Respuesta de Tres Hibridos Comerciales
de Maiz a la Inoculacion con Azospirillum’

ABSTRACT

In order to analyse the Influence of Azespirillum inoculation
fnleracting with nltrogen fertitization on corn, a flcl trial using
three bacterial strain and Dekalb 3F-22, Cargil R-157 and
Contlnental RF-88 corn hybrids was carrled out. Yield and its
components, blomass and nitregen content in the graln, were the
parameters assessed. Among them, only the yleld component
1000-kernel welght showed significant differencesfor the “hybrid
x strain x fertHization™ Interaction. While Dekatb 3F.22 and
Cargll R-157 reached the highest 1000-%ernel weights with
nitrogen suppiled and when incculated with sérains 10M and 59,
respectively, Contlnental R¥-88 reached Its highest weight with
strain TM and without fertilization. Fleld nitrogen fixation,
which was estlmated considering the acetylene redaction sctivity
exhibited by samples taken at the flowering stage, was significan-
tly higher for inoculated treatments, exceeding that of the control
unilt In 91% In case of unfertillzed plots. The most remarkable
effect of inoculation, however, was noticed in terms of root
development by means of a pot experiment, which showed an
Increnseof 100% and 150% In the root surface area of Dekalb 3F-
22 plants inocolated with straing 7M and 10M, respectively.

Key words:  Maize, Azespirilium, inoculation, nitrogen fertili-
zation, nitrogen fixation.

INTRODUCCION

iversos auntores han expucsto los efectos be-
néficos en los rendimientos por asociacidn de

4" bacterias del género Azospirillum con raices
de gramineas forrajeras y de grano en condiciones de
campo (1, 17,20). En la mayorfade los casos, los incre-
mentos hallados fueron alrededor del 209, sin embar-
go en algunos trabajos se seffalan aumentos de hasta un
60% (19).
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COMPENDIO

Para determinar 1z influencia de 1a inoeuliackén con Azospi-
rillum en Interacclon con ta fertilizaclén nitrogenada sobre ¢l
cultivo de maiz, se realizd un ensaye de campo empleando tres
cepas bacterianas y los hibridos Dekalb 31F-22, Cargill R-157 y
Continental RF-88. Los pardmetros cvaluados fucron el readi-
miento y sus componentes, ia blomasa y ef contenido de protefna
enelgrano. Deellos, elfinicogue mostrédiferencias signilicativas,
para ta interaccion hibrido x cepa x fertilizacion, fue of compo-
nente del rendiimiento peso de 1000 semllias; ateanzando el
BPekalb 3F-22 y el Cargill R-157 los valores méximos con agrega-
do de N e lnocutados con cepas 10M y 59, respectivamente. Por
of contrarle, Continental RI-88 presentd ef pleo para peso de
1000 granos sin fertilizacidn y en Interaccién con la eepa ™M La
fijacidn del N al campo, estimada con base en fa actlvidad de re-
ducclon del neetileno y determinada en muestras tomadas en flo-
racién, fue significativamente mayer en los tratamicntos inocu-
indos, y superé a la del control en 91 % en las parcelas sin ferti-
fizar. Sin embargo, el efeclo més destacado de la Invealaclén se
ebtuve en ¢ desarrolle radical en un ensayo en muacetas; ohser-
vandose para ¢l hfbrido Dekalb 3F-22 incrementos en su super-
ficie radical del 100% con ks cepa TM y del 1505 conlacopa T0M.

Palubras clave:  Maiz, Azospirithwn. inoculicion, fenilizacion
nitrogenada. {ijacién de nitrdgeno

Azospirillum s un activo {ijador de N cn condicio-
nics de laboratorio microaeriferas. Por cllo, en general,
se alribuye como respuesta la inoculacion a la fijacion
biolégica de N atmoslérico (FBN); no obstante existen
opiniones dispares en esle sentido. Segin Von Bullow
y Dobereiner (23) y Rennic (21), la fijacion de Nen ¢l
cultivo de maiz desempefia un papel importante, perose
manifiesia en forma diferente de acuerdo con ¢l gend-
Lipo considerado. Asimismo, Doberciner y Baldani {7),
y Freitas et al. (9) observaron mayor rendimicnto y acu-
mulacién de N en ¢! grano al inocular maiz con cepas
obtenidas de raices esterilizadas de este cereal frente a
otras aisladas de suclo rizosférico.

