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1. RESUMEN 

 

 En Argentina el avance tecnológico sobre la genética del maíz (Zea mays), 

condujo a que este sea el cultivo con mayor aumento de rendimiento en los 

últimos 30 años. Por otra parte, la oferta y variedad de los insumos utilizados en 

su producción, tales como agroquímicos, fertilizantes, maquinaria, etc., provocaron 

profundos cambios para que tenga cada vez mayores rendimientos,(Gear, 2006).  

Con la creciente demanda mundial de alimentos, se ha aumentado la 

producción, utilizando mayor cantidad de fertilizantes, pesticidas, herbicidas, 

fungicidas, etc. Los cuales provocan un aumento en la contaminación ambiental. 

Los tratamientos microbiológicos son herramientas tecnológicas que permiten 

obtener resultados a nivel de producción similares a las prácticas agronómicas 

convencionales pero con potenciales beneficios ambientales. 

Mediante la coinoculación de hongos micorrízicos arbusculares (HMA) y 

distintas especies de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) 

se planteó un posible efecto sinérgico en el desarrollo del cultivo de Maíz. Se 

buscó evidencia del efecto sinérgico, comparando los parámetros vegetativos del 

cultivo y en el porcentaje de colonización radicular por hongos micorrízicos 

arbusculares, en los distintos tratamientos.  

En este trabajo se puso de manifiesto un aumento en el porcentaje de 

colonización radicular por hongos micorrízicos arbusculares en los tratamientos 

con coinoculación. Viendo también buenos resultados en los parámetros 

vegetativos.  

 

PALABRAS CLAVE 

 

Micorriza-PGPR-coinoculación-maíz 
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2. INTRODUCCIÓN  

El maíz (Zea mays L.) es uno de los granos alimenticios más antiguos que 

se conocen. Pertenece a la familia de las Poáceas (Gramíneas), tribu Maydeas, y 

es la única especie cultivada de este género (Paliwal, 2001; Acosta, 2009). 

La producción de maíz a nivel mundial es más grande que cualquier otro 

cereal. Los tres exportadores principales son los EEUU, Argentina y Brasil. 

El futuro del comercio internacional, de cualquier modo, reviste hoy gran 

incertidumbre como consecuencia de la pandemia del coronavirus COVID-19. Las 

medidas tomadas para contener la diseminación de la enfermedad y el temor a 

sus efectos han provocado una notable retracción del consumo global y una fuerte 

corrección en los precios. Por este motivo, las proyecciones de cantidades y 

precio de nuestras exportaciones están sujetas a ajustes (https://bcr.com.ar/es). 

Debido al crecimiento de la población, la demanda de alimentos requiere el 

desarrollo de nuevas tecnologías aplicadas a los cultivos con el objetivo de 

mejorar la calidad y el aumento de la producción de granos (Ratz et al., 2017; 

Buchelt et al., 2019). 

El desarrollo de los cultivos en los suelos agrícolas está influenciado por 

muchos factores bióticos y abióticos. Si bien los productores usan rutinariamente 

enfoques físicos y químicos para manejar el ambiente del suelo con el objetivo de 

mejorar los rendimientos de los cultivos, la aplicación de productos microbianos 

para este propósito es menos común. Una excepción a esto es el uso de 

inoculantes para leguminosas, utilizados para garantizar una fijación eficaz del 

nitrógeno (Smith, 1997).  

Dentro del sistema suelo, el entorno inmediato de la raíz, llamada rizósfera, 

es considerada una de las interfaces microbianas más dinámicas de la tierra 

(Philippot et al., 2013). La rizósfera es relativamente rica en nutrientes, debido a 

que los exudados vegetales son abundantes en aminoácidos y azúcares que 

proporcionan energía y nutrientes, lo que da lugar a más poblaciones microbianas 

en esta región que fuera de ella (Haas y Defago, 2005). 

Para aumentar la productividad y reducir los costos, se han buscado 

alternativas para reducir el uso de insumos y pesticidas. Una alternativa es el uso 

de rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (del inglés Plant Growth 

https://bcr.com.ar/es
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Promoting Rizobacterias, PGPR), que es una opción biológica prometedora en el 

control de fitopatógenos, desarrollo de plantas y aumento de la productividad de 

los cultivos (Hernández-Hernández et al., 2018). PGPR son bacterias que se 

encuentran en la rizósfera (superficie radicular en asociación con las raíces), y 

ayudan a promover el crecimiento (Ratz et al., 2017). Bacillus, Pseudomonas, 

Azospirillum, Rhizobium, entre otros se encuentran entre los géneros más 

estudiados (Araújo y Guerreiro, 2010). 

Las PGPR son microorganismos que impactan favorablemente en el 

crecimiento y desarrollo de estas e incrementan su tolerancia, resistencia y 

protección a otros microorganismos causantes de enfermedades. Se han 

establecido algunas características que definen a este grupo. En primer lugar, 

tienen una elevada densidad poblacional en la rizósfera después de su 

inoculación, ya que una población que declina rápidamente tendrá una baja 

capacidad competitiva con la microflora nativa del suelo (Chen et al., 2013). Deben 

poseer alta capacidad de colonización efectiva sobre la superficie de la raíz y, 

como consecuencia, influir positivamente en el crecimiento de la planta. 

Complementariamente, puedan controlar de manera natural y eficiente a otros 

microorganismos patógenos del suelo y, por último, que no produzcan daño en el 

hombre (Wernitznig et al., 2013; Newman et al., 2016). 

Las poblaciones microbianas de la rizósfera son importantes para el 

mantenimiento de la salud de las raíces, la absorción de nutrientes y la tolerancia 

al estrés ambiental (Bowen y Rovira, 1999; Cook, 2002). Estos microorganismos 

benéficos pueden ser un componente importante de las prácticas de manejo para 

lograr aumentos de rendimientos de los cultivos (Cook, 2002). Los potenciales 

beneficios ambientales de este enfoque, que llevan a una reducción en el uso de 

productos agroquímicos, y el ajuste de prácticas sustentables, están impulsando el 

uso de microorganismos benéficos. El progreso reciente en la comprensión de las 

interacciones biológicas que se producen en la rizósfera, el estudio de 

formulaciones y el uso de inoculantes permiten aumentar la fiabilidad de la 

tecnología en el campo y facilitar su desarrollo comercial (Nelson, 2004). 

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR), fueron 

definidas por primera vez por Kloepper y Schroth en 1978, para describir las 

bacterias del suelo que colonizan las raíces de las plantas luego de la inoculación 
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y que aumentan su crecimiento. Son indispensables para el proceso de 

colonización factores como la capacidad de las bacterias de sobrevivir a la 

inoculación, de multiplicarse en la espermósfera (zona de influencia de la semilla 

en germinación que produce exudados estimulantes o inhibidores de la actividad 

y/o crecimiento), de adherirse a la superficie de la raíz y de colonizar el sistema en 

desarrollo (Nelson, 2004). 

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de 

microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagónicas, de 

competencia física y bioquímica, moduladas por múltiples complejos y factores 

bióticos y abióticos. La rizósfera, uno de los principales sitios donde se presentan 

microorganismos, específicamente funcionales, como fijadores de nitrógeno, 

solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal, biocontroladores y 

especies patogénicas, normalmente, compiten por espacio y por nutrientes. Estas 

interrelaciones entre microorganismos inciden en la interacción suelo-planta-

microorganismos-ambiente y repercuten, de forma directa, en el crecimiento y en 

el desarrollo de las especies vegetales. Microorganismos rizosféricos, como los 

hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), y bacterias del género 

Pseudomonas, usualmente, catalogados como agentes de control biológico (BCA) 

y microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM), dependen de los 

factores mencionados para expresar sus potenciales efectos benéficos; sin 

embargo, en la interacción de estos dos tipos de microorganismos, se pueden 

presentar efectos sinérgicos, que potencien los beneficios o, por el contrario, 

efectos antagónicos o simplemente que no ocurra ningún efecto en el crecimiento 

y en el desarrollo de las plantas, (Cano, 2011). 

Se han descrito una gran diversidad de microorganismos que aportan 

múltiples beneficios al crecimiento de las plantas. Entre los mecanismos 

reportados como formas de promoción del crecimiento se encuentran los 

siguientes: 

 Fijación biológica de N2 (FBN) (Hurek et al., 2002; Iniguez et al., 2005). 

Diversos estudios reportan la fijación biológica del nitrógeno como 

mecanismo de promoción del crecimiento vegetal, proceso que se 

detallará más adelante. 
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 Producción de fitohormonas (Baca y Elmerich, 2007). Algunas bacterias 

producen fitohormonas que promueven el desarrollo y la proliferación de 

las raíces resultando en una absorción más eficiente de agua y 

nutrientes (Oliveira et al., 2002).  

 Solubilización de fosfato (Sturz et al., 2000; Sessitsch et al., 2002;). 

Varios reportes han examinado la habilidad de diferentes especies de 

bacterias de solubilizar fuentes de fosfato inorgánico insoluble 

(Goldstein, 1986),  

 El biocontrol de fitopatógenos es otro mecanismo por el que las 

bacterias promueven el crecimiento vegetal (Weller, 1988; Compant et 

al., 2005; Anandhakumar y Zeller, 2008). Los mecanismos de control 

más reconocidos son: competencia por un nicho ecológico o sustrato, 

producción de aleloquímicos inhibitorios, e inducción de resistencia 

sistémica (ISR) en plantas huéspedes a un amplio espectro de 

patógenos. Los aleloquímicos incluyen sideróforos, antibióticos, biocidas 

volátiles, enzimas líticas, y enzimas de detoxificación (Compant et al., 

2005).  

 

Uno de los elementos nutritivos que con mayor frecuencia limita el 

rendimiento de los cultivos es el nitrógeno (N), aun cuando la atmósfera contiene 

un 80 % de nitrógeno molecular (N2), aproximadamente, en este estado no puede 

ser aprovechado por la planta (Haag et al., 2013). Por lo tanto, el N es un 

elemento clave para la agricultura, ya que el rendimiento es una función directa de 

la disponibilidad del mismo (Vitousek et al., 1997). El N2 solo puede ser utilizado 

directamente por un grupo reducido de microorganismos, en un proceso que se 

conoce como fijación biológica de nitrógeno (FBN), (Zuberer, 2005). 

El nitrógeno es uno de los nutrientes esenciales que más limitan el 

rendimiento del maíz. Este macronutriente participa en la síntesis de proteínas y 

por ello es vital para toda la actividad metabólica de la planta. Su deficiencia 

provoca reducciones severas en el crecimiento del cultivo, básicamente por una 

menor tasa de crecimiento y expansión foliar que reducen la captación de la 

radiación fotosintéticamente activa. Las deficiencias de nitrógeno se evidencian 

por clorosis (amarillamiento) de las hojas más viejas, (Torres, 2016). 
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Datos moleculares y fisiológicos demuestran que transportadores de N de 

las plantas son activados durante la micorrización, sugiriendo que los HMA liberan 

una cantidad sustancial de N a sus hospedadores (Smith y Read, 2008). 

