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Comunicacion breve
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Resumen

A pesar de que existen numerosos estudios de la interaccion entre plantas de maiz (Zea mays) con Azospirillum
brasilense, los reportes de la interaccion con Gluconacetobacter diazotrophicus son escasos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de la inoculacién con microorganismos promotores del crecimiento vegetal correspondientes a
las especies bacterianas de A. brasilense REC3 y G. diazotrophicus PALS sobre el desarrollo de plantas de maiz. Se
implementaron ensayos en los que los microorganismos fueron inoculados en forma individual y conjunta en plantas
de la variedad Leales 25 de maiz, las cuales fueron sembradas en dos suelos con distintos grados de fertilidad. Las
variables medidas en las plantas fueron los valores relativos de SPAD (Soil Plant Analysis Development) y la longitud
y superficie radicular. Los resultados obtenidos revelaron que 4. brasilense REC3 y G. diazotrophicus PALS tuvieron
efectos superiores a los tratamientos control y mezcla, y que solo 4. brasilense REC3 generd incrementos significativos
en la biomasa en las plantas de maiz respecto a los demas tratamientos en ambos tipos de suelos.
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Abstract

Although there are numerous studies of the interaction between corn plants (Zea mays) with Azospirillum brasilense,
reports about the interaction with Gluconacetobacter diazotrophicus are scarce. The aim of this work was to evaluate
the effect of inoculation with microorganisms that promote plant growth corresponding to the bacterial species of 4.
brasilense REC3 and G. diazotrophicus PALS on the development of maize plants. Trials were carried out in which the
microorganisms were inoculated individually or in combination in corn plants of the variety Leales 25, which were sowed
in two soils with different degrees of fertility. Variables measured in plants were relative values of Soil Plant Analysis
Development (SPAD) and length and root surface. Results revealed that A. brasilense REC3 and G. diazotrophicus PALS
had superior effects than the control. Only A. brasilense REC3 generated a significant increment in biomass of corn
plants compared to other treatments in both types of soils.

Keywords: PGPB; Azospirillum brasilense; Gluconacetobacter diazotrophicus.

El uso de las bacterias promotoras del creci-
miento vegetal, PGPB (por sus siglas en inglés,
Plant Growing Promoting Bacteria) puede ser
considerado como una alternativa para disminuir
la aplicacion de fertilizantes de sintesis quimica.
Especies del género Azospirillum y Gluconaceto-
bacter son capaces de promover el crecimiento y
aumentar el rendimiento de numerosos cultivos de
interés agricola, entre ellos el de maiz (Mehnaz,
2015; Eskin et al., 2014). El objetivo de este tra-
bajo fue evaluar el efecto promotor del crecimien-
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to vegetal en plantas de maiz inoculadas con dos
bacterias PGPB: Azospirillum brasilense REC3
y Gluconacetobacter diazotrophicus PALS culti-
vadas en suelos con distinta fertilidad. Esta dife-
rencia nutricional en la composicion de los suelos
permitiria diferenciar el efecto de la inoculacion,
ya que, en general, el nimero, la diversidad y la
actividad de los microorganismos estan influen-
ciados por las propiedades del suelo.

La cepa A. brasilense REC3 aislada de teji-
dos internos de raices de frutilla, es capaz de fi-
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jar N, producir sider6foros e indoles (Pedraza et
al., 2007). También se observo que REC3 puede
promover el crecimiento, mejorar la nutricion mi-
neral, incrementar el contenido de clorofila en las
hojas y aumentar el rendimiento de frutos de dife-
rentes cultivares de frutilla (Pedraza et al., 2007,
2010; Salazar et al., 2012; Guerrero-Molina et al.,
2014; Lovaisa et al., 2015). Por su parte, G. diazo-
trophicus PALS, aislada de cana de azicar en Bra-
sil (Cavalcante y Ddbereiner, 1988), también es
capaz de fijar N,, producir indoles y sideroforos.
Adicionalmente cuenta con la capacidad de solu-
bilizar diferentes fuentes fosfatadas (Delaporte-
Quintana et al., 2016; Maheshkumar et al., 1999).