Por otra parie, en plantas de irigo, Kapulnik et af.
(10) verificaron la existencia de un marcado clecto de
la inoculacion con Azospiritlum sobre ¢l largo, drea y
grado de ramificacidn radical, aspectos relacionados
con la produccién de sustancias hormonales, tales como
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auxinas, giberelinas y citoquininas (22). Esta estimula-
cién en el desarrollo radical podria implicar un conside-
rable incremento en ¢l potencial de absorcién de agua y
nutrimentos por parte de Ja planta.

Dobereiner (8) sefiala que Azospirillum reduce ac-
tivamente el NO,, facilitando, de esta manera, su asimi-
lacidn desde el suelo. Se supone que esta activa reduc-
¢ién de nitratos en las rafces de plantas inoculadas pue-
de atribuirse a la actividad de la enzima nitrato reduc-
tasa de la bacteria (3). Esto podria relacionarse con el
aumento de la eficiencia de los fertilizantes nitrogena-
dos en formas nitricas y amoniacales, que, en el caso de
maiz, puede oscilar alrededor de un 40% (). En este
sentido Millet y Feldman (14), Pacovsky et al, (18)
sugieren la posibilidad de combinar los efectos, aiin no
definidos, de la inoculacidn con Azospirillum y la pric-
tica de la fertilizacidn, pues han observado una mejor
respuesta a Ja inoculacidn cuando s¢ aplica un fertili-
zante nitrogenado en conrdiciones de campo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la inocuiacidn con Azospirillum spp. sobre varios atri-
butos de tres hibridos comerciales de maiz de amplia
difusién, en la zona maicera nicleo de Argentina. Para
ello se realizaron dos experimentos, unc de campo y
otro en macetas.

MATERIALES Y METODOS
Experimento de campo

En el campo experimental del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INT A)-Pergamino, Provin-
ciade Buenos Aires, Arg., se efectud el experimento de
campo. Ellote considerado pertenece a la seric Perga-
mino, con alteraciones debidas al uso intensivo del
suelo, durante 15 aflos de cultivo de maiz; el contenido
de nitratos al momento de la siembra fue de 65 partes
por millén.

El experimento tuvo un arreglo faciorial 3 x4 x 2,
donde las variables consideradas fueron tres bibridos de
maiz, cuatro tratamientos de inoculacién y dos niveles
de fenilizacidn nitrogenada. El disefio estadistico esco-

Cuadre 1. Precipltaclones durante el ciclo del cultivo.

gido fue de blogues completos alcatorios con cuatro
repeticiones.

I.os hibridos de maiz empleados fueron Dekalb 3F-
22,CargiliR-157 y Continental RF-88. (Para facilitar la
lectura del texto, se designan a los hibridos como:
Dekall, Cargill y Continental).

Los cuatro tratamicntos de inoculacidn correspon-
den a tres cepas de Azospirillum y un testigo sin inocu-
far, Las cepas utilizadas fucron las nativas 7TM y 10M,
identificadas como A brasilense, y la cepa 59 dec A
lipoferum proporcionada por el Centro Nacional de
Pesquisa em Biologia do Solo (CNPBS) de la Empresa
Brasilefiade Investigacion Agropecuaria (EMBRAPA},
Rio de Janeiro, Bra. Las cepas 7M y 10OM fucron
aisladas de raices esterilizvadas de cultivos de maiz
ubicados en la localidad bonacrense de Junin, segidn la
metodologia descrita por Okon et al. (16).