Otro elemento importante es el carbono el cual ingresa al agrosistema por 

la fotosíntesis y sale del mismo por la respiración radical y microbiana. La 

diferencia entre la cantidad de carbono que ingresa como residuos vegetales al 

suelo y la que se genera por respiración microbiana representa el balance de 

carbono del mismo. Cuando la biomasa vegetal muere pasa a ser residuos 

vegetales. Durante su descomposición se liberan nutrientes y se emite CO2. Este 

también es generado en el proceso de mineralización de la materia orgánica 

humificada. La suma de la emisión de CO2 por descomposición y mineralización 

constituye la respiración microbiana o heterotrófica del suelo. El carbono de los 

residuos, que no es emitido como CO2 durante la descomposición pasa a formar 

parte de la biomasa microbiana en un primer momento. Luego se integra a 

sustancias orgánicas más estables y se denomina carbono humificado (Alvarez, 

2006). Está demostrado que el carbono es transferido del HMA a las plantas, pero 

el mecanismo molecular aún no está claro (Smith y Read, 2008).  

Por último, el azufre (S) también se puede transferir a las plantas a través 

de los HMA (Sieh et al., 2013). 

Dentro de las bacterias benéficas asociadas a plantas, las rizobacterias 

promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), especialmente las formadoras de 

endosporas, poseen un gran potencial en agricultura. Este potencial se ve 

reflejado en el biocontrol de plagas y enfermedades, y en la biofertilización de 

plantas. Este grupo de bacterias posee la capacidad de formar endosporas, una 

estructura que les proporciona grandes ventajas de formulación en productos 

comerciales, ya que genera larga vida útil (García de Salamone et al., 2001). 

Según Evans y Burris (1992), podemos clasificar a las bacterias fijadoras de 

nitrógeno en tres grupos: diazótrofos de vida libre, que fijan el nitrógeno para su 

propio uso y el nutriente queda disponible después de su muerte, por ej. especies 

de Klebsiella, Azotobacter y Rhodobacter (Fischer, 1994); diazótrofos asociativos, 

que contribuyen al crecimiento de la planta huésped sin formación de estructuras 

diferenciadas, por ej. Especies de Azospirillum, Acetobacter, Pseudomonas, 

Bacillus y Paenibacillus (Beneduzi et al., 2008; Santi et al., 2013), y diazótrofos 
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simbióticos, que establecen una interacción muy estrecha entre macro y micro-

simbionte y en algunos casos se forman estructuras diferenciadas denominadas 

nódulos como en los géneros de rizobios: Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Azorhizobium (Fischer, 1994). 

Las características descriptivas del género Bradyrhizobium se 

corresponden con bacilos cortos de 0.5 a 0.9 µm por 1.2 a 3.0 µm, Gram (-), 

aeróbicas, no esporulantes. Son móviles debido a que poseen un flagelo polar o 

subpolar (Manual de Bacteriología Determinativa de Bergey’s). Esta bacteria 

puede vivir en vida libre en el suelo o como bacteroides (Dénarie et al., 1992).  

Las bacterias del género Pseudomonas abundan en la superficie de las 

raíces, ya que son versátiles en su metabolismo y pueden utilizar varios sustratos 

producidos por las mismas, interactuando de forma asociativa con la planta 

(Madigan y Martinko, 2005). Pseudomonas fluorescens es una de las especies 

más estudiadas, pues produce metabolitos como sideróforos, antibióticos, 

compuestos volátiles, enzimas y fitohormonas (Showkat et al., 2012). Tiene una 

gran capacidad para solubilizar fósforo. Otro aspecto destacable de Pseudomonas 

fluorescens es la producción de sustancias estimuladoras del crecimiento. 

Actualmente, existen diversas cepas de Pseudomonas fluorescens que han sido 

registradas, y algunas de ellas patentadas (Araya, 2003) para su uso en los 

cultivos agrícolas como agentes de control biológico. Pseudomonas fluorescens 

como PGPR son muy utilizadas en diversos cultivos, pues colonizan las raíces de 

los mismos, promueven el crecimiento y previenen el establecimiento de 

patógenos. También favorecen la capacidad de absorción de agua y nutrientes, lo 

que permite que las plantas sean más vigorosas, productivas y tolerantes a 

condiciones climáticas adversas (Pérez Álvarez et al., 2015). 

Azospirillum sp. es una de las rizobacterias, promotoras de crecimiento, 

más estudiada hasta la actualidad. Produce efectos beneficiosos directos e 

indirectos en varios cultivos (Bashan et al., 2011). Una de las principales 

características propuesta para explicar la promoción del crecimiento de plantas ha 

sido relacionada con su habilidad para producir reguladores de crecimiento como 

auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno, ácido abscísico, óxido nítrico y 

poliaminas (Prinsen et al., 1993; Cassán et al., 2009). El nivel de respuesta a la 

inoculación de Azospirillum puede definirse por las características genéticas tanto 
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de las bacterias como de la planta huésped (García de Salamone et al., 2010). Los 

resultados más evidentes con inoculaciones con Azospirillum sp. son los cambios 

en la arquitectura radicular. Algunos de ellos ocurren en numerosas especies de 

plantas, consecuentemente incrementando y mejorando su sistema radicular.  

Las cepas de Acidovorax que crecen en el suelo y el agua pueden 

biodegradar algunos poliésteres comerciales. Por ejemplo, Acidovorax facilis y 

Acidovorax delafieldii. Recientemente, fue descripto Acidovorax radicis sp. nov., 

que no posee capacidad patógena en los cultivos sin embargo presenta potencial 

para promover el crecimiento de las plantas (Li et al., 2011). Son capaces de 

desnitrificación heterotrófica de nitrato (Willems y Gillis, 2015). 

Paenibacillus sp. tiene aplicaciones consideradas potenciales en la 

agricultura porque producen diversas enzimas y sustancias antimicrobianas, como 

las polimixinas y bacitracinas (Ma et al., 2011) y algunas cepas tienen la 

capacidad de fijación de nitrógeno (Ma et al., 2007 a, b). Las bacterias formadoras 

de esporas se consideran ventajosas para la formulación de producto 

bioestimulantes y el mantenimiento estable en el suelo, hay más de 110 especies 

que han sido validadas en este género. Los miembros del género están 

ampliamente distribuidos en la naturaleza y tienen características fisiológicamente 

diversas (Xie et al., 2012). 

Existen dos mecanismos de acción de las PGPR: estos se denominan 

directos o indirectos.  

Dentro de los mecanismos directos se tienen: la fijación biológica de 

nitrógeno por efecto de la enzima nitrogenasa, la producción de sustancias 

biológicamente activas y de reguladores de crecimiento vegetal (fitohormonas), así 

como la solubilización de nutrientes, como es el caso de la enzima fitasa y su 

participación en la solubilización de fósforo orgánico a partir de la molécula de 

fitato. Y dentro de los mecanismos indirectos se encuentran la generación de 

antibióticos, producción de moléculas quelantes de hierro, competencia, 

parasitismo e inducción de resistencia sistémica (SIR). 

Las interacciones planta-microorganismo-ambiente en la rizósfera son las 

principales determinantes de la salud vegetal y la fertilidad del suelo. Se conoce 

que las plantas afectan a las poblaciones microbianas en el suelo, y cada especie 

de planta podría seleccionar las poblaciones microbianas específicas que 
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contribuyen a su condición fisiológica, creando un ambiente selectivo y con 

diversidad limitada (Borrego Muñoz, 2016). 

Se ha demostrado que la inoculación de las raíces de las plantas con 

bacterias del género Azospirillum sp, producen un incremento en el desarrollo del 

sistema radical de la planta, lo cual conlleva una mejora en la capacidad de esta 

para utilizar de forma más eficaz los fertilizantes nitrogenados, por lo que pueden 

ser aplicados a dosis mucho más bajas. Este es un hecho fundamental ya que se 

conoce que hay gran discrepancia entre la cantidad de fertilizante nitrogenado 

aplicado y la que realmente es utilizada por la planta (bajo coeficiente de 

utilización). Por esta razón, puede quedar un exceso de compuestos nitrogenados 

en el ecosistema lo que representa la mayor fuente de contaminación por N tanto 

en la atmósfera (óxidos de N) como en las aguas superficiales y profundas 

(nitratos) (Clares, 2006). 

La comparación de las secuencias de los genes que codifican el ARNr de 

una de las subunidades ribosómicas en procariotas, los genes que codifican el 

16S ARNr específicamente, permite establecer las relaciones filogenéticas 

existentes entre dichos organismos. Este hecho ha tenido una enorme repercusión 

en taxonomía bacteriana, dando lugar al sistema de clasificación vigente y 

permitiendo la identificación rápida y precisa de las bacterias. Esta macromolécula 

presenta una serie de características que permiten utilizarla en la identificación de 

bacterias en especies: 1) Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas 

las bacterias actuales. Constituye, por tanto, una diana universal para su 

identificación. 2) Su estructura y función han permanecido constantes durante un 

tiempo muy prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan 

probablemente cambios aleatorios. 3) Los cambios ocurren de manera 

suficientemente lenta, como para aportar información acerca de todos los 

procariotas. 4) El tamaño relativamente largo de los genes del 16S ARNr (1.500 

nucleótidos) minimiza las fluctuaciones estadísticas. 5) La conservación en 

estructura secundaria puede servir de ayuda en las comparaciones, aportando una 

base para el alineamiento preciso. 6) Dado que resulta relativamente fácil 

secuenciar los genes de 16S ARNr, existen bases de datos amplias, en continuo 

crecimiento (Bartoli et al., 2014). 
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Los HMA (hongos micorrízicos arbusculares) se asocian con las raíces, sin 

dañarlas, y cooperan con las plantas para que estas tomen nutrientes y agua para 

crecer más y mejor, desde el punto de vista nutricional y sanitario. De este modo, 

la planta micorrizada es capaz de resistir mejor las condiciones ambientales 

adversas (sequía, salinidad, plagas), siendo así más productivas (Giovannetti and 

Mosse 1980). Como así también desempeñan un papel clave en el ciclado de 

nutrientes en el ecosistema y en la protección de las plantas frente a estreses 

ambientales. La mayoría de las especies de plantas silvestres y cultivadas forman 

micorrizas, siendo las llamadas ―micorrizas arbusculares‖ (del inglés Arbuscular 

Mycorrrhizal Fungi, AMF o HMA) (en adelante ―micorrizas‖) las más comunes y, 

concretamente, las que forman las plantas de interés agronómico, entre ellas 

cereales, leguminosas, hortícolas y frutales. El micelio de HMA que emerge del 

sistema radicular puede adquirir nutrientes de los lugares del suelo que son 

inaccesibles para las raíces (Smith et al., 2000). Además, las hifas fúngicas son 

mucho más delgadas que las raíces y, por lo tanto, pueden penetrar en poros más 

pequeños (Allen, 2011). Los carbohidratos y los nutrientes minerales se 

intercambian dentro de las raíces a través de la interfaz entre la planta y el hongo. 

Las hifas fúngicas colonizan la raíz y forman estructuras altamente ramificadas 

dentro de las células, los arbúsculos, que se consideran el sitio funcional de 

intercambio de nutrientes (Balestrini et al., 2015).  

Por lo tanto, los HMA pueden aliviar la limitación en el crecimiento de las 

plantas causada por un suministro inadecuado de nutrientes (Nouri et al., 2014). 

