encontrando que estas bacterias pueden ayudar a inhibir hasta en un
70% el crecimiento de los hongos.

Su uso como biofertilizantes ha sido muy variado pues se han aplicado en
cultivos ornamentales, horticolas y de granos con el fin de promover el

crecimiento, desarrollo y en algunos casos el rendimiento de las plantas.
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En cultivos ornamentales, Norberto (2011) evalué el potencial de
Pseudomonas putida para estimular el crecimiento de plantas de nochebuena
reportando que estas bacterias logaron una respuesta favorable en el
crecimiento y desarrollo de las plantas.

Ali et al (2014), aplicaron bacterias del género Rhizobium y Azotobacter en
plantas de gladiola, registrando que la incorporacién de estos microorganismos
estimularon de manera positiva el crecimiento de las plantas e incrementaron
el nimero de floretes por planta.

En otra investigacion realizada en plantas de girasol, Dhanasekar y
Dhandapani  (2012), utilizaron bacterias de los géneros Azotobacter,
Azosprillium, Phosphobacter y Rhizobacter para evaluar su efecto sobre el
crecimiento y rendimiento, obteniendo como resultado que la aplicacion de
bacterias incrementdé hasta 45.87% el crecimiento y hasta en 90% el
rendimiento de las plantas.

En plantas de crisantemo Panchal et al (2010), probaron una combinacion de
Azotobacter y Azospirillum con distintas dosis de nitrégeno, con estos
tratamientos encontraron que la combinacion de ambos biofertilizantes con 175
kg/ha de nitrégeno logan inducir plantas con mayor altura, mayor area foliar y
mayor numero de botones florales; por su parte Jayamma et al (2014)
trabajando con plantas de jazmin reportaron que la aplicacion de un consorcio
de Azospirilum, Pseudomonas striata, Pseudomonas fluorescens vy
Trichoderma viridae junto con 50% de NPK estimulan en crecimiento de la
planta y mantienen su calidad de misma manera que una aplicacion de 100%

de NPK.
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En los cultivos horticolas también se ha realizado la aplicacion de distintos
microorganismos con funcion de biofertilizantes, Santillana et al (2005)
probaron la capacidad de cepas bacterianas de la especie Rhizobium para
estimular la germinacion de semillas de tomate y promover el crecimiento de
las plantas, registrando un efecto positivo en la germinacion y el crecimiento de
las plantas, otro género de bacterias aplicadas a plantas de tomate para
estimular su crecimiento es Azotobacter spp, en una investigacion realizada
por Escobar et al (2011) al aplicar este género de bacterias, demostraron que
al inocular un consorcio de cepas de bacterias de Azotobacter spp se redujeron
los dias para la floracidon de las plantas, y aumentaron la altura y biomasa total
de las plantas comparadas con la aplicacion individual de cada cepa.

En el cultivo de chile Neyra et al (2013), inocularon Rhizobium etli y
Trichoderma viride, obteniendo plantas con mayor longitud, peso himedo y
peso seco en las raices de las plantas que fueron inoculadas con los
microorganismos, otra aplicacion de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal en el cultivo de chile fue realizada por Guigén-Lépez y
Gonzalez-Gonzalez (2004), quienes utilizaron cepas del hongo Thrichoderma
spp y encontraron que al aplicar este microorganismo en las plantas de chile se
aumentaron en un 30% la altura de las plantas y el area foliar, 60% la biomasa
de la raiz y el nimero de yemas y flores aumento de 40 a 60%.

Los géneros de las bacterias Bacillus spp y Pseudomonas spp han sido
probados también para probar su capacidad como biofertilizantes, Sepulveda
(2013), al inocular semillas de lechuga con cepas de estas bacterias

registraron una aumento en el volumen radicular de las plantas.
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En los cultivos de gano se han investigado también los efectos que produce el
aplicar microorganismos que proveen nutrientes a las plantas, en trigo Garcia y
Bach (2009) inocularon cepas de la bacteria Pseudomonas spp durante tres
aflos para observar de qué manera actuaban sobre las plantas y si eran
capaces de incrementar el rendimiento del gano al pasar el tiempo registrando
un aumento en el rendimiento del afio en que se establecié el experimento al
tercer afio, logando un incremento medio y consistente de 309, 6 kg ha™.

Para el cultivo de arroz en una prueba in vitro realizada por Rives et al (2009),
se aplicaron cepas de la bacteria Pseudomonas putida a plantulas de arroz
para evaluar su efecto en el crecimiento de estas, obteniendo como resultado
gue las plantulas a las que se les aplico la bacteria tuvieron una mayor altura y
longitud de raiz comparadas con las plantulas testigo.

En una investigacion en cultivo de frijol realizada por Lépez (2013) se aplicaron
aislados de los géneros Bacillus y Streptomyces a semillas y plantulas de frijol
para analizar su efecto en la promocién de crecimiento del cultivo encontrando
gue algunos de los aislados fueron capaces de incrementar el peso seco de la
parte aérea y de las raices de las plantas.

Otro trabajo realizado por Garcia-Olivares et al (2006) demostré que el uso de
Azospirillum brasilense en el cultivo de sorgo aumento hasta en un 50% la
produccion de biomasa de las plantas y el rendimiento del gano incremento en
promedio entre un 13y 17% en comparacion a las plantas sin inoculacion.