Los dos niveles de fertilizacidn nitrogenada consi-
derados fueron 0 kg vy 100 kg, como urea al voleo, 23
dias después de la siembra (21 de octubre de 1987).
Cada unidad experimental, de 21 m?, constaba de cuatro
hileras distanciadas a 0.70 m; la distancia entre plantas
fue de 0.26 m, representando una densidad de 52 (00
plantas por hectdrea.

La inoculacidn se realizd con la sicmbra, colocan-
do al costado de 1a semilla una dosis masiva de inocu-
lante preparado con base cn lurba estéril impregnada
con el correspondiente caldo bacteriano. Para oblener
¢l caldo bacteriano, cada cepa se cultivd por espacio de
36 h en malato liquido (16}, con 1 g 17 de cloruro de
amonio (NH,CD), a 30°C bajo agilacidn continua.

El contenido de humedad del inoculante fuc del
50% y la concentracion bacteriana fue de 4 x 107 ufc por
gramo de producto.

Entre {as labores culturales aplicadas se incluye
una escardillada y un aporque; el control de malczas se
realizé en forma manual.

En ¢l Cuadro 1 sc presenian los datos de precipita-
ciones a fo largo del ciclo del culiivo.

Set. Qo Nav. Dic Enero Feb Marzo Abril
Apua caida 129 1207 1295 926 713 632 82 2 539
Dias precipitacién 2 i0 9 12 8 16 18 7
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Elefectode la inoculacion fue estimado en funcidn
de la medida del rendimiento y de sus componentes, del
contenido proteico det grano y de la produccidn de
biomasa. Este ditimo pardmero fue evaluado en
floracion y después de 1a madurez fisioldgica.

Para calcular el rendimiento en grano se conaron
las espigas de la parcela cosechable de 10 m% vy se
estimé el ndmero de hileras por espiga, el de granos por
hilera y el peso de 1000 granos (P-1000), con base en
cuatroplantas de cada parcelatomadasal azar. También
se calculd el nimero de cspigas por planta,

El porcentaje de proleina del grano se estimé de
acuerdo con el contenido de N determinado por el
método microkjeldahl (15).

Labiomasa producida se estimé calculando ¢l peso
seco de cuatro plantas tomadas de una de las hileras
cenirales de cada parcela, secando el material vegeial
en estufa a 70°C hasta oblener un peso constante.

Con el fin de cvaluar la capacidad del método de
reduccion de acelileno para detectar diferencias en la
FBN encondicionesdecampo, se compard la produccidn
de etileno por planta y por hora de cuatro tratamientos
incluidos en el experimento. Estos tratamientos [ueron
del hibrido Dekalb sin inocular e inoculado con la cepa
7M™, con y sin aplicacin de fertilizante nitrogenado.
Para ello se emplearon cilindros metdlicos de 14.5 cm
de didmetro y 21 cm de altura. Los mismos {ueron
introducidos en ¢l suelo, a través de 1a planta en flora-
cidn; posteriormente se extrajeron con ayuda de una
pala. Las muestras asi obtenidas se humedecieron hasta
capacidad de campo. Transcurridos tres dias, se cortd
y s¢ descartd de las muestras la parte aérea; luego se
incubaron en inverniculo durante 24 h con 10% de gas
acetileno, calculado sobre un tercio del volumen del
cilindro vacio. Encada extremo del cilindro, se le adosd
en forma hermética una tapa metilica; de ellas,
la superior tenfa una vilvula que permitia la
inyeccidn del gas. Despuésde laincubacion, se

sembraron tres semillas del hibrido Dekalb, raledndose
a una planta por maceta después de Ia emergencia. Los
tratamientos considerados fueron las cepas nativas de
A brasilense TM y 10M que se utilizaron en el experi-
mento de campo, y un testigo constituido por una
mezcla de ambas cepas esterilizada por autoclave.,

Se empled un disefio estadistico aleatorio con siete
repeticiones por tratamiento, sometiéndose los
resultados al andlisis de variancia (ANVA).