Dados los efectos de las micorrizas como biofertilizantes, fitoestimuladores 

y bioprotectores de los cultivos, se acepta que el manejo apropiado de esta 

simbiosis pueda permitir una reducción significativa de fertilizantes y fungicidas 

químicos, aspectos claves en una producción sostenible en agricultura, con los 

consiguientes beneficios ecológicos y económicos. Es evidente, por lo que 

antecede, que los hongos micorrízicos y su simbiosis con la planta, las micorrizas, 

son un componente clave en la estabilidad, sostenibilidad y productividad de los 

agro-ecosistemas. Por ello, el hecho de que cualquier perturbación que sufra el 

sistema suelo-planta pueda afectar la diversidad o funcionalidad de estos hongos 

y/o simbiosis, puede repercutir en los beneficiosos efectos de las micorrizas.  
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Las interacciones de HMA brindan otros beneficios a las plantas, como la 

tolerancia a la sequía y la salinidad (Augé et al., 2015) y la resistencia a las 

enfermedades (Pozo y Azcón-Aguilar, 2007). Se sabe que los HMA alivian la 

toxicidad de metales pesados en las plantas hospedantes y toleran altas 

concentraciones de metales en el suelo (Meier et al., 2015). También pueden 

tener un efecto directo en el ecosistema, ya que mejoran la estructura y 

agregación del suelo (Rillig y Mummey, 2006; Leifheit et al., 2014, 2015; Rillig et 

al., 2015) e impulsan las comunidades vegetales y su productividad (van der 

Heijden et al., 1998). Las bacterias parecen representar el tercer componente de 

la asociación micorrízica y probablemente jueguen un papel en su función. Cada 

vez hay más pruebas de que las interacciones de bacterias y hongos son más 

generalizadas de lo esperado y que su dinámica puede ser crucial en los 

ecosistemas. En condiciones naturales las bacterias asociadas a los hongos 

micorrízicos colonizan la superficie de las hifas extrarradicales o en algunos 

hongos viven en el citoplasma como endobacterias (Bonfante y Anca, 2009).  

Diversos ecólogos y agrónomos aseguran que las prácticas agrícolas que 

toman ventaja de la actividad microbiana del suelo son más eficientes que las 

prácticas convencionales desde el punto de vista de la utilización de la energía y 

los nutrientes. Cabe destacar que, en la rizósfera, los diferentes grupos de 

organismos del suelo no viven independientemente unos de otros, sino que 

forman un sistema interconectado, más o menos en equilibrio, según las 

condiciones del suelo. Muchas interacciones tienen lugar entre los hongos 

micorrízicos y los demás microorganismos en la rizósfera, y las respuestas de las 

plantas a la micorrización involucran, no solamente al hongo, sino a todos los 

microorganismos presentes (Cheeke et al. 2012). 

Varios estudios han demostrado la posibilidad del uso de diferentes 

microorganismos, como alternativa biológica para la nutrición de las plantas, 

destacándose entre ellos las bacterias fijadoras de nitrógeno y otras bacterias 

promotoras del crecimiento vegetal, así como los hongos micorrízicos 

arbusculares (HMA). Estos microorganismos son considerados insumos biológicos 

de enorme potencial en la agricultura, gracias a sus efectos positivos sobre la 

adaptación y el crecimiento de una gran variedad de cultivos. Además, los hongos 

micorrízicos constituyen un componente clave para el desarrollo de la biota del 
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suelo (conjunto de organismos vivos que habitan en el suelo y cumplen un rol 

esencial en los procesos biogeoquímicos), por su gran capacidad de interacción 

con diferentes especies microbianas, a la vez que pueden modificar muchos 

aspectos de las propiedades físicas en la zona rizosférica (Trifonova et al. 2009). 

Todos esos efectos modifican los patrones de colonización de la raíz micorrizada, 

donde se desarrollan procesos biológicos que mejoran las condiciones de los 

suelos para el desarrollo de las plantas, aspectos muy importantes para el 

establecimiento de una agricultura sostenible y el funcionamiento adecuado de los 

agro ecosistemas.  

Entonces, la interacción generada entre las micorrizas y las PGPRs lograría 

el crecimiento en las plantas, con un consecuente incremento en la emergencia,  

el vigor, la biomasa, el desarrollo en sistemas radiculares e incrementos en la 

producción de cultivos de interés comercial, tales como maíz, entre otros 

(Giovannetti 2000). 

Por lo tanto, la aplicación eficiente de HMA y rizobacterias en el manejo 

futuro de la agricultura dependerá, en gran medida, de la habilidad para identificar 

las funciones específicas que realizan esos microorganismos dentro de cada 

agroecosistema particular y para integrar esos descubrimientos dentro de la 

estrategia de manejo integrado (Riera y Medina,  2005). 

Los aumentos de rendimiento de los cultivos se basan en el 

fitomejoramiento que incluye la aplicación de altas dosis de fertilizantes químicos 

que pueden generar un impacto ambiental negativo en el ecosistema (Tilman et 

al., 2002). Por esa razón, es importante encontrar y mejorar las prácticas agrícolas 

con el fin de aumentar y mantener altos niveles de producción de una manera más 

sostenible (Altieri y Nicholls, 2000). En este sentido, la inoculación con 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) es una alternativa 

económica y ecológica para incrementar los rendimientos de los cultivos (García 

de Salamone, 2011; Verma et al., 2010) y mejorar la eficiencia en el uso de 

fertilizantes (Hayat et al., 2012). Los cultivos de cereales, como el maíz (Zea 

mays), pueden asociarse con muchas especies de bacterias beneficiosas, 

generalmente llamadas PGPR (Barea, 2004). Algunas de estas PGPR son 

Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens, las cuales han mostrado 

capacidades relacionadas con la fijación biológica de N2 (Franche et al., 2009; 
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García de Salamone, 2012a) y la mejora de la absorción de nutrientes 

(Dobbelaere et al., 2001; Hayat et al., 2012). En asociación con la rizósfera de las 

plantas de cultivo, las PGPR producen efectos beneficiosos directos e indirectos 

sobre el crecimiento de las plantas (Cassán y Díaz-Zorita, 2016; Pliego et al., 

2011; Verma et al., 2010). Al respecto, algunas cepas de estas PGPR promueven 

el rendimiento de grano y el crecimiento de la biomasa aérea de maíz, arroz y trigo 

(García de Salamone, 2012a; García de Salamone y Döbereiner, 1996; García de 

Salamone et al., 2006, 2010). 

La inclusión de maíz en las secuencias de cultivo garantiza la adición de 

gran cantidad de residuos del cultivo. Esto es esencial para mantener la calidad 

del suelo como establecen las pautas de agricultura de conservación. La 

agricultura mundial tendrá que enfrentar el desafío de aumentar la producción de 

alimentos debido a una demanda poblacional cada vez mayor, pero también 

tendrá la responsabilidad de reducir y/o minimizar la dependencia de los productos 

agroquímicos, para salvaguardar la contaminación ambiental y la salud humana. 

En este contexto, se destaca la necesidad de implementar o revitalizar tecnologías 

microbiológicas, como la biofertilización basada en hongos micorrízicos 

arbusculares y/o en bacterias PGPRs (Berruti et al., 2015). Comprender las 

interacciones entre los microorganismos que componen la rizósfera es esencial 

para describir la naturaleza de la interacción microorganismo-suelo-planta. 

 Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de ciertos 

inoculantes formulados con PGPR, coinoculados con hongos micorrízicos 

arbusculares (del inglés Arbuscular Mycorrrhizal Fungi, AMF o HMA) sobre la 

producción de maíz en condiciones de cámara de crecimiento. 

 

3. HIPÓTESIS 

La coinoculación de micorrizas vesículo-arbusculares y PGPR ejercen un 

efecto benéfico cuando son aplicadas, en conjunto, al cultivo de maíz. 

 

4. OBJETIVOS 
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4.1 Objetivo general 

 Estudiar el efecto de coinoculación hongos micorrízicos arbusculares y 

PGPR desde la germinación hasta los primeros estadios vegetativos del desarrollo 

del cultivo de maíz, en condiciones in vitro de cámara de crecimiento; evaluando la 

identidad génica de los microorganismos inoculados. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 Determinar la identidad genética de las cepas presentes en los diferentes 

inoculantes bacterianos como así también la del hongo micorrízico 

utilizado. 

 Evaluar la utilización de diferentes sustratos sobre la germinación y el 

desarrollo del cultivo en condiciones de cámara de crecimiento. 

 Determinar la viabilidad de cada producto microbiológico. 

 Estudiar el efecto sobre los parámetros vegetativos del desarrollo del 

cultivo, de la aplicación individual y la coinoculación de los productos 

biológicos. 

 Analizar el efecto de coinoculación sobre la colonización micorrízica. 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

Si bien se buscó evaluar los efectos de la coinoculación sobre los 

parámetros vegetativos, primero se estandarizó el sistema sobre el cual se 

desarrolló el cultivo. Para ello, se realizaron una serie de ensayos en cámara de 

crecimiento (sirve para controlar los requerimientos de temperatura, humedad, luz 

y otros factores). En la cual la temperatura oscila entre los 25°C y 30°C, una 

humedad relativa de entre 60% y 70%, con 16 horas de luz de 9000 lux y 8 horas 

de oscuridad.  
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En todos los ensayos se utilizaron semillas de Maíz NK 860 TD/TG, hibrido 

de ciclo intermedio. 

Los ensayos se llevaron a cabo en sistemas de contenedores individuales 

Cone-tainerTM con diámetro de 3,8 cm, profundidad de 21 cm y volumen de 164 

ml, con drenaje inferior, además de poseer costillas internas verticales que evitan 

que las raíces formen espirales (Stuewe & Sons, 2018). Todos los ensayos se 

realizaron con diseño completamente aleatorizado.  

Los inoculantes comerciales a base de HMA utilizados pertenecen a la 

empresa Valent Bio Sciences. Los inoculantes bacterianos utilizados pertenecen a 

la empresa Rizobacter. 
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5.1 Puesta a punto de la metodología de siembra, riego y desarrollo del 

cultivo en Cone-tainerTM 

 

En una primera instancia se llevó adelante un ensayo piloto donde se 

combinaron distintos sustratos, mencionados en la tabla 5.1. 
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Tabla 5.1. Lista de sustratos utilizados, con sus respectivos pH. 

SUSTRATO PH 

Suelo no estéril, libre de Bradyrhizobium 6,87 

Arena fina + Arena gruesa (2:1) 7,35 

Arena + Suelo (2:1) 7,16 

Suelo + Arena + Perlita (5:4:1) 7,16 

Arena fina 7,19 

Arena gruesa 7,19 

 

Todos los sustratos fueron esterilizados (menos el suelo no estéril) en 

autoclave durante 180 minutos, a 121°C. Las condiciones edáficas (estéril y no 

estéril) del sustrato suelo se presentan en la tabla 10.1 de Anexos. Las mezclas de 

sustratos se prepararon siguiendo las distintas proporciones en volumen. Se 

suspendieron 10 gramos de sustrato en 100 ml de agua de ósmosis, para luego 

tomar la medida de pH de la suspensión. Se llenaron 5 Cone-tainersTM con cada 

sustrato. 

