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RESUMEN

RESUMEN

Con el propésito de evaluar el efecto de diferentes fuentes de fosforo sobre la
colonizacion endomicorrizica arbuscular nativa del maiz, en un Andosol
humico y el efecto del mejor nivel y fuente de fosforo, sobre la produccién de
biomasa en el maiz y en su inoculaciéon con Azospirillum, en condiciones de
invernadero. Se establecieron tres experimentos, el primero permitié
determinar, la mineralizacién de harina de hueso (HH), que liberd la mayor
cantidad de fésforo 4.8 mg kgl a las 6 semanas de exposicion. En el
segundo experimento, la produccién de biomasa radical y longitud en los
tratamientos con HH en dosis de 80 y 120 kg ha'! para ambos tipos de maiz,
superaron, a los tratamientos con superfosfato simple de calcio (SFS) asi
como en la acumulaciéon de fosforo (P) y absorcion de nitrogeno (N). Se
mostré un buen micotrofismo y una intensa dependencia hacia los HMA; en
baja dosis de P. En biomasa seca y altura de la planta, los tratamientos con
SFS tuvieron los valores mas altos, aunque, no hubo diferencia significativa
con el tratamiento de HH. En la tercer siembra se encontré que el
tratamiento con HH, y la doble simbiosis Azospirillum-hongos micorrizicos en
maiz criollo favorecio, acumulacion de P, altura de la planta, biomasa seca y
la colonizacion por los HMA. El maiz hibrido tuvo mejores resultados en el
tratamiento con Azospirillum y HMA, sobre la longitud y peso de la raiz. La
acumulacion de N es mayor con SFS, HH, HMA y Azospirillum.

Los abonos organicos (harina de hueso), microorganismos como HMA y

Azospirillum son una alternativa para sustituir los agroquimicos

VIANNEY ARROYO AVILA vl



INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

Una de las principales preocupaciones para los investigadores, del area de
nutricion vegetal es el efecto que la aplicacion de fertilizantes quimicos,
puede tener sobre el suelo y la calidad del ambiente. Si bien es cierto que en
algunos casos se ha abusado de los fertilizantes fosforados y nitrogenados,
también es verdad que no es posible producir la cantidad de alimentos
requeridos por la humanidad, sin complementar el suministro natural de los

nutrimentos del suelo.

El empleo de fertilizantes quimicos debe hacerse de una manera raciorial es
decir, agregando soélo las cantidades requeridas por la planta, y asi satisfacer
tanto las necesidades de los alimentos del mundo, como la preservacion del

ambiente (Corlay-Chee et al., 2001).

Por lo anterior y en aras de la conservacion ambiental y la economia del
campesino, deben adoptarse practicas agricolas que sin abatir los
rendimientos, permitan minimizar el consumo de fertilizantes quimicos. La
agricultura organica es una técnica alternativa para la produccion de
alimentos. Uno de sus principales objetivos es mantener y fomentar la
fertilidad natural del suelo mediante el uso de compostas, abonos verdes, y
un manejo agronémico que estimule a los microorganismos indigenas;
también sugiere la introduccién de aquellos, considerados benéficos, por
asociarse simbi6ticamente a las plantas, o bien los que tienen un papel
activo en la mineralizacion de la materia organica, o en los ciclos

biogeoquimicos de los nutrimentos (Dimas et al., 2001)

VIANNEY ARROYO AVILA 1



INTRODUCCION

Las compostas son, practicamente, un indculo microbiano inmerso en un
excelente sustrato organico, siendo fuente de nutrimentos para las plantas
(Guerrero, 1996). La aplicacion de cantidades adecuadas de materia organica
comportada, mejora la estructura del suelo, incrementa la capacidad de
retencidon de agua, incrementa la aireacion y promueve la actividad de los
microorganismos (Cruz y Hernandez 1996). Ademas, la mineralizacion

paulatina en el suelo lo enriquece con nutrimentos solubles.

Casi la mitad de los microorganismos que regulan la mineralizacion de la
materia organica en el suelo, tienen la capacidad de mineralizar fésforo
organico, incluso los hongos micorrizicos arbusculares pueden participar en

dicho proceso (Oehl et al., 2001).

La aplicacién de compostas favorece la actividad de los hongos micorrizicos
arbusculares, las bacterias de genero Azospirillum y los rendimientos de
diferentes cultivos entre ellos el maiz (Andraky y Bandy 2003). Ademas, la
materia organica estimula el crecimiento hifal (Dimas et al., 2001); esto es
importante porque la absorcion de f6sforo en plantas micorrizadas, esta
determinada mas por la longitud de las hifas extrarradicales que por la
afinidad del hongo por el fosforo (Joner, 2000). No obstante, Azospirillum en
gramineas incrementa el peso seco de éstas, la cantidad de nitrégeno en la
plantula y en grano, asi como el numero de semillas fértiles. Ademas,
Azospirillum acorta el tiempo de floracién incrementando el numero de
mazorcas, granos por mazorca y €l peso de los mismos, la altura de la planta

y la talla de la hoja (Yoav Bashan y Luz E. de Bashan 2002).

La adaptacion de los hongos nativos a su edafoclima permite que, en
ocasiones, resulte mas apropiado el manejo agrocultural de éstos, que la

introduccién de los exoéticos. Son diversos los factores que pueden afectar el
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INTRODUCCION

desarrollo, supervivencia y eficiencia de los hongos micorrizicos
arbusculares; dentro de los mas importantes, se encuentran las practicas
agricolas convencionales, particularmente la adicidon de fertilizantes,
pesticidas y el manejo del suelo (Palacios y Gonzalez, 1998; Gonzalez y
Ferrera, 1989;). Considerando estos factores, el suelo del presente estudio
fue escogido por sus caracteristicas: deficiente en fosforo asimilable, elevada
capacidad de retencion de fosforo (Herﬁémdez et al.,, 1996; Martinez et al.,
1996), baja respuesta a la fertilizacion quimica, manejo mecanizado v con
alto uso de agroquimicos. Pero principalmente, por los resultados obtenidos
en un estudio previo (Arroyo y Martinez, 1997), en el que se menciona que
los hongos micorrizicos arbusculares nativos de la zona son tan eficientes

como algunos que fueron aislados e introducidos.

Con el propésito de lograr la seleccion de los niveles de fertilizacion 6ptimos
en los agroecosistemas, seria deseable e importante también tener
informacién sobre la respuesta de las especies nativas de hongos
micorrizicos, en términos de colonizacién y de estimulacion del crecimiento
de las plantas de cultivo de maiz, asi como de la interaccion con otros

microorganismos como Azospirillum.
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MARCO TEORICO

II. MARCO TEORICO

2.1 RIZOSFERA

En 1904 Hiltner introdujo el término de RIZOSFERA para describir la region
del suelo que se relaciona biolégicamente con las raices de las plantas. En la
rizosfera se distinguen a menudo en dos areas generales: la rizéosfera mas
interior localizada en la superficie de las raices y la rizosfera exterior que
corresponde al suelo adyacente. La poblacion microbiana es mayor ¢n la
zona interior, donde las interacciones bioquimicas entre los microorganismos
vy las raices son mas pronunciadas. La superficie de las raices y el suelo

adherido a ella, es a veces llamada rizoplano.

A nivel del rizoplano el organismo superior aporta productos de excrecion y
tejido muerto; la mayoria de las especies de la flora microbiana a este nivel
probablemente no tiene una influencia perjudicial sobre las plantas que las
albergan. Considerandolo de esta manera se derivan ciertos beneficios de los

organismos microscopicos hacia la planta (Alexander, 1990).

Las ventajas potenciales que repercuten sobre las plantas han obtenido
recientemente renovada atencion, a partir del descubrimiento de la existencia
de bacterias que fijan el nitrogeno atmosférico en la rizosfera, tales como el
Azotobacter paspali y Azospirillum brasiliense. También se ha estudiado el
aporte de fosfatos y de otros iones, estimulados por el efecto de los
contaminantes bacterianos. El aumento en el intercambio de nutrimentos
hacia las plantas es incierto, y cualquier mejora en la respuesta pudiera ser
debida a sustancias promotoras del crecimiento vegetal, sintetizadas por los

microorganismos de la rizosfera. La formacion de simbiosis micorrizica, una
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MARCO TEORICO

derivacion del efecto de la rizosfera, produce asociaciones ecolégicamente
importantes. Los hongos micorrizicos son abundantes en la rizésfera,
absorben nutrimentos que traspasan a la planta, segregan hormonas que
propician el crecimiento y contribuyen a la proteccién de la raiz frente a
organismos patégenos. En compensacion, las micorrizas dependen de la

planta en los que se refiere a los carbohidratos (Thompson y Troeh, 1982).
2.2 MICORRIZAS ARBUSCULARES

Los hongos que fdrman las micorrizas arbusculares pertenecen a los géneros
Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocystis y Scutellospora.
Se Carécterizan por la produccion de hifas, vesiculas y arbusculos en el
parénquima radical. Gigaspora no produce vesiculas en el interior de la raiz y
Glomus puede formarlas intra o extrarradicalmente (Sieverding, 1991). Las
endomicorrizas se caracterizan por la presencia de una extensa red de

micelio en el suelo, unida al sistema radical de las planta huésped.

Desde el punto de vista funcional, el micelio externo es el sistema de
absorcion de nutrimentos, mientras que el interno, es el sistema de
translocacion e intercambio de sales minerales y carbohidratos. En el micelio
externo se desarrollan las estructuras reproductivas del hongo, en tanto que
en el interno se concentran las actividades metabdlicas y de almacenamiento
de carbono (Guerrero, 1996). Dichas actividades dependen del pH y el valor
que alcanza el citoplasma celular de una hifa en un HMA, esta entre 6.6 y
7.0. El pH puede variar dependiendo: del diametro de las hifas (mas acido en
las puntas delgadas), de la cercania con la raiz (basico si esta proximo al
haustorio) y de las condiciones del suelo (basico bajo estrés nutrimental o de

sequia) (Jolicoeur et al., 1998).
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MARCO TEORICO

El micelio externo tiene una estructura dimérfica, con hifas de pared gruesa
(20- 30 pm de diametro) y, a menudo, con protuberancias de las que se
ramifican hifas finas (2-7 pm de diametro), de pared delgada y efimeras, las
cuales se forman septas antes de morir (Mosse y Hepper, 1975). Por cada
metro de raiz colonizada, se producen entre 7 y 250 m de hifas externas del
HMA, dependiendo de la especie de hongo implicada y de las condiciones de

crecimiento (Bago et al., 2000)

Los arbusculos son estructuras altamente ramificadas, tipicamente
intracelulares, que se localizan en las células cercanas al cilindro vascular, y
cuya funcion es la transferencia de nutrimentos desde y hacia el huésped.
Dichas estructuras se forman a partir de una hifa inter o intracelular, que
sufre ramificaciones dicotomicas sucesivas, hasta formar una serie de ramas
bifurcadas de diametro menor a I um (Guerrero, 1996). Las finas
ramificaciones de los arbusculos, realmente no entran en contacto con el
protoplasma de las células de la planta, sino que penetran como dedos en un
guante, en una tortuosa trama de invaginaciones de la membrana celular
(Harrison, 1997); al formarse, desaparecen los granulos de almidon, el nacleo
aumenta de tamafio, en la cercania de las ramas arbusculares pueden
detectarse abundantes mitocondrias, el reticulo endoplasmico y proplastidos
(Guzméan y Ferrera, 1990). La formacion de arbusculos, incrementa la
actividad metabélica de la célula del huésped la cual es, principalmente,
debida a la transferencia bidireccional de metabolitos y nutrimentos, desde y
para el hongo. Los arbusculos viven solo de 4 a 15 dias. Se degeneran y sorn
digeridos por la célula del huésped. Después de que los arbusculos declinan,

las células de la planta regresan a su funcién normal (Sieverding, 1991).
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Cuando han aparecidos los arbuisculos, el micelio empieza a acumular
reservas de carbono en forma de trihalosa, glucogeno (Becard et al., 1991) y
lipidos de reserva, como los triacilglicéridos (Guerrero, 1996}, lo cual se
manifiesta por medio de ensanchamientos terminales en las hifas, llamados
vesiculas, que se pueden formar inter o intracelularmente. En su juventud,
contienen citoplasma homogéneo y su pared es delgada y estratificada; con
su maduracion, los materiales lipidicos coalescen gradualmente y el
protoplasma se torna denso (Hayman, 1983). Las vesiculas son estructuras
comunes en todos los HMA, sin embargo, los géneros Gigaspora y
Scutellospora no las producen (Morton y Bentivenga, 1994). Las reservas
contenidas en las vesiculas, son utilizadas por el hongo durante situaciones
de estrés (bajo suministro de metabolitos desde la planta huésped dando
lugar a su degenecracion (Sieverding, 1991). Incluso, se ha observado una
relacion entre la produccién de arbusculos o vesiculas y la etapa fenoldgica
del huésped; ya que predominan los arbusculos antes de floracion, v las

vesiculas después (Sanchez-Colin, 2001; Afroyo v Martinez, 1998).

El diametro de las esporas depende de las especies del hongo y pueden medir
de 15 a 800 pum; su forma puede ser globosa, eliptica, ovoide, reniforme,
claviforme o irregular. Algunas especies de HMA (géneros Acaulospora y
Glomus, ademas de todas las especies de Sclerocystis), son esporocarpicos

(Sieverding, 1991}.
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2.2.1. DESARROLLO DE LA COLONIZACION

El desarrollo de la colonizacién micorrizica arbuscular, se lleva a cabo en seis
fases y puede empezar a partir de propagulos tales como: esporas infectivas,
hifas del hongo en el suelo y fragmentos de raiz con estructuras de estos

hongos (Sieverding, 1991).

(a) Precolonizacién. Ocurre con la germinacion de las esporas iniciando el
crecimiento primario del tubo germinativo. Los nucleos son
redistribuidos, forman estructuras de germinaciéon y las esporas
contienen entre 2000 y 3000 nucleos. Cuando los tubos germinativos no
estan en contacto con la raiz de un huésped potencial, la oportunidad de
colonizacién a partir de un propagulo germinado, se pierde dentro de un

periodo que va de pocos dias a varias semanas (Figura 1).

v ESporas

(7p ' s
Y ( "'/.-’ e .
! e 7 yesiculas _
[ - externas™
'_ ol /\
2 By ~~.pelo N,
¢ radical ) e

arblisculos vesiculas

Figura 1. Colonizacioén micorrizica.
(Tomado de Richards, 1987).
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(b)

{c)

(d)

Colonizacién primaria (penetracion a la raiz). Normalmente el hongo
penetra a la raiz, ocupando los espacios que existen entre las células
epidérmica; al establecer el contacto fisico con la primera capa de células,
la hifa sufre un hinchamiento dando lugar a una estructura distintiva
denominada apresorio (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1989). Del
apresorio se origina una hifa infectiva, “el haustorio”, el cual se mueve
intercelular e intracelularmente en los tejidos del huésped. EI
subsecuente desarrollo del HMA dentro de la raiz, es fuertemente

influenciado por los tejidos del huésped (Hodge, 2000).

Formacion de arbuisculos y vesiculas. Después de la penetraciéon a la
raiz, la hifa crece inter e intracelularmente. El crecimiento del hongo es
restringido a la epidermis; no ocurre colonizacién en endodermis, xilema,
floema, tejido meristematico, ni partes clorofilicas de la planta (Figura 1).
Los arbusculos son, frecuentemente, formados dentro de las células poco
después de la penetracion (2-5 dias). Los procesos de formacion y
degeneracion de los arbusculos, ocurren simultaneamente en la raiz.
Frecuentemente, todos los estados de los arbusculos son observados en
la raiz (Hayman, 1983). Al poco tiempo de formacion de los arbusculos,

algunos HMA forman vesiculas inter e/o intracelularmente.

Extension del hongo en la raiz y en la rizésfera. Durante la extension
de la colonizacion en la raiz, se reconocen tres fases: (1) fase inicial, fase
durante la cual la colonizacion primaria tiene lugar, (2) fase exponencial,
en la que el hongo se expande y crece rapidamente en la raiz, (3) fase de
reposo, donde la raiz y el hongo continuan creciendo a la misma
velocidad. La especie de la planta y del hongo, y especialmente, las

condiciones fisicas y quimicas del suelo (ademas de los niveles de
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(e)

(f)

captacion de nutrimentos por la planta), se inluyen en la duracion de la
fase lag; ésta continua durante la fase de reposo (Harrison, 1997). En la
fase exponencial, el hongo crece inter o intracelularmente, especialmente
en las raices secundarias finas; el desarrollo de la colonizacion en el
sistema radical, también tiene lugsar, con hifas sobre la superficie de la
raiz. La hifa sigue creciendo y penetrando la raiz una y otra vez, a
distancias irregulares. Los arbusculos y vesiculas, son continuamente
formados y degradados durante las fases exponencial y de reposo de la

colonizacion (Sieverding, 1991).

Extension del hongo en el suelo. Después de la colonizacion primaria y
durante la fase de extension de la colonizacion en la raiz, las hifas crecen
fuera de la raiz y en la rizésfera. En general, el micelio externo joven no
esta septado y consa de bastas ramificaciones dicot()micas, las hifas
principal y secundarias, de 5-20 y 1-5 nm de diametro, respectivamente
(Sieverding, 1991); su crecimiento esta influenciado por factores abiéticos

y bioticos del suelo (Hodge, 2000; Harrison, 1997).

Estructuras reproductivas. El HMA forma esporas a partir del micelio
externo, aunqﬁe algunos hongos, también las forman intrarradicalmente.
La formacion de esporas puede comenzar muy tempranamente, de 3-4
semanas después de colonizada la raiz, con algu.nas especies de hongos,
mientras que en otras se inicia & meses después (Sieverding, 1991;
Hayman, 1983). Las especies de hongos, la planta huésped y las
condiciones ambientales del suele afectan el tiempo y grado de
esporulacion (Hodge, 2000). La espofulac_i()n esi un proceso dinamico;
mientras algunas esporas se forman, otras germinan al mismo tiempo. El
micelio del hongo, dentro y fuera de la raiz, es otra estructura

reproductiva del hongo (Harrison, 1997). Este puede germinar y colonizar
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nuevas raices. Las esporas pueden sobrevivir por varios anos en el suelo,
en cambio, la viabilidad del micelio el hongo aislado de la planta huésped

o después de muerta esta es sélo de 2-4 semanas (Sieverding, 1991).
2.2.2. FUNCION

En los edafoecosistemas naturales, casi todas las plantas estan colonizadas
por hongos micorrizicos arbusculares, pero es dificil demostrar su funcion en

el campo.
2.2.2.1, Demanda de carbohidratos.

En la simbiosis mutualista que existe entre plantas y hongos micorrizicos
arbusculares, para la sobrevivencia del hongo, la planta proporciona
productos de la fotosintesis. No obstante, la extension de los requerimientos
del hongo no ha sido totalmente investigada. Parece ser que la regulacion del
flujo de carbohidratos oscila segun la especie de planta huésped y del HMA
(Hodge, 2000). El costo energético de la simbiosis micorrizica es alto. Segtiin
algunas estimaciones, el HMA requiere entre 6 y 10 % del carbono fijado por
la planta huésped (Tinker et al., 1994). Unicamente la biomasa del hongo
micorrizico, puede representar entre 4 y 17 % del peso seco de la raiz (Peng
et al, 1993). Ese costo se manifiesta, en una mayor demanda de sustancias
carbonadas que se dirige a la raiz, y se traduce en una mayor biomasa
radical, en niveles altos de carbono en el suelo y en una mayor actividad
respiratoria del sistema raiz-suelo (Guerrero, 1996). Adicionalmente, el hongo
micorrizico arbuscular necesita carbohidratos para la produccion de esporas.
La materia seca de esporas en campo, puede variar de 10-1000 Kg/Ha
(Sieverding, 1991). La demanda del hongo micorrizico arbuscular, por
elementos nutritivos tales como nitrogeno, fésfq_ro, potasio, calcio y

magnesio, es baja (Liu et al., 20060).
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Los productos de la fotosintesis de la planta, son absorbidos por el hongo
micorrizico arbuscular en la raiz, especialmente por arbtisculos donde la
superficie de contacto entre el hongo vy la planta huésped es muy grande
(Sieverding, 1991). Sélo el tejido intrarradical del hongo, puede absorber
azucares como la hexosa, pero no el tejido del micelio externo (Pfeffer et al.,
1999). Aunque no se ha identificado con certeza, el mecanismo fisiologico del
flujo de éarbohidratos de la planta huésped al HMA, Pfeffer y colaboradores
(1999 encontraron que la hexosa es absorbida por tejido intrarradical del
HMA, pero nunca por el micelio externo. Esta hexosa es convertida en
trihalosa y glicogeno, que sirven como buffer en Ja concentracion intracelular
de la glucosa. La fuente intrarradical de hexosas esta sujeta a intensa
actividad oxidativa, via pentosa fosfato para la produccion de pentosa,
sintesis de acidos nucleicos v/o sus equivalentes reducidos para el
anaboliémo. Los lipidos sintetizados por el hongo dentro de la raiz y
exportados de ésta forma al micelio extrarradical, quedando almacenados o
metabolizados mediante gluconeogénesis para producir hexosa, el precursor

de la trihalosa (Pfeffer et al., 1999).
2.2.2.2, Fosfonutricién.