El maiz es uno de los cultivos horticolas y de gano con mayor importancia
alimenticia y econémica para diversos paises, en este cultivo se han realizado

también aplicaciones de distintos microorganismos para probar su capacidad
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como biofertilizantes, Reyes y Valery (2007), inocularon semillas de maiz con
dos cepas de bacterias del género Azotobacter y compararon el efecto de
estas con fertilizacion quimica obteniendo como resultado que una de las
cepas bacterianas incremento el peso seco de las plantas en comparacion a
algunos tratamientos de fertilizacion quimica.

En otro trabajo realizado por Sanchez-Yarfez et al (2014) comprobaron que el
uso de Azotobacter y Burkholderia adicionadas a una baja fertilizacion
nitrogenada incrementaron significativamente el peso seco de la raiz en
comparacion a plantas con fertilizacion quimica y la promocién del crecimiento
y la floracion fueron positivas al utilizar estas bacterias.

Dos de los microorganismos que se han evaluado con mayor frecuencia en el
cultivo de maiz son las bacterias del género Azospirillum y los hongos del
género Glomus, en un trabajo realizado por Uribe y Dzib (2006) se comparo la
eficiencia en el rendimiento del maiz al ser fertilizado con productos
agroquimicos convencionales y con los biofertilizantes Azospirillum brasilense
y Glomus intraradices, encontrando que el uso de biofertilizantes proporciona
plantas con crecimiento y rendimiento similares a las plantas con fertilizacion
guimica y superiores al testigo absoluto.

Robles y Barea (2004), al aplicar estos dos microorganismos en un cultivo de
maiz bajo condiciones de invernadero y evaluar el comportamiento de las
plantas por cinco ciclos consecutivos, observaron que la altura de las plantas
inoculadas fue mayor solo en el primer ciclo, la produccion de biomasa en cada
ciclo de cultivo y acumulada fue mayor en los tratamiento inoculados y que con

el tiempo las diferencias entre las variables de las plantas inoculadas y las no
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inoculadas fueron reduciendo, por su parte Gonzalez et al (2011) evaluaron la
respuesta de las plantas de maiz al complementar la fertilizacion quimica con
Azospirillum brasilense encontrando que al incorporar esta bacteria a distintas
dosis de fertilizacion hubo un aumento promedio en el rendimiento de 1.47 t ha’
!y una reduccién promedio de dos dias en el ciclo biolégico del cultivo.

Diaz et al (2005) inocularon semillas de maiz con estos dos microorganismos
y analizaron la produccién de gano y elote, teniendo como resultado que la
aplicacion individual de A. brasilense y G. intraradices incrementaron
significativamente la produccion de elote y gano e incluso igualaron o

superaron al testigo fertilizado.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, situada en la ciudad de Saltillo en Coahuila, México. Se llevaron a cabo dos
fases de evaluacion, la primera consistié en la evaluacién de la capacidad de los
microorganismos promotores de crecimiento para colonizar la raiz de las plantas,
la segunda fase fue la evaluacion de la capacidad de estos microorganismos para

promover el crecimiento y desarrollo de las plantas a nivel de plantula.

La fase numero uno se realiz6 en el Laboratorio de Biologia situado en el
Departamento de Botanica y en el Laboratorio de Investigacion ubicado en el
Departamento de Ciencias Basicas, ambos Departamentos se encuentran dentro

de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

La segunda fase se desarrollé en el invernadero numero dos del Departamento de
Subdireccion de Operaciéon de Proyectos de la misma Universidad y en el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal. El laboratorio se encuentra ubicado dentro del
Departamento de Fisiologia Vegetal y el invernadero se encuentra a un costado de

este departamento.

El invernadero tiene una orientacién norte-sur, un area total de 240 m? y una
temperatura promedio de 28°C, es un invernadero tipo tinel con una cubierta de
acrilico. Cuenta con dos extractores al frente y un muro humedo en la parte

posterior.
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Para realizar esta investigacion se inocularon semillas de maiz de la variedad
AN447-2015 con la bacteria Azospirillum brasilense y con el hongo Glomus

intraradices para ser sembradas posteriormente.

Lavado y desinfeccion de las semillas

Para poder inocular las semillas con los microorganismos ya mencionados, fue
necesario lavarlas y desinfectarlas. El proceso de lavado y desinfeccién de las
semillas se llevé a cabo dentro de una campana de flujo laminar, se colocaron 250
semillas de maiz en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 500 ml, a estas
semillas se les agregaron 200 ml de una soluciéon de TWEEN 20 al 2 %, el matraz
se agito de manera manual durante 10 minutos, después se enjuagaron 10 veces
con agua destilada, luego de enjuagarlas se lavaron con 200 ml de etanol al 96%
durante un minuto manteniendo el matraz en agitacion, pasado el minuto se retird
el etanol y se incorporaron 200 ml de hipoclorito de sodio agitando durante cinco
minutos, concluido el tiempo las semillas se enjuagaron cinco veces con una
solucion estéril de tiosulfato de sodio al 2% y finalmente se enjuagaron 10 veces
con agua destilada estéril. Se dejaron secar completamente dentro de la campana

de flujo laminar para después continuar con la adhesion de los microorganismos.

Inoculacién de las semillas con Azospirillum brasilense y Glomus intraradices

Para adherir Azospirillum brasilense a las semillas de maiz se prepardé una
solucion de goma arabiga al 1%, a esta solucion se le agregaron 20 gotas de
colorante vegetal azul. Se tomaron 9ml del producto de A. brasilense y se les
agregoé 1 ml de la solucion de goma arabiga, se mezcld bien, se colocaron 50

semillas en una bolsa de polipapel, a estas semillas se les agregaron 2 ml de la
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mezcla de goma y A. brasilense, se inflo y cerro la bolsa y se agito vigorosamente
hasta que las semillas se tifieron de azul, después de esto las semillas se dejaron

secar al aire.