Como primera medida se buscó un material el cual pudiera retener el 

sustrato y controlar las raíces, se colocó en el extremo terminal del Cone-

tainersTM. En un primer ensayo se utilizó en el extremo terminal del contenedor un 

apósito de algodón con el fin de retener el sustrato en el interior. Se sembraron 

dos semillas de maíz, sin tratar, mediante el empleo de pinzas estériles, a una 

profundidad de dos veces el tamaño de la semilla. Luego de la germinación se 

procedió al raleo, dejando solo una plántula. El riego se hizo mediante el empleo 

de un regador, usándose agua de ósmosis inversa. Se regó día por medio, sin 

tener en cuenta el volumen de agua incorporado en cada recipiente. Transcurridos 

28 días desde la siembra se procedió al descalce y lavado de cada planta, dando 

por finalizado el ensayo.  
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Se realizó un segundo ensayo, donde se utilizaron canicas de diferentes 

tamaños en el extremo inferior del contenedor., Por lo demás el ensayo procedió 

de igual manera que el mencionado anteriormente. Las condiciones fueron las 

mismas que lo especificado para el primer ensayo. 

En un tercer ensayo se probó el uso de OASIS® Esponja Floral en el 

extremo inferior de cada contenedor, como barrera tanto para el sustrato como 

para las raíces en crecimiento, aquí también el ensayo prosiguió de igual manera 

que lo anteriormente mencionado y las condiciones fueron las mismas que los 

ensayos previos.  

Luego de finalizado el tercer ensayo se prosiguió con un nuevo ensayo, ya 

con el uso de OASIS® Esponja Floral, donde se probaron cuatro sustratos, Suelo 

no estéril, libre de Bradyrhizobium, Arena fina + Arena gruesa (2:1), Arena + Suelo 

(2:1) y Suelo + Arena + Perlita (5:4:1). Las mezclas de sustratos se prepararon 

siguiendo las distintas proporciones en volumen. En este mismo experimento se 

ajustó el riego, a capacidad de campo. Se llenó cada Cone-tainersTM con igual 

cantidad de gramos (g) de cada sustrato o mezcla de los mismos. El riego se hizo 

con agua de ósmosis inversa completando el peso perdido. Luego de 28 días se 

procedió a descalzar y limpiar las plantas de maíz. Se dio por finalizado el ensayo. 
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 Se llevó a cabo un quinto ensayo, en el cual el riego fue administrado 

mediante micropipeta con tips estériles, siendo aplicados día por medio, con igual 

cantidad de micro-litros (µl) de agua estéril en cada una de las plántulas. 

Para asegurar la nutrición del cultivo, se proporcionó solución Hoagland 

modificada (Hoagland y Arnon, 1950), 1000 µl, dos veces a la semana. Los 

nutrientes y sus concentraciones finales de la solución Hoagland utilizada se 

presentan en la tabla 10.2 de Anexos. Luego de los 28 días se procedió a 

descalzar y lavar las plantas, dando por finalizado de esta manera el ensayo.  

Se realizó un último ensayo, manteniendo todas las técnicas ya puestas a 

punto, pero esta vez se probó la desinfección de superficie de las semillas a 

utilizar. Se sembraron 10 Cone-tainersTM con cada sustrato, de los cuales 5 fueron 

sembrados con semillas estériles en superficie y 5 con semillas sin tratar. La 

desinfección de superficie de semillas fue mediante sucesivos lavados, un primer 

lavado con alcohol etílico al 70 %, luego dos enjuagues con agua de ósmosis, un 

lavado con hipoclorito de sodio al 1 % y por dos enjuagues con agua de ósmosis. 

Luego de realizar los ensayos antes mencionados se dio por finalizada la puesta a 

punto del sistema.  

De esta manera se estableció el uso de OASIS® Esponja Floral en cada 

contenedor, riego con agua estéril administrado con micropipeta. Todos los 

ensayos posteriores se llevaron a cabo teniendo en cuenta la metodología 

ajustada. 

 

5.2 Elección del mejor sustrato 

 

Se realizó un ensayo en cámara de crecimiento (sirve para controlar las 

condiciones climáticas, como: la temperatura, la humedad, la luz y otros factores) 

con las condiciones previamente mencionadas. Con un diseño completamente 

aleatorizado, con 10 repeticiones por tratamiento, para elegir un único sustrato y 

continuar con los experimentos de coinoculación. Se compararon los cuatro 

sustratos, Suelo no estéril, libre de Bradyrhizobium, Arena fina + Arena gruesa 

(2:1), Arena + Suelo (2:1) y Suelo + Arena + Perlita (5:4:1). Las mezclas de 

sustratos se prepararon siguiendo las distintas proporciones en volumen.  
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Se sembraron semillas de maíz NK 860 TD/TG, tratadas con fungicida-

curasemilla de amplio espectro de control (MAXIM ® XL 035 Syngenta – 25 g/l 

Fludioxonil + 10 g/l Metalaxil-M,  SC (Suspensión Concentrada), en dosis 

proporcional a 1ml/kg de semilla. Al finalizar el periodo de desarrollo de 28 días en 

cámara de crecimiento se descalzaron las plántulas y se procedió a realizar las 

mediciones de los siguientes parámetros vegetativos:  

 

 longitud aérea  

 longitud radicular  

 masa fresca aérea  

 masa fresca radicular  
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 masa seca aérea  

 masa seca radicular 

 volumen radicular 

 

 

 

 

 

5.3 Determinación de parámetros de calidad de inoculantes bacterianos 

 

5.3.1 Recuento de bacterias 

 

Para la determinación de UFC/mL se prepararon las diluciones de trabajo 

de la siguiente manera, se agitó vigorosamente el envase del inoculante a evaluar 

durante 30 segundos, se extrajo 1 ml del producto y se adicionó en un tubo de 
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ensayo con 9 ml de agua desmineralizada estéril (pH: 6,5-7,0). Se homogeneizó 

durante 10 segundos en vortex, se extrajo 1 ml de la dilución 10-1 y se colocó en 

otro tubo de ensayo que contenía 9 ml de agua desmineralizada estéril. A esta 

dilución se la denomina 10-2, se homogeneizó en vortex durante 10 segundos y se 

repitió el paso anterior hasta completar la dilución requerida, dependiendo del 

inoculante. Se sembraron las diluciones en placas de Petri conteniendo el medio 

de cultivo agarizado adecuado para cada microorganismo (tabla 5.2). Se comenzó 

por la mayor dilución, colocando 0,1 ml en el centro de la placa y con espátula de 

vidrio estéril con alcohol 96º, expuesta a la llama y enfriada, se extendió el líquido 

sobre la superficie, (todo esto realizado en campana flujo laminar). Se incubaron 

las placas invertidas en estufa entre 29°C y 30°C. Los días de incubación variaron 

dependiendo del microorganismo (tabla 5.2). Por último, se llevó a cabo un 

recuento. 

 

Tabla 5.2: Medios de cultivo y tiempo de incubación de las distintas cepas utilizadas. 

Cepa Medio de cultivo Días de cultivo 

Bradyrhizobium japonicum YMA 7 

Pseudomonas fluorescens F 2 

Azospirillum brasilense RC 6 

Acidovorax delafieldii LB 4 

Paenibacillus terrígena LB 4 

 

El resultado se expresó como unidades formadoras de colonias por mililitro 

de producto (UFC.ml-1) y se calculó de la siguiente manera: 

 UFC.ml-1 = Nº de colonias x factor de siembra x factor de dilución  

Referencias:  

 Nº de colonias: promedio del número de colonias presentes en las tres 

placas de lectura. 

 Factor de siembra: 10 si se usa 0,1ml para la siembra en la placa.  

 Factor de dilución: la inversa de la dilución en la cual se realizó el 

recuento de colonias para la obtención del resultado. 
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5.3.2 Pureza microbiológica 

Para evaluar la pureza de los inoculantes, se utilizó la técnica de estrías en 

superficie. Se tomó una muestra con un ansa estéril y se inoculó sobre un extremo 

de la placa de Petri con el medio de cultivo correspondiente para cada una de las 

cepas utilizadas. Con la misma ansa se extendió la muestra formando estrías 

sobre la superficie en varios sentidos. 

 

 

 

 

5.3.3 Recuperación de bacterias sobre semillas  

Se llevó a cabo en simultáneo con la siembra de cada tratamiento. Se 

contaron 50 semillas, que se colocaron en un frasco estéril, con tapa. Se le agregó 

50 ml de agua estéril, con pH ajustado en 7. Se agitó durante 15 minutos en 

agitador magnético a 200 rpm.  
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Luego de este tiempo se continuó con las diluciones decimales seriadas en 

tubos de ensayo. Por último, se sembró, por triplicado, en caja de Petri, 0,1 ml de 

la dilución correspondiente a cada inoculante y se extendió sobre la placa con 

espátula de vidrio estéril. Todo el procedimiento descrito se llevó a cabo por 

triplicado. 

 

 

 

 

5.4 Corroboración genética de cepas utilizadas 

Se llevó a cabo la extracción del ADN genómico de los inoculantes 

formulados de las cepas de Bradyrhizobium japonicum, Pseudomonas 

fluorescens, Azospirillum brasilense, Acidovorax delafieldii y Paenibacillus 

terrígena, como así también del hongo micorrízico Rizophagus intrarradice. Esto 

se realizó de acuerdo al protocolo indicado por los profesionales de la empresa 

(Para ello se utilizará el kit Wizard Genomic ADN Purificarion kit de Promega) (en 

el anexo tabla 10.3). Una vez que se corroboró la integridad y la pureza del ADN 
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extraído, por electroforesis en gel de agarosa, se envió a secuenciar a Macrogen, 

Korea. Se realizó un secuenciamiento de los genes ARN 16S para las cepas de 

Pseudomonas fluorescens, Azospirillum brasilense, Acidovorax delafieldii y 

Paenibacillus terrígena mientras que para la cepa de Bradyrhizobium japonicum, 

además del gen ARN 16S, se secuenció el gen GlnA y recA. En tanto que para el 

hongo micorrízico se hizo el secuenciamiento de los genes 18S. Con las 

secuencias entregadas por Macrogen, se realizó un análisis con el programa Blast 

N (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1990), el cual compara 

las secuencias individuales de ácidos nucleicos obtenidas en este estudio, con 

aquellas disponibles en la base de datos de ácidos nucleicos GenBank (es una 

colección de todas las secuencias de ADN y proteínas disponibles). Esto permitió 

dilucidar la identidad de los microorganismos. Además, se realizó una búsqueda 

de secuencias coincidentes para realizar un alineamiento múltiple, lo cual permitió 

analizar las secuencias en el contexto de la filogenia molecular, para esto se 

empleó el software MEGA v6 (contiene funciones para construir alineaciones de 

secuencias, inferir historias filogenéticas y realizar análisis evolutivos 

moleculares), bajo el modelo Tamura-Nei, empleando las opciones recomendadas 

por el programa (Drummond et al., 2012; Tamura et al., 2013), el cual permitió un 

alineamiento mediante clustalW adecuado para dicho estudio. Se prosiguió 

descargando el alineamiento (fasta) y una vez obtenido el alineamiento múltiple, 

se pudo generar el árbol filogenético, para ello se utilizó el método de máxima 

probabilidad/máximun likelihood ya que este utiliza con mayor eficacia la 

información filogenética contenida en el alineamiento múltiple y tiende a generar 

un resultado más cercano a la realidad pudiendo así evidenciar la relación 

evolutiva entre las secuencias. 