La colonizacion por el HMA, modifica la respuesta de crecimiento de las

plantas al incrementar el suministro de fosforo. El grado de modificacion

depende del nivel inicial de P y de la especie de hongo. Las caracteristicas

simbiéticas, que pueden ser responsables de la variacion entre el HMA y su

capacidad para influenciar el crecimiento de la planta son:

J Proporcic’)n de formacion de micorriza y produccion de hifas
extrarradicales.

s Capacidad del hongo para transportar f6sforo, y
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¢« Compatibilidad funcional entre el huésped y el hongo, respecto al
transporte de nutrimentos del hongo o la respuesta de crecimiento de la

planta (Jakobsen et al., 2001).

Aunque se desconocen los mecanismos de absorcion y extraccion de [osforo
por las hifas del hongo, la captacion podria efectuarse debido a que las
concentraciones de P, son mas bajas en la solucién del suelo, que en las
hifas del hongo (Sieverding, 1991). La teoria mas aceptada (Solaiman y Saito,
2001}, indica que el fosfato en la solucion del suelo, es absorbido mediante
un transportador de P presente en la hifa extrarradical (Harrison y van
Buuren, 1995). El fosfato absorbido es condensado en polifosfato (poly-P) y
conducido a través del torrente protoplésmicb, dentro de la hifa intrarradical
(Cooper y Tinker, 1981). Finalmente, el polifoéfato puede ser hidrolizado y
liberado cOmo.fosfato, por medio de la membrana del hongo, probablemente
en el arbusculo (Solaiman y Saito, 2001). La eficiencia del hongo para
transportar P no depende del grado de coloniza.cién,» sino de su propia
capacidad o habilidad (Hodge, 2000). El transporte de fosforo de la hifa a la
raiz, se ha calculado con una velocidad de 1-2x10-9 rIvlol/cm2 de raiz por
segundo (Sieverding, 1991). Asimismo, la C0r1centraci©n de P en la hifas,
indica un gradiente de 1000:1 entre ellas y la solucion del suelo (Guerrero,
1996); esto apoya la existencia de un mecanismo activo de transporte. La
mejor transferencia de fosforo, del hongo\a la planta, ocufre en las células de
la raiz que contienen arbusculos; sin embarge, también las hifas internas de
la raiz, pueden liberarlo en la planta huesped, Mientras esto ocurre, la hifa
intracelular puede absorber cc.»mpuesto's de carbomno ‘(Solaiman y Saito,
2001). La plarnta huésped parece controlar el desarrollo y actividad del
hongo, mediante la regulacion de C-arboh.idratos moviéndose hacia el hongo

(Espinosa-Victoria, 2000).
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Se sabe que el hongo micorrizico arbuscular extrae iones de fésforo, de las
mismas fuentes de fosfatos en la solucion del suelo, quc¢ son, también
absorbidas por raices sin micorriza (Joner y Jakobsen, 1995). La fertilizacién
con foésforo, condiciones quimicas del suelo y los procesos microbioldgicos,
influyen en la cantidad de este elemento en las fuentes disponibles (Ivanoff et

al., 1998).
2.2.2.3. Absorcion de nitrogeno.

Existen muchas evidencias, de que el HMA favorece el crecimiento de las
plantas al incrementar el suministro de fosforo; posteriormente se encontro,
que tainbién favorecen el de nitrogeno, ya que las micorrizas son capaces de
mejorar la transferencia de N, entre las plantas y el suelo (Cliquet et al.,
1997). Se ha observado que las hifas externas, pueden absorber N en forma
de amonio, ion nitrato y aminoacidos (Ravnskov et al., 1999). El micelio MA,
puede utilizarlo muy eficientemente v transportarlo 10-30 cm a través del
suelo (Subramanian y Charest, 1999), aunque aun se desconoce, cOmo
ocurre el traslado y transferencia de este elemento, a las raices de las

lantas.

Bago y colaboradores (2001), proponen un modelo simple para el flujo de N
del suelo al huésped, a través del HMA, en el que se involucra el ciclo de la
urea y el‘transporte de arginina, del micelio ex{rarradical ai intrarradical y
después a la planta huésped. Dicho modelo indica que el HMA, puede tomar
y usar el N eﬁ forma de nitrato y de amonio ’del suelo. Estos son
metabolizados a glicina (Gln) en la hifa extrarradical, v luego a arginina (Arg)
por la ruta anabdlica del ciclo de la urea. La Arginina es importada dentro de
vacuolas mediante un transportédpr especifico. La Arginina basica esta

ligada al fosfato polianionico (poly-P), dentro de las vacuolas fungicas; éste
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se mueve al micelio intrarradical por torrentes citoplasmicos o por un
sistema peristaltico tubular-vacuolar. Desde dentro de la raiz, la Arginina y el
P son liberados al citoplasma del hongo. Gran parte del N es metabolizado a
través de la ruta catabolica del ciclo de la urea, produciendo urea y ornitina
(Orn), y finalmente amonio, que posteriormente es transferido a la raiz del
huésped. Los esqueletos de C resultantes dentro del micelio intrarradical,

son reincorporados al almacén del hongo (Bago et al., 2001).

La absorcién de N por el HMA, depende de la disponibilidad y movilidad del N
en el suelo (Hawkins et al., 2000). Sin embargo, muchos HMA pueden ser
capaces de utilizar directamente las fuentes organicas de N, como la glicina
(Hodge, 2001; Hodge et al.,, 2000; Cliquet et al.,, 1997). De este modo, las
plantas micorrizadas tienen acceso a formias de N, no disponibles para las no
micorrizadas. No obstante, un trastorno en la red hifal, puede procucir
complicaciones en la adquisicion de este nutrimento (Subramanian y
Charest, 1999). A pesar de que se ha encontrado relacion entre la densidad
hifal y la asimilacion de N, no siempre la mayor adquisicion de N, ya sea de
fuentes organicas o inorganicas, produce un mayor nivel nutricional en las
plantas micorrizadas, que en las no-micorrizadas (Hawkins et al., 2000;

Hodge et al., 2000).
2.2.2.4. Reciclaje de nutrimentos.

Las esporas del hongo micorrizico arbuscular, son solo fuentes menores de
nutrimentos en ecosistemas naturales. Los nutrimentos en esporas de
hongos, pueden ser de 10 a 60 g N/ha'i, 1-30 g P/ ha'l, 1-18 g K/ ha'l, 4-50
g Ca/ haly 1-10 g Mg/ hal. El cambio en los porcentajes de esporas de
hongos micorrizicos, puede ser bastante lento, ya que son inactivas. Sin
embargo, la biomasa del micelio del hongo puede ser muy alta en algunos

suelos. Al respecto, se ha calculado gue 42m de hifas micorrizicas

o
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arbusculares, equivalen a Img de materia seca (Herrera et al, 1986).
Asumiendo que la hifa micorrizica arbuscular, -tiene concentraciones de
nutrimentas similares a las esporas (17 mg N/g'1, 2.67 mg P/ g1, 0.88 mg K/
gl 3.97 mg Ca/ g1y 0.91 mg Mg/ g! de materia seca de esporas, promedio
de cinco diferentes especies de hongos), los nutrimentos en el micelio del
hongo, podrian ser iguales a 4-32 kg N/ha"!, 0.6-5 kg P/ ha!, 0.2-1.7 kg K/
ha-l, 1-7.5 kg Ca/ haly 0.2-1.7 kg Mg/ ha-l. Este calculo asume que todos
los micelios tuvieran contenido citoplasmico, lo que puede no ser el caso bajo
condiciones naturales. El hongo micorrizico arbuscular, posiblemente juega
un importante papel como transportador de nutrimentos, en el proceso
ciclico de los mismos. A través de la exploracion del suelo por el micelio
externo de la raiz, la micorriza es capaz de extraer eficientemente,
nutrimentos solubles de dicho suelo. De esta manera, solubilizando o
mineralizando y absorbiendo los nutrimentos, se reduce significativamernte el
efecto de la fijacion quimica o lixiviacion. La funcién del hongo micorrizico
arbu_scﬁlar, esta concentrada en el horizonte mas alto del suélo, donde se
encuentra la materia organica y ocurre el mayor crecimiento de la raiz. Se
han encontrado muy bajas densidades del -hongo micorrizico arbuscular en
horizontes profundos del suelo, debido a que, probablemente, su papel en el

reciclaje de nutrimentos del suelo 1o es importante (Sieverding, 1991).
2.2.3. PRACTICAS DE FERTILIZACION

La disponibilidad de nutrimentos en la zona rizosférica es modificada por las
rizobacterias, cuyo efecto potencial cambia en presencia de micorrizas. Estos
cambios son motivados por modificaciones en la fisiologia de la raiz, tasa
fotoéintétiba, distribucion de fotoasirrﬁlados, permeabilidad de la membrana
celular de las cé€lulas radicales y cambios en la cantidad o calidad de la

exudacion (Azcon, 2000).
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2.2.3.1. Fuentes de fésforo.

La aplicacion de fertilizantes organicos o quimicos, puede o no afectar a la
colonizacién. micorrizica; sin embargo, la funcionalidad dci hongo en el
transporte de P, puede disminuir junto con la produccion de algunas
estructuras del hongo, por ejemplo las vesiculas (Gianinazzi-Pearson y
Gianinazzi, 1983). Las fuentes de fosforo soluble en agua, los superfosfatos,
tienen efectos negativos en el aumento de colonizacién, en cambio, la roca

fosforica ofrece efectos positivos (Sieverding, 1991).

En algunos suelos, la aplicacion de fuentes de fosforo presenta efectos
positivos sobre la produccion de esporas del HMA (Ravnskov et al., 1999); sin
embargo, la humedad parece ser el factor regulador mas importante, ya que
se ha visto que el estrés hidrico en el suelo, dispara la esporulacion

(Guerrero, 1996).

Suelos con altas concentraciones de P y micronutrimentos, tienen un
impacto negativo en la colonizacion y desarrollo, tanto interno como externo,
de los HMA;'ES decir, hay mayor desarrollo de hifas extrarradicales en suelos
sin aplicacion de micronutrimentos, pero con un bajo nivel de P, que en los

de alto contenido (Liu et al., 2000).

No se ha comprobado aun, que los HMA' tengan un papel activo en la
mineralizacion de P (Joner y Jakobsen, 1995}; sin embargo, esta claro que no
participan en la degradacion temprana de la m'ate.ria organica, aunque la
presencia de la simbiosis estimula los procesos de liberacion de minerales,
particularmente de P, retenidos en las particulas del suelo (Schweiger et al,

1999). Se ha observado que durante las primeras etapas del crecimiento, las
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plantas micorrizadas, respecto a las que no lo estan, utilizan una mayor

cantidad de P liberado de la materia organica (Joner y Jakobsen, 1995).

Sin embargo, Jayachandran y colaboradores (1992) mencionan que las
micorrizas, si participan en la mineralizacion de P organico, de manera tanto
directa como indirecta; directa mediante Ia hidrdlisis enzimatica del P
organico por la produccion de fosfatasas u otras enzimas, e indirecta, si la
hifa micorrizica absorbe P después de que éste haya sido mineralizado por
otros microorganismos del suelo o por aquellos asociados con el hongo

niicorrizico (Jayachandran et al., 1992).
2.2.3.2. Fuentes de nitrégeno.

El nitrégenio es el nutrimento mas frecuentemente aplicado en los cultivos.
Los altos niveles de fertilizacion nitrogenada, pueden inhibir la formacion de
micorriza arbuscular y afectar negativamente la poblacion del hongo. La urea
(el feftilizante nitfogenado mas comunmente usado en el suelo), se convierte
en amonio y éste inhibe mas que los ni“cratos (Sieverding, 1991). De cualquier
modo, los efectos de la aplicacion de éste mateﬂal sobre el HMA, no son
constantes (Brinson et al.,, 1994). El desarrollo de las micorrizas varia de un
sitio. del suelo a otro y puede depender de la disponibilidad de fésforo

(Sieverding, 1991).

La fertilizacion nitrogenada no influye en la colonizacion micorrizica en maiz
o la abundancia de hifas, al menos en suelos é__fenosos. Pero en los arcillosos,
las hifas metabélicamente activas, son mas abundantes con la aplicacion de
compuestos organicos, que con fertilizantes inerganicos (Kabir et al., 1997).
También se ha _obsérvado, que la colonizacion por el HMA no depende del

sustrato (Murphy, 2000).
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Por otra parte, la humedad parece afectar la eficiencia del HMA en la
absorcion de N. Subramanian y Charest (1999), observaron que bajo
condiciones de sequia, las plantas micorrizadas tuvieron un 33% mas de N
(K!5NO3) que las no micorrizadas. Por esta razon, la simbicsis mmicorrizica
resulta menos importante en la adquisicion de N, para las plantas bajo
condiciones de buena humedad, que en caso de sequia. Algunos autores
consideran que el HMA, solo mejora el desarrollo de la raiz, pero no
interviene en una mayor absorcion de N (Hodge 2001; Hodge et al., 2000).
Contradictoriamente, Hawkins y colaboradores (2000}, indican que el HMA
ayuda a la planta en la adquisicion de N, tanto de fuentes organicas como
inorganicas; aunque este incremento, no siempre produzca una mejora en el

nivel nutricional de las plantas micorrizadas.

Asimismo, el contenido de N en piantas de maiz, correlaciona
estadisticamente con la intensidad de colonizacién micorrizica (Alvarez-i3olis
et al., 2000). Respecto a las gramineas, la micorriza promueve la absorcién
de N, lo qué hace mas eficiente el aprovechamiento de este nutrimento (Frey
y Shuepp, 1993). Es notorio que en plantés de maiz micorrizadas,
incrementafon las actividades nitrato-reductasa y glutamino—sintetasé en
raices y tallos. Esto indica que el NO3z absorbido del suelo por el hongo,
puede ser transferido directamente a las célulaé. de la raiZ, para fomentar la

reduccion y asimilacion (Cliquet y Stewart, 1993).
2.2.3.3. Composta.

La aplicacion de composta tiene varias funciones en el suelo: mejora la
estructura, retiene humedad, promueve la aireacién, almacena nitrégeno,
nivela el pH, neutraliza algunas toxinas, sirve de abono y libera nutrimentos

del suelo (Dalzell et al, 1991; Jeavons, 1991). Con ella incrementa la
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actividad microbiana y, por ende, favorece el reciclaje de nutrimentos; estos
beneficios no se obtienen al aplicar fertilizantes inorganicos (Willson et al,
2001). De hecho se ha observado, que la formacién y desarrollo de la
micofriza, disminuye con la aplicaci()'n de fosforo como fertilizante quimico,
en comparacion con la misma concentracion de fésforo, pero como materia

organica composteada (Boddington y Dodd, 2000a).

Con la aplicacion de composta se mejoran las condiciones del suelo,
beneficiando asi el desarrollo de la raiz y el establecimiento de la micorriza.
Las raices, son intensamente colonizadas por el HMA cuando se aplica
composta; ademas, no se altera la diversidad de las especies del HMA en el
suelo, ni afecta la composicion relativa de esporas de la comunidad fungica
(Sieverding, 1991). Se ha visto que el desarrollo de las hifas'esté.muy
relacionado con la materia orgénlca, tanto la longitud (total y activa al
fluorosin diacetato) como el grosor, se incrementaron en tratamientos con
alto contenido de materia organica Compostéada y.viceversé (Schnﬁrer et al.,
1985). Por el contrario, Boddington y Dodd (2000a) encontraron que la
longitud del micelio extrarradical de un HMA, asociado a plantas tropicales,
fue mayor bajo el sistema de agroforesteria, pero disminuia si se adicionaba
materié organica composteada al suelo. Por su parte, Corlay-Chee y
colaborad_ores' (2000), indican que la aplicacion simultanea de HMA vy

composta (8 ton ha-1) a cultivos de cebolla, nno tuvo ningun efecto sinérgico.

El HMA es capaz de aprovechar di'rectamen.te las fuentes de N organico, sin
previa mineralizacion microbiana (Hodge, 2000). Se ha observado que la
aplicacion de composta, para incrementar el sgminisﬁro de N a cultivos de
maiz, también incremento las cantidades de N y K asimilables en el suelo

(Douds Jr. et al., 1997).
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La combinacion HMA y composta resulta muy benéfica para muchas plantas,
ya que favorece el incremento significativo del rendimiento de materia seca y
la concentracion de P, Ca, Mg, Cu, Mn y Zn, tanto en suelo, como en planta.
También se ha observado que se reduce significativamente la longitud de la

raiz, al menos en 'plantas de trébol (Sainz et al., 1998).

Obviamente, la calidad de la composta es importante para la formacion
optima de la micorrizacion (Sieverding, 1991). Pero quienes mencionan que el
HMA puede crecer saprofiticamente en el suelo, siempre y cuando éste
contenga, al menos 0.15 % de materia organica (Hepper y Warner, 1983). De
cualquier forma, existe poca informacion acerca de los efectos especificos de
fertilizantes organicos, sobre las asociaciones micorrizicas y sus dinamicas

de poblacion.
2.3 COMPOSTA

El compostaje ha sido definido como un proceso biologico por el cual los
desperdicios organicos, son estabilizados y convertidos en un producto usado
como acondicionador del suelo o como fertilizante organico (Douds Jr. et al.,
1997). Es un proceso de sintesis y descomposicion de la materia organica,
por una gran cantidad de microorganismos en un medio humedo, caliente y
aireado, para dar como producto final un humus, llamado “composta’

(Dalzell et al., 1991).
2.3.1. ETAPAS DEL PROCESO
Los microorganismos requieren humedad, oxigeno y alimento que toman del

aire y del material organico, y emiten dioxido de carbono, agua y energia.

Parte de ésta la usan para su crecimiento, movimiento y reproduccion y el
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resto es liberada en forma de calor. Como resultado, la pila del material en
compostaje se cal'ienta, los cambios de tempe'ratu‘ra fluctiian de un rapido
incremento, a un gradual decremento (Dalzell et al., 1991). La temperatura
es el parémetfo fisico-quimico dominante y significativo, que controla la
actividad microbiana durante €l compostaje y, por ende, la relativa ventaja de
una poblacion sobre otra (Ishii et al, 2000). En base a los cambios de
temperatura, se han reconocido cuatro etapas (Figura 2): mesofilica,

termofilica, enfriamiento y maduracion (Golden et al., 1983).

Etapa Mesofilica. En el inicio del procedimiento, el material se encuentra a
temperatura ambiente, los microorganismos presentes en este se multiplican
rapidamente y su actividad produce el calentamiento de la pila. Durante este
periodo, muestran descomposicion todos los compuestos facilmente
atacables, tales como azucares, almidones y grasas y el material se vuelve
ligeramente acido, por la descomposicion de los acidos organicos simples

(Dalzell et al., 1991).

Etapa Termofilica. Es una fase muy importante, porque hace facilmente
degradable a la materia organica estable, Contenida’ en las sustancias
humicas (Ishii et al., 2000). La temperatura alcanza entre 60 y 70°C, cesa la
actividad de los hongos, la descomposicion es llevada a cabo por los
actinomicetos y las cepas de bacterias que forman esporas. La velocidad de
descdmposicién se modera alcanzando el maximo de temperatura y en este
punto, la pila pierde tanto calor, como el que los'microorgani‘smos producen.
La pila se vuelve ligeramente alcalina a medida que las proteinas son
atécadas, liberéndose amoniaco. El material no produce malos. olores, ni

atrae insectos (Dalzell et al., 1991).

VIANNEY ARROYO AVILA _ ‘ ‘ 22



MARCO TEORICO

80 - -9
70 A
- 8
60 -
@) 50 S T
S 40 -6 H
) i
E_ 30 : L s
= 20 4
10 4
0 T T T 3
A B C D
Tiempo

Figura 2. Variaciones de temperatura y de pH en una pila
de composta. A, Mesofilica; B, Termofilica; C,
Enfriamiento; D, Maduracién.

