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El crecimiento saludable de Triticum aestivum (trigo) requiere de fertilizante nitrogenado (FN), que puede ser
optimizado a pesar de restringir la concentracion recomendada de acuerdo con la variedad de T. aestivum y tipo
de suelo. Una posible estrategia es inocular la semilla de T. aestivum con Azotobacter vinelandii y Bacillus subtilis,
géneros y especies de bacterias endéfitas promotoras del crecimiento vegetal (BEPCV) aisladas de Zea mays var
mexicana (teocintle). El objetivo de esta investigacion fue analizar el crecimiento de T. aestivum con A. vinelandii
y B. subtilis de teocintle con el FN al 50 %. EIl experimento se realiz6 en condiciones de invernadero en semillas
de T. aestivum tratadas con A. vinelandii plus B. subtilis y el FN al 50 %, bajo un disefio experimental de bloques
al azar, con las variables-respuestas: porcentaje de germinacion, la biomasa a plantula y floracion, los datos expe-
rimentales se analizaron por ANOVA/Tukey HSD P<0.05 %. Los resultados mostraron una rapida y mayor ger-
minacién de T. aestivum con A. vinelandii y B. subtilis con el FN al 50 %, mientras que a plantula y floracién
medido por la biomasa, mostro un crecimiento de T. aestivum a A. vinelandii y B. subtilis registré 1.64 g de peso
seco aéreo (PSA) y 0.39 g de peso seco radical (PSR), valores numéricos estadisticamente diferentes comparados
con los 0.61 g de PSA y los 0.22 g de PSR de T. aestivum sin A. vinelandii y B. subtilis con el FN al 100 % o
control relativo (CR). Esto apoya, el potencial de A. vinelandii y B. subtilis endéfitos de teocintle para la eficaz
optimizacion del FN al 50 %, sin riesgo de afectar el sano crecimiento de T. aestivum.
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The health growth of Triticum aestivum (wheat) requires the application of nitrogen fertilizer (NF). One way to
optimize the dose of NF in T. aestivum is to inoculate its seed with Azotobacter vinelandii and Bacillus subtilis,
genus and species of endophytic plant growth promoting bacteria (EPGPB) isolated from Zea mays var mexicana
(teocintle). The objective of this research was to analyze the growth of T. aestivum with A. vinelandii and B. subtilis
endophytes from teocintle at of NF at 50%. The experiment was conducted under greenhouse conditions with T.
aestivum seeds were inoculated with A. vinelandii and B. subtilis and 50 % of NF, under a randomized block
experimental design, by the response variables: germination percentage, seedling biomass and flowering; experi-
mental data were analyzed by ANOVA/Tukey HSD P<0.05 %. The results showed a positive responded of T.
aestivum with A. vinelandii and B. subtilis and NF at 50 % on the percent of seed germination and time of emerging
while the growth in terms of biomass at seedling and flowering stages, T. aestivum with A. vinelandii y B. subtilis
registered 1.64 g aerial dry weight (ADW) and 0.39 g root dry weight (RDW), numerical values were statistically
different compared to 0.61 g ADW and 0.22 g RDW of T. aestivum without A. vinelandii y B. subtilis with NF at
100 % or relative control (RC). This supports the potential of A. vinelandii and B. subtilis endophytes from teocintle
were effective for NF optimization at 50%, without risk of affecting the healthy growth of T. aestivum.
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Introduccion

Actualmente el sano crecimiento de Triticum aesti-
vum, es importante por el consumo en México y el
mundo2, para lo cual se utilizan elevadas dosis de
fertilizante nitrogenado (FN) comUnmente en forma
de NH4NO;3 (nitrato de amonio), el que en el suelo
provoca una rapida mineralizacion de la materia or-
ganica (MO), con subsecuentemente disminucion de
las principales propiedades asociadas a la productivi-
dad agricola®. Una alternativa de solucion para racio-
nalizar y optimizar el FN en T. aestivum, es inocular
las semillas con géneros y especies de bacterias en-
dofitas promotoras de crecimiento vegetal (BEPCV)
que aceleran la germinacion®®, colonizan el interior
de las raices e inducen la formacion de un sistema
radical denso que optimiza el FN, mediante una ra-
pida y eficaz absorcion, que permite el crecimiento
saludable, a través de la conversion de los compues-
tos organicos de T. aestivum (generados por la semi-
lla al germinar) por Azotobacter vinelandii y Bacillus
subtilis, en sustancias promotoras de crecimiento ve-
getal (SPCV) o fitohormonas las responsables que en
las raices aumenten la capacidad de absorcion del FN
y optimizarlo, cuando la dosis se restringe en relacién
a la dosis recomendada®~.

