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RESUMEN

El maiz es el tercer cultivo de importancia en el mundo junto con el arroz y el trigo. Debido
al aumento de la produccion y a las maltiples posibilidades de utilizacidn, es necesario un
gran trabajo de investigacién y desarrollo para mejorar su produccion. El objetivo del
presente trabajo fue el de evaluar la germinacion, implantacién y el crecimiento temprano de
plantulas de maiz (Zea mays L.) durante los primeros estadios del desarrollo vegetal, debido
a la aplicacion individual o combinada de rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR)
del género Azospirillum, y tres hormonas vegetales (auxinas, giberelinas y citocininas). Se
realiz6 un experimento con un disefio completamente al azar con arreglo factorial y se utilizé
ocho tratamientos. Las semillas fueron cultivadas en dos condiciones experimentales, de
acuerdo a su estado fenologico: 1° en cdmara de germinacion en condiciones sugeridas por
ISTA (International Seed Test Association) para evaluar: (a) energia germinativa (EG), (b)
poder germinativo (PG), (c) longitud del coleoptile; (d) longitud radical y (e) longitud total y
2° en camara de cultivo, durante 14 dias con fotoperiodo de 16 hs de luz a 25° C y 8 hs de
oscuridad a 20° C y con 80 % de humedad relativa (HR), para evaluar los siguientes
parametros de crecimiento temprano: (a) n° de plantulas emergidas, (b) n° de hojas
desplejadas, (c) longitud de la parte aérea y radical y (d) longitud total. Estos resultados
demuestran una tendencia de que A. brasilense Az39 tiene la capacidad de promover la
germinacion, establecimiento y crecimiento temprano en semillas de maiz y que la
combinacion con compuestos reguladores del crecimiento vegetal del tipo fitohormonas

podria modificar este comportamiento.

PALABRAS CLAVE: Azospirillum brasilense, fitohormonas, auxinas, giberelinas,
citocininas, maiz, Zea mays, PGPR.
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SUMMARY

Maize is the third most important crop in the world, together with rice and wheat. Due to
production increase and multiple possibilities of use, significant research and development
work to improve its production. The aim of this research paper was to evaluate the promotion
in germination, establishment, and early growth in maize seedlings (Zea mays L.) during the
first stages of vegetal development, where the effect of the application of plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) of the genera Azospirillum, in combination with three plant
hormones (auxins, giberelines, cytocinines), was evaluated. A completely randomized design
with factorial arrangement and eight treatments was used in the experiment. Seeds were
grown in two experimental conditions, according to its phenological state: 1° in germination
chambers under conditions suggested by the ISTA (International Seed Test Association) to
evaluate: (a) germination energy (GE), (b) germination potential (GP), (c) coleoptile lenght;
(d) root lenght and (e) total length and 2° in growth chambers, during 14 days with a 16-hour
photoperiod at 25° C and a 8-hour period of darkness at 20° C with a relative humidity (RH)
of 80%, to evaluate the following parameters of early growth (a) n° of emerged seedlings, (b)
n° of emerged leaves, (c) surface and root length and (d) total length. These results show a
tendency that A. brasilense Az39 has the ability of promoting germination, establishment,
and early growth in maize seeds and that the combination of plant growth regulators

(phytohormones) could change this behavior.

KEY WORDS: Azospirillum brasilense, phytohormones, auxins, giberelines, cytocinines,

maize, Zea mays, PGPR.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas de la especie en estudio