Para inocular Glomus intraradices, se agregaron 5 ml del producto de G.
intraradices a 45 ml de la solucion de goma arabiga al 1% diluida al 0.1%, se
mezclé bien y se colocaron 2ml de esta preparacion a 50 semillas de maiz dentro
de una bolsa de polipapel, se inflo y cerro la bolsa y se agito vigorosamente hasta
gue la semilla tomo el color de la preparacion de G. intraradices, una vez

terminado esto las semillas se dejaron secar al aire.

Para las semillas destinadas al tratamiento testigo absoluto se realizd un
procedimiento similar a los anteriores, la diferencia fue que para estas semillas no
se utilizdé ningun microorganismo para la preparacion, solamente se les coloco la

solucion de goma arabiga al 1%.

Preparacion del sustrato y llenado de charola de germinacion.

Para sembrar las semillas se prepar6é una mezcla de suelo agricola sin esterilizar,
peat moss y perlita en una proporcion en volumen de 1-1-1, se utilizd suelo
agricola proveniente del area de invernaderos de Investigacion de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro. Para realizar la mezcla se fueron colocando uno
a uno los sustratos hasta formar una pila, esta pila se revolvio varias veces hasta
gue la mezcla se torn6 homogénea, se humedecié el sustrato hasta un punto de

saturacion.
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De la mezcla recién humedecida se utiliz6 una pequefa parte para llenar dos
charolas de poliestireno para siembra de 200 cavidades, el resto del sustrato se

dej6 reposar durante 24 horas.

Siembra y trasplante para la fase de colonizacion de la raiz.

Una vez realizado el proceso de inoculacién las semillas se sembraron en las
charolas de poliestireno, colocando una semilla por cavidad, se taparon las
semillas por completo con el sustrato y se colocaron en una camara de
germinaciéon PCON Instrument modelo Mgc-250, con un fotoperiodo de 12 horas,
una temperatura maxima de 28°C y minima de 22°C. Cuatro dias después de la
emergencia de las plantulas, estas se trasplantaron en macetas y fueron llevadas
al invernadero. Para la fase de evaluacion de la capacidad de colonizacion de la

raiz, se llenaron 45 macetas de unicel con capacidad de un litro.

Fase de colonizacion de la raiz
Para comprobar que los microorganismos adheridos en las semillas permanecen

en las raices de las plantas se realizaron dos pruebas.

Colonizacion de la raiz por Azospirillum brasilense

Para observar la permanencia de A. brasilense, se realizaron suspensiones
seriadas utilizando el método de siembra por gota de la raiz del maiz a tres
alturas, para ello se retiraron las plantas de la maceta y con cuidado se quitd
exceso de suelo de las raices, se separaron las raices de cada planta en tres
partes, las raices cercanas a la semilla, las raices de la parte media y las raices

del 4pice. De cada una de estas partes se pesaron 0.2 g y se colocaron en
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matraces Erlenmeyer con capacidad de 125 ml, se les agregaron 20 ml de una
solucién de NaCl al 0.85% estéril, se colocaron en un agitador orbital marca

Thermo scientific modelo MaxQ 5000 a 200 rpm durante 15 minutos.

Para realizar las diluciones, en una microplaca de 96 pozos se colocaron 180 pL
de la solucién de NaCl al 0.85% estéril, se tomaron 20 pL de la suspension de las
raices y se agregaron en el primer carril de la microplaca, para tener la primera
dilucién con una concentracion de 10 ™, se mezclé muy bien con una micropipeta,
de esta mezcla se tomaron 20 pL y se colocaron en el siguiente carril para obtener

la dilucion 10 2, se continuo con este procedimiento hasta llegar a la dilucién 10,

Una vez realizadas las diluciones se colocaron 20 pL de cada una en cajas Petri
con medio de cultivo rojo congo. Terminada la siembra en el medio, se sellaron las
cajas y se pusieron en una incubadora marca NOVATECH modelo EI35-AIA

durante 72 horas a una temperatura de 30°C.

En las gotas de la dilucion 10° con el crecimiento bacteriano que permiti6
cuantificar con certeza las colonias, se realizd el conteo en cada una de las
repeticiones de esta dilucion. Para obtener el nimero de unidades formadoras de

colonias (UFC) por mililitro de suspension se aplico la siguiente formula:
UFC-ml™*= promedio de colonias* 50*dilucién

Para obtener el nimero de colonias de Azospirilum se tomaron en cuenta
solamente las colonias que se tifieron de rojo, la férmula aplicada para calcular las

UFC de Azospirillum fue la misma que se utilizé anteriormente.
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El célculo del nimero de UFC por gamo de raiz se obtuvo con la siguiente

formula:

(UFC-mI™Y*ml totales de suspension
UFC-g™* raiz=

g de raiz colocada en la suspension

Colonizacion de la raiz por Glomus intraradices.
Para observar la presencia de G. intraradices se utilizo la técnica de tincion de

micorriza con azul de Tripano.

Las raices restantes de la prueba para A. brasilense se lavaron al chorro de agua
hasta que quedaron limpias, se seleccionaron al azar tres pedazos del cuello de la
raiz, tres de la zona de ramificacion y tres de la zona de alargamiento. Estos
pedazos de raiz se cortaron en trozos de cuatro centimetros y se colocaron en
tubos de 50 ml etiguetados de acuerdo a la zona de la raiz de donde fueron
tomados. Las raices se sumergieron en una solucion de hidroxido de potasio al
10% a 90 °C durante 20 minutos, después se decantaron y se lavaron dos veces
con agua destilada, luego se sumergieron en una solucién de lactoglicerol con azul
de tripano a 90 °C de tres a cinco minutos, de aqui se pasaron a glicerol, las
raices se cortaron en trozos de un centimetro y utilizando glicerol se montaron en
los portaobjetos para observarlos en un microscopio Motic modelo BA210E e

identificar la presencia de Glomus.
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Disefio experimental
La distribucion de los tratamientos tanto en la charola de germinacién como en las
macetas fue completamente al azar. Se evaluaron cinco tratamientos con tres

repeticiones cada tratamiento.