Etapa de Enfriamiento. La temperatura baja gradualmente, los hongos se
multiplican desde las regiones mas frias de la pila, y atacan los compuestos
menos reactivos (hemicelulosa y celulosa), descomponiéndolos en
compuestos azucarados mas sencillos, que quedan a disposicién de todos los
demas microorganismos. Los actinomicetos también participan durante este
periodo. Al finalizar el enfriamiento, desaparece la mayoria del suministro de
alimento, se incrementa la competencia entre microorganismos y la
liberacion de antibioticos. El pH no sufre grandes cambios, teniendo a la

neutralidad (Dalzell et al., 1991).

Etapa de Maduracion. La taza de descomposicion es baja y el
desprendimiento de calor pequeno. La temperatura y el pH casi permanecen

constantes. El tiempo total del proceso de compostaje, depende de la
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naturaleza de los materiales organiceos, condiciones de aireacion, humedad

de la pila y o factores ambientales (Dalzell et al., 1991).
2.3.2. FUNCIONES EN EL SUELO

La adicion de composta, ayuda a crear un medio favorable para los procesos
fisicos, reacciones quimicas y actividad biologica del suelo (Saggar et al,

2001). Algunas de sus funciones son:

o Mejorar la estructura. El humus separa la arcilla y los terrones, y aglutina
a los suelos arenosos. También favorece una mejor aireacién en los suelos
arcillosos y arenosos (Jeavons, 1991).

¢ Retener la humedad. El humus retiene 6 veces su peso de agua (Eriksen et
al., 1999). Un suelo con buen contenido de materia organica, absorbe el
agua de lluvia como una esponja y la pone a disposicion de las plantas a
medida que van necesitandola. Un suelo desprovisto de materia organica
no permite la penetracion del agua, lo que propicia la formacion de

costras, la erosion e inundacion (Jeavons, 1991).

e Promover la direacién. Las plantas pueden obtener del aire, ¢l sol y el agua,
el 96% de los nutrimentos que necesitan. Una tierra sana y suelta ayuda a
que el aire se difunda en el suelo, ademas de contribuir al intercambio de
nutrimentos y humedad. El bioxido de carbono, que se desprende durante
el proceso de descomposicion de la materia organica, se difunde hacia el
exterior y es absorbido por la "béveda" gue forman las hojas de las plantas,
cuando éstas se siembran cerca unas de otras y crean un microclima

(Dalzell et al.,, 1991; Jeavons, 1991).
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o Servir de abono. La composta contiene nitréogeno, fosforo, potasio,
magnesio y azufre, su importancia radica en ¢l contenido de estos
nutrimentos. El principio basico es regresar a la tierra todo lo que se le ha
extraido, mediante el aprovechamiento de los residuos vegetales y el

estiércol (Eriksen et al., 1999; Jeavons, 1991).

o Almacenar nitréogeno. La pila de composta es un almacén de nitrégeno.
Durante el periodo que dura el proceso de descomposicion de la materia
organica, hasta la formacion de la composta, este nutrimento soluble en
agua, permanece retenido, evitandose la lixiviacion o su oxidacion en el
aire (Jeavons, 1991) y la volatilizacion, sobre todo en forma de amoniaco

(Brinson et al., 1994).

» Nivelar el pH ("efecto buffer’). Incrementa considerablemente el namero de
sitios de intercabio catidénico (Eriksen et al, 1999). Un suelo con un
contenido adecuado de composta, ayuda a que las plantas resistan mejor

los cambios de pH (Jeavons, 1991).

o Neutralizar las toxinas del suelo. Recientemente se han realizado estudios
importantes, que muestran que las plantas cultivadas en suelos con
composta organica, asimilan cantidades inferiores de metales pesados,
como el plomo, y otros contaminantes urbanos, en comparacion con las
plantas que se cultivan en otro tipo de suelo (Dalzell et al., 1991; Jeavons,

1991).

o Liberar nutrimentos. Los acidos organicos disuelven los minerales del suelo
y los hacen accesibles para las plantas (Jeavons, 1991). Al descomponerse
la materia organica, libera nutrimentos para ias plantas y la poblacion de

microorganismos del suelo (Eriksen et ai., 1999)

[\e]
Ui
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¢ Servir de alimento para la vida microbiana. Una buena composta aumenta
las actividades microbianas y enzimaticas, al crear condiciones saludables
para los organismos que viven en el suelo (Eriksen et al, 1999). La
composta protege a las lombrices de tierra y hongos benéficos que atacan

a los nematodos y otras plagas del suelo (Jeavons, 1991).

También hay quienes consideran a las compostas como “fertilizantes pobres”,
por(jue su contenido de fésforo y nitrégeno es de aproximadamente un 1%, y
la taza de mineralizacion del N es lenta (aproximadamente del 10%). Por ello,
se piensa que no aportan la cantidad suficiente de N disponible a las plantas,
ni incrementan los rendimientos (Silkora v Enkiri, 2001). Debido a esto, se
recomienda el uso combinado de fertilizante inorganico y composta, ya que el

primero estimula la mineralizacién del segundo (Sikora y Enkiri, QOOO).

2.3 Azospirillum

En 1978 Tarrand y sus colaboradores, propusieron a Azospirillum como
género con base en diferencias morfologicas y fisiologicas, en experimentos
sobre homologia de ADN distinguiendo dos especies A. brasilense y A.
lipoferum. Se han descrito tres especies mas: A. amazonense, aislada de
pastos del Amazonas en Brasil; A. halopraeferans, la especie halo-tolerante
asociada al pasto Kallar y A. irakense, degradadora de pectina encontrada en
raices de arroz. Sin embargo, son mas importantes las dos primeras (Bashan

y Levanony, 1990).
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2.4.1. FUNCION

a) Fijacion de nitrégeno por Azospirillum

El nitrégeno no puede entrar por si solo a los sistemas biologicos, a menos

que sea fijado o combinado con otros elementos (oxigeno o hidrogeno).

En la naturaleza, la fijacion biologica de nitrégeno sélo es una facultad
reservada a unos cuantos géneros de bacterias (incluidas las denominadas
cianobacterias). Ningin organismo superior ha desarrollado esta capacidad,
aun cuando varios participan indirectamente, formando asociacicnes

simbioticas con bacterias fijadoras de nitréogeno.

Estudios sobre la inoculaciéon de trigo y maiz, han indicado que un 5-10% y
hasta 18% del N total de la planta, se deriva de la fijacion del mismo;
ademas, las plantas inoculadas crecieron normalmente,, con solo una
cantidad parcial del fertilizante requerido para tal crecimiento, aiin en zonas
templadas (en las cuales Azospirillum es menos efectivo) y bajo cultivo
intensivo. Esta cantidad de nitrégeno fijado es insuficiente como para
explicar incrementos totales en la acumulacion del mismo, en las plantas
inoculadas.

Niveles altos de fertilizacion nitrogenada (lo que inhibe la fijacion de
nitréogeno) no suprimieron la respuesta positiva de la planta, a la inoculacién

(Bashan y Levanony, 1989).

Azospirillum utiliza una amplia variedad de fuentes de nitrogeno (Nz, NO-3
NH4Cl, extracto de levadura, casaminoacigos y peptona), ya que parece tener
capacidad, para participar en varios procesos de transformacién del
nitrégeno en la naturaleza. Fue el primer microorganismo que se reportd con
habilidad para realizar, tanto la fijacion de nitrég'eno, como la desasimilacién

del NO3- a gas (desnitrificacion).
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Los procesos de transformacion de nitroégeno en la naturaleza, en los cuales

participa Azospirillum son:

1) Procesoé de fijacion de nitrégeno en las raices y suelo, con sustratos de
carbono, proporcionados por la fotosintesis de la planta o descomposicién de
la materia organica.

2) Reduccion desasimilatoria de NO-3 a NO-».

3) Desnitrificacion de NOgz-, liberado en el suelo o adicionado como
fertilizante, con consecuente pérdida de ga's. |

Sintesis de materia organica.

b) Mecanismos de accién de Azospirillum sobre el crecimiento vegetal

No se ha definido el mecanismo principal, por medio del cual Azospirilum
promueve el crecimiento vegetal. Sin embargo, se han propuesto algunos
nmecanismos de accion: a) fijacion de nitrégeno, que contribuye con nitrogeno
a las plantas, b) efectos hormonales, que promueven el metabolismo y
crecimiento vegetal, c¢) incremento en el crecimiento del sistema completo de
raices, lo cual puede estar relacionado con cambios hormonales, originando
una mayor capacidad de absorcion de agua y minerales, d) alteracion del
funcionamiernito de la membrana, por medio de moléculas de comunicacion
celular las de bajo peso molecular, pueden. ser responsables de alterar
actividad y funciones de membranas relacionadas con la absorcion de iones)
y €) la hipotesis aditiva, que propone la intervencion de todo los mecanismos

arriba mencionados( Bashan et al,, 1996).
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c) Efectos hormonales de Azospirillum sobre la planta.

En 1979, Tien et al. encontraron que las auxinas (en particular el acido
iﬁdoi—S—acético, IAA y las giberelinas y citocinas, producidas por las plantas y
esenciales para su crecimiento y desarrcllo, son producidas por varias
bacterias del suelo fijadoras de nitrégeno. Estas en algiin momento, pueden
incrementar la velocidad de desarrollo y rendimiento de las plantas huésped

(Weier, 1980).

La inoculacion de Azospirillum a maiz cv. Hazera 851 (para harina de maiz),
incrementa la produccion de mazorcas (10.5%], €l peso secc de la mazorca
(10.4%), la altura de la planta (8.4%), la punta fresca (10.5%), el peso seco
(23.2%), el numero de semillas/mazorca de maiz (18.6%), el peso seco de las
semillas (2.8.2%), el peso de la mazorca de maiz (34.4%)}, el promedio del peso
de una semilla (8.6%), el peso seco de raices y retonos,. tallo y acumulacion
de N total. La inoculaciéon a semillas aumenta la produccion de la materia
seca (29.8%). La inoculacidn de Azospirillum a maiz desarrollada bajo

condiciones templadas, incrementa la produccion y N total (Ortega, 1989).

d) Otras funciones de Azospirillum.

En la mayor parte de los efectos de la inoculacion con Azospirillum en la

planta, se encuentran los cambios morfologicos en el sistema de la raiz.

Efectos positivos de la inoculacion han sido demostrados en varios
parametros radiculares, incluyendo incremento en el largo de la raiz
particularmente en la zona de elongacion, aumento en el numero y longitud
de raices laterales, volumen radical, numero, densidad y apariencia superior

de pelos radicales, aumento en el arca de superficie radical, division celular
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en el meristemo radical, cambios del arreglo celular en el cortex y
estimulacion del exudado radical. Sin embargo, otros estudios indican
claramente un decremento en longitud, masa y volumen radical, después un
incremento en el crecimiento de vastagos y un cambio no aparente en el

arreglo celular del cortex.

Se ha propuesto que el aumento en Ia absorcion de minerales, se debe a un
incremento general en el sistema de raices y no a un mecanismo de
absorcién de iones mas eficaz. Por otro lado se cree que la inoculacion con
Azospirillum, puede provocar que la absorcion de iones en el suelo sea mas
eficiente (se desconoce el mecanismo de este proceso), lo que explica la
acumulacion de compuestos de nitrogeno en la planta, sin existir una
aparente fijacion de nitrégeno. La planta puede ‘asimilar el nitrogeno del
suelo de manera mas eficiente, requiriendo menos fertilizacién nitrogenada

(Bashan et al., 1996).
2.4.2 FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD DE Azospirillum

a) Fluctuaciones estacionales o temporales

La actividad nitrogenasica en los cereales fluctia en todo el ciclo de
crecimiento, observandose actividad maxima en el otono durante el

desarrollo reproductivo de la planta.

En el maiz, existen dos puntos maximos de actividad nitrogenasica asociados
con el estado de crecimiento de la planta: el primero asociado con la
produccién de seda o estado sedoso, es decir, cuando 'os ovulos son
fertilizados, presentandose después la rapids division celular (estado de
florecimiento). El segundo cuando las céluias se multiplican rapidamente en
el endospermo y ha comenzado el hinchamiento del cereal (periodo de

crecimiento activo € hinchamiento del grano).

VIANNEY ARROYO AVILA L 30



MARCO TEORICO

b) Nitrégeno combinado

La actividad nitrogénica, en sistemas intactos suelo-planta de raices de maiz,
sorgo y pastos, puede ser reprimida por la adiciéon de niveles altos de

nitrégeno combinado o la excesiva aplicacion de fertilizantes nitrogenados.

La actividad de la nitrogenasa en las raices de maiz y sorgo, es inhibida
variadamente cuando son expuestas a NO3z-, NO2-, NH4* durante el periodo de
preincubacion se inhibe severamente después de la aplicacion de grandes

dosis de fertilizantes (200 kg de N/ ha-1).

c) pH del suelo

La maxima actividad se observa en suelos con pH de 7.3-7.6. Sin embargo,
también es posible encontrarla a un pH tan bajo como 4.8, siempre y cuando

la concentracion de aluminio sea baja.

Se ha observado que si ningun factor en el suelo (energia, sustratos de
carbono, nitrogeno, oxigeno, humedad y temperatura) esta limitado, la
ocurrencia y capacidad de Azospirillum para fijar nitrogeno, es altamente
dependiente del pH del suelo (4-8). También la fijacion de nitrogeno en
cultivos de Azospirillum, varia ampliamente con el tipo de suelo, como a

continuacioén se observa.

Suelos salinos muestran las mas altas reducciones de CoHo.
Suelos acidos, también presentaron apreciables reducciones de CoHsz, a pesar

del bajo pH y alta conductividad eléctrica.
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Suelos con alto contenido de materia organica, muestran que Azospirillum
tuvo baja actividad fijadora de nitrégeno.
Suelos alcalinos muestran apreciable reduccion de CaHa, aun con pH alcalino

desfavorable y alta conductividad eléctrica.

d) Temperatura

Day y Dobereiner (1976), encontraron que la temperatura éptima para
el desarrollo y fijacion del N en cultivos puros de A. brasilense y Digitaria,
esta entre 31-40 °C y la temperatura 6ptima para la actividad nitrogénica de

cultivos puros de A. lipoferum y raices de maiz aisladas, es de 31 °C.

e) Fertilizacion del suelo.

En regiones o suelos cultivados, la presencia de A. lipoferum aumenta
considerablemente, debido a que la cosecha y lixiviacion eliminan gran parte
del nitrégeno, haciendo mas favorables las condiciones para que se lleve a
cabo la fijacién biolégica, ademas de que rara vez es limitado este elemento

en los sistemas en equilibrio.
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2.4.3. ASPECTOS AGROTECNICOS

Un objetivo importante, es la aplicacion comercial de Azospirillum en la
agricultura moderna para el desarrollo de la comunidad. Sin embargo existen
muy pocos estudios. Se han observado efectos potenciales de la inoculacién
con Azospirillum en conjunto con compuestos quimicos y la inoculacién
aplicada en campos comerciales.

No se ha establecido la combinacion optima de Azospirillum y compuestos
quimicos. El problema es que no es continua la aplicacion de este inéculo en
los cultivos. No se ha podido determinar el tiempo requerido por las plantas,
para interactuar con las bacterias. Falta de técnicas de inoculacion que sean
practicas, econémicas y comodas para el agricultor. El producto empleado
debe ser suficiente para la planta y poder combatir con estandares
comerciales. Determinar la concentracion del inéculo que tiene efectos
inhibitorios sobre el desarrollo de la planta, al igual que una baja
concentracion. El nivel o6ptimo del inbculo’ para semillas de cereales,
vegetales y cosechas industriales puede ser de 10°-106 ufc/ml, para maiz 107
ufc/ml y para tomate in vitro >108 ufc/ml. Sin embargo la ccncentraciéon de
108 - 1010 ufc/ml usualmente inhibe el desarrollo de la raiz. Como muchas
células bacterianas por semilla o planta estan requeridas para obtener

respuesta de la planta.

Existen pocos métodos de inoculacion. El mas simple, consiste en la
inoculacién aplicada directamente en forma liquida, ya sea en el suelo o en la
semilla. Esta técnica fue usada en numerosos experimentos de invernadero
sobre produccién, y solamente es inadecuada a causa de la mala
sobrevivencia de Azospirillum en el suelo o en ausencia de un huésped
durante un periodo largo. Los resultados de una alta producciéon han sido

obtenidos por la suspension en turba, suficiente agua por surco o0 por
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aplicacion granular del inéculo al tiempo de sembrar. Esta practica de
inoculacion provee alguno de los requerimientos de un muy buen o adecuado
inoculante bacteriano. Una practica usada es €l encapsulado frio-seco de la
bacteria, de forma sintética con un uso simple uniforme y biodegradable por
los microorganismos del suelo y no téxico en la naturaleza. Una vez que la
bacteria esta en el suelo y junto a un huésped por largo tiempo se reproduce

a gran escala.
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III. PROBLEMA, SUPUESTO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 PROBLEMA

Cuando a los suelos de aptitud forestal se les da un uso agricola, tienden a
degradarse biologicamente perdiendo su capacidad productiva. También se
ha observado en estos suelos una baja respuesta de los cultivos a la
fertilizacion fosfatada, debido a que el P liberado a la solucién del suelo, es
generalmente retenido por dicho suelo. Tal es el caso de los Andosoles
hiimicos, (WRB. FAO, 1994), de Villa Victoria, Estado de México que,
presentan altos niveles de retencién de P-disponible.

Como se sabe las micorrizas aumentan las posibilidades de las plantas .para
establecerse y desarrollarse en estos edafoecosistemas. Por su parte
Azospirillum en gramineas incrementa el peso seco de éstas, la cantidad de
nitrégeno en la plantula y en grano asi como el numero de semillas fértiles,
ademas de acortar el tiempo de floracion, la altura de la planta y talla de la

hoja, incrementando por ello el niimero, peso y granos por mazorca.
3.2 SUPUESTOS E HIPOTESIS

SUPUESTOS. Las compostas, como otros cofnpuestos organicos como la

harina de hueso, aplicadas al Andisol actuan:

1. Como una fuente de P y N de la que, en particular el P, se libera
gradualmente, lo que disminuye la retencion de este nutrimento por los
complejos 6rgano-minerales presentes en el suelo.

2. Como un promotor de la colonizaciéon micorrizica en el maiz, lo que

propicia un aumento en la capacidad de absorcion de P y N.
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3. Como una fuente de P y N, con mayor permanencia que el superfosfato
simple de calcio, detectable por su efecto residual, en la acumulacion de

estos nutrimentos en cultivos posteriores a su aplicacion.

HIPOTESIS. Mientras que la simbiosis micorrizica en maiz favorece la
absorcion de fosfatos y otros nutrimentos, aumenta el volumen de raiz,
disminuye el estrés ‘hidrico y previene el ataque de plagas a las plantas, en la
simbiosis asociativa, Azospirillum libera hormonas de crecimiento y fija
nitrogeno atmosférico que las plantas de maiz pueden absorber rapidamente
mejorando el desarrollo total de la planta. Es por ello que la doble simbiosis
micorriza arbuscular-Azospirillum con maiz, mejora la absorcion de fosforo y
nitrogeno en las plantas de esta especie lo que se refleja en el mayor

rendimiento del cultivo.

3.3 OBJETIVOS

3.3.1. OBJETIVOS GENERALES

Determinar, el efecto de diferentes fuentes de fosforo sobre la colonizacion
endomicorrizica arbuscular nativa del maiz, en un Andisol y el efecto del
mejor nivel y fuente de fosforo, sobre el establecimiento de los hongos
micorrizicos arbusculares nativos en €l maiz y en su inoculaciéon con

Azospirillum, en un Andisol en condiciones de invernadero.

3.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar ‘el grado de mineralizaciéon de diferentes fuentes de fésforo
(superfosfato simple, harina de pescado y hueso), que se alcanza en el

suelo, durante diferentes periodos de incubacion.
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2 Valorar la relacion harina de hueso-hongos micorrizicos, mediante la
determinaciéon del porcentaje de colonizacidn micorrizica total,
acumulacion de P y N en las plantas, y produccion de biomasa seca, asi
variables indicadoras del crecimiento tales como longitud y peso de raiz,

altura y peso seco de planta

3 Estimar el suministro de harina de hueso en la doble simbiosis hongos
micorrizicos-Azospirillum con maiz a través de la comparacion de la
colonizacion micorrizica total, acumulacion de P y N y del rendimiento en

biomasa seca.