El maiz pertenece a la familia de las Poaceas (gramineas), es uno de los granos
alimenticios mas antiguos que se conocen. Originario de Centroamérica y con varios sitios
de diversidad gque se encuentran en México y los Andes centrales de América del Sur, este
cultivo deriva de plantas muy similares conocidas como “teosintes”, que crecen de manera
silvestre en las areas de México y Guatemala. Hay en el mundo méas de 250 razas de maiz
reconocidas (Abdo, 2012), siendo 40 las autdctonas descriptas en Argentina (Eyherabide,
2006). Existen maices de diferentes colores de granos, tipos de granos (harinosos o duros),
de espigas grandes o pequefias y con granos de diferente tamafio. (Abdo, 2012). Es uno de
los principales cultivos agricolas a nivel mundial, ocupando por su volumen de cosecha el
tercer puesto después del trigo y el arroz (Alvarez y Mulin, 2004). EI Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA) estim6 que la produccion mundial de esta especie
para la campafia 2013/14 fue de 967,52 millones de toneladas (Agropanorama, 2014), donde
los principales paises productores son: Estados Unidos, China, Brasil y la Unién Europea en
su conjunto. A nivel nacional, Argentina es el tercer exportador mundial y la Bolsa de
Cereales de Rosario estimé que la superficie sembrada en 2013/14 fue de 4,3 millones (880
mil ha fueron destinadas a uso forrajero), con una estimacion de produccién de 22,7 millones
de toneladas y un rendimiento promedio de 66,1 gqg/ha (BCR, 2014).

El consumo de maiz se incrementé de manera acelerada en los ultimos afios. La
evolucién de los paises asiaticos, la recuperacion de la industria aviar, los nuevos mercados y
el aumento de la poblacion se consideran como algunas de las razones por las que el
consumo mundial de maiz crecié mas de un 35% durante la Gltima década. El creciente uso
de maiz para la fabricacion de etanol se considera la principal razén del aumento de la
demanda del cereal en el mundo, pero ocurre especialmente en Estados Unidos, desde 2006
existe un mandato por el que se reemplaza de manera gradual el petréleo por fuentes de
combustible de origen renovable. En la campafia 2006/07 se destinaron 54 millones de
toneladas de maiz a la produccion de etanol en USA y en la campafia 2011/12 ese volumen
ascendi6 a las 127 millones de toneladas. Segun datos del USDA, en los Gltimos 10 afios el
consumo industrial de maiz crecié un 52% mientras que el destino del grano como forraje
solo aumentd un 15%. Adicionalmente, un estudio de la FAO (Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura de las Naciones Unidas) y de la OCDE (Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico) considera que los derivados de la cadena del maiz
son los que mas aumentardn su volumen comercializado en los préximos 10 afios. (FYO,
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2014). Argentina participa en un 2% de la produccion mundial exportando cerca del 65% de

su produccion y destinando al mercado interno el 35 % restante (Pastor, 2004).

En relacion a las provincias productoras el cultivo de maiz en nuestro pais se realiza
principalmente en Coérdoba, Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios, La Pampa Santiago del
Estero y Chaco en concordancia con las diferentes caracteristicas agroclimaticas de cada
region. Si bien, el area de siembra es muy dispersa, las provincias de Coérdoba y Buenos
Aires concentran el 70% de la produccion con los mejores rendimientos y mayores
oportunidades de destinos de la cosecha (FYO, 2014). Cérdoba con un 38% de la produccién
nacional; Buenos Aires con el 31% de la produccion y Santa Fe con un 14%. Del volumen
total para el consumo interno, més de un 80% se destina a la alimentacion animal bajo las
formas de balanceado, silaje de maiz, derivados de la molienda o directamente grano entero,
partido y/o molido, siendo el consumo en campo y la molienda en su conjunto los principales

demandantes del maiz internamente (Pastor, 2004).