Los tratamientos evaluados fueron:

T1= Inoculacion con Azospirillum Brasilense, T2= Inoculacibn con Glomus
intraradices, T3= Inoculacion con Azospirillum brasilense + Glomus intraradices,
T4= Inoculacion con un testigo comercial (a base de Azospirillum), T5= Sin

inoculacion.

Las variables evaluadas en esta fase fueron la presencia y nimero de colonias de
A. brasilense a tres alturas distintas de la raiz. Presencia/ ausencia de G.

intraradices a tres alturas distintas de la raiz de las plantas de maiz.

Fase de promocion del crecimiento
La evaluacion del efecto que estos microorganismos tienen en el crecimiento de
las plantulas de maiz se hizo durante dos y medio meses, realizando mediciones

de distintas variables agronémicas de crecimiento.

Llenado de macetas y trasplante para la fase de promocién del crecimiento.

Transcurridas las 24 horas de reposo del sustrato preparado anteriormente, se
procedié al llenado de macetas para la fase de promocion de crecimiento y
desarrollo. Se llenaron 75 macetas de polietileno negro con capacidad de tres
litros. Luego del llenado las macetas fueron transportadas al invernadero. A los
cuatro dias después de la emergencia se realizé el trasplante. El sustrato colocado
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en las macetas se humedecié antes para poder realizar el trasplante de las

plantulas.

Medicién de variables agronémicas de crecimiento.

Para realizar las evaluaciones en esta fase se midieron las alturas de las plantas
seleccionadas para cada fecha, después se retiraron de las macetas quitando
cuidadosamente el exceso de sustrato de la raiz, se colocaron en bolsas de

polipapel previamente etiquetadas y se transportaron al laboratorio.

Una vez en el laboratorio se cont6 el nUmero de hojas de cada planta, posterior a
esto las plantas se disectaron en hojas, tallo y raiz. Las hojas fueron puestas en
una prensa botanica para después medir su area foliar en un medidor de area
foliar Li-cor inc. Modelo LI-3100. Hojas, tallos y raices de cada planta se colocaron
en bolsas de papel con sus respectivas etiquetas y se pusieron en una estufa de
secado Quincy lab Inc modelo 12-140, a 50°C durante dos dias.
Ya secas las partes de las plantas se pesaron en una balanza analitica A&D

modelo G-120.

La primera evaluacion se realiz6 a los 26 dias después de la emergencia y las

cuatro restantes en lapsos de 15 dias.

Disefio experimental
La distribucion de los tratamientos fue completamente al azar. Se evaluaron cinco

tratamientos con cinco repeticiones cada tratamiento.
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Los tratamientos evaluados fueron:

T1= Inoculacion con Azospirillum Brasilense, T2= Inoculacion con Glomus
intradices, T3= Inoculacion con Azospirillum brasilense + Glomus intraradices, T4=

Inoculacion con un testigo comercial (a base de Azospirillum), T5= Sin inoculacion.

Las variables evaluadas en esta fase fueron la altura de las plantas, el nimero de
hojas, el area foliar, el peso seco de hojas, peso seco de tallo y peso seco de la

raiz.

Para el andlisis estadistico de los datos se realiz6 un ANOVA y una prueba de

Tukey (p < 0.05), utilizando el software estadistico InfoStat 2014.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de colonizacion de la raiz

Colonizacion de la raiz por Azospirillum brasilense

El conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de Azospirillum brasilense,
revelo que existe permanencia de la bacteria en las raices de las plantas después
de haber sido adheridas a las semillas. En la variable UFC aunque
estadisticamente no hubo diferencias significativas, en el Cuadro 1, se muestran
las diferencias numéricas entre los tratamientos. En la primera evaluacién
realizada a los 30 dias después de la siembra, la mayor cantidad de UFC de
Azospirillum se registr6 en las plantas que fueron tratadas con Azospirillum
brasilense y con la combinacion de Azospirillum brasilense y Glomus intraradices

obteniendo un total de 5.0X10° UFC-g* de raiz en cada tratamiento.

Cuadro 1: Comparacion de medias de las Unidades formadoras de colonia de
Azospirillum brasilense por gamo de raiz, contabilizadas en cada tratamiento.

Fecha de evaluacion Tratamiento UFC.g™ raiz

» Azospirillum 5.0x10"6 a
Evaluacion 1: 30/11/2016 Glomus 3 %106 a
30DDS Azos+Glo 5.0x10"6 a

Testigo comercial 4.4x1076 a

Testigo 5.6x10"5 a

Azospirillum 1.5x10"7 a

Evaluacion 2: 15/12/2016  Glomus 1.6x10"7 a
45 DDS Azos+Glo 1.6x1077 a

Testigo comercial 1.2x10"7 a

Testigo 1.4x10"7 a

UFC= Unidades formadoras de colonia, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus intraradices,
DDS= dias después de la siembra. Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p < 0.05)
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Este resultado fue similar a lo reportado por Diaz et al (2001), quienes inocularon
Azospirillum brasilense en semillas de lechuga para conocer sus efectos sobre las
plantas y al evaluar la sobrevivencia de las bacterias en las raices a los 60 dias

después de la siembra, registraron una poblacién de 3.1X10° UFC-g™.