 

5.5 Coinoculación de semillas con bacterias PGPRs y HMA 

Se realizó un ensayo en cámara de crecimiento, con un diseño 

completamente aleatorizado, con 15 repeticiones por tratamiento (5 plantas se 

reservaron para utilizar en el estudio de colonización radicular por HMA). Se utilizó 

como sustrato suelo libre de Bradyrhizobium sp., húmedo, que se pasteurizó (se 

somete el sustrato a altas temperaturas durante un periodo de tiempo para matar 
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los microorganismos más sensibles a la temperatura (mesofílicos). Los 

microorganismos más resistentes al calor (termofílicos) sobreviven a la 

pasteurización y permanecen vivos para proteger al micelio frente a otros 

microbios) en autoclave a 121°C, en dos días consecutivos durante 45 y 30 

minutos respectivamente (Acosta Peñaloza et al. 2013).  

Se trataron las semillas con los inoculantes indicados, dependiendo del 

tratamiento. En este ensayo no se utilizó fungicida-curasemilla sobre las semillas, 

para evitar que interfiera en la coinoculación de HMA. Pero si se utilizó el protector 

bacteriano, Premax R (Rizobacter). El inoculante a base HMA utilizado en todos 

los ensayos, se mandó a evaluar con la Dra Alicia Godeas (Facultad de Ciencias 

Exactas UBA). Donde se comprobó que está compuesto por Rizophagus 

intrarradice. 

 

Tratamientos y dosis para 200 g de semillas de Maíz: 

 

1.   Testigo absoluto (semilla sin tratar). 

2.   Rizoliq 

8 mL de Rizoliq + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de maíz. 

3.   Acidovorax delafieldii cepa A736 

8 mL de cepa A736 + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de   

maíz. 

4.   Paenibacillus terrígena cepa B241 

8 mL de cepa B241 + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de 

maíz. 

5.   Pseudomonas fluorescens cepa 1008 

8 mL de Rizofos + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de maíz. 

6.   Azospirillum brasilense cepa Az39 

8 mL de Azospirillum + 2 mL Premax R.  Usar 2 mL/200 gr semilla de 

maíz. 
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7.   Rizoliq + Micorrizas 

8 mL de Rizoliq + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1 mL/200 

gr semilla de maíz. 

8.   Acidovorax delafieldii cepa A736 + Micorrizas 

8 mL de cepa A736 + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1 

mL/200 gr semilla de maíz. 

9.  Paenibacillus terrígena cepa B241 + Micorrizas 

8 mL de cepa B241 + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1 

mL/200 gr semilla de maíz. 

10. Pseudomonas fluorescens cepa 1008 + Micorrizas 

 8 mL de Rizofos + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1 

mL/200 gr semilla de maíz. 

11. Azospirillum brasilense cepa Az39 + Micorrizas 

8 mL de Azospirillum + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorriza.  Usar 2,1 

mL/200 gr semilla de maíz. 

12. Micorrizas 

10 mL de agua + 0,2 mL micorriza.  Usar 2,1 mL/200 gr semilla de maíz. 

 

Se siguió la metodología de siembra, riego, mantenimiento y descalce 

de plantas puesta a punto anteriormente. El cultivo permaneció en cámara de 

crecimiento durante 35 días después de la siembra. Al finalizar el período de 

desarrollo se descalzaron las plántulas y se lavaron. Se procedió a realizar, en 

10 de las repeticiones, las mediciones de los parámetros vegetativos:  

 clorofila (con SPAD 502, mide la cantidad de clorofila en una hoja, en 

este caso en la hoja bandera a cada lado del nervio central) 

  longitud aérea 

 longitud radicular  

 masa fresca aérea  

 masa fresca radicular  
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 masa seca aérea  

 masa seca radicular  

 volumen radicular mediante el uso de root-scanner (con 

interpretación de resultados a través de Software WinRHIZOTM) 

 

 

 

5.6 Cuantificación de colonización radicular por HMA 

Se procedió a eliminar 2 cm de la parte inferior y superior de las raíces. Se 

colocaron las raíces en tubos de centrífuga cónicos de 50 ml y se cubrieron con 

alcohol etílico al 50 %, durante 4 horas a temperatura ambiente. 
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Luego de transcurrido dicho tiempo se reemplazó el alcohol etílico por 

hidróxido de potasio al 20 % y se incubaron las raíces a 65°C durante 12 horas. 

Se comprobó que las raíces estuviesen hialinas luego del tiempo transcurrido, 

mediante la observación al microscopio estereoscópico.  

 

Se eliminó el pigmento remanente en las raíces mediando la adición de una 

solución blanqueadora de peróxido de hidrógeno alcalino durante 3 minutos. Se 

retiró dicha solución y se dejaron reposar las raíces durante 30 minutos en agua 

de ósmosis. Luego de este tiempo se lavaron 5 veces las raíces con agua limpia.  



32 
 

Se remojaron las raíces en ácido acético al 5 % durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Se eliminó dicha solución y se reemplazó por la solución de 

tinción (6 ml de tinta negra marca Sheaffer TM en 194 ml de ácido acético 5 %) 

durante 10 minutos a 90°C. Se retiró la solución de tinción y se lavaron 5 veces las 

raíces.  

Se dejaron reposar las raíces en agua de ósmosis durante 30 minutos a 

temperatura ambiente y se cambió el agua por ácido láctico. Se almacenaron las 

raíces durante 3 días en heladera, cubiertas de ácido láctico, para asegurar la 

eliminación de burbujas de aire formadas durante el tratamiento.  

Para calcular el porcentaje de colonización de raíces por micorrizas se 

siguió el método descripto por McGonigle et al. 1990. Se montaron segmentos de 

raíz de 1 cm de longitud sobre un portaobjetos, usando como medio ácido láctico 

diluido en agua.  

Se hicieron 5 preparados, con 10 segmentos de raíz cada uno, por 

tratamiento.  

Sobre los preparados se realizó un recuento de estructuras fúngicas 

(vesículas, arbúsculos e hifas) en el microscopio. Se realizaron 3 observaciones 

por segmento de raíz (punto superior, medio e inferior).  
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Por último, se calculó el porcentaje total de raíces infectadas por 

tratamiento. 

 

5.7 Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados mediante análisis de la varianza (ANOVA), las 

comparaciones se llevaron a cabo mediante el test DGC y un nivel de significación 

de 0,05. Adicionalmente se hizo un análisis multivariado (sirve para medir, explicar 

y predecir el grado de relación que existe entre la variación (combinación lineal 

ponderada de las variables). El carácter del análisis descansa no sólo en el 

número de variables sino en las múltiples combinaciones existentes entre las 

variables.), comparando los parámetros vegetativos en los diferentes sustratos. 
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Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el programa InfoStat versión 

2011 (Di Rienzo et al., 2011). 

 

6. RESULTADOS 

6.1 Puesta a punto de la metodología de siembra, riego y desarrollo del 

cultivo en Cone-tainersTM 

En el primer ensayo realizado para la puesta a punto, se observó que el 

algodón utilizado para impedir la pérdida de sustrato no fue de utilidad, ya que se 

perdió el sustrato por la base del contenedor. También se observó que, a partir de 

los 20 días desde la siembra, las raíces de las plantas traspasaron el algodón y 

quedaron en contacto con diversas fuentes de contaminación por lo cual se 

procedió a descartar el algodón de la base de los contenedores. La metodología 

de siembra fue eficiente y se decidió proseguir con el sistema de siembra en 

cuanto a la profundidad (2 veces el tamaño de la semilla) y cantidad de semillas (2 

por Cone-tainersTM), para luego realizar un raleo. 

 En el segundo ensayo, se utilizaron canicas de varios tamaños, 

encontrando diferentes complicaciones, siendo las canicas más grandes las que 

impedían el drenaje del riego, y las más pequeñas no controlaban las raíces las 

cuales entraban en contacto con diferentes contaminantes, se repitió la 

metodología de siembra dado que esta fue eficiente en el primer ensayo. 

 En un tercer ensayo, se probó el OASIS® Esponja Floral en el extremo 

inferior de cada contenedor, como barrera tanto para el sustrato como para las 

raíces en crecimiento respondió bien a las expectativas, cumpliendo la función 

esperada. En adición al buen desempeño, con dicho material se mantuvo el 

volumen de Cone-tainersTM ocupado, ya que se cortaron discos idénticos de los 

oasis con un molde permitiendo que todos los contenedores quedaran iguales en 

el momento de la incorporación de los sustratos. En este ensayo se observaron 

problemas con los sustratos arena fina, arena gruesa donde las plantas no se 

implantaron correctamente (falta de contención por parte del sustrato) y la pérdida 

de humedad fue excesiva. Por lo que se decidió descartar la utilización de este 

sustrato en los ensayos sucesivos. En un cuarto ensayo donde fueron utilizados 
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los sustratos suelo, suelo-arena, suelo-arena-perlita y mezcla de arena fina-arena 

gruesa se observó una correcta implantación. En un siguiente ensayo, teniendo en 

cuenta los requerimientos hídricos observados, el riego llevado a cabo mediante 

micropipeta estéril y con agua estéril mostró una respuesta favorable. En adición, 

el riego con solución Hoagland modificada no mostró una mejoría fenotípica 

significativa en todo el ensayo, con plantas de aspecto  similar en cuanto al 

tamaño y color.  

Se observó un mayor porcentaje de germinación al realizar un riego previo 

a la siembra y al momento de la emergencia, previo al raleo. De esta manera se 

eliminó el exceso de agua en contacto con semillas sin germinar y se evitó la 

pérdida de viabilidad de las semillas. Está técnica también facilitó el raleo 

realizado con pinzas estériles para evitar la contaminación, técnica que también 

fue de utilidad posterior. En un último ensayo de puesta a punto, la utilización de 

semillas desinfectadas en superficie dió como resultado una disminución 

importante en el porcentaje de germinación de plantas, en comparación a las 

semillas sin desinfectar, por lo cual se decidió continuar con semillas sin 

desinfectar, para no comprometer la viabilidad de las semillas. 

Finalmente se estableció el uso de OASIS® Esponja Floral en cada 

contenedor, riego con agua estéril administrado con micropipeta y sin la necesidad 

de fertilización con solución Hoagland modificada. 

 

6.2 Elección del mejor sustrato 

 

En el sustrato Arena G/F, se observó una longitud aérea significativamente 

menor estadísticamente que en los otros tres sustrato, en el sustrato suelo, 

presentaron una longitud aérea intermedia entre los dos mejores suelo-arena, 

suelo-arena-perlita y Arena G/F (figura 6.1). 
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Con respecto a la longitud radicular, se observó que las plantas 

implantadas en suelo presentaron una longitud radicular significativamente mayor 

estadísticamente que las implantadas en los otros tres sustratos (figura 6.2). 