1.2. Caracteristicas morfo-fisioldgicas y caracteristicas generales del grano

El maiz es una especie de crecimiento anual, pueden medir desde menos de un metro
en zonas templadas hasta casi cuatro metros en ambientes tropicales (Abdo, 2012). Cultivado
en la Argentina presenta una madurez relativa de 110 a 130 dias, siendo de 110 a 115 dias el
ciclo ideal para la region sudeste de la provincia de Buenos Aires; de 115 a 125 dias para la
region pampeana central y de 125 a 130 dias para zonas subtropicales. Es un cultivo cuyo
aumento en el rendimiento estd asociado a su mejoramiento genético, utilizacion de
fertilizantes, incorporacion de riego complementario, utilizacion de hibridos con mayor
potencial de produccion, resistencia a enfermedades y plagas, como el uso de semillas
transgénicas, entre otras tecnologias (Gear, 2006). Se adapta a todos tipos de suelo
con pH entre 6 a 7, requiere suelos profundos, ricos en materia organica y debe encontrarse
en un ambiente en el cual predominen temperaturas dentro de un rango de 25 a 30°C para un
normal crecimiento y desarrollo del cultivo. (Andrade et al., 1996). Es una planta monoica
con inflorescencia masculina y femenina, separada dentro de la misma planta con un tallo
simple erecto, de elevada longitud (Bianco et al. 2004). Desarrolla varias yemas laterales en
la axila de las hojas de la mitad superior de la planta; éstas terminan en una inflorescencia
femenina, de las que solo una o dos se desarrollan en mazorcas cubiertas por hojas
espataceas (chalas). La parte superior de la planta termina en una inflorescencia masculina o
panoja central prominente y varias ramificaciones laterales con flores masculinas, que
producen abundantes granos de polen (Paliwal, 2001).
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En cuanto al grano, es un fruto con una sola semilla, llamado cariopse, en el que el
tegumento o testa del fruto se encuentra adherido a la semilla. EI endosperma ocupa 80-82%
del peso seco del grano en madurez y representa el principal tejido de almacenaje de almidon
y proteina. En cambio, el embrién, es un pequefio porcentaje del peso seco total del grano
(menos del 2%). Como se muestra en la Figura 1, se diferencia en un eje embrionario (luego
da lugar a la plantula) y un sélo cotiledén (escutelo), que contiene reservas y también
funciona como una fuente de enzimas para la digestién del almidon y las proteinas del

endosperma durante la germinacion (Satorre et al. 2003).

Tallo joven

Radicula

Primera raiz seminal

Figura 1: Esquema simplificado de la semilla y plantula de maiz, con sus partes.

1.3. Germinacion

Se pueden identificar al menos tres etapas en el proceso de germinacion: (1)
Imbibicion; (2) Germinacion/Emergencia y (3) Crecimiento. El paso previo a la
germinacion, involucra la ruptura de la dormicion de la semilla. La imbibicion o entrada de
agua en la semilla, inicia una serie de procesos metabolicos que hasta ese momento se
encontraban latentes, se degrada el &cido abscisico (ABA) y otros inhibidores de la
germinacion (compuestos del tipo fendlico) y se da la sintesis de novo del acido giberélico
(GAy), considerada la hormona de la germinacion. Este nuevo balance hormonal, finaliza
con la ruptura de la dormicién y el inicio del proceso de germinacién y emergencia
propiamente dicho, como se observa en la Figura 2. De acuerdo con Azcon-Bieto y Taylon
(2008) y Barcel6 et al. (1992), el maiz tiende a romper la dormicién y consecuentemente
germinar bajo las siguientes condiciones ambientales:

v" Humedad en la semilla con un aumento de al menos un 30%.
v' Temperatura adecuada entre 5y 15 °C siendo normalmente lo ideal entre 15- 20 °C.



La germinacion concluye con el inicio de la fase de crecimiento, que se da con la
emergencia de la radicula. ElI embrién comienza a desarrollar sus partes diferenciadas
(meristemas apicales de tallo y raiz). A partir de este momento, la aplicacion de cualquier
principio activo (ej. fitohormonas), podria tener un efecto fisiolégico determinado por la

capacidad de la plantula de absorberlo a través de la raiz en pleno desarrollo.
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Figura 2: Actividad hormonal y enzimatica en grano de monocotiledonia durante la germinacion.