En la literatura se reportan un amplio grupo de géne-
ros y especies de bacterias promotoras de creci-
miento vegetal (BPCV) que colonizan en rizoplano-
rizosfera de las gramineas domesticas como T. aesti-
vumé?, relacionadas con A. vinelandii y B. subtilis del
tipo: Azospirillum lipoferum, A. brasilense’?, Kleb-
siella sp.8, Paenibacillus, Clostridium!2, asi como
Pseudomonas®, que en semillas de T. aestivum pue-
den ser benéficas mediante diferentes estrategias: i)
la fijacion biol6gica del nitrégeno atmosférico (N2)
en suelo pobre en N organico o mineral**%, ii) por la
sintesis de fitohormonas a partir de compuestos orga-
nicos como azucares sencillos, acidos organicos,

aminodcidos del metabolismo vegetal de la semilla'y
de las raices por estos géneros y especies bacterianas
inducen una raiz densat® con mayor capacidad de ab-
sorcion del FN al 50 %, iii) mediante la sintesis de
fosfatasas para la solubilizacién de PO, 3~ (fosfatos)
ambos nutrientes N como PO, 3~ son limitantes del
sano crecimiento de T. aestivum. Mientras que otro
problema comdn es, gue tales géneros de BPCV son
especificas y benéficas solo para ciertas variedades
de T. aestivum, lo que se podria solucionar con la se-
leccion y aplicacién de géneros y especies con un
amplio patron de interaccion vegetal con gramineas
domesticas tal el caso de: A. vinelandii y/o B. subtilis
que aisladas del interior de Zea mays var. mexicana
o teocintle (uno de los principales ancestros de Zea
mays domeéstico), es capaz de crecer en suelo pobre
en MO, en minerales esenciales para las plantas
como el nitrégeno (N), el P (fésforo) y K (potasio).
No obstante, teocintle crece sanamente a pesar del es-
trés nutricional y/o por sequia, ademas el teocintle es
tolerantes a agentes fitopatdgenos aéreos como radi-
calest’18, En general en el ambiente como el suelo,
las condiciones fisicas, quimicas y biol6gicas son las
gue permiten al teocintle para establecer asociaciones
con microorganismos endofitos, por lo que en ese
sentido, A. vinelandii y B. subtilis recuperadas del in-
terior del teocintle, tienen potencial en invadir las rai-
ces de T. aestivum en optimizar al méaximo el FN re-
ducido hasta un 50 %, en comparacion con los géne-
ros y especies de BPCV aislados y probados en gra-
mineas domésticas como a T. aestivum, con base en
lo anterior se supone que A. vinelandii y B. subtilis
podrian transformar los compuestos orgénicos de la
semilla y raiz de T. aestivum para crecimiento salu-
dable, a pesar de restringir la dosis del FN recomen-
dado®®. El objetivo de esta investigacion fue analizar
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el crecimiento de T. aestivum inoculado con A. vine-
landii y B. subtilis con el FN al 50 %.

Materiales y métodos

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Mi-
crobiologia Ambiental del Instituto de Investigacio-
nes Quimico-Bioldgicas de la Universidad Michoa-
cana de San Nicolas de Hidalgo, las condiciones mi-
cro climéticas promedio fueron: temperatura de 23.2
°C, luminosidad de 450 umol - m?s?, humedad rela-
tiva de 67 %.

Origen de los géneros y especies endofitas de bacte-
rias promotoras de crecimiento vegetal. A. vinelandii
y B. subtilis se aislaron del interior de raices de Zea
mays var. mexicana (teocintle), colectada de suelo
franco-arcillosos pobre en MO, en minerales de N, en
PO.* solubles, con pH 6.8, de los municipios Santa
Ana Maya y Alvaro Obregon ubicados en el noreste
del estado de Michoacéan en el 35 km al noreste de
Morelia, Mich, México.