Por el contrario el resultado obtenido difiere con lo reportado por Aguirre-Cadena
et al (2014) quienes probando la sobrevivencia de Azospirillum, inocularon
semillas de trigo con cepas de Azospirillum brasilense y al realizar el conteo de las

UFC a los 40 dias después de la siembra, registraron un total de 1X10** UFC-g™.

La diferencia en la cantidad de UFC encontradas en ambos experimentos puede
deberse a la desigualdad en edades de la planta, es decir en las plantas de trigo,
las bacterias tuvieron mayor tiempo para estabilizarse y crecer en la rizésfera.
Otro de los factores que puede influir en la cantidad de UFC en la rizésfera de las
plantas es la especie de planta, que aunque en este caso ambas especies de
plantas pertenecen a la familia de las gramineas, los compuestos de los exudados
de sus raices pueden ser distintos y afectar o favorecer de manera diferente el

crecimiento de las comunidades microbianas (Lugtenberg y Bloemberg, 2004).

A los 45 dias después de la siembra el nimero de UFC de Azospirullum
incremento en todos los tratamientos, siendo la combinacion de Azospirillum
brasilense y Glomus intraradices el tratamiento en el que se registré la mayor
cantidad de UFC de Azospirillum, llegando hasta las 1.6X10" UFC-g™* de raiz. A
este tratamiento le siguié la inoculacién con Glomus intraradices del cual se

registraron 1.6X10" UFC-g* de raiz (Cuadro 1). Este resultado coincide con lo
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descrito por Vazquez et al (2000) quienes al analizar las interacciones entre
micorrizas arbusculares y microorganismos en la rizosfera de plantas de maiz,
observaron que al inocular bacterias del género Azospirillum con micorrizas del
género Glomus las poblaciones de Azospirillum crecen mas en comparacion con

las plantas que no tienen micorriza.

En las plantas testigo se registré una cantidad de UFC de Azospirillum similar al
de las plantas que recibieron tratamientos con esta cepa, esto se debi6 a que el
sustrato utilizado para la siembra no esterilizo y probablemente contenia cepas

nativas de Azospirillum que se adaptaron y desarrollaron adecuadamente.

En cuanto a la distribucion de las bacterias en la raiz, los resultados mostraron
gue aunque no hubo diferencia estadistica significativa entre las diferentes partes
de la raiz a los 30 dias después de la siembra, la mayor cantidad de bacterias se
encontraron en el apice de las raices, en cambio en el muestreo a los 45 DDS la
seccion de la raiz en donde se encontr6 una mayor poblacion fue en la parte

media (Cuadro 2) encontrandose una diferencia estadistica significativa.

Este resultado puede explicarse con la descripcion que Paul y Clark (1996)
realizaron acerca de la microbiologia y bioquimica del suelo, en la cual mencionan
gue en general los microorganismos en las rizésferas de las plantas se mueven

para acercarse a la comida y a una provision de carbono organico.
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Cuadro 2. Comparacién de medias de las unidades formadoras de colonia de
Azospirillum brasilense presentes en distintas partes de la raiz en el total de
tratamientos

Fecha de evaluacion Parte de la raiz UFC-g™ raiz
Evaluacion 1: 30/11/2016 Apice 1.1E+08 a
30 DDS Cuello 7.8E+07 a

Medio 6.9E+07 a

Evaluacioén 2: 15/12/2016 Medio 2.0E+07 a
45 DDS Cuello 1.4E+07 ab

Apice 1.0E+07 b

UFC= Unidades formadoras de colonia. DDS= dias después de la siembra. Medias con una letra
comin no son significativamente diferentes (p > 0.05). Las partes de la raiz aparecen en orden
descendente de acuerdo al nimero de UFC.

De acuerdo a las investigaciones realizadas por Bashan et al (2007) la
colonizacion externa de las raices sucede en la capa mucilaginosa que cubre la
superficie radicular y Azospirillum se desarrolla mas en zonas de elongacion de la
raiz y en pelos radiculares. Al ser el apice la primera seccion de la raiz en
desarrollarse, es el primer plano a donde las bacterias pueden migar para obtener
alimento y continuar desarrollandose, al crecer la raices y acumular mayor

biomasa en la parte media las bacterias se desplazan a esta area.

Colonizacion de la raiz por Glomus intraradices

La evaluacion de la presencia o ausencia de Glomus intraradices, mostro que esta
micorriza se establecidé y desarrollo6 de manera adecuada en las raices de las
plantas que fueron tratadas con esta cepa (Figuras 1, 2 y 3). En la evaluacion
realizada a los 30 dias después de la siembra se registré presencia de Glomus en

el 70% de las plantas que recibieron este tratamiento (Cuadro 3).
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A los 45 dias después de la siembra se observo presencia de Glomus en el 100%
de las plantas que se inocularon con Glomus intraradices. Este resultado es
similar al reportado por Fogar et al (2002) quienes al inocular diferentes especies
de Glomus en plantas de maiz y evaluar el porcentaje de micorrizacion,
encontraron que la especie que tuvo mas presencia en las raices de las plantas

fue Glomus intraradices.

El resultado obtenido coincide también con lo descrito por Pérez-Luna et al
(2011), quienes reportaron que al aplicar una combinacién de Glomus+
Azospirillum obtuvieron un porcentaje de colonizacion micorrizica del 57.3%,
siendo este ligeramente mayor que el porcentaje registrado para el tratamiento en

el que se aplico Glomus solamente, del cual registraron un 56.8% de colonizacion.