1.4. Crecimiento temprano

El crecimiento temprano o vegetativo abarca desde la germinacion hasta el momento
en el que se desarrollan los primeros 6rganos reproductivos, o la planta es capaz de
desarrollarlos en condiciones normales. Consiste en el desarrollo de las partes previamente
diferenciadas en el embrion. Implica un aumento irreversible en el namero de células,
acompafiado de un aumento en volumen y biomasa de las mismas. Este proceso, al igual que
el resto de fases de desarrollo de la planta, estara influenciado por las caracteristicas
ambientales. La forma en que las plantas son capaces de traducir las sefiales del medio
ambiente en procesos fisiol6gicos especificos, son las hormonas vegetales o fitohormonas
(Azcdn-Bieto y Taylon. 2008; Barceld et al.1992).

La raiz es el cerebro de la planta, despliega el programa genético de crecimiento y
posteriores fases de desarrollo. Un potente sistema radicular, abrird mayor superficie de
exploracion, mayor capacidad de absorcion de agua y nutrientes y, por lo tanto, mayor
capacidad de resistencia frente a estrés hidrico, deficiencias nutricionales, mayor sujecion,
etc. Hormonalmente las raices son la base de sintesis de un grupo de fitohormonas
denominadas citocininas, que se mueven hacia puntos de crecimiento superiores
incrementando la tasa de divisién celular. Los meristemas apicales son fuente de otro grupo

de fitohormonas denominadas auxinas y una vez que el embrion inicia el crecimiento de su
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meristema apical (del tallo), se iniciara la sintesis activa de esta hormona, que combinada
con las citocininas, que llegan desde la raiz, daran lugar a una activa division celular y al
desarrollo sucesivo del cuerpo de la planta (Barceld et al.1992). Este balance hormonal es
regulado por las condiciones ambientales de desarrollo, principalmente por: radiacion
(iluminacion); temperatura; agua y el estado nutricional. Cuando las condiciones son éptimas
las cofias radiculares perciben esta situacion y se la comunican al resto de la planta,
incrementando el desarrollo radicular y por lo tanto la produccién de citocininas, que dara
lugar a un mayor y mejor desarrollo aéreo.

Otra hormona vegetal implicada en el crecimiento inicial de la planta es el &cido
giberélico (GA;3). Cuando las condiciones ambientales son propicias (luz, temperatura, etc)
se desencadenan las rutas metabdlicas de sintesis de esta hormona, que en combinacién con
auxinas y citocininas inician el crecimiento, la elongacion de las células y consecuentemente
de los tejidos, que realmente es el que determina la forma y tamafio final de la planta
(Azcon-Bieto y Taylon, 2008).

1.5. Calidad de semillas

La semilla es un insumo bésico y clave en el stand de plantas sanas y homogéneas a
campo, permitiendo una emergencia rapida y uniforme, de ahi su importancia sobre la
rentabilidad y el éxito del mismo. Como todo insumo debe estar sujeto a un control de
calidad que defina su eficiencia. (Pérez y Volpi, 2004). A nivel mundial existe una
metodologia especifica para cada uno de estos parametros descripta en los Protocolos
Internacionales para el Analisis de Semillas publicados por el ISTA (ISTA, 2007), que es el
organismo responsable de estandarizar todas las metodologias para el control de calidad de
semillas a nivel mundial. En Argentina, el organismo equivalente es el INASE (Instituto
Nacional de las Semillas) que se encuentra dentro del ministerio de Agricultura Ganaderia y
Pesca de la Nacion. Las Reglas Internacionales de Andlisis de Semillas, editadas por la
Asociacion Internacional de Analisis de Semillas del inglés (ISTA o Internacional Seed Test
Association) mencionan que “uno de los mayores riesgos de la agricultura es la siembra de
semillas que no tienen la capacidad de producir un cultivo abundante del cultivar y/o
variedad deseada”. Se reconoce asi, que sin semillas de calidad no hay agricultura y el

término “sustentabilidad” deja de tener sentido (INTA, 2012).