Figura 1 Diagrama de jarra de Leonard®
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Inoculacién de T. aestivum con A. vinelandii y B.
subtilis enddfitas de teocintle con el fertilizante ni-
trogenado al 50 %, en invernadero. La semillade T.
aestivum var. Pavon fueron donadas por la secretaria
de Agricultura del gobierno de México, las que se de-

sinfectaron primero con NaClO al 0.2 %/5 min, se
89

lavaron 6 veces con agua potable estéril, después con
alcohol al 70 % (v/v) /5 min, se lavaron 6 veces con
agua potable estéril, posteriormente A. vinelandii se
reprodujo en caldo Burk, (g/L): glucosa 5.0 g,
KH:PO,4 0.16 g, Ko.PO4 0.64 g, NaCl 0.2 g, MgSQsa.
7H,0 0.2 g, CaSO.. 2H,0 0.05 g, NaMoO.. 2H.0
0.01 g, FeSO, 0.003 g, agua destilada 1000 mL, pH
6.8, mientras que B. subtilis en caldo nutritivo (g/L):
extracto de carne 8.0 g, peptona 5.0 g, pH 7.0, agua
destilada 1000 mL, ambos géneros bacterianos se in-
cubaron por 28 °C/35 h entonces, 5 g de semillas de
T. aestivum se inocularon con 1x10° UFC/mL/semi-
lla: calculado por cuenta viable en placa en agar nu-
tritivo y/o agar Burk), ya sea individual o en mezcla
en cuyo caso se realiz6 con base a la relacion 1:1
1x10% UFC/mL/semilla con la misma densidad de A.
vinelandii y B. subtilis, luego las semillas se sembra-
ron en 1.0 kg de suelo en la parte superior del sistema
hidroponico de Jarras de Leonard (Figura 1)%, mien-
tras que en la inferior se colocé la solucién mineral
con la siguiente composicién quimica (g/L):
NH4NOs 12.0, KH,PO4 3.0, K:HPO,4 3.5, MgSOs4 1.5,
CaCl; 0.1, FeSO,0.5 mL/L, y 1.0 ml/L de la solucién
de oligoelementos: (g/L), HsBO; 2.86, ZnSO,*7H,0
0.22, MnCl,*7H,0 1.81, K:MnO4 0.09, el pH se
ajustd a 7.0, en agua destilada, mientras que el
NH4NO;s se redujo al 50 % equivalente a 6 g/L2.

El ensayo se realiz6 de acuerdo con la Tabla 1, donde
se muestra el disefio experimental de bloques al azar
con 3 tratamientos, 2 controles y 6 repeticiones: T.
aestivum irrigado con agua o control absoluto (CA),
el crecimiento de T. aestivum con alimentado con la
dosis de FN al 100 % o control relativo (CR), creci-
miento de T. aestivum con A. vinelandii y/o B. subti-
lis con el FN al 50 %. Para analizar el crecimiento T.
aestivum con A. vinelandii y/o B. subtilis a nivel de
pléntula y floracion con el FN al 50 %, mediante las
variables respuestas: porciento de germinaciény bio-
masa: peso fresco aéreo y radical (PFA/PFR), peso
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seco aéreo y radical (PSA/PSR) a pléantula y flora-

cionZ.

Tabla 1 Disefio experimental para analizar el crecimiento de Triticum aestivum con Azotobacter vinelandii y Bacillus

subtilis con el fertilizante nitrogenado al 50 %

Triticum aestivum* Agua SOI%E;&T,L“(;?)NN szi?]t;t;?gﬁr Bacillus subtilis
Control absoluto (CA) + -
Control relativo (CR) - 100 %**
Tratamiento 1 - 50 % +
Tratamiento 2 - 50 % - +
Tratamiento 3 - 50 % + +

*Nuamero de repeticiones (n) = 6, (+) = se agregd, (-)= no se agreg6, **CR o0 100 %=12 g/L, 50%=6 g/L.

Para demostrar que A. vinelandii y/o B. subtilis fue-
ron responsable del efecto positivo en T. aestivum
ambos se recuperaron en agar Burk y AN, a partir de
la desinfeccion de externa de las raices de T. aesti-
vum, a floracion se uso el perfil de sensibilidad de
antibidticos de cada unaZ. Los datos experimentales
se validaron con ANOVA/Tukey HSD P<0.05 % con
el programa estadistico Statgraphics CenturionZ:,

Resultados

Tabla 2 Porcentaje de germinacién de semillas de
Triticum aestivum con Azotobacter vinelandii y
Bacillus subtilis enddfitas de teocintle con el
fertilizante nitrogenado* al 50%

Triticum aestivum* % de germinacion

Irrigado con agua (CA) 87.5%"
Alimentado con el FN al 100 % (CR) 79.1¢
A. vinelandii y el FN al 50 % 95.8°
Bacillus subtilis y el FN al 50 % 91.6°
A. vinelandii y B. subtilis con el FN al 50 % 100?