Cuadro 3. Registro de la presencia o ausencia de Glomus intraradices en distintas
partes de las raices de las plantas tratadas con dos tipos de biofertilizantes.

Fecha de . Parte de la : .
P Tratamiento . Presencia Ausencia
evaluacion raiz
Azospirillum Cuello X
Azospirillum Medio X
Azospirillum Apice X
Glomus Cuello X
Glomus Medio X
Glomus Apice X
Evaluacién 1: Azos+Glo Cuello X
01/12/2016 Azos+Glo Medio X
30 DDS Azos+Glo Apice X
Testigo comercial Cuello X
Testigo comercial Medio X
Testigo comercial Apice X
Testigo Cuello X
Testigo Medio X
Testigo Apice X

Azos= Azospirillum, Glo= Glomus DDS= dias después de la siembra. La cantidad de plantas por
tratamiento evaluadas en cada fecha de muestreo fue de tres.
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Cuadro 3 continuacion.

Registro de la presencia o ausencia de Glomus

intraradices en distintas partes de las raices de las plantas tratadas con dos tipos

de biofertilizantes.

Fecha (.j,e Tratamiento Parte ,de la Presencia Ausencia
evaluacion raiz
Azospirillum Cuello X
Azospirillum Medio X
Azospirillum Apice X
Glomus Cuello X
Glomus Medio X
Glomus Apice X
Evaluacion 2: Azos+Glo Cuello X
16/12/2016 Azos+Glo Medio X
45 DDS Azos+Glo Apice X
Testigo comercial Cuello X
Testigo comercial Medio X
Testigo comercial Apice X
Testigo Cuello X
Testigo Medio X
Testigo Apice X

Azos= Azospirillum, Glo= Glomus DDS= dias después de la siembra. La cantidad de plantas por
tratamiento evaluadas en cada fecha de muestreo fue de tres.

De igual manera Serralde y Ramirez (2004) al dar seguimiento al analisis de

poblaciones de micorrizas en maiz, encontraron que el género de micorrizas con

mayor presencia en las raices del maiz fue Glomus, con hasta 83% de plantas

colonizadas.
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Figura 1: Vistas de las raices micorrizadas de las plantulas tratadas con Glomus intraradices
evaluadas a los 30 dias después de la siembra observadas a 40X. Las fotografias 1, 2 y 3
pertenecen a la seccién del cuello de la raiz, las fotografias 4, 5 y 6 pertenecen a la parte
media de la raiz y las fotografias 7,8 y 9 al 4pice de la raiz.
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Figura 2: Vistas de las raices micorrizadas de las plantulas tratadas con Glomus intraradices
evaluadas a los 45 dias después de la siembra observadas a 40X. Las fotografias 1, 2 y 3
pertenecen a la seccién del cuello de la raiz, las fotografias 4, 5 y 6 pertenecen a la parte media de
la raiz y las fotografias 7,8 y 9 al 4pice de la raiz.
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Figura 3: Vistas de las raices micorrizadas de las plantulas tratadas con Azospirillum brasilense +
Glomus intraradices evaluadas a los 45 dias después de la siembra observadas a 40X. Las
fotografias 1, 2 y 3 pertenecen a la seccion del cuello de la raiz, las fotografias 4, 5 y 6 pertenecen

a la parte media de la raiz y las fotografias 7,8 y 9 al apice de la raiz.
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Fase de promocién del crecimiento

Altura de la planta

El efecto que los microorganismos tuvieron sobre la altura de las plantas fue
positivo en comparacion con las plantas que no recibieron tratamiento alguno
(Cuadro 4). El tratamiento que al finalizar el experimento estimulo mayor altura en
las plantas fue la combinacion de Azospirillum brasilense + Glomus intraradices,
logando plantas con alturas medias de 133 cm. Los siguientes tratamientos de los
gue se obtuvieron plantas con alturas mayores al testigo fueron Azospirillum
brasilense y Glomus intraradices. A pesar de que hubo diferencia en las alturas de
las plantas de cada tratamiento, estadisticamente no se observd diferencia

significativa (p<0.05).

Cuadro 4. Comparacion de medias de la variable altura de plantulas de maiz a
distintas edades tratadas con dos tipos de biofertilizantes

Altura cm
Tratamiento 26 DDE 40DDE 60DDE 73 DDE 87 DDE
Azospirillum brasilense 33 a 47 a 87 ab 110 a 124 a
Glomus intraradices 37 a 54 a 88 ab 113 a 124 a
Azos+Glo 47 a 56 a 94 a 122 a 133 a
Testigo comercial 47 a 48 a 90 a 104 a 124 a
Testigo 35 a 55 a 79 b 97 a 121 a

DDE= Dias después de la emergencia de la planta, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus
intraradices. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05)

Este efecto es distinto al descrito por Pérez-Luna et al (2011) quienes al aplicar
estos microorganismos de manera separada y en combinacion, registraron que la
combinacién de los dos microorganismos generd plantas con alturas inferiores a

las tratadas con Azospirillum solamente, diferencia que posiblemente fue causada
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por las caracteristicas del sustrato y el ambiente las cuales influyen en la cantidad
de microorganismos, en el metabolismo de estos y en las relaciones que

establecen con las plantas (Paul y Clark, 1996).