1.6. Calidad de semillas y su importancia en el cultivo de maiz

Los atributos comdnmente mas utilizados para analizar la calidad de las semillas son
su viabilidad, germinacion, vigor y sanidad. En todos los casos, existe una correlacion
directa entre tales atributos, mayoritariamente evaluados en el laboratorio y el
comportamiento del cultivo, en condiciones agronémicas. Una semilla con una mayor
germinacion (poder germinativo) y crecimiento inicial (vigor) determinard potencialmente
un mayor rendimiento para ese cultivo. En el caso particular del maiz, se recomienda lograr
un cultivo bien implantado y con un nimero de individuos uniformemente distribuidos para
obtener los rendimientos estimados y esto se extrapola desde el punto de vista fisioldgico
con la obtencién de una cobertura vegetal adecuada y con una eficiente intercepcion de la
radiacion solar, que indefectiblemente determinaran una mayor captura de radiacion y un
mayor rendimiento del cultivo (Andrade et al; 1996). Asi, volviendo al inicio de este péarrafo,
queda claro que semillas de maiz con una mayor capacidad germinativa y de crecimiento
temprano, determinardn potencialmente un aumento del rendimiento en condiciones
agronoémicas.

El maiz es un cultivo sensible a la densidad poblacional y uniformidad espacial, por
ello es muy importante que no existan problemas durante la germinacién e implantacién.
Asi, la densidad de siembra es una de las practicas de manejo mayoritariamente controladas
para esta especie en condiciones agronémicas (Satorre, 2003). La variabilidad en la
distribucién de las plantas en un lote podria ser causada por: (a) un mal funcionamiento de la
sembradora; (b) una excesiva velocidad de siembra y (c) un bajo poder germinativo o un
crecimiento inicial insuficiente o aletargado (Bragachini et al., 2002) como ocurre debido al
ataque de algunas enfermedades. Este es el caso del Mal de Rio Cuarto (MRCV), en el sur de
la provincia de Cordoba, la mayor sensibilidad de la planta se observa en los estadios
tempranos del desarrollo , por lo tanto una mayor germinacion y mejor crecimiento temprano
podrian ser consideradas como una alternativa para mitigar esta enfermedad. Para
puntualizar esta consideracion debemos mencionar que el MRCV es considerado una de las
enfermedades mas importante para el cultivo de maiz en nuestro pais. Este cultivo es
altamente propenso a adquirir el virus, manifestar la enfermedad y mostrar un grado severo
de sintomas cuando las plantas tienen hasta cinco hojas. Por lo tanto una de las estrategias de
manejo para esta enfermedad podria basarse en el acortamiento del periodo susceptible de la

planta aumentando su capacidad germinativa y de crecimiento temprano (Escande, 2005).

Unas de las practicas agronémicas relacionadas con la basqueda de mejoras significativas
sobre la implantacion de los cultivos de alto interés econdmico como el maiz (Zea mays) y
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otras especies de alta produccion nacional, se han relacionado con el uso de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal en formulaciones definidas como inoculantes (Boiero, et
al. 2007; Perrig et al.,, 2007) y/o moléculas reguladores del crecimiento vegetal
(fitoestimulantes) (Davies, 1995), pero no existe informacion reportada relacionada al uso

combinado (interaccion) de estos productos biolégicos en semillas o plantulas.