Cada cepa fue multiplicada durante 24 hen las mis-
mas condiciones que las empleadas en la oblencidn de
los caldos bacterianos. La inoculacién se hizo con 5 ml
de suspensién bacleriana, que se depositaron en el
cuello de la pldntula en el momento del raleo. Periédi-
camenle se regd con agua destilada y solucién de
Hoagland y Arno, con 50% del N indicado para la
solucién completa en ¢l primer riego y con 3% en los
posicriores, para evitar grandes déficit que hicieran
peligrar el éxito del experimento (11).

I.as plantas crecieron al aire libre durante 45 dias.
Las mismas {ueron cosechadas cuando tenian acho ho-
jasemergidas. Lasraices sc lavaron con agua corriente
para climinar todo resto de vermiculita que pudiera
alterar la estimacicn de Ia superficie radical, signiendo
cl método gravimétrico de Carley y Watson (5).

RESULTADOS

El Cuadro 2 muestra los rendimicntos medios
obtenidos para cada uno de los tratamientos del ensayo
de campo. Puede observarse que las diferencias
significativas registradas (<5%) son atribuibles inica-
mente al gendtipo vegetal; y también que, contraria-
mente 2 o esperado, la aplicacidn de 100 kg N ha' ala
siembra no incrementd en forma estadisticamente sig-
nificativa el rendimiento en grano.

Cuadre 2. Rendimientos medlos en grano (kg ha).

Tratarsientos inoculados

determing la produccidn de etileno en un cro-

. . 7 i
matégrafo de gases Perkin Elmer 881. M oM 59 iestieo
Na Dekalb 6332 5997 6075 5865
fenilizados Cargill 6712 6 547 6765 6402
. {Okg » N/ha) Conlinental 7065 7025 6985 7062
Experimento en macetas
Dekalb 6132 6 100 5990 5935
N Fenitizados Cargill 6 765 6 680 6725 6335
Se utilizaron macetas de polictileno color (Q00kg»Nma)  Coalinental 6745 711 6175 6702

negro de 15 | de capacidad con vermiculita
esiéril como soporte. En cada una de elias se

Diferencia minima significativa {DMS) = 604
Coeficiente de vanacidén (CV) =T T%
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Fig. 1. Interacifn cepa-fentilizacién para et peso de 1000 semillasde
tres hibridos comerciales de maiz

En la Fig. 1 se observa el peso de 1000 semiilas,
tinico componente del rendimiento que mostrd diferen-
cias significativas entre tratamientos, no sélo a causa
del hibrido sino también como respuesta a la tnocula-
cién y a su interaccién con el factor “fertilizacion
nitrogenada”.

Para los tratamientos sin fertilizacion sélo la cepa
7M™ produjo respuestas destacadas respecto del testigo
para el P-1000, en el caso de Cargill y de Continental.

En relacion con las de parcelas fertilizadas con N,
la inoculacién incidié de modo diferente. El hibrido
Dekalb, que sin fertilizacién no respondid, produjo un
P-1000 significativamente mayor que e control corres-
pondiente al ser inoculado con la cepa 10M, en tanto
que el Cargill lo hizo con la cepa 59. Se hace notar la
marcada interaccién negativa que tuvo lugar en el hibri-
do Continental al ser fertilizado e inoculado con lacepa
™, lo que se tradujo en un P-1000 notoriamente infe-
rior al obtenido con la misma cepa, pero sin fertiliza-
cion.

Cuadro 3. Materia seca en floracién (kg ha ')

Independientemente de las interacciones especifi-
cas, se debe destacar 1a superioridad del hibrido Cargill
sobre los otros dos en relacidn al atributo que se analiza
(Fig. 1). También se puede visualizar que el peso de
1000 semillas respondid positivamente al agregado de
N en los tres hibridos empleados, de ellos el Cargill fue
el que demostrd tener mayor potencial de repuesta.