En el ensayo se utilizaron semillas de maiz de
la variedad Leales 25, las cuales fueron desinfec-
tadas por inmersion en una solucion de bicloruro
de mercurio al 0,01 % durante 5 minutos con agi-
tacion y posteriormente enjuagadas tres veces con
agua destilada estéril. Las mismas fueron sembra-
das en macetas de tres litros, utilizando suelos con
diferentes grados de fertilidad, esterilizados por
tindalizacion. Se utilizé un suelo fértil no limitado
en nutrientes: Argiudol tipico obtenido de Finca
El Manantial, Tucuman (26°47°S - 65°16°0) y
un suelo limitado en nutrientes, el cual se obtuvo
mezclando una parte del mismo suelo fértil con
dos partes de arena. Los mismos fueron someti-
dos a un andlisis fisico-quimico en el laboratorio
de servicios analiticos PH7 Diagnoéstico Agricola.
A los tres dias de la emergencia se inocularon las
plantulas por riego con 50 ml de una suspension
bacteriana (10¢ UFC/ml) de A. brasilense REC3
y G. diazotrophicus PALS, aplicadas individual-
mente, y 25 ml de cada una aplicadas de manera
conjunta. Las plantas control fueron regadas con
50 ml de agua destilada estéril. Las cepas crecie-
ron en los medios de cultivo liquidos NFb y LGI-
P, respectivamente (Baldani et al., 2014). Las sus-
pensiones bacterianas fueron aplicadas de manera

Tabla 1. Analisis fisicoquimico de los suelos utilizados.

individual y combinadas. El disefio experimental
fue en bloques completos al azar con 4 tratamien-
tos en los 2 suelos utilizados: 1) Plantas sin inocu-
lar (control), ii) Plantas inoculadas con REC3, iii)
Plantas inoculadas con PALS y iv) Plantas inocu-
ladas con mezcla de REC3 y PALS. Se realizaron
10 repeticiones por cada tratamiento. El ensayo
se llevo a cabo bajo condiciones controladas de
temperatura (30 °C), fotoperiodo (14:10 h L:0) y
humedad (60 %) en un fitotron. La duracion del
ensayo fue de 60 dias. Durante ese periodo las
plantas fueron regadas con agua destilada estéril
cuando fue necesario y no se aplico ningun tipo de
fertilizante quimico.

Durante el desarrollo del ensayo se evaluaron
los valores relativos de SPAD (Soil Plant Analysis
Development) cada 15 dias, utilizando un cloro-
filometro SPAD Minolta 502. Al finalizar el mis-
mo se determinaron la longitud radicular (LR) y
la superficie radicular (SR), de acuerdo al méto-
do gravimétrico de Carley y Watson (1966). La
produccion de biomasa se determind mediante la
cuantificacion de peso seco, colocando los tejidos
de la parte aérea y radicular en estufa a 65 °C has-
ta obtener peso constante. Se calcul6 el Indice de
Crecimiento (IC) mediante la formula IC = (Bio-
masa total-Biomasa Inicial)/Biomasa total.

Los datos obtenidos en los ensayos para ambos
suelos se analizaron con el software estadistico In-
fostat (Di Rienzo et al., 2016). Se consideraron a
LR, SR ¢ IC como variables dependientes de los
tratamientos y tipo de suelo. Se utiliz6 analisis de
varianza en funcion de los tratamientos inoculados
y el tipo de suelo y test de Tukey para detectar di-
ferencias entre medias de tratamientos. Se trabajo
con un nivel de significancia del 5 %.

Las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos
se muestran en la Tabla 1.

Los resultados presentados en las Tablas 2 y 3
muestran que a los 45 dias posteriores a la inocu-

Analisis fisico-quimico Suelo fértil Suelo limitado en nutrientes
pH 6,20 7,43
Conductividad Eléctrica (dS/m) 1,110 0,460
Materia Organica (%) 3,89 0,75
Nitratos (ppm) 682,80 66,24
Fésforo (ppm) 45,5 17
Azufre (ppm) 24,85 29,3
Textura Franco limosa Franco arenosa
Arcilla (%) 17,45 5,70
Limo (%) 60,75 12,50
Arena (%) 21,80 81,80
H,0 (actual) 31,1 4,4
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Tabla 2. Valores de SPAD (Soil Plant Analysis Development) (promedio + error estandar) de plantas inoculadas con Azospiri-
llum brasilense (REC3), Gluconacetobacter diazotrophicus (PALS) o mezcla de ambas (REC3+PALS) medidas a los 15, 30 y

45 dias después de la inoculacion (DDI) en suelo fértil.

Tratamiento SPAD

15 DDI 30 DDI 45 DDI
Control 36,34+ 1,48 ¢ 32,23+0,78b 3558+ 1,14b
REC3 3396 +3,52b 3434+3,13b 00,42+2,71 ¢
PALS 23,11+1,70 a 27,59+1,65a 30,69+ 0,72 a
Mezcla 0299+1,34b 30,86 + 3,51 ab 32,44+£249 a

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (test de Tukey, p < 0,05).