1.7. Rizobacterias promotoras del crecimiento

El suelo es el soporte natural en el que proliferan un gran numero de
microorganismos. Se utiliza el término de rizsfera para describir la parte del suelo que se
encuentra en contacto directo con la region radical de la planta en la que se induce la
proliferacion de microorganismos. Las bacterias de la rizosfera, denominadas rizobacterias,
tienen capacidad de colonizar el interior o exterior de las raices de muchas especies vegetales
(Gérate y Bonilla, 2000) se pueden separar entre las que forman una relacion simbiotica con
la planta y las que no lo hacen, denominadas de vida libre, que se asocian cerca, sobre las
raices o dentro de ellas como endofiticas (Kloepper et al.,1989). Entre las asociaciones mas
exitosas de la naturaleza, se destacan la asociacion benéfica entre gramineas y rizobacterias
de vida libre de los géneros Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum que
colonizan la rizésfera de dichas plantas o sus tejidos de manera endofitica (Dobereiner y
Pedroza, 1987). Adicionalmente, la bibliografia en general considera a Azospirillum sp.
como uno de los mas importantes géneros bacterianos responsable de mejorar
significativamente el crecimiento y desarrollo asi como el rendimiento de numerosas
especies cultivables (Okon, 1985). Cuando las rizobacterias son benéficas para el
crecimiento de las plantas, se las denomina rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
0 PGPR (del inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1993). Son un
grupo de diferentes especies de bacterias que pueden incrementar el crecimiento y
productividad vegetal. Inicialmente, estas bacterias Ilamaron la atencion de los
investigadores por dos caracteristicas distintivas:

1. la capacidad de colonizar de maneras endofitica los tejidos de ciertas gramineas

y otras especies;

2. la capacidad de aumentar significativamente el crecimiento radical y aéreo de

plantas inoculadas.

Posteriormente, Bashan y Holguin (1998) introdujeron un nuevo concepto que divide
este grupo entre (a) las PGPR, que promueven el crecimiento mediante mecanismos
directos, en los que el efecto promotor depende del aporte bacteriano de compuestos capaces
de regular el crecimiento, la bacteria afecta a las plantas suprimiendo otros microorganismos.
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Los mecanismos que estas bacterias utilizan pueden ser a traves de su propio metabolismo
(solubilizando fosfatos, produciendo hormonas o fijando nitrégeno), afectando directamente
el metabolismo de la planta (incrementando la toma de agua y minerales), mejorando el
desarrollo radicular, incrementando la actividad enzimatica de la planta o “ayudando” a otros
microorganismos benéficos para que actlen de mejor manera sobre las plantas; y (b) las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal por biocontrol o biocontrol-PGPR (del inglés,
Biocontrol-Plant Growth Promoting Rhizobacteria) que promueven el crecimiento por
mecanismos indirectos mediados por la inhibicién del desarrollo o actividad de organismos
fitopatdgenos. Segin Okon y Labandera-Gonzalez (1994) su aplicacion a gran escala no ha
sido facil, debido a problemas como la inconsistencia y lo poco previsible de los resultados
obtenidos en campo, especialmente cuando los agricultores tienen poco tiempo o
conocimiento acerca de la inoculacién con bacterias.

La promocién directa del crecimiento se produce cuando una PGPR proporciona los
compuestos que afectan al metabolismo de la planta o cuando se facilita la adquisicion de
nutrientes no disponibles en el suelo. En las PGPR los mecanismos directos mas importantes
han sido propuestos para el género Azospirillum sp., ademéas de la fijacion bioldgica del
nitrégeno son: (a) la actividad nitrato reductasa (NR) ligada a la produccion de 6xido nitrico;
(b) la solubilizacion de fosfatos; (c) la produccion de sideréforos, que incrementan la
disponibilidad de Fe en la rizosfera; (d) la biosintesis de fitohormonas o compuestos
reguladores del crecimiento, tales como el acido indol acetico (AlA) (Bastian et al., 1998); el
acido giberélico (GA;) (Bottini et al., 2004) y &cido absicico (ABA) (Perrig et al., 2007); (e)
incremento en el volumen de la raiz con la consecuente absorcion de minerales y
nutrimentos (Crowley et al., 1991; Bowen y Rovira, 1999), entre otros mecanismos menos
estudiados. Asi, los beneficios directos de la inoculacion de semillas con PGPR incluyen
incrementos en la tasa de germinacion, aumento del crecimiento de la raiz y del tallo (Cassan
et al., 2009 a); aumento en la absorcion de nutrientes (Okon y Kapulnik, 1986) y tolerancia a
la sequia (Glick, 1995). Por otro lado, los mecanismos indirectos dependen de la interaccion
de la PGPR con un fitopatdgeno por la que se reducen los efectos dafiinos en el vegetal. Esta
capacidad estaria mediada por la biosintesis de antibioticos y antifingicos o por competencia
directa con los patdgenos de la rizosfera.