VIANNEY ARROYO AVILA 37



MATERIALES Y METODOS

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 DESCRIPCION DEL SUELO

El suelo utilizado en esta investigacién, clasificado como Andosol himico
(FAO, 1994) proviene del ejido Las Pefnias, municipio de Villa Victoria, Estado
de México. Se ubica en 100° 04’ de long. W y 19° 28’ de lat. N. Colinda con la
Presa Villa Victoria al N y con los poblados Dolores Vaqueria al S, Cerritos
del Pilar al E y Loma de Juarez al W. Pertenece a la provincia fisiografica Mil

Cumbres (INEGI, 2002).

La zona tiene clima templado subhumedo con lluvias en verano (CW). Las
temperaturas minimas oscilan de -3 a -5 °C, mientras que las méximas
alcanzan los 20°C (Garcia, 1988]. La vegetacion predominante son los
bosques de pino, encino y pino-encino; también existen manchones de
gramineas, arbustos y hierbas. El principal cultivo en esta area es el maiz,
cultivado bajo condiciones de temporal y, en menor escala, avena, cebada y

trigo (INEGI, 2002).

En la subprovincia donde se localiza el suelo objeto de estudio, existen once
grupos de suelo, entre los que dominan el Andosol humico, caracteristico por
su acidez, alto contenido de materia organica, elevada fijacion de fosforo y su
color oscuro. Estan constituidos, mineralégicamente por vidrio volcanico
53.4%; plagioclasa 29.8%:; piroxenos 13.3% y titanomagnetita 3.5%. Debido a
que derivan de cenizas volcanicas, en su primera fase de intemperizacion,
dan lugar a materiales amorfos, tales como aléfanos, geles de alimina, hierro

y silice, (Ortiz et al., 1990).
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La mayor parte de estos suelos son muy ligeros, con alta capacidad de
retencién de agua; faciles de labrar en todos los grados de humedad. Sus
limitaciones principales son la posibilidad de erosion y la pobreza de fésforo

aprovechable por las plantas (Porta et al., 1994).

La densidad aparente de estos suelos es baja, normalmente, se encuentra
entre 0.45 a 0.75 g cm™3 (Porta et al, 1994). La textura varia de franco a
migajon arcillo-arenoso. Generalmente en estos suelos, la distribucion con
base a volumen de las fases solida, liquida y gaseosa es de: 20%, 30% y 50%,
respectivamente. Por otra parte, debido a la gran cantidad de poros pequefios
(Egawa, 1980), a la gran superficie especifica del alofano y a los altos
contenidos de materia organica, estos suelos tienen una gran capacidad de
retencion de humedad, que los agricultores aprovechan en las siembras con

humedad residual (Vergara, 1992).

Respecto a sus propiedades quimicas, estos suelos tienen un alto contenido
de materia organica (hasta 90%) en su horizonte A humico, (Fassbender y
Bornemisza, 1987). La relaciéon C:N es generalmente, mas alta que en los
suelos minerales (Egawa, 1980). Cuando los suelos se abren por primera vez
al cultivo, la materia organica comienza a mineralizarse y libera nitrégeno
para los cultivos. Sin embargo, después de varios anos y dependiendo de la
intensidad de uso agricola, se pueden presentar deficiencias de P y N
(Tanaka, 1980).

El pH de los suelos es acido y muestra generalmente, una gran cantidad de
aluminio activo, que determina en gran medida, la poca disponibilidad del S,

y la baja eficiencia de los fertilizantes fosforicos (Porta et al., 1994).

Comunmente, la capacidad de intercambio cationico es de 30 a 60 cmol+ kg'!
de suelo. Muchos de estos suelos poseen una alta acidez intercambiable en

su condicion nativa proveniente, fundamentalmente, de las sustancias
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organicas (Tisdale y Nelson, 1987). Ademas, estos suelos generalmente tienen
bajo contenido de calcio intercambiable y, algunas veces, también de

magnesio (Vergara, 1992).

Por otra parte, en este tipo de suelos puede haber deficiencia de algunos
micronutrimentos, tanto por los procesos de lixiviacibn, como por la
formacién de complejos, originada por las grandes cantidades de materia

organica (Tanaka, 1980).

Cruz y Hernandez (1996) encontraron para el suelo de la misma zona
(municipio de Villa Victoria), las siguientes propiedades: pH activo 5.3, acidez
hidrolitica 1.12 cmol (H*) kgl, CIC 44.74 cmol+ kg1, M.O. 6.8%, N total
0.286%, P disponible 13.38 mg kg! y 60.88% de retencion de P.

Asimismo, Arroyo y Martinez (1997) detectaron: densidad real 2.39 g cm-3,
densidad aparente 0.86 g cm-3, espacio poroso 63.96%, textura areno-limosa,
pH activo de 4.53, un pH de potencial 4.07, M.O. 7.70%, y valores de 7.5
ppm de P disponible y 0.12% de N total.

El suelo que se utilizo en la presente investigacion, fue recolectado de la capa
arable (de O a 30cm de profundidad) en terrenos dedicados al cultivo de maiz
durante la época seca (noviembre), tomando 5 submuestras en zig-zag para
obtener una compuesta de aproximadamente 100 kg de suelo. El suelo fue
secado a la sombra dentro del invernadero posteriormente a la
homogeneizacion fue tamizado por una luz de malla de 2 mm, para efectuar
los analisis fisicos y quimicos (Cuadro 1) y de 5 mm para el establecimiento

de las unidades experimentales en condiciones de invernadero.
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Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas determinadas en el suelo.

Propiedad Método Fuente
Densidad Aparente (g cm-3) De la probeta Gandoy. 1991
Densidad Real (g cm-3) Del picnometro Gandoy, 1991
Espacio Poroso % relacion DA-DR Foth, 1992
Humedad % Diferencia de pesos Foth, 1992
Textura Bouyoucus Foth, 1992
pH activo relacion 1:2.5 H20O Jackson, 1982
pH potencial relacion 1:2.5 KC1 1IN Jackson, 1982
Cap. Intercambio Catiéonico Acetato de Sodio Jackson, 1982
cmolikg! ‘

Cationes Intercambiables Acetato de Amonio Jackson, 1982
cmolskg-!

Materia Organica % Walkley-Black Ruiz, 1979

P asimilable mg kg-! Bray I Bray y Kurtz, 1945
N total% Kjeldhal Ruiz, 1979

4.2 MAIz

Se trabaj6 con dos variedades de maiz, el hibrido “H-28”, el cual es
recomendado por el INIFAP, Campus Toluca, para esta zona; y el criollo “Pico
de Gorrion”, muy usado en Villa Victoria por ser de alto rendimiento y buena

calidad de semilla.

4.3 SELECCION DE LA FUENTE DE FOSFORO ORGANICO

De dos grupos de harinas, se escogio la de mayor contenido de N-total, P-
asimilable y total, para el experimento de relacién harina de hueso-hongos

micorrizicos (Cuadro 2).

A ambas harinas se les determino: % de humedad, pH activo (relacion 1:5) y
potencial (relacién 1:5, KC1 1M]j, P total (%), P asimilable (mg kg1) y N total

(%), de acuerdo a los métodos expuestos en el Cuadro 1.
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Cuadro 2. Propiedades fisicas y quimicas de las harinas.

Determinacion HARINA DE PESCADO HARINA DE HUESO

Humedad % 5.5 6.0

pH activo 1:5 (H20) 4.6 6.0

pH potencial 1:5 (KCI) 5.1 6.8

P total (%) 2.03 7.0

P asimilable —Bray [(mg kg1) 90.4 88.0

N total -Kjeldhal (%) 9.25 5.6
Relacion C:N 5 8

4.4 MINERALIZACION DE LAS FUENTES DE FOSFORO

Para determinar el tiempo de liberacion de P, se establecié un diseno
experimental de bloques al azar para el cual, una semana antes de iniciar el
experimento, en frascos con tapa de cierre hermético, se colocaron 250 g de
suelo humedecido al 60% de su capacidad de campo. Se aplicaron cuatro
tratamientos de suministro equivalente a 1 t ha! de P, harina de pescado
(HP) y harina de hueso (HH) como fuente de P-organico y superfosfato simple
de calcio (SFS) como P-inorganico y un testigo sin suministro de P (T). La
mineralizacion del P, fue evaluada en cuatro tiempos (2, 4, 6 y 8 semanas)
con lo que se generd un factorial de cuatro dosis de P, cuatro tiempos de
incubacién con cuatro repeticiones de cada tratamiento lo que dio un total de
64 unidades experimentales (Cuadro 3).

Para la determinacion de P disponible en los tiempos establecidos, se
retiraron cuatro unidades experimentalebs por cada tratamiento, se
destaparon los frascos y manteniéndolos a la sombra se llevé el suelo hasta
sequedad finalmente se tomo la muestra de suelo para hacer la

determinacion de P por el método Bray L.
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Cuadro 3. Tratamientos del Experimento 1, Mineralizacion.

Tiempo de mineralizaciéon de P- Organico

2 4 6 8
Semanas
T T T T
Tratamientos HH HH HH HH
HP HP HP HP
SFS SFS SFS SFS

T, Testigo con fosforo natural; HH, harina de hueso; HP, harina de pescado y SFS, Superfosfato simple de calcio.

4.5 RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS MICORRIZICOS

En este experimento se evaluo la colonizacién micorrizica arbuscular y la
producciéon de biomasa como respuesta al suministro de P-organico (HH) y al
superfosfato simple de calcio (SFS). Se utilizaron dos maices cultivados en
Villa Victoria, un Criollo y un Hibrido de alto rendimiento. El suelo de los
testigos fue sometido a un tratamiento de eliminaciéon de propagulos de HMA
nativos, en autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos, repitiendo
esta operacion tres veces con un dia de descanso, permitiendo ventilacion
entre cada esterilizaciéon. Se obtuvo un extracto bacteriano, a partir de una
mezcla 1:1 de suelo natural y agua destilada y esterilizada, filtrado por papel
de poro semifino (Whatman No. 4}, que sirvid6 como indculo en los
tratamientos “C-T1, C-T2, H-T1 y H-T2, que se prepararon tres semanas
antes de la siembra. Se colocd suelo en macetas con capacidad para 1.5 kg,
dos semanas antes de la siembra se reg6 el suelo hasta llevarlo al 60% de su
capacidad de campo. Una semana antes de la siembra se aplico, segun el
tratamiento, la cantidad de nutrimentos indicada en el Cuadro 4, pero para
el caso de la urea se suministro sélo la mitad de ella y la otra mitad, 60 dias
después de la emergencia (dde) de las plantulas. Con base en todo lo
anterior, el diseno constdé de 72 unidades experimentales, distribuidas en

bloques al azar (Cuadro 4).

VIANNEY ARROYO AVILA 43



MATERALES Y METODOS

Para la siembra; se colocaron S5 semillas por maceta (previamente
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 7.5% durante 15 minutos).

Para la determinacion de la colonizaciéon de HMA, longitud radical y peso
fresco fueron recolectadas 4 plantas al azar por tratamiento en 4 fechas: 20,
40, 60 y 80 dde. Para evaluar la colonizacibn HMA en raiz se fijaron en
solucion FAA y tineron con azul tripano para la observacion microscépica
(Anexo 2), y determinar longitud colonizada y longitud total de raices con
ayuda del método de las intersecciones de cuadrantes (Giovanetti y Mosse,
1980). También fue determinado el peso fresco y seco de raiz. En la parte
aérea de las plantas 80 dde, se midi6 la altura (cm); peso seco (g);

acumulacion de P y de N por los métodos vanadato-molibdato y Kjeldhal,

respectivamente (Chapman y Pratt, 1979).

Cuadro 4. Tratamientos del Experimento 2. Relaciéon Harina de Hueso-
Hongos Micorrizicos '

Criollo Suministro N-P Hibrido Suministro N-P
_ _kghal __kghal
C-T1 0-0 H-T1 0-0
C-T2 80-240 H-T2 80-240
C-HH 80-80 H-HH 80-80
C-HH 80-120 H-HH 80-120
C-SFS 80-80 H-SFS 80-80
C-SFS 80-120 H-SFS 80-120

(C), Criollo, Pico de Gorrién. (H) Hibrido de alto rendimiento. (T1), Testigo negativo sin hongos ni
fertilizante quimico. (T2) Testigo positivo suelo estéril con 80 y 240 kg ha-! de urea y superfosfato
simple respectivamente. (HH) Harina de Hueso (SFS), superfosfato simple

VIANNEY ARROYO AVILA 44



MATERIALES Y METODOS

4.6 RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS MICORRIZICOS-

Azospirillum.

Finalmente para el tercer experimento se utilizé inoculé de Azospirillumy la
mejor dosis del experimento anterior (80 kg P ha-l) tanto de harina de hueso,
como superfosfato simple de calcio, y observar su efecto en la colonizacion
micorrizica arbuscular y la producci()n de biomasa.

Se utilizaron igualmente dos maices, Criollo e Hibrido de alto rendimiento. El
suelo de los testigos fue sometido, nuevamente a un tratamiento de
eliminaciéon de propagulos de HMA nativos, en autoclave a 15 libras de
presion durante 15 minutos, repitiendo esta operacion tres veces con un dia
de descanso, permitiendo ventilacion entre cada esterilizaciéon. Se obtuvo un
extracto bacteriano, a partir de una mezcla 1:1 de suelo natural y agua
destilada y esterilizada, filtrado por papel de poro semifino (Whatman No. 4),
que sirvié como inéculo en los tratamientos “C-T1, C-T2, H-T1 y H-T2, que se
prepararon tres semanas antes de la siembra. Se colocd suelo en macetas
con capacidad para 1.5 kg, dos semanas antes de la siembra se reg6 el suelo
hasta llevarlo al 60% de su capacidad de campo. Una semana antes de la
siembra se aplico, segun el tratamiento, la cantidad de nutrimentos indicada
en el Cuadro 5, pero para el caso de la urea se suministro sé6lo la mitad de
ella y la otra mitad, 60 dias después de la emergencia (dde) de las plantulas.
Los tratamientos inoculados con Azospirillum, recibieron la cantidad de 10 ©
ufc/ml. El inoculo fue donado por la Universidad de Puebla. Con base en
todo lo anterior, el diseno constdé de 72 unidades experimentales,
distribuidas en bloques al azar (Cuadro 5).

Para la siembra; se colocaron S semillas por maceta (previamente
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 7.5% durante 15 minutos).

Para la determinacion de la colonizacién de HMA, longitud radical y peso
fresco fueron recolectadas 4 plantas al azar por tratamiento en 4 fechas: 20,

40, 60 y 80 dde. Para evaluar la colonizacion HMA en raiz se fijaron en
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solucion FAA y tifieron con azul tripano para la observacién microscopica
(Anexo 1), y determinar longitud colonizada y longitud total de raices con
ayuda del método de las intersecciones de cuadrantes (Giovanetti y Mosse,
1980). Para observar la presencia de Azospirillum se utilizé el método de
aislamiento a partir de raices que consistié en un lavado, desinfectado, la
siembra en el medio semisélido Nfb (Anexo 2 ) y finalmente observarlas al
microscopio. También fue determinado el peso fresco y seco de raiz. En la
parte aérea de las plantas 80 dde, se midi6 la altura (cm); peso seco (g);
acumulacion de Py de N por los métodos vanadato-molibdato y Kjeldhal,

respectivamente (Chapman y Pratt, 1979).

Cuadro 5. Tratamientos del Experimento 3. Relacion Harina de Hueso-Hongos
Micorrizicos-Azospirillum.

Criollo Suministro N-P Hibrido Suministro N-P
__kghal __kghal
C-T1 ] 0-0 H-T1 0-0
C-T2 80-240 H-T2 80-240
C-HH-M-A 0-80 H-HH-M-A 0-80
C-SFS -M-A 0-80 H-SFS -M-A 0-80
C-A-M 0-0 H-A-M 0-0
C-A-M-U 80-0 H-A-M-U 80-0

(C) Criollo, pico de gorrion e (H) Hibrido de alto rendimiento, (T1) Testigo negativo, sin hongos y sin
fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo estéril con 240 kg ha-! de superfosfato simple y 80 kg ha-
1 de urea, (HH) 80 kg ha-! de harina de hueso, (SFS) 80 kg ha-l. de superfosfato simple (4) Inoculacién
con Azospirillum, (U} Urea 'y (M) Suelo micorrizado.

4.7 ANALISIS ESTADISTICO.

A los resultados de cada experimento, se les realizo un ANOVA y prueba de
comparaciones de medias (Prueba de Tukey), para determinar las diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (P < 0.05). También se
calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson por tratamiento y entre
todas las variables determinadas. Para la realizacién de dicha prueba, se uso

el software de analisis estadistico “SAS, 1987”.

VIANNEY ARROYO AVILA 46



RESULTADOS Y DISCUSION

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DESCRIPCION DEL SUELO

El suelo presentd un pH de 4.9 en agua (Cuadro 6), muy acido (Benton y
Wolf, 1984). Los suelos de origen volcanico son de naturaleza acida, pero el
manejo que se utilizo, pudo acidificarlo atin mas, es decir, el cultivo intensivo
reemplazo bases cambiables (Ca, Mg, K y Na) por iones de H y Al (Fassbender
y Bornemisza, 1987). También debe tenerse en cuenta, que la
descomposicion de materia organica produce 6 Andisoles y que durante esta,
como produce acidos carboxilicos y fenolicos desprendiendo iones hidronio
(Foth, 1992). La reaccion del suelo incide en la abundancia y composicion de
microorganismos del mismo; bajo pH acido se limita la accién bacteriana y
de la macroflora y se puede favorecer la reproduccion de hongos, lo que da
por resultado una menor eficiencia en mineralizacién y humificaciéon con la
consecuente acumulacion de materia organica (Schnurer et al., 1987). Por
otro lado, un pH muy acido aumenta el Aluminio intercambiable, lo que
estabiliza los complejos oOrgano minerales produciéndose deficiencias de
calcio, azufre y magnesio en los microorganismos, que conducen igualmente

a la acumulacion de carbono (Fassbender y Bornemisza, 1987).

Materia Orgadnica. El porcentaje en este suelo fue de 7.2, lo que indica que se
trata de un suelo extremadamente rico (Fassbender y Bornemisza, 1987). En
los Andisoles humicos, donde la MO es alta, los materiales amorfos {(como los
aléfanos) fijan aniones, formando complejos con los acidos organicos
dificultandose su descomposicion (Cajuste, 1977). De esta forma, aunque el
suelo registre altos contenidos de MO, la disponibilidad de nutrimentos es

baja, principalmente de N y P (Fassbender y Bornemisza, 1987).
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Cuadro 6. Determinaciones quimicas y fisicas del suelo de Villa Victoria.

Propiedad Valor
pH activo 1:2.5 H>O 4.90
pH potencial 1:2.5 KC1 ‘ 5.00
Materia organica (%) 7.20
Carbono organico (%) 4.90
Relacion C:N 13.00
P total (%) 0.25
P asimilable (ppm) Bray [ 0.51
Retencion de P (%) 67.30
N total (%) 0.23
CIC (cmol+ kg!) 30.00
Catién Na* (cmol+ kgt) 791
Catién K* (cmol. kg) 1.34
DR (g cm-3) 2.05
DA (g cm-3) 0.90
EP (%) 56.10
Capacidad de campo (%) 72.84
Textura Franco-arenosa

(12.8% arcilla, 55.6% arena y 31.6% limo)

Foésforo. El contenido de P total fue alto, 0.25%, (Fassbender y Bornemisza,
1987). Al respecto, es importante mencionar, que en los suelos acidos, como
los que corresponden a este estudio, el complejo de intercambio
generalmente contienen apreciables cantidades de aluminio adsorbido y
pequenas pero significativas cantidades de Fe y Mn que, al combinarse con
los fosfatos forman compuestos insolubles de Al, Fe y quiza Mn. Cuanto mas
acido es el suelo, mayor es la cantidad de P retenido (Tisdale y Nelson, 1987).
Los compuestos resultantes se precipitan en la solucion del suelo o son
adsorbidos en la superficie de los 6xidos de Al y Fe o en alumino-silicatos
amorfos como el aléfano (Cepeda, 1991).

Estos compuestos se convierten, al precipitarse en fosfatos de estos metales
los que, al ser de muy baja solubilidad retienen o fijan el fosforo del suelo.
(Tisdale y Nelson, 1987). Las caracteristicas fisicas, quimicas y mineralogicas
antes expuestas de estos suelos, propician la elevada capacidad de retenciéon
de P (Etchevers et al,, 1995) y, consecuentemente, la baja concentracion de

P-disponible (CSTPA 1980). Este es el caso del suelo objeto de estudio, el cual
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tuvo de capacidad de retencion de ifoésforo de 67.30% y 0.51 ppm,
respectivamente. Cruz-Flores et al (1998) encontraron suelos muy

deficientes en P-asimilable, en la misma zona de estudio.