Tabla 3. Valores de SPAD (Soil Plant Analysis Development) (promedio + error estandar) de plantas inoculadas con Azospiri-
llum brasilense (REC3), Gluconacetobacter diazotrophicus (PALS) o mezcla de ambas (REC3+PALS) medidas a los 15,30y
45 dias después de la inoculacion (DDI) en suelo limitado en nutrientes.

Tratamiento SPAD

15 DDI 30 DDI 45 DDI
Control 31,97 +1,78 be 32,3+ 1,51 be 3432+ 1,44b
REC3 35,13+ 1,44 ¢ 342+1,32¢ 38,75+3,7 ¢
PALS 29,25+2,47 ab 2722+3,17 a 2883+215a
Mezcla 2536+123a 28,35+2,03 ab 28,78 0,59 a

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (test de Tukey, p < 0,05).

lacion, las plantas inoculadas con REC3 tuvieron
un incremento en el contenido de clorofila en las
hojas en ambos tipos de suelo.

La longitud radicular se vio afectada por los tra-
tamientos tanto para el suelo fértil, no limitado en
nutrientes (F = 47,29; g.l. error = 36; p < 0,0001)
como para el suelo limitado en nutrientes (F =
210,23; g.1. error = 36; p < 0,0001). Los valores
maximos de longitud radicular se observaron en
plantas inoculadas en forma individual con REC3
y PALS en ambos tipos de suelos (Figura 1).
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Figura 1. Longitud radicular expresada en centimetros de las
plantas de maiz inoculadas con los distintos tratamientos y el
correspondiente control sin inocular en suelo fértil (puntos
blancos) y en suelo limitado en nutrientes (puntos negros).
Letras distintas (mayusculas para suelo limitado en nutrientes
y minusculas para suelo fértil) indican diferencias significati-
vas (test de Tukey, p < 0,05).

La superficie radicular también se vio incremen-
tada significativamente en las plantas inoculadas
en el suelo fértil (F = 28,23; g.1. error = 35; p <
0,0001) y en el suelo limitado en nutrientes (F =
122,54; g.l. error = 36; p < 0,0001). En el suelo
limitado en nutrientes los valores maximos se pre-
sentaron en el tratamiento con REC3 (Figura 2).
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Figura 2. Superficie radicular expresada en gramos de nitrato
de calcio de las plantas de maiz inoculadas con los distintos
tratamientos y el correspondiente control sin inocular en sue-
lo fértil (puntos blancos) y en suelo limitado en nutrientes
(puntos negros). Letras distintas (mayusculas en suelo limita-
do en nutrientes y mintisculas en suelo fértil) indican diferen-
cias significativas (test de Tukey, p < 0,05).

El indice de crecimiento también se vio afectado
por el tratamiento tanto en suelo fértil (F = 630,48;
g.l. error = 35; p < 0,0001) como en suelo limita-
do (F = 443,24; g.l. error = 36; p < 0,0001). Las
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plantas que presentaron mayor crecimiento fueron
las inoculadas con REC3 en el suelo limitado en
nutrientes (Figura 3).
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Figura 3. indice de crecimiento de las plantas de maiz ino-
culadas con los distintos tratamientos y el correspondien-
te control sin inocular en suelo fértil (puntos blancos) y en
suelo limitado en nutrientes (puntos negros). Letras distintas
(mayusculas en suelo limitado en nutrientes y mintsculas en
suelo fértil) indican diferencias significativas (test de Tukey,
p <0,05).

El contenido de clorofila medido en las hojas in-
dica que el tratamiento de inoculacion con REC3
permitié una mayor captacion de nutrientes por
parte de las plantas de maiz inoculadas con esta
cepa. Resultados similares fueron observados en
plantas de frutilla inoculadas con esta misma cepa
(Lovaisa et al., 2015). También fue informado
que en plantas de maiz inoculadas con una mez-
cla de Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas
se encontré un mayor contenido de clorofila en
sus hojas (Kouchebagh et al., 2012). Estos datos
concuerdan con lo observado en este trabajo y el
mayor indice de verdor en las hojas de maiz ino-
culadas con la cepa REC3 se correlacionan con los
demas parametros analizados para estudiar la ac-
cion benéfica de A. brasilense en la promocion del
crecimiento vegetal.