 



37 
 

 

 

 

En cuanto al peso fresco aéreo de las plantas de maíz, se observó una 

disminución estadísticamente significativa de este parámetro en las plantas 

implantadas en arena (Arena G – Arena F), en comparación con el peso fresco de 

las plantas en los otros sustratos (figura 6.3). En tanto que el peso fresco radicular 

no presentó diferencias estadísticamente significativas entre los distintos sustratos 

(tratamientos). 

 

 

 

Para el peso seco aéreo de las plantas, también se observó en el sustrato 

arena G/F un peso seco aéreo de plantas significativamente menor 

estadísticamente que en los otros sustratos evaluados (figura 6.4). En cambio, en 

peso seco radicular no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre los diferentes sustratos.  
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Como bien se dijo anteriormente, peso fresco radicular, y el peso seco 

radicular de las plantas, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre ninguno de los sustratos (los análisis estadísticos 

correspondientes están en el anexo. Sección: 10.4). 

En lo que concierne al  volumen radicular se observa que las plantas que 

crecieron con suelo como sustrato son significativamente mayores 

estadísticamente que las que crecieron en los otros sustratos (figura 6.5). 
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Por otro lado, cuando se realizó el análisis multivariado para predecir el 

grado de relación existente entre las variables, se pudo observar que el suelo es el 

sustrato que mayor correlación tiene con la longitud radicular y volumen radicular 

mientras que los sustratos Suelo-Arena y Suelo-Arena-Perlita tienen un 

comportamiento más neutral. Por último, se observó que la mezcla de arena fina y 

arena gruesa correlaciona negativamente con la mayoría de los parámetros 

vegetativos medidos (figura 6.6).  
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6.3 Determinación de parámetros de calidad de inoculantes bacterianos 

 

Los recuentos de bacterias viables se muestran en la tabla 6.1. 

 

Tabla 6.1: Bacterias viables y pH de los inoculantes utilizados. 

 

PGPR 
 

UFC/ml pH 

Bradyrhizobium japonicum 
 

1,21 x 1010 7,39 

Pseudomonas fluorescens 
 

1,03 x 109 6,43 

Azospirillum brasilense 
 

6,47 x 108 6,03 

Acidovorax delafieldii 
 

1,54 x 109 6,22 

Paenibacillus terrígena 
 

1,40 x 108 6,15 
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A través de las observaciones de purezas en microscopio estereoscópico 

se pudo observar que los inoculantes no presentaban contaminantes. En las 

primeras estrías se obtuvo crecimiento confluente debido al inóculo muy 

concentrado y en las últimas estrías al quedar menos microorganismos en el ansa, 

se obtuvo colonias aisladas originadas a partir de cada célula bacteriana. 

Por otro lado, las recuperaciones de bacterias viables sobre semillas, 

tomadas a los 15 minutos luego de la inoculación, al momento de la siembra, 

dieron como resultado las unidades formadoras de colonia de la tabla 6.2. Esta 

técnica de trabajo permitió estimar el número de bacterias viables que 

permanecen sobre las semillas luego de la inoculación, al momento de la siembra. 

Tabla 6.2: Unidades formadoras de colonias recuperadas desde semillas. 

 

Tratamiento 
 

UFC en semilla-1 

Bradyrhizobium japonicum 
 

 
1,07 x 107 

Acidovorax delafieldii cepa A736 
 

 
1,28 x 105 

 Paenibacillus terrígena cepa B241 
 

 
6,47 x 105 

Pseudomonas fluorescens cepa 1008 
 

 
6,67 x 105 

 Azospirillum brasilense cepa Az39 
 

 
3,50 x 105 

Bradyrhizobium japonicum + Micorrizas 
 

 
1,13 x 107 

Acidovorax delafieldii cepa A736 + Micorrizas 
 

 
2,57 x 104 

 Paenibacillus terrígena cepa B241 + Micorrizas 
 
 

3,65 x 105 

         Pseudomonas fluorescens cepa 1008 + Micorrizas 
 
 

6,90 x 105 

 Azospirillum brasilense cepa Az39 + Micorrizas 
 

 
3,53 x 105 
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6.4 Determinación de la identidad genética de las cepas presentes en los 

diferentes inoculantes bacterianos como así también la del hongo 

micorrízico utilizado 

 

Para la secuencia del gen que codifica el 16S ARNr de, Azospirillum 

brasilense, Bradyrhizobium japonicum, Paenibacillus terrígena, Acidovorax 

delafieldii y Pseudomonas fluorescens, presentes en los inoculante a base de 

cada una de las cepas mencionadas, utilizados en el presente trabajo, (figuras: 

6.7; 6.8; 6.9; 6.10; 6.11; respectivamente). 
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Luego se realizó una búsqueda de secuencias coincidentes para realizar un 

alineamiento múltiple, se obtuvo el árbol filogenético de la figura 6.12. Se observó 

un árbol enraizado, gracias a las secuencias del gen que codifica el 16S ARNr de 

Escherichia coli, que se utilizó como outgroup. Se pudo observar que la secuencia 

de Azospirillum brasilense TFG  se correlacionó con otros géneros de Azospirillum 

presentes en la base de datos utilizada. En cuanto a la secuencia de 

Bradyrhizobium japonicum analizada (Bradyrhizobium japonicum TGF) se 

correlacionó con las restantes secuencias de Bradyrhizobium presentes en la base 

de datos utilizada. La secuencia de Paenibacillus terrígena TFG se pudo observar 

que se correlaciona con secuencias de Paenibacillus obtenidas en la base de 

datos. En tanto a la secuencia de Acidovorax delafieldii TFG, se observó que la 

secuencia se correlacionó con secuencias de Acidovorax obtenidas en la base de 

datos utilizada. Por último, La secuencia analizada de Pseudomonas fluorescens 

TFG se correlacionó con secuencias tanto de Pseudomonas sp., como con 

secuencias de Pseudomonas fluorescens, presentes en la base de datos. 
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En tanto que para la cepa de Bradyrhizobium japonicum TFG, además del 

gen ARNr 16S, se secuenció el gen GlnA (Fig. 6.13) y recA (Fig. 6.15). También 

se realizó un análisis con el programa Blast N. para dilucidar la identidad de la 

misma. Y hacer una búsqueda de secuencias coincidentes para realizar un 

alineamiento múltiple, y sus respectivos árboles filogenéticos (Fig. 6.14 y Fig. 

6.16), utilizando como outgroup Lactobacillus plantarum para GlnA y Termus 

thermophilus para RecA. Observamos que para ambos genes se observa una 

correlación entre Bradyrhizobium japonicum TFG y las restantes secuencias 

obtenidas en la base de datos para ambos genes. 
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Por último  para la cepa del hongo micorrízico Rizophagus intrarradice TFG, 

se hizo el secuenciamiento de los genes 18S, se realizó un análisis con el 

programa Blast N. para dilucidar la identidad del mismo. Y hacer una búsqueda de 

secuencias coincidentes para realizar un alineamiento múltiple (Fig. 6.18), y el 

árbol filogenético (Fig. 6.19), utilizando como outgroup Wongia fusiformis, se 

correlacionó con secuencias tanto de Glomus, como con secuencias de 

Rizophagus, presentes en la base de datos. 
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6.5 Estudiar el efecto sobre los parámetros vegetativos del desarrollo del 

cultivo, de la aplicación individual y la coinoculación de los productos 

biológicos.  

 

El análisis estadístico mostró los siguientes resultados al comparar los 

parámetros vegetativos de plantas en los distintos tratamientos probados. En 

cuanto a la longitud aérea, se observó que las plantas inoculadas con 

Paenibacillus terrígena cepa B241 + Micorrizas y Azospirillum brasilense cepa 

Az39 + Micorrizas fueron estadísticamente mayor que en todos los tratamientos 

restantes, donde no se encontró diferencia estadísticamente significativa entre 

ellos. 
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En lo referido a longitud radicular, peso fresco aéreo y volumen radicular no 

se presentaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (análisis 

estadísticos en anexos 10.5). 

Respecto al peso fresco radicular, se vió que al comparar las plantas 

tratadas con Azospirillum brasilense + Micorrizas, Paenibacillus terrígena + 

Micorrizas y Pseudomonas fluorescens en contraste con los tratamientos con 

Bradyrhizobium japonicum, Acidovorax delafieldii, Paenibacillus terrígena, 

Azospirillum brasilense y Acidovorax delafieldii  + Micorrizas, los primeros 

presentaron un aumento  significativo de peso fresco radicular, notándose 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos, en tanto que en 

los tratamientos con Pseudomonas fluorescens + Micorrizas y Bradyrhizobium 

japonicum + Micorrizas, se observó una disminución estadísticamente significativa 

de este parámetro vegetativo, en relación con los demás tratamientos. 
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En cuanto al peso seco aéreo, se observó que el tratamiento con el testigo 

positivo (Micorriza), presentó un aumento estadísticamente significativo en este 

parámetro, en contraste con los demás tratamientos (Figura 6.21).  

En tanto que el peso seco radicular, los tratamientos con Azospirillum 

brasilense + Micorrizas, Paenibacillus terrígena + Micorrizas y Pseudomonas 

fluorescens, presentaron un aumento en dicho parámetro, observándose 

diferencias estadísticamente significativas entre estos y los restantes tratamientos 

(Figura 6.22). 
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Por último en cuanto a clorofila medida en la hoja bandera a cada lado del 

nervio central, se observó que todos los tratamientos tuvieron un comportamiento 

similar, salvo el tratamiento con Acidovorax delafieldii, donde se observó una 

disminución estadísticamente significativa entre este y los demás tratamientos. 

 

6.6 Efecto de coinoculación sobre la colonización micorrízica 

Luego de realizar las observaciones al microscopio para determinar el 

porcentaje de infección por HMA en los distintos tratamientos, se observa que el 

tratamiento de coinoculación con Paenibacillus terrígena y HMA con un 18 % de 

colonización radicular, fue el que poseía mayor porcentaje de infección. Luego le 

siguieron los tratamientos de coinoculación con Azospirillum brasilense y HMA 

16% y el testigo con HMA con 16 %. 
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Los tratamientos inoculados con Pseudomonas fluorescens y HMA, 

Bradyrhizobium japonicum y HMA, y Acidovorax delafieldii y HMA, presentaron 

niveles de infección de entre 9 % y 12 %. Por último, los tratamientos restantes, 

aunque no estuvieron tratados con HMA mostraron un bajo porcentaje de infección 

(La presencia del bajo porcentaje de raíces colonizadas por hongos micorrízicos 

que no fueron inoculadas con HMA podría deberse a la sobrevida, de hongos 

naturalizados, en el suelo). 
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7. DISCUSIÓN 

 

Con respecto a la puesta a punto del sistema de siembra, riego y desarrollo 

del cultivo de maíz en Cone-tainersTM, el resultado fue exitoso. El protocolo de 

desinfección de semillas fue descartado dado que los resultados no fueron los 

esperados y así mismo esto no sería lo que pasa en una situación real a campo. 

En el ensayo de elección del mejor sustrato se evaluó el uso de diferentes 

sustratos y las características vegetativas de plantas de maíz en condiciones de 

cámara de crecimiento. 