Nitrégeno. El suelo utilizado fue extremadamente rico en N total, 0.23%,
(Moreno, 1978), lo cual se debe al alto contenido de materia organica, ya que
ésta contiene en promedio 5% de N y 58% de C (Cajuste, 1977). Tanaka
(1980) senala que cuando este tipo de suelos se abren por primera vez al
cultivo; la materia organica comienza a mineralizarse y a suministrar N a los
cultivos, sin embargo, si la descomposicion es lenta, las plantas no pueden
aprovechar con rapidez las reservas de nutrimentos (Fassbender y

Bornemisza, 1987), principalmente N y P.

Capacidad de Intercambio Catiénico. Por el valor obtenido (30 cmol+ kgt
suelo) se considera que este suelo tiene una alta CIC (Cottenie, 1980) debida
al elevado contenido de materia organica y materiales amorfos. En estos,
algunos sitios de intercambio se comportan como acidos débiles. La
capacidad de los Andisoles para impedir la lixiviacién de los cationes es baja,
esto ocasiona que dichos suelos sean, generalmente, de caracter acido y que
gran parte del K* y el NH4* se pierdan por lixiviacion (Tanaka, 1980). Sin
embargo, €ste suelo aun tiene una alta concentracion de cationes Nat* y K+,
7.91 y 1.34 cmol+ kg'!, respectivamente (Etchevers et al.,, 1971). Posiblemente
el Al3* presente en cantidades apreciables, ya que se registré un pH (menor a

5.5) en el que esta mas disponible (Foth, 1992).

Densidad Real y Aparente. El valor detectado de DR (2.05 g cm-3), indica que
se trata de un suelo humifero y carente de minerales opacos (Gaucher,
1971). Los altos contenidos de materia organica reducen el valor de la DA

(0.90 g cm-3), se refleja en un elevado porcentaje de espacio poroso (56.1%) y
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humedad retenida a capacidad de campo (72.84%), demuestrando que es un
suelo ligero, absorbente y con buena aireaciéon (Foth. 1992). Una

caracteristica de los Andisoles es su DA menor de 1.0 (FAO, 1994).

Textura. Los contenidos de arcilla, arena y limo (12.8, 55.6 y 31.6%,
respectivamente) ubican al suelo en la clase textura Franco-arenosa, la cual
se considera moderadamente gruesa, congruente con el alto espacio poroso
(56%), lo que, aunado a una textura granular, gran can.tidad de poros
pequenos y enorme superficie especifica del aléfono, indica que estas
propiedades le dan al suelo, una capacidad favorable para captar y retener

agua, como lo muestra su capacidad de campo (72.8%).

El contenido de arcilla puede afectar la concentracion de P-asimilable, ya que
al ser liberado de los minerales primarios, residuos vegetales y fertilizantes,
se combina primariamente con la fraccion de arcilla (Black, 1975). En los
Andisoles, la presencia de aléfano (alumino-silicato no cristalino) se relaciona
con la retenciéon de aniones. Entre éstos estan los fosfatos, especialmente
cuando el pH del suelo tiende a ser acido y, con ello, aumentan las cargas
positivas en el sistema, presentandose una fuerte adsorcién de aniones
(Fassbender y Bornemisza, 1987). Como resultado el contenido de fésforo

disponible en el suelo es bajo.

5.2. EFECTO DEL SUMINISTRO DE LAS FUENTES DE FOSFORO EN
SU LIBERACION.

Los resultados obtenidos durante el monitoreo de P-asimilable con el
suministro de SFS (Figura 2), indican la disminucién paulatina en la
concentracion de P-disponible. Asimismo se observa una disminucion de

7.57 mg kg'l, a 5.2 mg kg!, para terminar en 4.92 mg kg, valor que se
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mostro estadisticamente igual, al resto de los tratamientos en la octava
semana de incubacion (Apéndice A-2). Este tratamiento, mostré una
disminucion importante de P-asimilable en las dos ultimas semanas, lo que
podria indicar que la mineralizacion de este fertilizante, se pierde por la
rapida fijacion de fosforo en los compuestos de origen volcanico (alofano).
También a los oxidos de hierro y aluminio que caracterizan a estos suelos
(Akanbi y Togun, 2002).0 bien a la alta concentracion del fertilizante que
afecta la actividad de los microorganismos (Jayachandran et al, 1992),
siendo éstas las principales causas de la disminucién del P-asimilable, a
través del tiempo de incubacion. La retencion quimica resulté tanto mayor,

como mas soluble fue la fuente de P aplicado (Mullen, 1999).

Es posible ver en la Figura 3, los datos de P-asimilable en el suelo con la
aplicacion de HH; el comportamientd de esfa fuente con el resto de los
tratamientos, fue diferente; en la segunda semana mostré una concentracion
de 2.84 mg kg'l, ‘superando a la harina de pescado en este lapso € incluso en
la cuarta semana donde la harina de hueso aumentoé a 3.73 mg kg!, En este
tiempo, para la sexta semana subio a 4.27 mg kg! lo que corrobora lo escrito
por (Allison ,1973), quien afirma que los materiales organicos en el suelo, son
una fuente directa de nutrimentos (N, P y C) para las plantas, que
constantemente se estan liberando a través de reacciones de intercambio por
descomposicion y como elementos quelatados [Maldonado 1992). En la
octava semana lleg6 a 4.80 mg kg!, y la concentracion nunca mostré una
disminucién o un comportamiento constante, lo que hace suponer que la
descomposicic‘)n es lenta, pero al mismo tiempo es una fuente que al
descomponerse, libefael fosforo mineralizado dentro de la solucién del

suelo.(Oehl et al ., 2001)
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Esto indica que la materia organica en el proceso degradativo, aporta los
nutrimentos que la componen, integran por lo que al adicionarse en
“cantidades suficientes, se tendran mas y mejores respuestas de los cultivos
alin en condiciones limitantes, como es el caso de los suelos andisoles
(Maldonado, 1992). Se ha observado que durante el proceso de
descomposicién de los materiales organicos, se forman sustancias como los
acidos humicos que forman una superficie protectora alrededor de los 6xidos
e hidroxidos de aluminio, incapacitandolos para absorber fosfatos, es decir,
que estas sustancias compiten con los fosfatos por los sitios de adsorcion,

reduciendo por lo tanto, la fijacion de este elemento (Willson et al ., 2001).

En cuanto a la harina de pescado, durante la segunda y cuarta semana se
mantuvo constante la concentracion con @ (2.56-2.59 mg kgl
respectivamente, pero a la sexta semana aumento a 4.0 mg kg1, lo que hace
suponer que hasta entonces se llevo a cabo la descomposicion de este
material y por ende la liberacion de foésforo. Se ha observado que la
mineralizacion es apreciablemente retardada en suelos acidos (Rodriguez,
1994), sin embargo a la octava semana se observo una ligera disminucién a

3.7 mg kg;l, la cual no es significativamente diferente

Los datos de P del tratamiento testigo (Figura 3), muestran que esta variable
permanecio todo el tiempo por debajo de 2 mg kg'!. Estos fueron los valores
mas bajos de todo el experimento. Cabe recordar que el testigo, carecié del
suministro de una fuente externa de P; la liberacion de dicho nutrimento, se

debid a la mineralizacién de la materia organica propia del suelo.

Los resultados obtenidos en P—asimﬂable, indican baja concentracion de éste
en el suelo de todos los tratamientos (CSTPA, 1980). Sin embargo,

destacaron las harinas con los valores que fueron en aumento, al pasar el
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tiempo de incubacién. La maxima concentraciéon con el suministro de SFS
(semana 2), fue estadisticamente diferente a los puntos mas bajos de los
tratamientos HH y HP (Apéndice A-2). Pero el suministro de BFS a la octava
semana, es estadisticamente similar al de las HH y HP. Estos resultados
indican que, el suministro de la fuente inorganica libera menor cantidad de P
al paso del tiempo, o bien que éste es rapidamente retenido, de tal forma que
el suelo se comporté con una tendencia parecida a la del testigo (sin

suministro de P), durante el tiempo de incubacién (Eghball y Power, 1999).

Las fuentes de P que liberaron mayores cantidades de P-asimilable al suelo,
fueron las harinas; HH fue numéricamente superior a HP, aunque no hubo
diferencia estadistica significativa (Apéndice A-2) hasta la octava semana.
Esto .podria deberse a que las harinas, ademas de ser una fuente de P,
favorecieron el desarrollo de microorganismos, incrementandose la biomasa
microbiana que también es una fuente de P importante, en suelos acidos.
Esta puede representar entre 2 y 5 % del P organico (Mullen, 1999). Ademas,
los resultados obtenidos indican que las haﬁnas podrian asegurar un mejor
suministro de P, para el desarrollo de las plantas, ya que, por ser de
liberacion lenta, amortiguan la inmovilizacion y retenciéon de P-asimilable,

manteniendo un nivel superior al del tratamiento con suministro de SFS.
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mg Kg!

SFS
HH

4 HP FUENTES DE

FOSFORO

SEMANAS

Figura 3. Mineralizacion de las fuentes de fosforo a las 2, 4, 6 y 8
semanas. T, testigo absoluto (sin fuente de P); HH, Harina de Hueso
HP, Harina de Pescado y SFS Superfosfato Simple de Calcio.
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5.3 RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS MICORRIZICOS

En este experimento se evaluo el efecto de dos fuentes de fosforo: harina
de hueso (HH) y superfosfato simple (SFS) en la colonizacién micorrizica
total, acumulacion de P, N, y produccion de biomasa en dos genotipos de
maiz (hibrido y criollo). La primera etapa, se llevo a cabo en el invernadero

del Instituto de Geologia, UNAM.

5.3.1. EFECTO DE LA HARINA DE HUESO EN LA COLONIZACION MA

Las Figuras 4 muestran los resultados en abundancia micorrizica,

obtenidos a lo largo de 80 dias.

La colonizacidn micorrizica observada a los 20 dias, después de la
emergencia (ddm) (Figura 4a) en maiz “Pico de Gorrion”, fue superior a la
variedad “H-28”. Esto podria indicar que el maiz criollo “Pico de Gorrién”,
es ligeramente mas micotréfico que el Hibrido H-28, y permitié una rapida
colonizacién (Sieverding, 1991). Los resultados mostraron que los
tratamientos mas intensamente colonizados, fueron Criollo HH—80 e
Hibrido HH-80 (66 y 63 %) respectivamente, lo que indica que el bajo
suministro de fosforo, favorece la colonizacién micorrizica (Vladimir

Karandashov et al., 2004)
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Figura 4. Colonizacién (%) en raiz a los 20 (A), 40 (B), 60 (C) y 80 (D) dias. (T1) Testigo
negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo estéril con 240
kg hal de superfosfato simple y 80 kg ha! de urea, {HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha
1, {(SFS) 80 y 120 kg ha'l. Promedios con la misma letra no son significativamente
diferentes (P < 0.05).
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A los 40 dde (Figura 4b), los resultados mostraron que el maiz criollo
siguié incrementando su porcentaje de colonizacion con respecto a el
hibrido. La intensidad de colonizacién, se vio favorecida en los
tratamientos criollo HH—80 , HH-120 y SFS-80 (66.33, 49,66 y 57

%).respectivamente.

Los resultados obtenidos a los 60 dde (Figura 4c), mostraron que la
colonizaciéon MA en la variedad de maiz criollo, sigue incrementandose en
los tratamientos con la fuente organica de fésforo en sus dos dosis. El
maiz hibrido obtuvo un porcentaje de 48.8%, 45.33 y 54%, en los
tratamientos H-HH-80, H-HH-120 y H-SPS-80 respectivamente, que en
relacion con la variedad criolla, también es un alto porcentaje cuando se

aplica la fuente de fésforo organica.

El comportamiento de la colonizacion MA en la variedad criolla es
importante, ya que esta aumenta conforme pasan los dias. Sin embargo en
la variedad hibrido el comportamiento por tratamiento fue muy variable,
durante los primeros 60 dde. Esto podria deberse a la actividad fisiologica
de la raiz, que pudo haber influenciado el establecimiento y desarrollo de
la colonizacién; también fue posible la competencia entre HMA. Se ha
observado que algunas raices, llegan a ser colonizadas por varios
morfotipos de hongo, produciendo una exclusion espacial y la disminucién
en la intensidad de colonizacion (Jacquot-Plumey et al., 2001}. Otra causa
de dicho comportamiento, seria que el método de recoleccion de la raiz,
impide pérdidas de material. Los datos de intensidad de colonizacion,
podrian verse afectados al no obtener la raiz completa, sobretodo porque el
HMA prefiere colonizar las raices mas jéven.es o periféricas (Harrison,

1997).
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Los testigos tal como se esperaba, registraron porcentajes de colonizacion
bajos con respecto al resto de los tratamientos, aunque se esperaba una
nula colonizacién debidoa la fumigacion a que fue sometido el suelo
(Materiales y Métodos). Sin embargo, se encontraron esporas de los
géneros Glomus, Gigaspora y Scutellospora, que por la cercania de las

macetas, pudieron colonizar los tratamientos fumigados.

La Figura 4d, representa la colonizaciéon micorrizica obtenida a los 80 dde
(cosecha). Los analisis estadisticos realizados a estos resultados, apoyan lo
que se observo en fechas anteriores: la colonizacion depende de la
condicion del suelo. Se registraron diferencias estadisticas significativas
entre suelo pasteurizado y natural (promedios de 29.66 y 79.00 %,
respectivamente). La colonizacion en el maiz criollo, fue mayor que en el
hibrido. Quintero-Ramos et al,. (1993) encontraron una respuesta similar

entre variedades de maiz.
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5.3.2. EFECTO DE LA HARINA DE HUESO EN EL DESARROLLO RADICAL

La longitud total de la raiz se midid6 en cuatro fechas. Los resultados
obtenidos en longitud de raiz, muestran un decremento de 40 dde a 60 dde..
Esto podria atribuirse al método de recoleccion, que limitd ia obtencion de
una muestra de raiz completa; por ello, probablemente se incrementaron
considerablemente los valores a 80 dde. Debido al problema en la

recoleccion, en la Figura 5 se presentan solo los resultados de la cosecha.

LONGITUD (cm)

C-T-1
C-HH-80
CHH-120
C-SFS-80
C-SFS-120
H-T-2
H-HH-80
H-HH-120
H-SFS-80
H-SFS-120

TRATAMIENTOS

Figura 5. Longitud radical total (cm 1.5 kg! suelo) a los 80 dias. (T1)
Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo
positivo suelo estéril con 240 kg ha! de superfosfato simple y 80 kg ha'l de
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha-l, (SFS) 80 y 120 kg ha
1Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P <

0.05).
La longitud total de la raiz, fue estadisticamente igual entre variedades de
maiz. La mayor longitud se tuvo en los tratamientos “H-HH-80, H-HH-120,C-

HH-80 y C-HH-120, los cuales tienen en comun harina de hueso como fuente
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de fosforo y entre ellos estadisticamente son iguales, pero diferentes a los dos
testigos de ambas variedades (Apéndice B-2). Existi6 correlaciéon entre la
longitud total de la raiz y el porcentaje de colonizacion MA (Apéndice B-1), lo
que sugiere que la presencia del HMA, influyé en el desarrollo lineal de la
raiz. (Burleigh et al., 2002).

En contraste, las longitudes radicales menores se registraron en los
tratamientos C-T-1 y H-T-1. Esto pudo ser reflejo del mecanismo de evasion
de las plantas, ante la deficiencia de P, favoreciendo el alargsamiento de las
raices para aumentar el area de absorcion radical. Obviamente esta
propiedad depende del genotipo de cada planta (Marschner, 1995). Estos
resultados sugieren que la harina de hueso es una buena fuente de P, ya que
la planta no recurrio al empleé de energia, para el desarrollo de raices y

busqueda de nutrimentos.

La Figura 6 muestra los resultados de biomasa de raiz, obtenidos a los 80
dde. La variedad de maiz no influyo en este parametro, los testigos negativos
y positivos en ambas variedades presentaron valores estadisticamente
diferentes, a los de la fuente de harina de hueso (3.14, 3.96, 3.58 y 3.90). De
igual manera, la colonizacion MA fue menor en ambos testigos (Figura 4), lo
que podria indicar que la biomasa fue influida por el desarrollo micorrizico.

Shatnawi y Makhadmeh (2001)

Los tratamientos que registraron mayores valores de biomasa radical,
correspondieron a aquellos con suministro de harina de hueso en la menor
dosis 80 kg y son estadisticamente diferentes a los de menor valor. La
aplicacion de la fuente inorganica limito el desarrollo de la raiz, pero no su
eficiencia para producir la misma biomasa, en la parte aérea de la planta

(PAP), que el resto de los tratamientos (Figura 10).
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Figura 6. Biomasa radical seca (g 1.5 kg'! suelo).(T1) Testigo negativo, sin
hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo estéril con 240
kg ha'l de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH) Harina de Hueso

80y 120 kg ha'l, (SFS) 80y 120 kg ha'?
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P <

0.05).

Los resultados obtenidos en esta investigacion, indican que las raices del
maiz hibrido y criollo crecen y se desarrollan mejor con harina de hueso, en

ambas dosis, y que el aporte de fuentes inorganicas, inhibe el desarrollo

radical y micorrizico.
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5.3.3. EFECTO DE LA HARINA DE HUESO EN LA ACUMULACION DE P

Los resultados obtenidos demostraron que la acumulacion de fosforo (Figura
7), pudo ser afectada por la condicién del suelo; las plantas cultivadas en
suelo esterilizado presenté 2.50 cmol kg! y las de suelo natural, y 9.70 cmol
kgl en parte aérea de la planta con diferencias estadisticas significativas. La
mayor acumulacion en las primeras, podria atribuirse al tratamiento de
pasteurizacion, el calor pudo liberar fosfatos retenidos en arcillas o
compuestos organicos. Sin embargo, Joner (2000) no encontré que esto

afectara significativamente la concentracion de P extractable en el suelo.

Considerando las variedades, en la acumulacion de P también hubo
diferencias; el maiz criollo obtuvo valores estadisticamente superiores a los
del hibrido, 9.70 y 6.30 cmol Kg!, respectivamente. Estos datos podrian
indicar que el maiz criollo fue mas eficiente en la absorcion de fésforo (Figura

7), lo que se logro observar ademas, en la altura de la planta (Figuras 10).

La acumulacién de P detectada con (SFS), fueron estadisticamente diferentes
con respecto a la fuente natural (Apéndice B-4). Posiblemente, la
disminucion en la concentracion de P en el suelo, se debié a una rapida

fijacion del fosforo al suelo (J.R. White y K.R.Reddy, 2000)

El tratamiento de maiz criollo con HH-80, fue el que registr6 la mayor
acumulacion de P (Figura 7), significativamente superior al resto de los
tratamientos de la misma variedad (Apéndice B-4). El segundo lugar lo
obtuvo el tratamiento HH-120, posteriormente los tratamientos con la fuente
inorganica y al final ambos testigos. Podria pensarse que dicha acumulacion
se debi6 a la asociacién micorrizica y a la capacidad de la planta para

absorber nutrimentos, que libera la constante mineralizacion de esta harina
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de hueso, siendo la fuente que durante dicha mineralizaciéon emitio mayor

cantidad de P-asimilable, que el resto de los tratamientos.

FOSFORO (cmol Kg '}

o
N
—

C-T-1

C-T-2
C-HH-80
CHH-120
C-SFS-80
H-T-1
H-T-2
H-HH-80

224
=8
2]

H-HH-120 &
H-SFS-80
H-SFS-120

O
TRATAMIENTOS

Figura 7. Acumulacién de fésforo (cmol kg'1) en parte aérea..(T 1) Testigo negativo,
sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo estéril con 240 kg
ha-! de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120
kg hal, (SFS) 80 y 120 kg hal. Promedios con la misma letra no son

significativamente diferentes (P < 0.05).

Las acumulaciones de P registradas en las plantas de los tratamientos SFS-
80 y SFS-120, pudieron deberse a la baja concentracion en el suelo o a la
inmovilizacion biolégica y retencion quimica. El suministro de estos
materiales pudo favorecer la colonizacion micorrizica (Figura 4d), lo que
podria indicar una posible competencia por P, entre las plantas y HMA.
También pudo deberse a que los HMA nativos, no fueron suficientemente

efectivos. Aunque Solaiman y Saito (2001), encontraron que la cantidad de P
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retenido por las c€lulas de HMA, no cambio en un lapso de.20 dias (antes de
la floracion), en cambio, la masa fungica se duplico en el mismo periodo. Es
decir, la pobreza de P en el tejido vegetal y la abundante colonizacién MA, no
se deben a la “codicia” del hongo; las células de éste también podrian ser
pobres en P, y aun asi, desarrollarse para lograr una mayor colonizacion.
Hubo alta correlacion entre acumulacion de P y colonizacion MA, en todos los

tratamientos del maiz criollo.