El Cuadro 3 muesira la biomasa producida en
floracién. El hecho mds notorio es la pronunciada
interaccitn negativaen los tres hibridos al inocular con
lacepa 7M en parcelas fertilizadas con N. Porotra parie
permite apreciar que la biomasa, a diferencia del ren-
dimiento en grano, si respondid positivamente al agre-
gado de N. Es notorio que, contrariamente a lo encon-
trado para otras variables, la biomasa en floracidn tuvo
poca influencia del gendtipo vegetal. La biomasa du-
rante la madurez fisioldgica no mostrd diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos.

En el Cuadro 4 se presentan, para los cuatro trata-
mientos escogidos, los nanomoles de etileno produci-
dos por planta y por hora de muestras de Dekalb
extraidas en [loraci6n por medio de cilindros metdlicos.
Se puede apreciar que el método de reduccién de aceti-
leno a etileno aplicado sobre esas muestras permitid
encontrar diferencias significativas en la FBN enire
tratamientos inoculados (en este caso con la cepa 7M)
y sus respectivos controles sin inocular.

Por titimo, en la Fig. 2 se muestran los valores
medios de dlcali consumido, en la estimacidn del 4rea
radical correspondiente al material vegetal cosechado
en el ensayo en macetas. Es ficil visualizar que la
inoculacién del hibrido Dekalb con organismos vivos
de las cepas nativas TM y 10M de A. brasilense tuvo un
destacado efecto favorable sobre el desarrollo del radi-
cal, con incrementos sobre el testigo del 100% y 150%,

Tratamientos inoculados Testigo
™ 10M 59
No Dekalb 548t a 5383a 5269 ab 5173 ab
Fenilizados Cargill 5538a 5508 a 5247 ab 5233 ab
{O kg » N/ha) Continental 5613z 54302 5274 ab 5203 ab
Dekalb 4798 b 567642 5269 ab 5676a
Fenilizados Cargill 4839 b 5669 a 3296 ab 5567a
{100 kg « Nfha) Continental 4823b 5698 a 5309 ab 5598a

Las medias con igual letra no difieren estadisticamente del 5% segin la prucha de vango midhiple de Duncan (12). Diferencia minima significativa

(DMS)= 522 Coeficienie de varacién (CV)= B 6%
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Dilarancia minima sianficativa (DMS) = 75 Coeliciente de variacién {CVY = 6.6%

Flg. 2 Consumode NaOH (ml) en la estimacian del 4rea radical del
hibrido Dekalb por el mélodo de Carlet y Watson.

respectivamente. La diferencia registrada entre los dos
tratamientos inoculados con bacterias vivas alcanzé
una magnitud estadistica importante, demostrando, de
ese modo, que el gendtipo bacteriano estd implicado cn
este mecanismo de respuesta a la inoculacién.

Cueadro 4. Produccién de etlieno a partir de acetilene para el
hibrido Dekalb (nanosoles, planta*, hora Y.

Testigo Inoculado
{cepa TM)
No 896¢c 6802
fenilizados 925¢ [71 84
{0 kg * N/ha) 89.2¢ 1785 a
Testipo inoculado
{cepa TM}
B96¢ 1068b
Fenilizados 837c 1099 b
(100 kg « N/he) 827¢c 1089b

Cadz valor es promedio de cuatro dalos correspondientes a cuatro
cilindros de muestm por parcela  Las medias con igual jetra no
dificren eswadisticamenie al 5% segtin la prueba de rango miliple de
Duncan Diferencia minima significativa (DMS)= 123
Coeficiente de variacion (CV)= 2 7%

DISCUSION

Sibien los resuitados expuestos corresponden a un
s6lo afio de experimento, es importante destacar que la
interaccién cepa-fertilizacién modificd, de manera
estadisticamente significativa, un componente del ren-
dimiento tan estable como el peso de 1000 semillas. No
obstante, es preciso sefialar que el tipo y magnitud de la
respuesta estuvieron marcadamente influenciadog por
el gendtipo vegetal.