La morfología del sistema radical de un cultivo está definida por la genética, 

mientras que las condiciones físicas del suelo modifican la distribución espacial de 

las mismas (Barrios et al., 2014). Sabiendo que en los distintos sustratos se 

sembraron semillas de maíz del mismo híbrido, se descarta la influencia genética 

en las diferencias estadísticamente significativas observadas en los parámetros 

vegetativos entre distintos sustratos.  

El crecimiento de la raíz principal y de las raíces laterales produce un 

aumento de la superficie de absorción de las plantas, lo que favorece el 

intercambio de nutrientes. Muchos autores han reportado la capacidad de las 

PGPRs de potenciar estos cambios morfológicos en los sistemas radiculares de 

los cultivos (Kapulnik et al., 1985; de-Bashan et al., 2007; Spaepen et al., 2008). 

La radícula y las raíces seminales son fundamentales hasta que la planta 

alcanza tres hojas, estado en que la presencia de raíces principales es aún muy 

escasa. Al estado de cuatro hojas las raíces primarias dejan de crecer y van 

perdiendo gradualmente su importancia, luego de la emergencia del coleóptilo, el 

crecimiento del sistema de raíces seminales disminuye y luego se detiene 

aproximadamente en V3, por ello es importante evaluar el crecimiento radicular en 

los primeros estadios del cultivo, por lo que los datos obtenidos en los ensayos a 

los 28-35 días desde la siembra son de suma importancia (Troyer, 2009). 

Las plantas implantadas en el sustrato suelo presentaron una longitud 

radicular significativamente mayor que las implantadas en los otros tres sustratos 

evaluados. Se sabe que el crecimiento de las raíces está influenciado por la 

densidad aparente, porosidad, aireación, agua, temperatura, materia orgánica 
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(Barrios et al., 2014). Dicha observación se corresponde con la disminución en el 

aporte de nutrientes, mayor aireación, menor retención de agua y nula materia 

orgánica por parte de los sustratos inertes (arenas y perlita). En cuanto a la parte 

aérea las plantas implantadas en suelo-arena, suelo-arena-perlita, presentan una 

longitud significativamente mayor que las implantadas en suelo, y a su vez con las 

implantadas en arena gruesa-arena fina, compensando de esta manera la menor 

longitud radicular. Cuando se evaluó la masa, tanto fresca como seca, se observó 

que la biomasa producida en el sustrato arena gruesa-arena fina es en todos los 

casos significativamente menor estadísticamente. Esto indica un mejor desarrollo 

del cultivo en los sustratos restantes, seguramente debido a las características 

poco favorables del sustrato arena. En general, la arena tiene baja capacidad de 

retención de humedad (16 % a capacidad de campo y 11 % a punto de 

marchitamiento permanente) (Porta et al., 1999), y retiene agua disponible 

fácilmente, pero la pierde rápidamente (Segura Castruita et al. 2008). Por lo tanto 

la decisión de seguir con el sustrato suelo fue lo más adecuado, dado que  

presentó los valores más altos en la mayoría de los parámetros vegetativos en 

estudio (tabla de anexo 10.5), y estructuralmente le da un mejor soporte al cultivo. 

El inoculante en base de Bradyrhizobium japonicum contenía 1,2 x 1010 

ufc/ml, superando de ésta manera a lo indicado por el fabricante, de 1 x 1010 

ufc/mL a la fecha de elaboración y 1 x 109 ufc/mL a la fecha de vencimiento. En 

cuanto a la resolución-264-2011-SENASA, establece en el capítulo 3 referido al 

registro de productos, en el ítem D fertilizantes biológicos, concentración mínima 

para productos formulados en base a Rhizobium y Bradyrhizobium de 1 x 108 ufc / 

ml al vencimiento, por lo que el inoculante utilizado superó ampliamente dicha 

cantidad.  

En el caso del inoculante en base a Pseudomonas fluorescens contenía 

1,03 x 109 ufc/ml, en concordancia a lo indicado por el fabricante, de 1x109 ufc/mL 

a la elaboración, 1x108 ufc/mL al vencimiento.  

El inoculante en base a Azospirillum brasilense contenía 6,47 x 108 ufc/ml, 

superando de esta manera a lo indicado en la resolución-262-2011-SENASA, 

donde se describe como requerimiento para el registro de productos una 

concentración mínima para los productos al vencimiento de 1 x 107 ufc / ml.  
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Con respecto a los inoculantes formulados en base a Acidovorax delafieldii 

y Paenibacillus terrígena, con 1,54 x 109 ufc/ml y 1,40 x 108 ufc/ml 

respectivamente, se consideran títulos adecuados para su utilización.  

En cuanto a la recuperación de bacterias viables sobre semillas, las 

concentraciones encontradas se consideraron adecuadas para continuar con los 

ensayos.  

En relación a la corroboración de la identidad genética de las secuencias de 

ADN de las cepas evaluadas, mediante la búsqueda de secuencias coincidentes, 

el alineamiento múltiple y la generación de árboles filogenéticos se pudo observar, 

a nivel de especie, la identidad de las cepas analizadas. La información obtenida 

por medios bioinformáticos coincidió con la brindada por el fabricante, en el caso 

de las cepas utilizadas. La colonización de hongos formadores de micorrizas 

puede afectar a las poblaciones microbianas de la rizósfera directa o 

indirectamente, a través de cambios en los exudados de la raíz (cuantitativa y 

cualitativamente), lo que se conoce como ―efecto de micorrizósfera‖ (Linderman, 

1992). La colonización por HMA puede aumentar, no afectar o disminuir el número 

total de bacterias en la rizósfera (Christensen y Jakobsen, 1993). Balota et al. 

(1995) describieron la estimulación del establecimiento de HMA en raíces por 

parte de bacterias productoras de ácido indol-3-acético (auxina más conocida). 

Este efecto se relaciona con la capacidad de los compuestos que promueven el 

crecimiento de estimular la susceptibilidad de las plantas a la colonización 

micorrízica, germinación de esporas o crecimiento de micelio, aumentando así la 

posibilidad de contacto entre hifas fúngicas y raíces, y en consecuencia aumentar 

el establecimiento de HMA.  

Lo dicho anteriormente se aplica al caso de Azospirillum brasilense, que 

produce reguladores de crecimiento como auxinas, citoquininas, giberelinas, 

etileno, ácido abscísico, óxido nítrico y poliaminas (Prinsen et al., 1993; Cassán et 

al., 2009).  

La mayor proporción de nitrógeno en los ecosistemas terrestres y acuáticos 

proviene de la fijación biológica, FBN (Roesch et al., 2008). La integración de FBN 

a la producción de cultivos mejoraría la sustentabilidad de los sistemas agrícolas, 

como maíz. A la relación biológica entre raíz y bacterias diazotróficas que realizan 

FBN, se conoce como asociación rizosférica o endofítica (Montañéz et al., 2008). 
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Es el caso de Azospirillum (Lodewyckx et al., 2002), que se establece y alimenta 

en la raíz (Akello et al., 2008; El-Tarabily et al., 2009) y suministra nitrógeno a la 

planta (Mayz-Figueroa 2004, Bashan y de-Bashan 2010). Azospirillum es la 

rizobacteria de importancia para mejorar crecimiento o rendimiento de cultivos, 

bajo diversos ambientes y condiciones edáficas (Bashan et al. 2004). Azospirillum 

brasilense ha sido exitosa, pues se reportaron incrementos mayores al 30 %, en la 

producción de grano y materia seca de cultivos tales como maíz y trigo (Holguin et 

al. 2003). Lo que concuerda con lo obtenido en el estudio de colonización radicular 

por HMA, donde uno de los mayores porcentajes de infección se obtuvo en el 

tratamiento con Azospirillum brasilense + HMA. 

Se ha demostrado que la inoculación de gramíneas, incluido el maíz, con 

especies de bacterias diazotrofas producen aumentos en la producción, más allá 

de que no se confirme que ese aumento sea debido al aporte de N por fijación 

biológica o por otro mecanismo de promoción del crecimiento (Kennedy, 2004; 

Ahmand, 2006; Jha y Kumar, 2009) concordando con que los mejores resultados 

en cuanto a parámetros vegetativos estudiados y porcentaje de coinoculación con 

HMA sean los tratamientos de Paenibacillus terrígena + HMA y Azospirillum 

brasilense + HMA. 

Vosátka y Gryndler (1999) plantean que el uso de inoculante en base a 

microorganismos de vida libre como biocontrol, como es el caso de Pseudomonas 

fluorescens, da la posibilidad de que los antagonistas fúngicos interactúen no solo 

con hongos patógenos, sino también con HMA. Aunque también plantean que los 

inoculantes a base de Pseudomonas pueden estimular la colonización de las 

micorrizas. Además, se sabe que Pseudomonas sp. Produce metabolitos 

secundarios (O’Sullivan y O’Gara, 1992), que mejoran el crecimiento de HMA por 

lo que mejora la colonización radicular.  

En adhesión a lo anteriormente mencionado, en los ensayos realizados en 

este trabajo, las raíces de las plantas inoculadas con Pseudomonas fluorescens + 

HMA, mostraron un porcentaje de colonización radicular por HMA de 12 %. Los 

tratamientos con Bradyrhizobium japonicum + HMA y  Acidovorax delafieldii + 

HMA fueron los que presentaron menor porcentaje de coinoculación, siendo 

también los que tuvieron una merma en la mayoría de los parámetros vegetativos 

analizados. La presencia del bajo porcentaje de raíces colonizadas por hongos 
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micorrízicos que no fueron inoculadas con HMA podría deberse a la sobrevida, de 

hongos naturalizados, en el suelo pasteurizado.  

La relación entre la inoculación con PGPR y la clorofila se encuentra en la 

fijación biológica de nitrógeno, que es responsable del aumento de verdor en las 

hojas (Cabrera, 2004) y el verdor de las hojas de una planta es un indicador de la 

mejora en el contenido de clorofila (Bojović y Marković, 2009). Dado que el 

nitrógeno es un elemento estructural de la clorofila, su disponibilidad da como 

resultado un aumento en el contenido de clorofila. En este trabajo, en todos los 

tratamientos (a excepción del tratamiento con Paenibacillus terrígena + HMA y 

Azospirillum brasilense + HMA) al coinocular con HMA se observó una tendencia 

estadísticamente no significativa a disminuir los parámetros vegetativos 

(especialmente en longitud aérea) con respecto a los no inoculados con HMA. 

Respecto al desarrollo radicular, tanto para la longitud como para el 

volumen, no se observó diferencias estadísticamente significativas al comparar las 

plantas, pero si hubo un mejor comportamiento en cuanto a peso seco y fresco 

radicular. Sin embargo en cuanto a los parámetros aéreos medidos, si se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas, siendo los tratamientos 

con Paenibacillus terrígena + HMA y Azospirillum brasilense + HMA los de mejor y 

más regular comportamiento. Teniendo en cuenta que una planta que posee un 

sistema radicular más corto y menos prolífero es capaz de explorar menos 

volumen de suelo para la obtención de agua y nutrientes. Una menor longitud de 

raíces por unidad de volumen de suelo o una menor densidad radicular requieren 

que la tasa de absorción de agua y nutrientes se mantengan más elevadas de lo 

normal a fin de satisfacer las demandas (Bennie, 1991). Por lo cual se puede decir 

que los tratamientos de coinoculación al no presentar una diferencia 

estadísticamente significativa en parámetros radiculares, el incremento en 

parámetros aéreo podría estar establecido por ventajas otorgadas por ciertas 

PGPR en coinoculación con el hongo micorrízico. Encontrando en los tratamientos 

con Paenibacillus terrígena + HMA y Azospirillum brasilense + HMA resultados 

radiculares similares a los otros tratamientos, pero mejorando notablemente los 

parámetros aéreos y mostrando el mayor porcentaje de infección radicular por 

HMA, así mismo los parámetros radiculares obtenidos son buenos y en su 

mayoría superiores o iguales al testigo, por lo tanto estos darán un mejor soporte, 
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una mayor exploración de suelo y una mayor reposición de carbono (en 

combinación con la biomasa aérea), y a su vez  otorgaran beneficios para una 

mayor  biomasa y  formación de granos, siendo estos otorgados por la interacción 

PGPR y HMA. 