Aunque las plantas del tratamiento SFS-120 y HH-120 tuvieron la mayor
cantidad de fosforo aplicado, no son las que muestran la mayor acumulacion
de P y su vigor o apariencia fisica no fue mejor que la de los tratamientos

con baja dosis.

Independientemente del tratamiento aplicado, ninguna de las plantas obtuvo
acumulaciones que alcanzaran el grado de “suficiente”; todas fueron “bajas”
en P (Benton et al.,, 1991). Esto podria ser el resultado de la alta retencion
quimica del suelo, inmovilizacion bioloégica, o a la ineficiencia de los HMA
nativos. Portilla y colaboradores (1998), encontraron que en suelos de pH
acido, solo entre 8 y 10% de la fertilizacion fosfatada fue utilizada. El resto
fue rapidamente inmovilizado. Posiblemente, a esto se debe que las cosechas
de maiz en la zona sean, aproximadamente de 1.5 ton ha-! (Agro-Red, 2002).
También podria deberse a un desequilibrio en la relacién N:P. Cuando las
acumulaciones de N son mucho mayores que las de P, se favorece el
crecimiento vegetativo, pero se retrasa la floracion y fructificacion (PPI, 1997).
Asi, cuando las plantas estan desarrollando el jilote o elote, se inician las
heladas, un factor mas que limita el desarrollo de mazorcas, afectando los

rendimientos.
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Los resultados obtenidos en maiz hibrido, sugieren que dicha variedad
también sobresale en el tratamiento con HH-80 y HH-120, lo que tal vez se
vio favorecido, por que estos tratamientos tuvieron un considerable
porcentaje de colonizacion (66.33%). La comparacion entre testigos “T-1” y
“T-2”, indic6 mayor acumulacion en el segundo, que en el primero.
Considerando que la unica diferencia entre ellos fue la cantidad de
fertilizante quimico Solaiman y Saito (2001), mencionan que en suelos
pobres, puede haber competencia entre planta y HMA por P-asimilable y que
la carencia de P induce a las plantas a modificar la rizosfera durante su
crecimiento, mediante la absorcion de iones, produccion de exudados, la
rizodeposicion (pérdidas de carbono de la raiz) y cambios en la acidez o
alcalinidad (Burleigh et al., 2002), de tal forma que las plantas del resto de

los tratamientos pudieron haber absorbido mayor fosforo que ambos testigos.

5.3.4. EFECTO DE LA HARINA DE HUESO EN LA ACUMULACION DE
NITROGENO

La acumulacion de N fue mas diferente estadisticamente en plantas
cultivadas en suelo natural (Figura 8), que en pasteurizado, 200 y 193.33
cmol kgl en la parte aérea de la planta de los tratamientos H-HH-80 y H-
HH-120, respectivamente. Esto se debid posiblemente, a dos causas: (1) que
el proceso de mineralizacion de la fuente organica, favorecio la liberacion de
N-disponible, y (2) a que estos suelos son ricos en materia organica y
también en nitrégeno. Sin embargo, J.oner (2000) encontré un

comportamiento diferente cuando pasteurizo el suelo a 90°C.

El promedio de la acumulacién de nitrogeno, obtenido en el maiz cultivado en
suelo pasteurizado, fue de 160 cmol kg! en los tratamientos Tl y T2 en

ambas variedades, sin diferencia estadistica entre ambas. Estos resultados
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podrian indicar que en TI1, al no tener fosforo ni de forma organica ni
artificial, afecté6 la absorcién de nitrégeno. Al respecto, Magalhaes y
colaboradores (2000) indican una situaciéon similar, en la que plantas de
maiz redujeron un 45% la absorcién de amonio, después de estar dos dias
bajo estrés de P. Esto también pudo haber ocurrido en este tratamiento, ya
que la concentracion de fosforo en el testigo 1, fue baja. Sin embargo, el valor

de nitréogeno se clasifica en el grado de “suficiente”, (Benton et al, 1991).
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Figura 8. Acumulaciéon de N (cmol kgl) en parte aérea..(T1l) Testigo
negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo
estéril con 240 kg ha'l de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH)
Harina de Hueso 80 y 120 kg ha'l, (SFS) 80 y 120 kg ha'!

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P <

0.05).

El maiz criollo registréo altas acumulaciones de nitrogeno (Benton et al., 1991)
en el tratamiento de HH-120, debidas posiblemente, por que el suelo es

extremadamente rico en N total (0.40 %), la fuente de fertilizacién es organica
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y ademas, se aplicaron dosis equivalentes a 80 kg N hal. Ademas las
plantas estaban a unos dias la floracién, un periodo de maxima demanda de

~nutrimentos.

Los tratamientos de maiz hibrido con suministro de HH-80 y HH-120,
obtuvieron acumulaciones estadisticamente similares (Figura 8) y con los
valores mas altos. En ambos tratamientos, hubo presencia de harina de
hueso por lo que este comportamiento se atribuye a la mineralizacién donde
se liberdé N-asimilable también la solubilizacion de urea, debié haber
participado asi como la descomposicion de materia organica, del suelo. La
formacion de micorrizas posiblemente también influyo, tanto por absorber N,
como por inducir cambios en la composicion mineral del suelo y en la
fisiologia de las plantas, de tal manera, que su exudacion radical (Azcon-

Aguilar y Barea, 1996) pudo favorecer la nutricion de la planta.

Por otra parte, el maiz criolla, la mayor acumulacion de N se obtuvo con el
tratamiento HH-120. Dicho resultado podria indicar, que la planta respondi6
bien a la fertilizaciéon organica. Posiblemente esto se debid, a que el
suministro de N favorecié la disponibilidad de P en el suelo (PPI, 1997), es
decir, una mejor relacion N:P. Azaizeh et al, (1995) encontraron que el
suministro adecuado de N, favoreci6 la absorcion de P en plantas de maiz. De
ahi que este tratamiento, fue el mas alto én acumulacion de P. Hubo
correlacion, aunque no fue significativa, entre ambas variedades (Apéndice

B-5).

Asimismo, en las plantas con suministro de harina de hueso en dosis de 120,
se detectd una alta acumulacion de N, lo que podria indicar una o6ptima
mineralizacién de estas harinas y, por tanto, una mayor liberaciéon de N-

disponible. Estos tratamientos no registraron alta colonizacion MA (Figura
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4d), pero no fueron estadisticamente diferentes al el tratamiento HH- 8
valor mas alto. Igualmente, Alvarez-Solis y colaboradores (2000) encontr
alta correlacion entre los contenidos de N en maiz (raza Olotén)

intensidad de la colonizacién MA, en suelos acidos. Los resultados de

) del
aron
y la

esta

investigacion, podrian sugerir que los HMA intervinieron directa o

indirectamente en la acumulacién de N. En el primer caso, Hodge (2
encontro que el hongo fue capaz de aprovechar directamente las fuentes

organico, sin previa mineralizacién microbiana. En el segundo, Joner (2

000)
de N
000)

y Azcon-Aguilar & Barea (1996}, observaron que el hongo contribuyd a

mejorar la absorciéon de N por parte de la planta, al modificar la requesta

fisiologica de la raiz.

Las plantas del tratamiento SFS-120 de ambas variedades, registraron los

valores mas bajos en acumulacion de N, pese a que la dosis fue la misma

para todos los tratamientos. Esto podria deberse al desequil

brio

nutrimental; Cruz-Flores et al., (1998) reportaron que la mala nutricién de N,

no favorece el desarrollo radicular, ni la absorcion de P en triticale.

En general, las altas acumulaciones de N en el maiz criollo e hibridp se

obtuvieron en plantas que, fueron fertilizadas con la fuente organica de

fosforo. Esto pudo ser el resultado de: (1) el efecto de la micorriza sobre la

nutricién de las plantas; (2} la produccién hormonal de la planta y (

estimulacién de la actividad nitrogenasa (Burleigh et al., 2002).

3) la

—
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5.3.5 EFECTO DE LA HARINA DE HUESO EN LA PRODUCCION
DE BIOMASA SECA

La Figura 9, muestra los datos de biomasa seca obtenidos en la parte aérea
de la planta. En general, se observaron valores semejantes en ambas
variedades. El tratamiento que sobresalid, fue el testigo 2 con 11.40 g en la

variedad criolla y 12.50 g en el hibrido, sin diferencia entre ambas.

Respecto a la variedad criolla, la mayor biomasa se obtuvo con la aplicacion
de 240 kyg ha-l de superfosfato simple y 80 kg ha-l de urea (T2), superiores al
testigo “T-1” (Figura 9) y estadisticamente diferente. Esto podria deberse a
que el suministro de fosforo, favorecié el crecimiento de la planta. Por otro
lado, los tratamientos HH-80 y SFS-80 presentaron valores de 8.83 y 8.66g
respectivamente, siendo estadisticamente iguales al testigo 2 (Apéndice B-6)
esto permite suponer que la harina de hueso, no sélo anadié al suelo
compuestos nutritivos provenientes de las actividades de descomposicion y
mineralizaciéon (Figura 3), por lo que el aporte constante, permitio el mejor
desarrollo de las plantas. De manera similaf, Joner (2000) encontré un
mayor crecimiento en la parte aérea de la planta de trébol, cultivado en suelo
con desperdicios de corral, con aquellas plantas cultivadas con fertilizacion
mineral, aplicandose las mismas dosis de P. Asimismo Eghball y Power
(1999), reportaron que con la aplicacion de desperdicios naturales se

incremento el rendimiento de maiz, si se compara con el testigo.

El suministro de SFS, produjo una biomasa estadisticamente igual a la de la
harina de hueso. Estos resultados sugieren que el mejor desarrollo del maiz,
no dependié de la fuente de fosforo ni de la cantidad de nutrimentos
fosfatados o nitrogenados aplicados, sino de las caracteristicas biologicas del

suelo; es decir, de la actividad microbiana que asegura la mineralizacion de
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la materia organica y la liberacion de nutrimentos. Lo anterior permite la
opcion de sustituir las fuentes inorganicas por fuentes organicas, que
ademas de ser costosas afectan las propiedades del suelo, y los rendimientos

a corto y largo plazo son incomparables (FAO, 1994).
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Figura 9. Biomasa seca de la parte aérea (g 1.5 kg'! suelo).(T1) Testigo negativo,
sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2} Testigo positivo suelo estéril con 240
kg ha! de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH) Harina de Hueso 80 y
120 kg ha'l, (SFS) 80 y 120 kg ha'! Promedios con la misma letra no son

significativamente diferentes (P < 0.05).
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Considerando so6lo la variedad hibrida, se observé que el suministro
superfosfato simple en 240 kg ha'l y 80 kg ha-l de urea, fue uno de los
tratamientos con mayor biomasa. El siguiente lugar, lo ocuparon, sin
diferencia estadistica, los tratamientos T-1, SFS-80 y HH-80 (Apéndice B-6).
El mismo comportamiento se observo en acumulacion de N (Figura 8), lo que
podria indicar que el adecuado suministro de N, favorecio la utilizacion de
hidratos de carbono y aumentoé la sintesis de proteinas, en las plantas (PPI,
1997). Estos resultados confirman los datos de las propiedades quimicas del

suelo, en lo relativo a su riqueza en materia organica y N (Cuadro 2).

En los tratamientos con suministro de una fuente de P, se encontrd
correlacion entre la biomasa seca de la parte aérea de la planta y su
colonizacion MA (Apéndice B-1), lo que podria indicar la posible influencia
del hongo, en la produccion de biomasa; sin embargo, los resultados
obtenidos en el testigo T-1, no apoyan esta tesis, ya que aun carente de HMA,
obtuvo la mayor biomasa seca. Aunque su apariencia fisica no fue la de una

planta robusta, su tallo era delgado y quebradizo.

Entre variedades, se observo que el maiz criollo respondié mejor a los
tratamientos de HH-80 y HH-120. Dado que todos los tratamientos, excepto
los testigos, tuvieron las mismas dosis de nutrimentos, el mismo tipo de
suelo, y los mismos factores ambientales, podria inferirse que dicho
comportamiento se debio a los microorganismos introducidos por la harina y
a la respuesta de las plantas hacia la actividad de ellos. Obsérvese que, en el
maiz criollo, la respuesta en produccion de biomasa fue estadisticamente
superior en el tratamiento HH-80, lo que podria indicar que esta variedad
estd mas adaptada que el hibrido, al tipo de suelo, a la harina y a sus

respectivos microorganismos.

VIANNEY ARROYO AVILA 71



RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.6 EFECTO DE LA HARINA DE HUESO EN LA PRODUCCION
ALTURA DE LA PARTE AEREA

La Figura 10, muestra la altura promedio de la parte aérea de la planta a los

80 dde. En el testigo 1 en ambas variedades se registré la altura, menor

72.16 cm. en el maiz criollo y 86.16 cm. en maiz hibrido, sin diferencia

estadistica entre ellos (Apéndice B-7).
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Figura 10. Altura {cm 1.5 kg'! suelo) de las plantas a los 80 dias (T1) Testigo
negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo
estéril con 240 kg ha‘l de superfosfato simple y 80 kg ha'l de urea, (HH)

Harina de Hueso 80 y 120 kg ha'!, (SFS) 80 y 120 kg ha'!
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05).
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La mayor altura, se registr6 en plantas hibridas en los tratamientos SFS-120
y T-2 (118.66 y 118.16 cm) respectivamente, con diferencia estadistica en los
tratamientos HH-80 y HH-120, lo que permitidé observar que en este
parametro y en esta variedad, el efecto del fésforo inorganico favorecié el

desarrollo de las plantas.

En el maiz criollo, los valores fueron estadisticamente iguales, lo cual define
el beneficio al comparar fuentes organicas en vez de inorganicas. Lo mas
importante de los resultados, es la colonizacion de las plantas con hongos
micorrizicos, lo que no solo favorece el crecimiento, sino también influye en
las propiedades del suelo proporcionando una mejor estructura, aireacion y
retencion de agua, que aumenta al mismo tiempo tanto la actividad de los
microorganismos, y la disponibilidad gradual de los nutrimentos para las

plantas, (Andraki y Bandy, 2003)

Al comparar la altura de la planta entre ambos tipos de maiz se observa que
(Figura 10) el maiz criollo tiene comportamientos similares entre los
tratamientos, y que en el hibrido se observa diferencia al recibir la fuente
organica de fosforo. Aun cuando el hibrido también fue colonizado, por
microorganismos, por que tal vez el suelo no favorecid6 su adaptacion y
crecimiento 6ptimo, lo que se observa en las plantas por sus tallos delgados

y fragiles.
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54 EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum

Para determinar el efecto de la mejor dosis de fésford, tanto organica como
inorganica (80 kg ha-1 ), asi como el efecto de un segundo simbionte que es la-
bacteria Azospirillum, en el desarrollo del maiz y el establecimiento de la
micorriza arbuscular, se utilizé el mismo disefio experimental por bloques al
azar y se determinaron los mismos parametros en maiz hibrido-28 y criollo

“pico de gorrion” .

54.1. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN LA ACUMULACION DE FOSFORO

La Figura 11 muestra los datos de la acumulacion de P, en la parte aérea de
las plantas a los 80 ddm. Esta variable fue estadisticamente diferente entre
los testigos-1 y 2 de ambos tipos de maiz (Apéndice C-1), siendo mayor en la
maiz criolla 2.50 cmol kg! para el testigo y en el testigo 2, fue mayor en el
hibrido 3.20 cmol kgl. También hubo diferencia significativa entre los
tratamientos C-HH-M-A y C-SFS-M-A, de maiz criollo e hibrido, (7.30 y 5.83

cmol kg1) respectivamente, siendo mayor en el tratamiento C-HH-M-A

La acumulacion de P en plantas con suministro de harina de hueso, fue
significativamente mayor a la obtenida con SFS (Apéndice C-1). Estos
resultados confirman lo observado en el Experimento 1. Las fuentes
organicas incrementaron la concentracion de P en la solucion del suelo, a
través de su constante mineralizacion y liberacion; de tal fbrma, que se
incrementoé la acumulaciéon en la parte aérea (Oehl et al.,, 2001). Igualmente,

Dimas Lopez-Mtz y colaboradores (2001), encontraron que la acumulacion de
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P en tratamientos con abonos organicos, fue mayor o similar a la obtenida
con el suministro de fertilizantes, con el beneficio de agregar materia
orgéuiica y micronutrimentos al suelo.

En los tratamientos C-A-M y C-A-M-U, se registr6 una acumulacion de
fosforo de 3.40 y 4.10 cmol kg respectivamente, en el maiz criolla con
diferencia estadistica, sin embargo los valores son inferiores, a los que se
obtuvieron cuando se aplico, harina de hueso. Cabe comparar estos
tratamientos, ya que se tuvo mayor concentracion cuando se utilizé urea y la
bacteria Azospirillum, lo cual pudo haber contribuido a tener mejor

asimilacion de fosforo.

En los tratamientos H-HH-M-A y H-SFS-M-A hubo diferencia estadistica,
siendo mayor en el tratamiento con harina de hueso 5.83 cmol kg. Para el
caso de los tratamientos H-A-M y H-A-M-U, también hubo diferencia entre
ellos siendo mayor en esta variedad cuando no se aplico urea 5.03 cmol kg.
Los tratamientos con igual diferencia en ambos tipos de maiz, son aquellos
donde se utilizd superfosfato simple y urea, lo cual podria sugerir que la
cantidad de P liberado en la aplicacion de urea, o la retencion quimica e
inmovilizacién biologica, dejaron concentraciones similares de P—dispbnible
en la solucién del suelo. Es decir, si uno u otro liberé mas P, de todos modos
el suelo lo retuvo, de tal forma que la planta llegd a concentraciones muy
similares. Esto podria indicar una capacidad limitada del suelo, para
mineralizar y liberar P inorganico (Atlas y Bartha, 1998). El suministro de
harina de hueso tal vez significa un ahorro, ya que la acumulacion de P fue

mayor en ambas variedades y experimentos.
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Figura 11. Acumulaciéon de fésforo (cmol kgl) en parte aérea..(T1) Testigo
negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo
estéril con 240 kg ha'l de superfosfato simple v 80 kg ha'l de urea, (HH)
Harina de Hueso 80 y 120 kg ha'l, (SFS) 80 y 120 kg ha! Promedios con la
misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05).
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5.4.2. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN LA ACUMULACION DE NITROGENO

La acumulacion de N obtenida con los tratamientos CT2 y C-HH-M-A fue
significativamente la mas alta (283.33 y 280.0 cmol kgl. respectivamente); el
segundo lugar lo ocuparon, con diferencia estadistica, las plantas de los
tratamientos C-A-M-U y H-T2. En los testigos 1 y en el tratamiento SFS-M-A
de ambos tipos de maiz, se presentaron las concentraciones mas bajas sin
deferencia estadistica entre ellos.

Los resultados de esta investigacién, no mostraron diferencias importantes
entre los testigos 1 y el tratamiento con SFS y microorganismos en el maiz
hibrido. Esto podria indicar que las fuentes de P, no intervinieron en la

acumulacion de N. (Figura 12)

Es importante senalar que el tratamiento C-HH-M-A, permiti6 una mayor
acumulacion de N (280 cmol kg-l), posiblemente debido a la mineralizacion
de la harina de hueso , dando lugar a una mayor liberaciéon y conservacion
como iones amonio (NHs4*), en el complejo de intercambio del suelo. La
cantidad de N organico mineralizado durante los periodos de cultivo, aporto
una mayor cantidad del requerido por las plantas (Eghball, 2000). Los
resultados de esta investigacion, al igual que los de Joner (2000) y Eghball &
Power (1999}, mostraron que la aplicacion de fuentes naturales, es igual a la
fertilizaciéon inorganica en cuanto a la acumulacion de N y P (Figuras 11 y
12). Posiblemente este comportamiento se debe, a que el suministro de
compostas incremento la concentracion de P-asimilable y de K en el suelo
(Douds Jr. et al., 1997). Asimismo, estimul6 el crecimiento hifal, favoreciendo
la absorcion de N y P por los HMA (Ravnoskov et al., 1999), que

incrementaron la acumulacién en las plantas.
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El resto de los demas tratamientos, no mostro diferencias estadisticas entre
ellos: esto no es raro, ya que todos los tratamientos recibieron una dosis

equivalente a 160 kg N ha-l.