La aplicacion de 100 kg N ha! en la sicmbra no
incrementd en forma significativa el rendimiento en
grano. Esto no era lo esperado considerando los aftos
agricolas previos, el tipo de cultivo antecesor y el nivel
del aporte nitrogenado, el cual representa un valor
promedio para la zona ¢n estudio. En tal sentido
Miguens et al. (13) observaron una respuesta positivaa
la fertilizacidn nitrogenada con niveles semcjantes de
nitratos a la siembra. Asimismo, Barrios et al. (2)
obtuvieron un incremento en ¢l rendimiento del grano
de maiz, que varid entre un 28% y un 30% scgun cl
hibrido y la cepa bacteriana empleados, trabajando en
condiciones experimeniales similares.

Es posible suponer que los aumentos en ¢l peso de
1000 semillas de ltos hibridos Cargill y Contincntal al
ser inoculados con fa cepa 7M y con la 10M, sin
aplicacidn de fertlizanic (Fig. 1}, cstén asociados a los
aumentos de biomasa registrados para los tralamienlos
inoculados con estas cepas (Cuadro 3) y que obedezcan
a una mejora cn ¢l N disponible para la planta via FBN.
I.a tasa de reduccion de acetileno medida para trata-
micntos inoculados con lacepa 7M (Cuadro4) demues-
tra que la FBN en el campo podria ser considerable,
sobre todo en ausencia de fertilizacién nitrogenada.
Ndtese que la respuesia a la inoculacidn no fue signifi-
cativa en rendimicnio, pero en el nivel de fa nitrogenasa
Ia sensibilidad de respuesta fue considerable

Sin embargo, ¢l haber alcanzado nolorios
incrementos cn cl peso de 1000 granos en parcelas
inoculadas y fertilizadas con N (Fig. 1), en las que la
bigmasa no aumentd sino que sulrid mermas (Cuadro
3), evidencia que la presencia de este microorganismo
puede desencadenar olros mecanismos de respucsta,
ademds de los ya sefialados. Los resultados del experi-
menlo en macetas demuestran gue el aumento de la
superlicie radical es uno de los efcctos asociades a la
interaccion Azospirillum-maiz (10) que, al igual que en
otras especics vegelales, fuc particularmente evidente
en la combinacidn Dckalb-cepa 10M (Fig 2} Es
importante destacar gue las cepas 10M y 59 produjeron
incrementos signilicativos en el peso de los 100 granos
de los hibridos Dekalb y Cargill, pero sélo en parcelas
fertilizadas (Fig. 1), lo que permiic plantear como
hipdtesis que en estas cepas la respuesta invelucrarfa un
mejor aprovechamiento del N presente en el suclo. Este
tipo de interaccidn ha sido documentada por diversos
autores (3, 14).

Los datos obtenidos en este trabajo permiten inferir
que al asociarse Azospirillim a las rajces de plantas de
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maiz, varios mecanismos de respuesta podtian desenca-
denarse. De un modo muy general puede afirmarse que
la fijacién de N atmosférico llevada a cabo por la bacte-
ria tiene lugar en un sistema radical mejor desarroilado,
probablemente como consecuencia de un mayor abaste-
cimniento de hormonas promotoras del crecimiento, y
capaz de asimilar ef N presente en el suelo de un modo
miéseficiente, Alin asi, nosiempre se encuentrarespuesta
a la inoculacidn en el rendimiento en grano, el cual es
el resultado de numerosos y complejos mecanismos
fisioldgicos condicionados por aspectos ambientales y
genéticos, El anslisis de aspectos tales como intensidad
de colonizacién y disitibucidn relativa de microorga-
nismos, mediante futuros experimentos que incluyan el
estudio detallado de los mecanismos de respuesta, su-
ministraria, quizds, elementos necesarios para inteniar
explicar la especificidad gendtipo vegetal-gendtipo
bacteriano encontrada en ¢l presente trabajo.
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