En la Tabla 2, se muestra la respuesta positiva de las
semillas de T. aestivum con A. vinelandii y B. subtilis
con el FN al 50 %, donde se registr6 el 100 % de ger-
minacion, valor numérico con diferencia estadistica
comparado con el 95.8 % de T. aestivum con A. vine-
landii y el FN al 50 %, asi como con el 79.1 % de T.
aestivum sin A. vinelandii y B. subtilis alimentado
conel FN al 100 % o CR.

En la Tabla 3, se muestra a planula el crecimiento de
T. aestivum con A. vinelandii y B. subtilis con el FN
al 50 %, donde se registr6 0.27 g de PFA y 0.13 g de
PFR, ambos valores numéricos tuvieron diferencia
estadistica comparado con los 0.14 g de PFA vy los
0.08 g de PFA de T. aestivum con B. subtilis y el FN
al 50 %, en comparacién con los 0.24 g de PFA y los
0.11 g de PFA de T. aestivum sin A. vinelandii y/o B.
subtilis alimentado con el FN al 100 % o CR. En
tanto que, en el peso seco, el crecimiento de T. aesti-
vum con A. vinelandii plus B. subtilis y el FN 50 %,
registrd 0.17 g de PSA un valor numérico estadisti-
camente diferente a los 0.15 g de PSR de T. aestivum
usado como CR.
En la Tabla 4 se muestra a nivel de floracion la res-
puesta positiva de T. aestivum a A. vinelandii plus B.
subtilis con el FN 50 %, ahi hubo un registré de 6.58
g de PFA y 0.65 g de PFR, ambos valores numéricos
estadisticamente diferentes en comparacion con los
0.97 g de PFA y los 0.57 g de PFA del crecimiento
de T. aestivum con B. subtilis y el FN al 50 %, asi
como con los 1.80 g de PFA y los 0.32 g de PFA del
crecimiento de T. aestivum sin A. vinelandii y/o B.
subtilis alimentado con el FN al 100 % o CR, en cuyo
caso el crecimiento de T. aestivum indica que la ab-
sorcion del FN al 100% por las raices, fue inferior a
lo registrado en los valores de la biomasa de T. aesti-
vum tratado con A. vinelandii y/o B. subtilis con el
90
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FN al 50% que registré 1.64 g de PSA y 0.39 g de
PSR, ambos valores numéricos tuvieron diferencia
estadistica comparado con los 0.61 g de PSA y los

0.22 g de PSR de T. aestivum sin A. vinelandii y B.
subtilis y el FN al 100% usado como CR.

Tabla 3 Crecimiento de Triticum aestivum con Azotobacter vinelandii y Bacillus subtilis enddfitos de teocintle y
el fertilizante nitrogenado* al 50% a plantula

Triticum aestivum*

Peso fresco (g)

Peso seco (g)

Aéreo Radical Aéreo Radical
Irrigado solo agua o control absoluto 0.19%** 0.12° 0.02° 0.15°
Alimentado con FN al 100 % o control relativo 0.24° 0.11¢ 0.03? 0.15°
A. vinelandii y el FN al 50 % 0.04¢ 0.07¢ 0.01¢ 0.09¢
Bacillus subtilis y el FN al 50 % 0.14¢ 0.08¢ 0.01° 0.10°
A. vinelandii y B. subtilis y FN al 50 % 0.272 0.132 0.032 0.172

*n=6. **Letras diferentes indica diferencias significativas segin ANOVA/Tukey con significancia (0.05). * NH4NOs.

Tabla 4 Crecimiento de Triticum aestivum con Azotobacter vinelandii y Bacillus subtilis endofitas de teocintle con el
fertilizante nitrogenado al 50%o a nivel de floracion

Peso fresco (g)

Peso seco (g)

Triticum aestivum*

Radical Aéreo Radical
Irrigado con agua (CA) 0.48¢ 1.28¢ 0.28¢
Alimentado con el FN al 100 % (CR) 0.32°¢ 0.61° 0.22¢
A. vinelandii y el FN al 50 % 0.52¢ 1.37° 0.30°
Bacillus subtilis y el FN al 50 % 0.57° 1.53° 0.33°
A. vinelandii y B. subtilis con el FN al 50 % 0.65° 1.64% 0.39%

*n=6. **Letras diferentes indica diferencias significativas segin ANOVA/Tukey con significancia (0.05).