Se detecto una amplia diferencia, entre las acumulaciones obtenidas con CT?2
y C-HH-M-A y con H-SFS-M-A y HT1. Esto reflej6 la falta de N, de CT1 y HT1
aplicada en el momento de la siembra. Sin embargo todos los tratamientos
presentaron concentraciones de nitréogeno, lo que se debe a las
caracteristicas del suelo en su alto porcentaje de materia organica y por
ende, de nitrégeno.

En los tratamientos C-HH-M-A, C-A-M, H-HH-M-A y H-A-M, favorecié la
acumulacion de N. Eghball y Power (1999), reportaron resultados similares a
éstos. También pudo influir la naturaleza de los materiales organicos, con
produccion de humus poco evolucionado, cuya mineralizacion es rapida
(Cepeda, 1991). Esto se observo desde el experimento de Mineralizacion, e
indicdé una mayor liberacion de N-asimilable en el suelo y, por ende, favorecio
la absorcion y acumulacion en PAP. Al respecto, Eghball {2000) encontré que
la tasa de mineralizacion de N en las compostas de estiéreol, fue de 12, 12 y

8% para el primero, segundo y tercer ano, respectivamente.

Hawkins et al., (2000) y Ravnoskov et al., [1999]., observaron separadamente,
que los HMA ayudan a la planta en la adquisicion de N, tanto de fuentes
organicas como inorganicas. Los resultados de esta investigacion, al igual
que los de Alvarez-Solis et al., (2000), mostraron que los tratamientos con
composta, tuvieron altos indices de correlacion estadistica entre la
acumulacion de N y la intensidad de colonizacion {Apéndice C-4). Sin
embargo, los tratamientos CT2 y HT2 presentaron la mayor acumulacién,
pese a su baja colonizacion (Figura 14); aunque debe tenerse en cuenta que

la absorciéon de N por los HMA, depende de la disponibilidad y movilidad del
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nutrimento en el suelo (Hodge, 2001), y que no siempre la mayor adquisicion
de N, produce un mayor nivel nutrimental en las plantas micorrizadas, con

respecto a las no micorrizadas (Hawkins et al., 2000; Hodge et al., 2000).
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Figura 12. Acumulacién de nitrégeno (cmol kgl) en parte aérea..(T1)
Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo
positivo suelo estéril con 240 kg ha'! de superfosfato simple y 80 kg hal de
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha’l, (SFS) 80 y 120 kg ha'!
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P <
0.05).

Es interesante observar que entre los tratamientos de ambos tipos de maiz
en su testigol (suelo libre de HMA nativos, pero con su flora bacteriana) y el
testigo 2 (suelo con fertilizantes quimicos) se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (Apéndice C-2); el T-1 fue inferior al T-2 en

ambos tipos de maiz. Esto podria indicar, como ya ha sido mencionado por
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varios autores (Bago et al.,, 2001; Hawkins et al., 2000; Cliquet et al., 1997;
Frey y Shuepp, 1993), que la micorriza contribuye también, a la absorcion de

nitrogeno.

Estos tratamientos difieren en el nivel de colonizacion MA (Figura 14), por lo
que dicho resultado, podria deberse a la actividad de los HMA, en lo que
corresponde al transporte de compuestos nitrogenados hacia las plantas del
T-2. Aunque también pudo haber pérdida de N en el suelo de T-1, al
someterlo a calentamiento, como parte del proceso de esterilizacion.

Sin olvidar que en este segundo experimento se inocul6é con Azospirillum, el
tratamiento C-HH-M-A fue uno de los mas altos, lo que permite comprobar la
actividad de Azospirillum fijando N atmosférico y produciendo hormonas
(Yoav Bashan y Luz E. de Bashan 2002) y que los hongos micorrizicos
transportan nitrogeno asimilable a la planta o la planta misma absorbiendo

nutrimentos.
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5.4.3. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN LA ALTURA DE LA PLANTA

La altura de la parte aérea de la planta, fue mayor en los tratamientos C-HH-
M-A, H-HH-M-A y C-A-M-U con 108.50, 95.16 y 89.66cm. respectivamente.
(Figura 13). Hubo una diferencia estadistica, unicamente entre el

tratamiento C-HH-M-A y los no mencionados
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Figura 13. Altura (cm) de la parte aérea..(T1) Testigo negativo, sin hongos
y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo estéril con 240 kg ha
1 de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH) Harina de Hueso 80 y
120 kg ha'l, (SFS) 80 y 120 kg ha'l Promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes (P < 0.05).
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En general, las mayores alturas se observaron en los tratamientos con
adiciéon de harina de hueso, hongos micorrizicos y Azospirillum, ligeramente
superiores a los de fertilizantes quimicos (Apéndice C-3).

Los testigos (T-1) en maiz criollo e hibrido, fueron los que registraron las
menores alturas; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los
tipo de maiz cultivados con fertilizantes quimicos y aquellas a las que no se
les aplico nada. Este comportamiento, tiene relacion con los resultados
obtenidos en la concentracién de nitrégeno, en donde todos los tratamientos
presentaron cantidades de nitrogeno suficientes, para que la planta pueda
crecer.

La importancia del tratamiento C-HH-M-A, se debe a la presencia de
Azospirillum, el cual promueve el crecimiento vegetal mediante: a) fijacion de
nitréogeno, que contribuye con nitrégeno a la planta, b) efectos hormonales,
los cuales promueven el metabolismo y crecimiento vegetal, ¢) incremento en
el crecimiento del sistema completo de raices, que puede estar relacionado
con cambios hormonales y origina una mayor capacidad de absorcion de
agua y minerales, d) alteracion del funcionamiento de la membrana, por
medio de moléculas de comunicacion celular. (Bashan et al., 2000). Ademas
los hongos micorrizicos a través de sus hifas, toman el nitrogeno desde
fuentes inorganicas de amonio, incrementan la eficiencia de absorcion de los
mismos, desde la solucion del suelo e incorporan metabolitos en los procesos
de digestion y degeneracion de las estructuras de los mismo hongos en las
células de la raiz (Sieverding, 1991). Por otra parte, la mineralizaciéon de la
harina de hueso favorecio6 el crecimiento de la planta y también pudo influir
en las propiedades del suelo proporcionaﬁdo una mejor estructura,
aireacion, retencion de agua, y tal vez en la actividad de los microorganismos

y disponibilidad de nutrimentos para la planta (Rodriguez, 1999).
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5.4.4. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN LA COLONIZACION MA

La Figura 14, muestra la colonizaciéon micorrizica a lo largo de 80 dias. En
general, durante los primeros 40 dias, el comportamiento de ambos tipos de
maiz difiere Unicamente entre los testigos y los demas tratamientos.
Posteriormente, para los ultimos 40 dias, los tratamientos C-HH-M-A, H-HH-
M-A presentan % de colonizaciéon altos (70.33 y 67.66% respectivamente),
con diferencia estadistica sobre el resto de los demas tratamientos. Esto
podria indicar que la aplicacion de fuentes organicas de fosforo, no afecta el
desarrollo micorrizico; de hecho, mejora las condiciones del suelo
favoreciendo el desarrollo de la raiz, la colonizacion micorrizica y la
esporulacion de los HMA (Ravnoskov et al., 1999; Douds Jr. et al., 1997). Por
otro lado, los tratamientos C-A-M y H-A-M presentan % de colonizaciéon muy

buenos, pero su diferencia puede deberse a la aplicacién de harina de hueso.

En cambio, en los testigos de maiz criollo e hibrido, los % de colonizacién
fueron bajos (6.33 y 7.66), con diferencia - significativa en los demas
tratamientos. Los porcentajes de colonizacion en los testigos se esperaban en
cero, ya que son tratamientos con suelo estéril; sin embargo, debido a la
cercania de las macetas, pudo darse una propagacién de esporas en el

momento de riego o posiblemente la esterilizacion no fue 100% segura.

En este experimento, se observo que la aplicacion de harina de hueso (HH) y
la inoculacion con Azospirillum favorecio el desarrollo micorrizico, como se

aprecia claramente a los 20 y 40 dde (Figuras 14ay 14D).
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Desde los 60 dde, se detectd que los tratamientos con harina de hueso,
hongos micorrizicos y Azospirillum (Figura 14c), superaban a postratamientos
con fertilizantes quimicos. Veinte dias después (Figura 14d), no se observo
gran cambio en los testigos que alcanzaron 8.0 %; en cambio, los fertilizados
con harina de hueso e inoculados con Azospirillum obtuvieron la mayor
abundancia, 70.33 %. Tal y como lo reportan (Yoav Bashan y Luz E. de
Bashan 2002), los hongos micorrizicos se ven favorecidos con la presencia de

Azospirillum y la ausencia de fertilizantes quimicos.

Lo anterior podria indicar que la falta de hongos y la excesiva cantidad de
fertilizantes quimicos en los tratamientos C-SFS-A, H-SFS-A, C-A-U y H-A-U,
probablemente limité el desarrollo de la colonizacion (Shatnawi vy
Makhadmeh, 2001) debido quiza, participo la produccién de algunas auxinas
que se sabe afectan directamente el desarrollo micorrizico (Kaldorf y
Ludwing-Miller, 2000). Por otro lado, el tratamiento C-HH-M-A tuvo la
mayor acumulacion de P y N (Figuras 11 y 12}, lo cual coincide con el
desarrollo micorrizico. También debe tenerse en cuenta, que la respuesta de
la raiz a los HMA y a los microorganismos del suelo, puede ser diferente a
partir del suministro de fuentes organicas, por lo que la abundancia
micorrizica podria no depender del nivel nutricional de la planta, sino de un

factor ecologico como el clima (Shatnawi y Makhadmeh, 2001).
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Figura 14. Colonizacion (%) en raiz a los 20 (A), 40 (B), 60 (C) y 80 (D) dias. (T1) Testigo negativo, sin hongos

y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo suelo estéril con 240 kg ha™ de superfosfato simple y 80 kg ha
de urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha™, (SFS) 80 y 120 kg ha™'. Promedios con la misma letra no son

significativamente diferentes (P < 0.05).
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Los mayores porcentajes de colonizacion MA al momento de la cosecha
(Figura 14d), correspondieron a los tratamientos con fuentes organicas en
ambas variedades, asi como la inoculacién con Azospirillum y desde luego la
presencia de hongos micorrizicos nativos. Resultados similares obtuvieron
Joner (2000) y Douds Jr. et al, (1997), quienes mencionan que la
proliferacion y colonizacion de los HMA, se ven favorecidas con la aplicacion
de fuentes naturales como desperdicios de cosechas y compostas, cuya
proporcion C:N es pequena (desde 8:1 hasta 29:1), por lo que este factor
pudo propiciar la alta colonizacion. Al observar estos porcentajes de
colonizacion, se demuestra que la presencia de Azospirillum favorece el
aporte de nitrogeno asimilable, requerido por los hongos micorrizicos, o que
Azospirillum estimulo la colonizacion micorrizica en las plantas de maiz
(Barbara Eckert et al., 2001), el cual pudo relacionarse con la produccién de
acido abscisico, un factor benéfico en la colonizaciéon de hongos micorrizicos.
Se ha demostrado que la actividad de los microorganismos en la rizosfera,
afecta decisivamente el comportamiento de la simbiosis micorrizica. La
inoculacion mixta con Azospirillum y hongos micorrizicos origina una
interaccion sinergista, obteniéndose un incremento significativo en el
crecimiento y acumulacion de fosforo en las plantas. Esta doble inoculacion,
podria reemplazar la aplicacion de fertilizantes de nitroégeno y fosforo (Al-
Nahidh y Gomah, 1999) y promover la interaccion de hongos micorrizicos en
las plantas.

Los menores porcentajes de colonizacion MA, se obtuvieron con el suministro
de la fuente inorganica, lo que podria indicar que dicha fuente de P, inhibio
la invasion del HMA a la raiz (Joner, 2000; Douds Jr. et al.,, 1997). En
segundo lugar, pudo deberse a la aplicacién de la urea; la solubilizacion de
ésta desprende amonio, uno de los compuestos nitrogenados que mas impide
la formacion de la micorriza (Brinson et al., 1994; Sieverding, 1991). Estos

tratamientos recibieron toda la dosis de N en forma de urea .
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5.4.5. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN LA LONGITUD TOTAL DE RAIZ.

La longitud radical total de las plantas a los 80 dde (Figura 15}, igual que
otras variables, dependié de la condicién del suelo; la diferencia entre los
promedios obtenidos en suelo con H-A-M y los testigos de ambas variedades
fue muy amplia, 77.33 y 34.33 cm, respectivamente. Esto pudo ser afectado
por la dosis y la fuente de P, ya que los tratamientos con fuentes naturales
fueron estadisticamente mayores que los de fuentes quimicas. Con respecto a
la literatura, el comportamiento fue contrario, ya que algunos autores han
encontrado que la carencia de P, induce el alargamiento de las raices,
probablemente para aumentar el area de absorcion radical (Marschner,
1995); sin embargo este comportamiento, esta relacionado con una mayor
longitud total de biomasa (Figuras 14 y 15) y puede con simplemente a la
mejor nutriciéon de estas plantas, cuya disposicion de nutrimentos favorecid
el desarrollo de la planta en general.

Las longitudes radicales obtenidas en los tratamientos donde estaban
presentes los HH-M-A, fueron estadisticamente similares (Apéndice C-5); sin
embargo numéricamente, el orden decreciente de éstos fue: H-A-M>C-HH-M-
A>C-A-M-U>H-HH-M-A<H-A-M-U (77.33, 60.83, 60.33, 53.85. y 54.33 cm,
respectivamente). En estos tratamientos se puede ver el efecto de
Azospirillum, favoreciendo el desarrollo radical por su probable generacion de
hormonas estimulantes de crecimiento (Yoav Bashan y Luz E. de-Bashan
2002), asi como por la actividad de los hongos micorrizicos, al inducir
mayores ramificaciones (Sieverding, 1991).

Tampoco se observo diferencia significativa en los de menor longitud:

CT1<CT2<HT1<HT2<H-SFS-M-A (34.33, 34.83, 37.66 y 44.83 cm.)
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Figura 15. . Longitud radical total (cm 1.5 kg! suelo) en maiz. (T1)
Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo
positivo suelo estéril con 240 kg ha-! de superfosfato simple y 80 kg ha'l de
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha-l, (SFS) 80 y 120 kg ha’l
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P <
0.05).

5.4.6. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN EL PESO DE RAIZ.

La biomasa radical a los 80 dde (Figura 16), de plantas cultivadas en suelo
esterilizado y sin ninguna fuente de fosforo y nitrégeno natural o quimica,
fue significativamente menor a las del suelo con M-HH-A 6 U (promedios de
2.46 y 2.96g 1.5 kgl suelo, respectivamente). Sin embargo, esta variable no
pareci6 ser afectada por la fuente o dosis de P, ya que fueron
estadisticamente similares las biomasas radicales, entre tratamientos de

doble simbiosis y con fuente organica (promedios de 6.46 y 6.45 g); tampoco
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hubo diferencias respecto al testigo T-2 de ambos tipos de maiz, lo que
podria indicar que la cantidad de P o la fuente asimilable en el suelo, no

afect6 la produccién de biomasa seca.
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estéril con 240 kg ha! de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH}
Harina de Hueso 80 y 120 kg hal, (SFS8} 80 y 120 kg ha! Promedios con la
misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05).

La longitud, presento orden decreciente en peso radical, en los tratamientos
H-A-M>H-HH-M-A>C-HH-M-A {Apéndice C-6). Con ambas simbiosis y la
harina de hueso la biomasa aumento, esto podria deberse a una adecuada
acumulaciéon de N proveniente de la mineralizacion de la harina de hueso
(Figura 3). De este modo se favorecio la utilizacion de hidratos de carbono y
la sintesis de proteinas, mejorando la suculencia de las plantas (PPI, 1997);
también pudo estar involucrada la formacion de micorrizas, ya que estos

tratamientos presentaron hongos micorrizicos y Azospirillum sin olvidar que
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el tratamiento C-HH-M-A fue de los que registraron la mayor colonizacion
micorrizica (Figura 14d). En cambio en el testigo “T-1” se obtuvo la menor
biomasa radical y altura de la parte aérea de la planta, dichos resultados
coinciden con los encontrados por Joner (2000).

De igual forma Villarreal et al.,, 1990 encontré que la inoculacion con
Azospirillum sola o en conjunto puede incrementar la produccion de biomasa

de raiz.

5.4.7. EFECTO DE LA RELACION HARINA DE HUESO-HONGOS
MICORRIZICOS-Azospirrillum EN LA PRODUCCION DE BIOMASA SECA.

La produccion de biomasa seca en la parte aérea de las plantas con 80 dias
(Figura 17), fue estadisticamente superior en aquellas cultivadas en suelo
con el tratamiento HH, M y A, tanto en el maiz criollo como en er hibrido 8 y
6.66 g 1.5 kgl suelo, respectivamente (Apéndice C-7). También hubo
diferencias significativas entre los testigos 1 de ambas variedades y C-A-M-U;
en promedio, obtuvieron 1.25y 1.30 g 1.5 kg! suelo, respectivamente. Estos
resultados podrian indicar, que los cultivos requieren del suministro de una
fuente de P sin importar quien lo aporte; los hongos micorrizicos, la harina
de hueso o Azospirillum debido a que: (1) el suelo retiene un gran porcentaje
67.3 %); (2) los microorganismos inmovilizan otra fraccion y (3) la

‘mineralizacién es lenta (Hernandez et al., 1996).

Los tratamientos con doble aplicaciéon de las fuentes de P, registraron
mayores biomasas que cuando se aplico una fuente quimica, ya que se
obtuvo una diferencia significativa de 1.25 g. Los resultados obtenidos
muestran que de las plantas con doble aplicacién, la mayor biomasa se
obtuvo con la fuente organicas, superando a las quimicas. Sin embargo, al

comparar solamente los tratamientos con fuentes inorganicas, el fertilizante
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no resulté ser tan buena fuente de P. De igual manera Eghball y Power
(1999), encontraron que con la aplicacién de desperdicios naturales durante

4 anos, se incremento el rendimiento del maiz, en comparacion con el testigo.
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Figura 17. Biomasa seca de la parte aérea (g 1.5 kg! suelo) en maiz.
(T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2} Testigo
positivo suelo estéril con 240 kg ha! de superfosfato simple y 80 kg ha! de
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha'l, {8FS) 80 y 120 kg ha’!
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P <
0.05).

La biomasa de las plantas del tratamiento T-1, fue considerablemente menor
a la de aquellos con suministro de fuentes naturales (Figura 17). También
Joner (2000} encontro bajas biomasas, en la parte aérea de tréboles
cultivados en suelos esterilizados. Las caracteristicas de este tratamiento (sin
suministro de P, ni colonizacion MA), sugieren la importancia de aplicar una
fuente organica de P y del establecimiento de la micorrizacion, que favorece

la absorciéon de nutrimentos y, por tanto, el desarrollo de las plantas.
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VI. CONCLUSIONES

1. El superfosfato simple (SFS), liber6 la mayor cantidad de P-asimilable a la
solucion del suelo. La cantidad liberada, fue 18.92 % mayor que la
obtenida con la harina de hueso (HH). Al final del experimento, la
concentracion de P-asimilable continué disminuyendo con el SFS,

mientras que con la HH, aumenté hasta casi igualar al tratamiento SFS,

2. El testigo mostré una tendencia decreciente de P-asimilable en el SFS, la
cual se atribuyo a la alta retencién quimica del P que ocurre, de manera
natural, en la mayoria de los suelos derivados de cenizas volcanicas. La
harinas de hueso y pescado, aumentaron la concentracion de fosforo a

medida que pasaba el tiempo.

3. En la primera siembra, los porcentajes de colonizaciéon micorrizica entre
los tipos de maiz fueron significativamente similares. El desarrollo de la
-simbiosis no dependié del tipo de maiz, sino de la dosis y fuente de
fosforo. Las plantas fertilizadas quimicamente, fueron poco micotroéficas y

menos dependientes que las fertilizadas orgdnicamente.

4. La aplicacion de harina de hueso (primer siembra) en dosis de 80 kg ha-l,
favorecio los porcentajes de colonizacion micorrizica en el maiz “Pico de

gorrion” y “H-28” mientras que el SFS a dosis de 120 kg ha-l, la inhibio.
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5. La concentracién P en tejido vegetal, fue de niveles “bajos” en todos los
tratamientos durante la primera siembra en los dos tipo de maiz, |reflejo
de la alta retencion quimica en el suelo. En el maiz criollo se @tbtuvo
mayor respuesta con la harina de hueso. Por su parte la acumuladion de

P en los testigos 1, presento niveles criticos de 2.50 mg kg1

6. La acumulaciéon de N fue mas alta en las plantas con harina de hueso,
que en las de SFS. El maiz hibrido, respondié mejor a la harina de hueso
en la acumulacion de N. El comportamiento es similar en f()sfoJ'o; las
dosis bajas de harina de hueso, acumulan mayor cantidad de nitrégeno y
fosforo sin importar el tipo de maiz.

|

7. El suministro de harina de hueso favoreci6 la longitud y biomasa radical
en la primera siembra. El maiz hibrido super6 al criollo en el desFrrollo

radical aunque, no hubo diferencias significativas.