En otra investigacién realizada por Villa-Castro et al (2014) con la aplicacion de
cepas de Azospirillum brasilense obtuvieron plantas de alturas superiores a las del
testigo. Por otro lado Gonzalez et al (2011) reportaron que utilizando Azospirillum
brasilense como fuente de nitrégeno se logé una altura de 3.05 m en plantas de
maiz, sin embargo esta no resulto ser diferente significativamente comparada con

las alturas registradas en los tratamientos en los que no aplicaron la bacteria.

Numero de hojas

En general el numero de hojas no se vio influenciado por ningan tratamiento. En
todas las fechas de muestreo la cantidad de hojas desarrolladas concordaron con
la etapa de desarrollo en la que se encontraba la planta y la variacion en el
numero de hojas en las ultimas fechas de muestreo fue por la pérdida de hojas

viejas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion de medias de la variable nimero de hojas de plantulas de
maiz a distintas edades tratadas con dos tipos de biofertilizantes

Numero de hojas

Tratamiento 26 DDE 40DDE 60DDE 73 DDE 87 DDE
Azospirillum brasilense 4 a 6 a 7 a 7 a 7 a
Glomus intraradices 4 a 6 a 8 a 7 a 7 a
Azos+Glo 4 a 6 a 8 a 8 a 7 a
Testigo comercial 4 a 6 a 7 a 7 a 7 a
Testigo 5 a 6 a 7 a 6 a 7 a

DDE= Dias después de la emergencia de la planta, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus
intraradices. Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p<0.05)
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En una investigacion realizada por Aguilar et al (2015) se reportaron resultados
similares al de esta investigacién para esta variable, pues el nimero de hojas
registradas para las plantas con inoculacion de Azospirillum es ligeramente mayor
al de las plantas que no recibieron tratamiento alguno, pero no son diferentes

estadisticamente.

Qudsia et al (2013) reportaron un efecto parecido a los descritos anteriormente, la
inoculacién de Azospirillum no influyo de manera significativa en el desarrollo de
las hojas en comparacién con las plantas no inoculadas. Sin embargo en la
investigacion realizada por Pérez-Luna et al (2011) si se registré una diferencia en
el numero de hojas de las plantas, obteniendo mayor cantidad de hojas en las que

recibieron como tratamiento la aplicacion de Azospirillum brasilense.

Algunos de los factores que pueden influir en la diferencia de resultados en esta
variable son los mecanismos de la cepa para promover el crecimiento vegetal, la
colonizacion radicular y factores de interaccibn como la competencia, los cuales
pueden intervenir en la produccién y transporte de hormonas vegetales que

aumenten la producciéon de biomasa (Bashan et al 2007).

Area foliar

Los resultados de la variable area foliar mostraron que el uso de los
microorganismos beneficio al incremento del area foliar de las plantas. Aunque en
las primeras etapas de desarrollo este efecto no se observo, al finalizar el

experimento los individuos con mayor area foliar fueron los que recibieron como
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tratamiento la inoculacion con Azospirillum brasilense seguidos por el tratamiento

en el que se combiné Azospirillum brasilense + Glomus intraradices (Cuadro 6).

Cuadro 6. Comparacion de medias de la variable area foliar de plantulas de maiz a
distintas edades tratadas con dos tipos de biofertilizantes.

Area foliar cm?

Tratamiento 26 DDE 40DDE 60DDE 73 DDE 87 DDE
Azospirillum brasilense  104.6 a 167.2 a 696.3 a 8175 a 10452 a
Glomus intraradices 1179 a 2219 a 6956 a 856.2 a 987.0 a
Azos+Glo 1248 a 2220 a 689.6 a 9609 a 10186 a
Testigo comercial 1536 a 1988 a 5416 a 8625 a 9979 a
Testigo 1240 a 2326 a 5363 a 6941 a 9095 a

DDE= Dias después de la emergencia de la planta, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus
intraradices. Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p<0.05)

Este resultado es parecido al reportado por Uribe y Dzib (2006) quienes al utilizar
una combinacion de Azospirillum con micorrizas obtuvieron plantas con una media
de area foliar de 400 cm? y estas fueron superiores a las plantas que no recibieron
tratamiento e incluso superaron también a plantas tratadas con fertilizacion
guimica, aunque el area foliar reportada por Uribe y Dzib es inferior al area de las

plantas de esta investigacion.

Por el contrario Robles y Barea (2004) observaron que la combinacién de Glomus
y Azospirillum fue la que proporciono plantas con menor area foliar comparadas
con las plantas que no fueron inoculadas, de las cuales registré hasta el doble del
area foliar. En otra investigacion en la que se probd la capacidad de Glomus se
obtuvo una media de area foliar de 915 cm? (Roveda y Polo, 2007), media que
resulta muy parecida a la que se obtuvo en esta investigacion para las plantas con

ese tratamiento.
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Peso seco hojas

De acuerdo con los resultados, a pesar de no observar diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos, el tratamiento del que se registr6 un peso
seco de hojas mayor al finalizar el experimento fue el testigo comercial con 4.67 g,
a este le sigui6 el tratamiento en el que se aplicd la combinacion de Azospirillum
brasilense + Glomus intraradices con una media de peso seco de hojas de 4.62 g.
El tratamiento en cual se observé el menor peso seco de hojas fue Glomus

intraradices (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de medias de la variable peso seco de hojas de plantulas
de maiz a distintas edades tratadas con dos tipos de biofertilizantes.