Por otro lado, se sabe que los HMA proporcionan a la planta hospedante 

nutrientes minerales y agua, a cambio de productos fotosintéticos (Smith y Read, 

2008). Además, las hifas fúngicas son mucho más delgadas que las raíces y, por 

lo tanto, pueden penetrar poros más pequeños (Allen, 2011). Los carbohidratos y 

los nutrientes minerales se intercambian dentro de las raíces a través de la interfaz 

entre la planta y el hongo. Las hifas fúngicas colonizan la raíz y forman 

arbúsculos, que se consideran el sitio funcional de intercambio de nutrientes 

(Balestrini et al., 2015). Por lo tanto, los HMA pueden aliviar la limitación en el 

crecimiento de las plantas causada por un suministro inadecuado de nutrientes 

(Nouri et al., 2014). Por lo que, en el tratamiento con Paenibacillus terrígena + 

HMA y Azospirillum brasilense + HMA, la mejoría de un sistema aéreo en 

comparación con los demás tratamientos, un mayor porcentaje de infección, 

teniendo todos parámetros radiculares similares, podría decirse que, en este caso 

en particular, los HMA están aportado al sistema radicular la capacidad de captar y 

asimilar mejor los nutrientes y agua. En los tratamientos restantes no se encontró 

una evidente relación entre sistema aéreo y sistema radicular como en lo 

anteriormente mencionado.  

Este estudio deja muy buenos resultados de cara al futuro, dado que la 

coinoculación de ciertas PGPR con HMA dieron un aumento estadísticamente 

significativo en los parámetros vegetativos en cuestión, en especial los 

tratamientos con Paenibacillus terrígena + HMA y Azospirillum brasilense + HMA, 

siendo estas las que mejores resultados mostraron en parámetros vegetativos 

aéreos, manteniendo buenos resultados radiculares. 

 Dilucidándose un posible aumento en el rendimiento, biomasa del cultivo y 

aportes a la estructura del suelo, y nutrientes, gracias a la coinoculación de estos 

microorganismos. 
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8. CONCLUSIONES 

 

La puesta a punto del sistema de siembra, riego y desarrollo del cultivo de 

Maíz en Cone-tainersTM se llevó a cabo con éxito, dejando un protocolo 

estandarizado para el uso de Cone-tainersTM en el cultivo de Maíz. El sustrato 

seleccionado para continuar con los ensayos en este sistema fue el suelo libre de 

Bradyrhizobium sp. 

Los tratamientos con PGPR sin coinoculacion con HMA no presentaron 

diferencias estadísticamente significativas con el tratamiento control. 

En tanto que los tratamientos de PGPR coinoculado con HMA, 

específicamente los tratamientos de Paenibacillus terrígena + Micorrizas y 

Azospirillum brasilense  + Micorrizas dieron diferencias estadísticamente 

significativas, dando como resultado el mayor porcentaje de infección radicular por 

HMA, y también los parámetros vegetativos más significativos en el cultivo de 

Maíz.  

Notándose un aumento en el desempeño del sistema radicular micorrizado 

y su biomasa aérea, siendo esto de especial importancia para un buen 

rendimiento, aumento de biomasa, y aportes al sistema suelo.  
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10. ANEXOS 

Determinaciones analíticas realizadas en el Laboratorio Agronómico S.A. (Chacabuco). 

Ajuste de pH 6,1. 

 

 

 

Tabla 10.1: Caracterización de las condiciones edáficas del sustrato Suelo. 

Suelo PH CE 
MO 
(%) 

P disp. 
(ppm) 

NO3 
(ppm) 

N-NO3 
(ppm) 

N-NO3 
(Kg/ha) 

SO4 
(ppm) 

No estéril 6.38 0.09 0.83 9.57 86.15 19.45 48.64 ND 

Estéril 6.73 0.07 0.89 10 30.11 6.80 17.00 ND 

Tabla 10.2: Compuestos y concentraciones finales de la solución Hoagland 

Compuesto Concentración final 

Ca(NO3)2 x 4H2O 0.25 mM 

KNO3 0.25 mM 

MgSO4 x 7H2O 1 mM 

NaFe EDTA 50 µM 

KH2PO4 20 µM 

H3BO3 10 µM 

Na2MoO4 x 2H2O 0.2 µM 

ZnSO4 x 7H2O 1 µM 

MnCl2 x 4H2O 2 µM 

CuSO4 x 5H2O 0.5 µM 

CoCl2 x 6H2O 0.2 µM 

HCl 25 µM 

MES 0.5 mM 
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Tabla 10.3: Protocolo de extracción de DNA 

1- Centrifugar 1.5 ml de cultivo crecido toda la noche. 

2- Descartar el sobrenadante: 
*Para microorganismos Gram +: Re suspender las células en 480 µl de EDTA 
50mM y agitar en vortex. Luego agregar 120 µl de lisozima (10 mg/ml) e incubar 
60 minutos a 37°C. Centrifugar y descartar el sobrenadante y continuar en paso 
(3). Para microorganismos Gram – no realizar este procedimiento y continuar en 
paso (3). 

3- Agregar 600 µl de buffer de lisis y mezclar, incubar 10 minutos a 80°C y luego 
dejar enfriar a temperatura ambiente. 

4-  Cuando la temperatura descendió, agregar 3 µl de ARN (10 mg/ml) e incubar a 
37° C por 30 minutos. 

5- Agregar 200 µl de solución de precipitación proteica e incubar en hielo por 20 
minutos. 

6- Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos, colocar el sobrenadante en un tubo 
nuevo y descartar el precipitado. 

7- Agregar 600 µl de isopropanol y mezclar. 

8- Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos y descartar el sobrenadante. 

9- Agregar 500 µl de etanol al 70% (en agua) y mezclar. 

10- Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos y descartar el sobrenadante. 

11-  Secar el pellet (puede no ser visible) por 4 – 6 horas en estufa a 37°C, cuando 
no se perciba restos de etanol, resuspender la muestra en agua calidad miliQ. 
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Tabla 10.4: elección mejor sustrato análisis estadístico. 

 

ANOVA (DGC) longitud aérea 

ANOVA (DGC) longitud radicular 
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ANOVA (DGC) Peso aéreo fresco 

 

ANOVA (DGC) Peso seco aéreo 
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ANOVA (DGC) Peso radicular fresco 

 

ANOVA (DGC) Peso seco radicular 
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ANOVA (DGC) Volumen radicular 

 

 

Tabla 10.5: análisis estadísticos parámetros vegetativos. 

 

ANOVA (DGC) Longitud aérea 
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ANOVA (DGC) Longitud radicular 

 

ANOVA (DGC) Peso fresco aéreo 
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ANOVA (DGC) Volumen radicular 

 

ANOVA (DGC) Peso fresco radicular 
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ANOVA (DGC) Peso seco aéreo 

 

ANOVA (DGC) Peso seco radicular 
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ANOVA (DGC) Clorofila 

 

 

Dentro de cada columna, medias con una letra distinta son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

 

  

Tabla 10.6: Valores medio de parámetros vegetativos en distintos sustratos. 

tratamient
o 

Longitud 
aérea 

Longitud 
radicular 

peso 
aéreo 
fresco 

peso 
radicula
r fresco 

peso 
seco 
aéreo 

peso 
seco 
radicular 

volumen 
radicular 

suelo 
47,3       
B 

27,4       A 
2,72    
A 

1,72 
0,41     
A 

0,24 4,15      A 

suelo-
arena 

54,1       
A 

24,3       B 
3,05    
A 

1,9 
0,51     
A 

0,26 3,23      B 

suelo-
arena-
perlita 

54,6       
A 

24,9       B 
2,98    
A 
 

1,65 
0,47     
A 

0,22 3,14      B 

arena G/F 
43          
C 

24,9       B 
1,75    
B 

1,66 
0,3       
B 

0,22 3,31      B 
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Dentro de cada columna, medias con una letra distinta son significativamente diferentes (p > 0,05). 

Tabla 10.7: Valores medios de parámetros vegetativos en los distintos tratamientos. 

Tratamientos 
Longitud 

aérea 
Longitud 
radicular 

Peso fresco 
aéreo 

Peso fresco 
radicular 

Peso seco 
aéreo 

Peso seco 
radicular 

Clorofila 
Volumen 
radicular 

%  de colonización 
radicular  
 

 
     Testigo 

 
57,7      B             27,8 5,953 4,053         B 1,102          B 0,656          B 16,1         A 3,39 0% 

Bradyrhizobium japonicum 56         B                   29,2 5,734 4,114         B 0,926          B 0,655          B 16,48       A 3,38 
2% 

 

Acidovorax delafieldii cepa 
A736 

53,2      B            25,4 5,888 3,592         B 0,856          B 0,549          B 14,26       B 4,23 
2,50% 

 

Paenibacillus terrígena cepa 
B241     

54,8      B                29,9 6,064 4,129         B 1,171          B 0,753          B 16,1         A 3,59 
1,30% 

 

Pseudomonas fluorecens cepa 
1008   

56,4      B                28 5,893 4,704         A 0,912          B 0,873          A 17,32       A 4,5 
0,25% 

 

Azospirillum brasilense cepa 
Az39 

 
52,6      B              27,1 5,648 4,094         B 0,675          B 0,689          B 16,02       A 3,75 

4,50% 
 

Bradyrhizobium japonicum + 
Micorrizas 

 
58         B                   27,1 5,984 3,204         C 0,783          B 0,444          B 16,42       A 3,98 

9,50% 
 

Acidovorax delafieldii cepa 
A736+micorriza 

58,4      B              26,1 6,149 3,761         B 1,136          B 0,583          B 16,46       A 4,55 
9,50% 

 

Paenibacillus terrígena cepa 
B241 + micorrizas 

61,8      A               28,5 5,992 4,971         A 1,012          B 1,039          A 17,98       A 4,72 
18% 

 

Pseudomonas fluorecens cepa 
1008 + micorrizas 

59         B                 26,2 6,018 3,224         C 0,897          B 0,456          B 16,49       A 4,26 
12% 

 

Azospirillum brasilense cepa 
Az39 + micorrizas 

61,1      A               28,4 6,623 5,128         A 0,806          B 1,052          A 18,1         A 4,33 
16% 

 

 
   Micorrizas 

 
56,7      B               26,4 6,169 3,865         B 1,423          A 0,608          B 16,64       A 4,27 

16% 
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