8. La aplicacion de SFS en el testigo 2 y a dosis de 120 kg ha-l, favorecid la
biomasa de la parte aérea de las plantas y su altura, en ambas
variedades. Sin embargo, los tratamientos con harina de hueso no

tuvieron diferencia significativa.

9. En la segunda siembra la doble simbiosis HMA y Azospirillum juntocon la
harina de hueso, favorecieron la acumulaciéon de P. La concentraciéon
detectada en los testigos, fue similar a la obtenida en la primera sigmbra.
El fésforo en las plantas dependid solo de la fuente organica y la actividad

de los microorganismos.
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10. La acumulacién de N, en las plantas del segundo experimento, fue
significativamente mayor en los tratamientos CT2 y C-HH-M-A, superando

a los testigos 1.

11. La longitud, peso radical total y la biomasa de la parte aérea de las
plantas ( follaje) del experimento “triple simbiosis”, fueron favorecidas en
ambas variedades con la aplicacion de harina de hueso y la actividad de
los HMA y Azospirillum, superando con diferencia significativa, a los

testigos y tratamientos quimicos.

12. Al igual que en la primera siembra, en este experimento (triple
simbiosis 1), los porcentajes de colonizacion micorrizica se mostraron
favorecidos con la aplicacion de la harina de hueso, aunque no dependio

de la variedad.
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VII. ANEXOS

1. SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA OBSERVACION

Y CUANTIFICACION DE LA MICORRIZA

A. FAA
Formol
Acido acético glacial
Alcohol etilico (95-96 %)
Agua destilada

B. Azul tripano {0.05%])

Azul tripano

Lactoglicerol

C. Lactoglicerol
Acido lactico
Glicerol

Agua destilada

2. SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA OBSERVACION

DE Azospirillum

A. Cloramina T

10 ml

S ml
50 ml
35 ml

500 mg
1 000 ml

500 ml
500 ml
500 ml

Cloramina T

lg

Agua destilada estéril y fria

100 ml
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B. Cristal violeta

Cristal violeta 2¢

Etanol (95%) 20 ml
Agua destilada , 30 ml
Oxalato de amonio 0.8¢g
Agua destilada S50 ml

Se recomienda, en la solucion A, disolver el cristal violeta en el etanol y
después agregar el agua destilada. Posteriormente mezclar ambas soluciones

y filtrar.

C. Medio malato rojo congo

Acido malico 5¢g
KoHPO4 0.5¢g
MgSQO4.7H20 02¢g
NaCl 0.1¢g
Extracto de levadura 0.05¢g
FeClz.6H20 0.015 g
KOH 4.8 ¢g
Agar 15 g
Agua destilada 1000 ml

Ajustar a pH 7.0 con NaOH 0.01 N. Esterilizar en autoclave a 15 psi/ 15 min.
anadir asépticamente 15 ml de solucion acuosa de rojo congo (1:400),

esterilizado por separado.

D. Medio Nfb semisoélido

Acido malico 5g
KoHPO4 05¢g
MgSO4.7H20 0.2¢g
NaCl 0.1g
NasMoO4H20 0.002 g
MnSO4H0 00lg
Fe-EDTA (Sol. 1.64%) 4 ml
Azul de bromotimol en etanol (0.5%) 3 ml
KOH 45¢g
Biotina (0.01%) 1 ml
Agua destilada 1000 ml
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Ajustar a pH 6.8 con solucion de KOH al 10%, agregar 1.8 g de agar
previamente disuelto por separado y esterilizar en autoclave (15 psi/ 15 min.).

E. Peroxido de hidrogeno al 10%

Peroxido de hidrégeno 10 ml

Agua destilada 100 mi

F. Safranina

Safranina 25¢g
Etanol (95%) 10 ml
Agua destilada 100 ml

Se recomienda disolver la safranina en el etanol y después agregar el agua

G. Acido clorhidrico al 10%

HCI 10 ml
Agua destilada 100 ml

Después de disolver, aforar a 1000 ml.

H. Azul tripano en lactoglicerol {0.05%)

Azul tripano 500 mg
Lactoglicerol 1000 ml

[.  Agar nutritivo

Extracto de carne 3g
Peptona 5g
Agar 15 g

OBSERVACION DE Azospirillum

Aislamiento a partir de raices. A partir de las raices, se procede a seguir
nueve pasos: 1) eliminar el suelo adherido a las raices y lavar con agua de la
llave, 2) cortar en pedazos de 5 a 8 mm de longitud, procurando que la region
axilar quede intermedia, 3) desinfectar la superficie de los pedazos de raiz,
con cloramina T durante 3 a 5 min., 4) lavar con agua destilada estéril, por lo
menos 5 veces para eliminar todo el residuo de cloramina T, 5) utilizando las
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pinzas, colocar los pedazos de raiz en los tubos con medio Nfb semisélido, en
condiciones asépticas, procurando que queden dentro del medio, 6) incubar
a 32 - 35 °C, durante 18 - 24 hrs; al cabo de este tiempo la presencia de
Azospirillum sera indicada por la formacién de una pelicula fina blanquecina,
cercana a la superficie del medio por cambio del indicador de verde a azul
por modificacién del pH, 7) hacer una preparacion humeda y tincién de
Gram, del crecimiento producido en los tubos y observar al microscopio, 8]
usando el método de aislamiento por estria, sembrar en 3 placas de agar
nutritivo o malato-rojo congo € incubar durante 24 - 48 hrs. a 32 - 35 °C y 9}
seleccionar las colonias tipicas de Azospirillum y observar mediante
preparacion humeda y tinciéon de Gram.

Tincion de Gram. Tomar por los bordes un portaobjetos perfectamente
limpio, flamearlo ligeramente en la llama de un mechero y dejar que se
enfrie. Con el asa de siembra, esterilizada y. fria, tomar una gota pequena del
medio de cultivo homogeneizado, colocarla sobre el portaobjetos limpio y
extenderla hasta formar una capa fina. Dejar secar el frotis al aire. Cuando el
frotis esté seco, fijarlo. Para esto, pasar el portaobjetos rapidamente por la
flama del mechero unas tres veces, procurando que la superficie donde esta
el frotis quede hacia arriba. Cubrir el frotis ya fijado con solucién de cristal
violeta durante 1 minuto. Escurrir el colorante. Lavar, cubrir el frotis con
Lugol durante 1 minuto. Escurrir y lavar con agua de la llave. Inclinar el
portaobjeto y decolorar con alcohol-acetona gota a gota, hasta que aparezca
la primera gota incolora (10 - 15 seg.). Lavar con agua de la llave. Cubrir con
solucion de safranina durante 1 min. Lavar con agua, escurrir y dejar secar
al aire. Observar al microscopio.
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VIII. APENDICES
A. MINERALIZACION DE COMPOSTAS

Cuadro A-1. Analisis de correlacion entre las cuatro fuentes y P asimilable
liberado en el suelo.

Tiempo HP HP SFS T
0.92737 -0.7562 -0.5555 0.57735
2° semana 0.0726 0.2126 0.4445 0.4226
4 4 4 4
-0.5000 0.37127 -0.16371 -0.7011
4° semana 0.6667 0.6287 0.8363 0.2929
4 4 4 4
0.05477 0.00632 -1.0000 0.2355
6° semana 0.9452 0.9937 0.0001 0.7645
4 4 4 4
1.0000 -0.00075 -0.49922 -0.90453
8° semana 0.0001 0.9993 0.50025 0.0955
4 4 4 4
Coeficientes de correlacion de Pearson/Prob > |R| bajo Ho: Rho=0/Numero de
observaciones.

Cuadro A-2. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de mineralizacién de
P asimilable en las harinas.

Trat. Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
T A 1.40 4
P asimilable HP A 2.56 4
2° semana HH A 2.84 4
SFS B 7.57 4
T A 1.30 4
P asimilable HP A 2.59 4
4° semana HH A 3.73 4
SFS B 7.06 4
T A 1.4 4
P asimilable HP A 4.00 4
6° semana HH A 4.27 4
SFS A 5.20 4
T A 1.40 4
P asimilable HP A 3.70 4
8° semana HH A..B 4.80 4
SFS A 4,92 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: HP, harina de pescado; HH, harina de hueso; SFS, superfosfato
simple de calcio; T, testigo sin fuente de fosforo.
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B. PRIMERA SIEMBRA

Cuadro B-1. Prueba de Tukey aplicada a los resultados | de
COLONIZACION MA TOTAL.

Tratamiento Agrupacién Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 B..C 29.66 4
Criollo-T-2 C 10.66 4
Criollo-HH-80 A 79.00 4
Criollo-HH-120 A 61.66 4
Criollo-SFS-80 B..A 60.00 4
Criollo-SFS-120 B..A 47.66 4
Hibrido-T-1 C 5.00 4
Hibrido-T-2 C 6.00 4
Hibrido-HH-80 A 65.33 4
Hibrido-HH-120 B..A 49.00 4
Hibrido-SFS-80 A 73.00 4
Hibrido-SFS-120 B..A 49.00 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: (T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimicp, (T2)

Testigo positivo suelo estéril con 240 kg ha! de superfosfato simple y 80 kg
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha-lde, (SFS) 80 y 120 kg ha!

halde

Cuadro B-2. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de LONGI’]LUD

TOTAL RADICAL.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 C 34.16 4
Criollo-T-2 B..C 47.00 4

Criollo-HH-80 B..A 63.50 4
Criollo-HH-120 B..A 63.33 4
Criollo-SFS-80 B 55.16 4
Criollo-SFS-120 B..C 53.16 4

Hibrido-T-1 B..C 53.33 4

Hibrido-T-2 B..A 60.16 4
Hibrido-HH-80 A 79.33 4
Hibrido-HH-120 B..A 65.50 4
Hibrido-SFS-80 B..A 64.66 4
Hibrido-SFS-120 B..A 62.16 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Cuadro B-3. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de BIOMASA

RADICAL.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 C 3.14 4
Criollo-T-2 C 3.96 4

Criollo-HH-80 A 11.60 4‘
Criollo-HH-120 A 11.46 4
Criollo-SFS-80 B  6.28 4
Criollo-SFS-120 A 10.76 4

Hibrido-T-1 C 3.58 4

Hibrido-T-2 B 8.18 4

Hibrido-HH-80 A 11.80 4
Hibrido-HH-120 B 7.25 4
Hibrido-SFS-80 B 6.55 4
Hibrido-SFS-120 C 3.90 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: (T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2)

Testigo positivo suelo estéril con 240 kg ha'! de superfosfato simple y 80 kg
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha'lde, (SFS) 80 y 120 kg ha'!

Fa’l de

Cuadro B-4. Prueba de Tukey aplicada a los resultados |de
ACUMULACION DE FOSFATOS en parte aérea de maiz.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 G 3.30 4
Criollo-T-2 F 4.10 4

Criollo-HH-80 A 9.70 4
Criollo-HH-120 B 7.40 4
Criollo-SFS-80 E 5.00 4l
Criollo-SFS-120 C 6.40 4

Hibrido-T-1 H 2.50 4

Hibrido-T-2 E 5.00 4

Hibrido-HH-80 C 6.30 4
Hibrido-HH-120 C 6.53 4
Hibrido-SFS-80 D 5.80 4
Hibrido-SFS-120 D 5.80 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Cuadro B-5. Prueba de Tukey aplicada a los recultados |de
ACUMULACION DE N en parte aérea de maices.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. |Obs.
Criollo-T-1 E..D..F 156.66 4
Criollo-T-2 E..D 160.00 4

Criollo-HH-80 E..D..C 168.33 4
Criollo-HH-120 B..A..C 183.33 4
__________ Criollo-SFS-80 B.C 180.00 4
Criollo-SFS-120 F 140.00 4

Hibrido-T-1 D..C 173.33 4

Hibrido-T-2 D..C 170.00 4

Hibrido-HH-80 A 200.00 4
Hibrido-HH-120 B..A 193.33 4
Hibrido-SFS-80 E..F 150.00 4
Hibrido-SFS-120 F 140.00 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: (T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimicg, (T2)
Testigo positivo suelo estéril con 240 kg ha-! de superfosfato simple y 80 kg ha! de
urea, (HH) Harina de Hueso 80 y 120 kg ha-lde, (SFS) 80 y 120 kg ha'!

Cuadro B-6. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de BIOMA‘SA
SECA en parte aérea de maices.

Tratamiento Agrupacion Tukey . Promedios Num. (Obs.
Criollo-T-1 C 6.83 4
Criollo-T-2 B...A 11.40 4

Criollo-HH-80 B..A..C 8.83 4
Criollo-HH-120 B..C 7.83 4

_ Criollo-SFS-80 B..A..C 8.66 4]
Criollo-SFS-120 B...A..C 8.16 4

Hibrido-T-1 B..A...C 9.16 4

Hibrido-T-2 A 12.50 4
Hibrido-HH-80 B...C 7.66 4
Hibrido-HH-120 C 6.83 4
Hibrido-SFS-80 B..A..C 8.16 4
Hibrido-SFS-120 C 5.00 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Cuadro B-7. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de ALTURA DE

LA PLANTA.

Tratamiento Agrupacion Tukey ‘Promedios Num. Obps.
Criollo-T-1 D 72.16 4 |
Criollo-T-2 A 116.83 4

Criollo-HH-80 B..A 107.83 4 |
Criollo-HH-120 A 117.83 4
Criollo-SFS-80 B..A..C 101.00 4
Criollo-SFS-120 A 116.83 4

Hibrido-T-1 D..C 86.16 4

Hibrido-T-2 A 118.16 4

Hibrido-HH-80 B..D..C 92.00 4
Hibrido-HH-120 B..C 95.16 4
Hibrido-SFS-80 A 116.33 4
Hibrido-SFS-120 A 118.66 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

C. SEGUNDA SIEMBRA

Cuadro C-1. Prueba de Tukey aplicada a los resultados |de
ACUMULACION DE FOSFATOS en parte aérea de maiz.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 F 2.50 4
Criollo-T-2 G 1.60 4

Criollo-HH-M-A A 7.30 4
Criollo-SFS-M-A D 4.10 4
Criollo-A-M E 3.40 4
Criollo-A-M-U D 4.10 4
Hibrido-T-1 G 1.50 4
Hibrido-T-2 E 3.20 4
Hibrido-HH-M-A B 5.83 4
Hibrido-SFS-M-A C 4.96 4
Hibrido-A-M C 5.03 4
Hibrido-A-M-U D 4.13 4
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
Abreviaturas: (C) Variedad criolla, pico de gorrion e (H) Hibrido de alto rendimiento,
(T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo pésitivo
suelo estéril con 240 kg ha-! de superfosfato simple y 80 kg ha-! de urea, (HH)|80 kg
ha'! de harina de hueso, (SFS) 80 kg ha-1. de superfosfato simple (A) Inoculaci¢n con
Azospirillum, (U) Urea y (M) Suelo micorrizado. :
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Cuadro C-2. Prueba de Tukey aplicada a los resultados |de
ACUMULACION DE N en parte aérea de maiz.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 F 140.00 4
Criollo-T-2 A 283.33 4 |

Criollo-HH-M-A A 280.00 4

Criollo-SFS-M-A F 153.33 4
Criollo-A-M ¢.b 190.00 4]

Criollo-A-M-U B 216.33 4

Hibrido-T-1 E..F 160.00 4

Hibrido-T-2 B 216.66 4
Hibrido-HH-M-A E.D 183.33 4
Hibrido-SFS-M-A F 153.33 4

Hibrido-A-M E..F 163.33 4

Hibrido-A-M-U C..B 210.00 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Cuadro C-3. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de ALTURA DE

LA PLANTA.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 C..D 64.00 4
Criollo-T-2 B..C 85.66 4

Criollo-HH-M-A A 108.50 4
Criollo-SFS-M-A B..C..D 82.00 4

Criollo-A-M ~ B..C..D 81.16 4

Criollo-A-M-U B..A 89.66 4
Hibrido-T-1 D - 62.00 4
Hibrido-T-2 B..C..D 77.00 4

Hibrido-HH-M-A B.A 95.16 4
Hibrido-SFS-M-A B..C..D 73.83 4
Hibrido-A-M B..C..D 83.00 4
Hibrido-A-M-U B..C..D 76.16 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: (C) Variedad criolla, pico de gorrion e (H) Hibrido de alto rendimiento,
(T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo pesitivo
suelo estéril con 240 kg ha'! de superfosfato simple y 80 kg ha! de urea, (HH)|80 kg
ha-! de harina de hueso, (SFS) 80 kg ha-!. de superfosfato simple (A) Inoculacidn con
Azospirillum, (U) Urea y (M) Suelo micorrizado.
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Cuadro C-4. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de
COLONIZACION MA TOTAL en maiz de 80 dde

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 F ©.33 4
Criollo-T-2 F ’ 5.33 4

Criollo-HH-M-A A 70.33 4

Criollo-SFS-M-A D..C 48.66 4
riollo-A-M _ B 55.66 4
ollo-A-M-U D..E 45.33 4

Hibrido-T-1 ‘ F 7.66 4

Hibrido-T-2 F 8.33 4
Hibrido-HH-M-A A 067.66 4
Hibrido-SFS-M-A D 45.66 4

Hibrido-A-M C 51.00 4

Hibrido-A-M-U E 41.33 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Cuadro C-5. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de LONGITUD
TOTAL RADICAL.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 B 34.33 4
Criollo-T-2 B . 37.66 4

Criollo-HH-M-A B..A 60.83 4
Criollo-SFS-M-A B..A 51.00 4
Criollo-A-M B.A ~....53.00 4
Criollo-A-M-U B..A 60.33 4
Hibrido-T-1 B 34.83 4
Hibrido-T-2 B 44.83 4
Hibrido-HH-M-A B..A 53.83 4
Hibrido-SFS-M-A B 39.50 4
Hibrido-A-M A 77.33 4
Hibrido-A-M-U B..A 54.33 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: (C) Variedad criolla, pico de gorrion e (H) Hibrido de alto rendimiento,
(T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo
suelo estéril con 240 kg ha-! de superfosfato simple y 80 kg ha'! de urea, (HH) 80 kg
ha-1 de harina de hueso, (SFS) 80 kg ha-l. de superfosfato snnple (A) Inoculacion con
Azospirillum, (U) Urea y (M) Suelo micorrizado.
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Cuadro C-6. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de BIOMASA
SECA RADICAL.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 E 2.46 4
Criollo-T-2 D..C 3.601 4

Criollo-HH-M-A B..A 6.45 4
Criollo-SFS-M-A C 4.21 4

,,,,,,,,,,,,,,,,, Criollo-A-M B 5.91 4
Criollo-A-M-U C 4.16 4

Hibrido-T-1 D..E 2.96 4

Hibrido-T-2 C 3.96 4
Hibrido-HH-M-A B..A 6.46 4
Hibrido-SFS-M-A C 4.18 4

Hibrido-A-M A 7.15 4

Hibrido-A-M-U D..C 3.83 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Abreviaturas: (C) Variedad criolla, pico de gorrién e (H) Hibrido de alto rendimiento,
(T1) Testigo negativo, sin hongos y sin fertilizante quimico, (T2) Testigo positivo
suelo estéril con 240 kg ha! de superfosfato simple y 80 kg ha! de urea, (HH) 80 kg
ha-! de harina de hueso, (SFS) 80 kg ha'!. de superfosfato simple (A) Inoculacién con
Azospirillum, (U) Urea y (M) Suelo micorrizado.

Cuadro C-7. Prueba de Tukey aplicada a los resultados de BIOMASA
SECA en parte aérea de maices.

Tratamiento Agrupacion Tukey Promedios Num. Obs.
Criollo-T-1 C..D 1.66 4
Criollo-T-2 C..B..D 3.33 4

Criollo-HH-M-A A 8.00 4
Criollo-SFS-M-A C..D 2.16 4
Criollo-A-M C..B 3.50 4
Criollo-A-M-U D 1.25 4

Hibrido-T-1 D 1.30 4

Hibrido-T-2 C..B..D 2.78 4
Hibrido-HH-M-A A 6.66 4
Hibrido-SFS-M-A C..B..D 2.83 4

Hibrido-A-M B 4.50 4

Hibrido-A-M-U C..B..D 2.50 4

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes.
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