La identificacion y posible manipulacion de las asociaciones entre PGPR o PGPB y
plantas superiores, ha sido considerada una estrategia fundamental de la agricultura moderna.
(Terouchi y Syono, 1990). Tien et al., (1979) fueron los primeros en sugerir que bacterias
rizoféricas, podrian mejorar el crecimiento vegetal por excrecion de fitohormonas como
acido indol-3-acético (AlA), giberelinas (GASs), citocininas (CA) y etileno (Et) (Bottini et al.,
1989). EI tratamiento de semillas con inoculantes microbianos también ha sido empleado
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para promover y acelerar la germinacion de semillas y el crecimiento temprano de plantulas.
Cassan et al., (2009 b) indicaron que Azospirillum sp. tiene capacidad de promover la
germinacion de semillas y crecimiento temprano de plantulas de maiz. En gramineas, el
crecimiento de la raiz es uno de los parametros fisiolégicos de mayor interés a la hora de
caracterizar y seleccionar una cepa promotora del crecimiento vegetal. El répido
establecimiento de la planta en el suelo, mediado por la elongacién de la raiz principal o por
la proliferacion de las raices laterales y adventicias, resulta ventajoso desde el punto de vista
adaptativo, porque aumenta su capacidad de anclarse al suelo y obtener agua y nutrientes del
ambiente en un estadio critico del desarrollo vegetal. (Ross et al. 2000). La capacidad de
Azospirillum sp. para estimular el crecimiento de plantas inoculadas ha sido comprobada en
decenas de experimentos en condiciones sumamente contrastantes; sin embargo, los
mecanismos por los cuales Azospirillum sp. modificaria el desarrollo y la productividad
vegetal alin son motivo de debate dentro de la comunidad cientifica (Bashan et al., 2004).

1.8. Formulacién de inoculantes en la Republica Argentina.

En la década del 80, en el Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA-
INTA) de Castelar (Bs As), realizd un intenso programa para seleccionar e identificar cepas
de Azospirillum sp. capaces de mejorar la productividad de cultivos de trigo y maiz en
condiciones de campo. Este programa permitio seleccionar a la cepa Az 39 como mejor
performance y recomendarla para la fabricacién de inoculantes para maiz y trigo en la
Repulblica Argentina. Desde el punto de vista fisioldgico, los mecanismos potencialmente
responsables de la promocién del crecimiento vegetal presentes en la cepa Az39 de A.
brasilense fueron evaluados por Perrig et al. (2007) en medio de cultivo quimicamente
definido y de la misma manera que en A. brasilense Az39, las fitohormonas parecerian jugar
un rol central en la interaccion. Cassan et al. (2009 a), establecieron la capacidad de la cepa
Az39 de promover la germinacion y crecimiento temprano de maiz y parte de la respuesta se
deberia a la produccion de fitohormonas. En tal sentido, un inoculante formulado para
promover el crecimiento vegetal deberia definirse como un “complejo bioldgico” resultante
de la presencia de un microorganismo, en este caso Azospirillum sp. y todas las moléculas
resultantes de la biotransformacion los componentes adicionados al medio de cultivo durante

su fermentacion, tal es el caso de las hormonas vegetales.