La longitud radicular de las plantas de maiz fue
mayor en los tratamientos inoculados con REC3
y PALS5 de forma individual, tanto en el suelo
fértil como en el limitado en nutrientes. Biari et
al. (2008) observaron el incremento en la longi-
tud radicular en plantas de maiz en suelos empo-
brecidos empleando A. brasilense y Azotobacter
chroococcum obteniendo un mayor contenido de
Ny P en las semillas, lo que afectd positivamente
otras variables como la germinacion temprana, el
peso seco de raices y brotes y una mayor altura de

la planta. Efectos similares fueron reportados por
Rios Rocafull et al. (2016) empleando una cepa
de G. diazotrophicus (INIFAT Gd 42) aislada de
mango e inoculada en remolacha y zanahoria que,
no so6lo estimuld el crecimiento radicular, sino
también el de la parte aérea de las plantas.

En el presente trabajo la variable superficie ra-
dicular permiti¢ observar el mayor efecto causado
por la inoculacion, siendo el tratamiento corres-
pondiente a la inoculacién con REC3 el que ge-
ner6 incrementos notables en el suelo limitado en
nutrientes. Es importante mencionar en este con-
texto, que los demas tratamientos, PALS y Mez-
cla, también generaron incrementos superiores al
control. Las plantas crecidas en el suelo limitado
en nutrientes fueron las que evidenciaron la me-
jor respuesta al tratamiento con REC3 (78,86 %
mayor al control). Resultados similares fueron
reportados por Fulchieri y Frioni (1994) donde la
inoculacion con distintas cepas de A. brasilense
produjo un desarrollo radicular comparativamente
mayor con respecto al control sin inocular. En un
estudio realizado por Herschkovitz et al. (2005)
con dos cepas de A. brasilense inoculadas en maiz
en suelos limitados en nutrientes, se observo una
mayor produccion de raices como asi también una
mayor densidad radicular.

Okon y Vanderleyden (1997) infieren que luego
de la inoculacion, A. brasilense modifica indirec-
tamente el ambiente rizosférico a través del desa-
rrollo radicular proporcionando mayor superficie
para la absorcion de nutrientes y la colonizacion
de rizobacterias incrementando los exudados radi-
culares, por lo tanto, un efecto que trae aparejado
un sistema radicular mas desarrollado puede ser
la mayor disponibilidad de C, N y P por unidad
de volumen de suelo. Este mayor desarrollo radi-
cular podria deberse a la produccion de hormonas
vegetales, principalmente de auxinas (Bashan y de
Bashan, 2005). Teniendo en cuenta lo antes men-
cionado, puede inferirse que existe una mayor afi-
nidad entre este genotipo de maiz y A. brasilense
REC3.

Aunque todos los tratamientos inoculados ge-
neraron incrementos significativos en la biomasa
respecto al control, la cepa REC3 promovi6 el cre-
cimiento de las plantas en ambos suelos de manera
significativa diferenciandose de los demas trata-
mientos y del control. El efecto de la inoculacion
bacteriana fue mayor en el suelo limitado en nu-
trientes, donde las plantas tuvieron un incremento
en el crecimiento un 74,65 % superior a sus con-
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troles, mientras que en el suelo fértil fue de 62,86
% con respecto al testigo. Se observaron resulta-
dos similares en un suelo erosionado y otro suelo
desértico ubicado al noroeste de California Sur y
en México, ambos limitados en nutrientes, para di-
ferentes cultivos como remolacha azucarera y de
cactus tipo cardon gigante donde la inoculacion
con Azospirillum tuvo una respuesta significati-
vamente mayor en la promocion del crecimiento
en comparacion con los suelos sin limitacion de
nutrientes (Bacilio et al., 2006, Cakmakgi ef al.,
2006). Asimismo, en plantas de frutilla cultiva-
das en medio hidroponico limitado en nutrientes
e inoculadas con A. brasilense, se observaron in-
crementos en el crecimiento similares a los obteni-
dos en este trabajo (Guerrero-Molina et al., 2014).
Otro ensayo realizado en condiciones de campo
para plantas de frutilla inoculadas con 4. brasilen-
se REC3 también reportd un incremento en el in-
dice de crecimiento en comparacion a las plantas
no inoculadas (Lovaisa et al., 2015). Por otra par-
te, en estudios realizados en maiz en condiciones
de invernadero en dos tipos de suelos se observo
también que la inoculacion bacteriana tuvo un ma-
yor efecto sobre el crecimiento y la absorcion de
nutrientes (N, P y K) del maiz en suelos deficien-
tes en nutrientes que en los suelos no limitados en
los mismos (Egamberdiyeva, 2007).

Con los resultados obtenidos del contenido de
clorofila en las hojas, la longitud y superficie ra-
dicular, y el indice de crecimiento se puede inferir
que la cepa 4. brasilense REC3 puede ser conside-
rada una potencial alternativa biotecnologica para
su aplicacion en el cultivo de maiz.
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