Discusién

En la Tabla 2, el efecto positivo de A. vinelandii y/o
B. subtilis enddfitas de teocinte en la germinacion de
las semillas de T. aestivum con el FN al 50 %, indica
que las semillas al embeber agua, indujeron la ma-
xima actividad de la a-amilasa para la rapida hidroli-
sis del almidén2¢2, en consecuencia se liberaron al-
gunos azucares sencillos, acidos orgénicos, aminoa-
cidos, etc., productos de la degradacion del endos-
permo de la semilla que tanto A. vinelandii y/o B.
subtilis, transformaron en fitohormonas del tipo: gi-
berelinas que aceleraron la emergencia de un mayor
cantidad de semillas de T. aestivum®262Z con valo-
res en el porciento de germinacién que fueron esta-
disticamente diferentes a los registrados en el por-
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ciento de germinacion de T. aestivum sin A. vinelan-
dii y/o B. subtilis con el FN al 100 % usado como
CR.

Los datos expuestos en la Tabla 3, sefialan que a nivel
de plantula se observé un crecimiento sano de T. aes-
tivum con A. vinelandii y B. subtilis enddfitos de teo-
cintle con el FN al 50 %, lo que indica que después
de la germinacion, A. vinelandii y B. subtilis invadie-
ron el primordio de raiz, para una maxima absorcion
del FN a pesar de reducirlo al 50 % al evitar la com-
petencia externa con otros géneros y especies de
BPCV autoctonas del suelo donde se sembré el T.
aestivum. Mientras que los valores numéricos en fun-
cion de la biomasa del crecimiento de T. aestivum
cuando se inoculo con A. vinelandii y B. subtilis apo-
yan que ambos enddéfitos colonizaron el interior del
sistema radical del T. aestivum, sitio donde A. vine-
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landii y B. subtilis transforman de algunos compues-
tos de carbono de la fotosintesis en fitohormonas del
tipo auxinas®2, que inducen el crecimiento abun-
dante del tejido radical, con aumento de la capacidad
del &rea de exploracion de esas raices, lo que facilito
la maxima absorcion del FN y la optimizacién de la
dosis reducida al 50 % sin riesgo de comprometer el
sano crecimiento de T. aestivum3%22,

En la Tabla 4, a nivel de floracion los datos numéri-
cos registrados de la biomasa: peso fresco y seco de
la parte area y radical del crecimiento e de T. aesti-
vum con A. vinelandii y/o B. subtilis indican que A.
vinelandii como B. subtilis endofitas de teocintle, pri-
mero tuvieron la capacidad de invadir el primordio
de raiz para llegar al xilema, en donde se sugiere que
mediante la conversién de algunos compuestos orga-
nicos derivados de la fotosintesis en fitohormonas:
auxinas y citocininas, se observé un sistema radical
denso y abundante que favorecid la optimizacion del
FN al 50 %22, En la literatura se reporta que los gé-
neros y especies de bacterias endéfitas como A. vine-
landii y/o B. subtilis al invadir el interior del tejido
radical, evitaron la competencia’ externa con los mi-
croorganismos del suelo, que tienen capacidad de co-
lonizar del rizoplano y/o la rizosfera, pero que no ne-
cesariamente son benéficos para el sano crecimiento
de T. aestivum en especial cuando se restringe la do-
sis del FN2422, Con base a lo anterior se concluye que
A. vinelandii y B. subtilis endofitas del teocintle tu-
vieron potencial de colonizar el interior de las raices
de T. aestivum, puesto que individualmente o en mez-
cla A. vinelandii como B. subtilis de acuerdo con las
datos de la fenologia y biomasa mostraron que tienen
la capacidad de convertir fitohormonas que aumenta-
ron la absorcion radical para la optimizacion del FN
al 50 % sin comprometer el saludable crecimiento de
T. aestivum. Mientras que A. vinelandii y/o B. subtilis
se recuperaron en agar Burk y AN del interior de las
raices de T. aestivum, a floracion, pero no ninguna se

detecto en las raices de T. aestivum usado como CR.
Con lo cual se aporta informacion de otra opcién para
la produccion sustentable de T. aestivum.
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