Peso seco g
Tratamiento 26 DDE 40DDE 60DDE 73 DDE 87 DDE
Azospirillum brasilense  0.22 a 0.39 a 1.96 a 285 ab 4.49 a
Glomus intraradices 0.25 a 0.53 a 1.99 a 282 ab 3.87 a
Azos+Glo 0.27 a 0.49 a 217 a 3.28 a 462 a
Testigo comercial 0.32 a 0.44 a 1.49 a 281 ab 4.67 a
Testigo 0.26 a 0.52 a 155 a 227 b 421 a

DDE= Dias después de la emergencia de la planta, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus
intraradices. Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p < 0.05)

Villa-Castro et al (2014) registraron un resultado equiparable con el obtenido en
esta investigacion, pues observaron que algunas cepas de Azospirillum inducen
mayor peso seco de hojas pero este peso es casi igual al del testigo, e incluso
existen cepas que estimularon menos peso seco de hojas que el testigo. En
cuanto a la baja respuesta de Glomus intraradices Roveda y Polo (2007)
encontraron un efecto semejante al observado en esta investigacion pues la

aplicacion de esta micorriza produjo bajo peso seco de hojas.
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Peso seco del tallo

Las plantas de las que se registr6 un mayor peso seco del tallo al finalizar el
experimento fueron las inoculadas con la cepa de Azospirillum brasilense con una
media de peso seco de tallo de 4.20 g. Este tratamiento presento diferencias
significativas con respecto al testigo comercial y absoluto en un 81.03% (Cuadro

8).

Cuadro 8. Comparacién de medias de la variable peso seco de tallo de plantulas
de maiz a distintas edades tratadas con dos tipos de biofertilizantes.

Peso seco g
Tratamiento 26 DDE 40DDE 60DDE 73 DDE 87 DDE
Azospirillum brasilense  0.15 a 0.24 a 1.16 a 25 a 420 a
Glomus intraradices 0.2 a 0.36 a 1.16 a 261 a 2.80 ab
Azos+Glo 0.39 a 0.33 a 158 a 3.02 a 3.42 ab
Testigo comercial 0.24 a 0.25 a 091 a 2.45 a 257 b
Testigo 0.27 a 0.36 a 0.96 a 2.17 a 232 b

DDE= Dias después de la emergencia de la planta, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus
intraradices. Medias con una letra comln no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizando una comparacion con lo publicado por Qudsia et al (2013) el efecto
gue produce la inoculacion de Azospirillum en el peso seco del tallo de las plantas
es similar en ambos experimentos, pues él en su Ultima evaluacion, registraron
mayor peso seco en las plantas con Azospirillum y este tuvo diferencia significativa
con respecto al testigo. Por su parte Gholami et al (2009) quienes al evaluar el
efecto de distintos microorganismos promotores del crecimiento vegetal en plantas
de maiz, registraron que la bacteria que promovio el mayor peso seco del tallo fue

la cepa de Azospirillum brasilense.

42



Peso seco de la raiz

Los resultados de esta variable mostraron que las plantas inoculadas con
Azospirillum brasilense produjeron una mayor biomasa radical en comparacion
con el resto de los tratamientos. La combinacién de Azospirillum brasilense +
Glomus intraradices fue otro de los tratamientos que indujo un mayor peso seco

de raices comparado con el tratamiento testigo, fue un 54.05% mayor (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion de medias de la variable peso seco de raiz de plantulas
de maiz a distintas edades tratadas con dos tipos de biofertilizantes.

Peso seco g
Tratamiento 26 DDE 40DDE 60DDE 73 DDE 87 DDE
Azospirillum brasilense 1.20 a 152 a 1142 ab 9.76 ab 1432 a
Glomus intraradices 153 a 282 a 10.86 ab 8.86 ab 12.05 a
Azos+Glo 1.63 a 2.58 a 13.16 a 11.16 a 1348 a
Testigo comercial 1.45 a 2.05 a 958 ab 758 ab 11.80 a
Testigo 1.07 a 2.62 a 605 b 471 b 875 a

DDE= Dias después de la emergencia de la planta, Azos= Azospirillum brasilense, Glo= Glomus
intraradices. Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Este resultado es comparable con los resultados presentados por Qudsia et al
(2013) y Villa-Castro et al (2014) quienes registraron que la aplicacion de

Azospirillum indujo pesos secos de las raices mayores a los del testigo.

En cuestion de la combinacion de Azospirillum y Glomus Pérez-Luna et al (2011),
registraron resultados semejantes a los de esta investigacion ya que al aplicar esta
combinacién de microorganismos el volumen de las raices de las plantas fue

inferior a las que solamente tenian Azospirillum pero superior a las plantas testigo.

Estos resultados reflejan algunos de los efectos positivos que las bacterias de este

género producen en el sistema radicular de las plantas ya que tienen la capacidad
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de incrementar el nUmero de raices laterales, el volumen radicular, el peso seco
de la raiz, entre otros beneficios, sin embargo la sobrepoblacion de la bacteria
puede provocar inhibicion del crecimiento de las raices (Bashan et al , 2007). Un
ejemplo del efecto negativo fue presentado por Rangel-Lucio et al (2011) quienes
reportaron que la inoculacién de Azospirillum disminuyo significativamente el

volumen de la raiz hasta en un 45%.
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CONCLUSIONES

La capacidad de Azospirillum brasilense y Glomus intraradices para colonizar las
raices de las plantulas de maiz es positiva. Las poblaciones de ambos
microorganismos se desarrollan mejor al estar en combinacion y su distribucion se
concentra en las partes medias y en los apices de las raices, logando un

crecimiento estable con el paso del tiempo.

El crecimiento y desarrollo de las plantulas de maiz se ve favorecido con la
aplicacion de Azospirillum brasilense y Glomus intraradices, aunque este efecto no
se distingue en las primeras etapas de desarrollo. Existe una respuesta mas

positiva al combinar los microorganismos que al utilizarlos de manera separada.
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