1.9 Importancia econdémica del uso de biofertilizantes en Argentina

El término de biofertilizante es muy amplio, representando desde microorganismos,
abonos verdes y estiércoles, hasta extractos de plantas. De manera sintetizada, se puede decir
gue son productos que contienen microorganismos U otros principios activos de origen
biolégico (incluidas las fitohormonas), que al ser inoculados o aplicados sobre la planta
pueden modificar el comportamiento, vivir asociados o en simbiosis con éstas y le ayudan a
su nutricién o desarrollo (Vessey, 2003). El uso de biofertilizantes es una alternativa viable y
sumamente importante para lograr un desarrollo agricola ecolégicamente sostenible, ya que
permite una produccién a bajo costo, sin ejercer un impacto perjudicial sobre el ambiente y
mantiene la conservacion del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad. En
términos generales, se puede decir que los biofertilizantes representan un 10% del costo de
la fertilizacion quimica para el productor, con un valor promedio de dosis entre los u$s 3-5
por hectéarea. Lo que en la mayoria de los casos no representa mas del 2-3 % del costo de
produccién del cultivo. Con esta relacion, claramente se consolidan como una herramienta
de bajo costo destinada a incrementar la productividad de ciertos cultivos, fundamentalmente

aquellos dependientes de la fertilizacion nitrogenada (Rosas et al., 2013).

1.10. Hormonas vegetales

Para poder crecer ademas de agua, nutrientes, luz solar y diéxido de carbono, las
plantas necesitan de hormonas vegetales. Las hormonas vegetales o fitohormonas, son un
grupo quimico de compuestos naturales que afectan procesos de las plantas a
concentraciones mas bajas de las que presentan nutrimentos o vitaminas. Son producidos por
plantas, bacterias, hongos e incluso pueden ser sintetizados por el hombre con capacidad de
promover, inhibir o regular casi todos los procesos fisiolgicos en plantas superiores. Se
encuentran a muy bajas concentraciones, se sintetizan en determinado lugar de la planta y se
translocan a otro lugar, donde ejercen sus efectos reguladores. Dentro de estas moléculas
podemos considerar a las auxinas, giberelinas y citocininas como los grupos mas
representativos, ademas del &cido abscisico, el acido jasmonico o el etileno. Las
fitohormonas constituyen un grupo de compuestos organicos diversos que influyen en casi
todos los procesos fisioldgicos de las plantas, principalmente aquellos relacionados con el
crecimiento, diferenciacion y desarrollo (Kende y Zeevaart, 1997; Kucera et al., 2005;
Marchi et al., 2007). La germinacion y el crecimiento de las plantulas también pueden ser

controladas por la aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento en concentraciones
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fisioldgicas, que pueden actuar como promotoras e inhibidoras de ambos procesos (Amador
etal., 2013).

1.10.1. Auxinas

Auxina, proviene del término griego que significa “crecer”, es un nombre genérico
gue representa a un grupo de compuestos que han sido vinculados a procesos de orientacion
del crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz y gravedad, diferenciacion de tejidos
vasculares, dominancia apical (reprimiendo el desarrollo de brotes axilares laterales),
iniciacion de las raices laterales y adventicias, estimulacion de la division celular y
elongacion de tallos y raices (Ross et al., 2000). Es una de las fitohormonas de mayor
relevancia dado que regula muchos aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal como la
division, elongacion y diferenciacion celular (Zaho, 2010).

Las auxinas se encuentran en toda la planta, pero las enzimas responsables de la
biosintesis del IAA son mas activas en los tejidos finos jovenes como meristemas apicales,
hojas y frutas crecientes. En los tejidos finos, como regiones meristematicas en crecimiento
activo se concentran mas IAA. No se conoce cuales son exactamente las vias de transporte
del 1AA, pero se cree que son transportadas por células asociadas a floema méas préxima al
cambium por medio de un mecanismo dependiente de energia alejandose de forma
basipétala (desde el punto apical de la planta hacia su base) (Lluna. 2006). La produccion y
metabolismo bacteriano de auxinas ha captado la atencion de los investigadores como un
mecanismo alternativo a la FBN para promover el crecimiento vegetal en PGPRs y en
algunos géneros de rizobios como Bradyrhizobium o en el género Azospirillum sp. el estudio
de estas hormonas ha sido evaluado desde el efecto fisidlogico que ocasiona en plantas
inoculadas (Falik et al., 1989).

Como otras fitohormonas, las auxinas también se sintetizan endégenamente por las
plantas; sin embargo, sus efectos hormonales se han elucidado por sus aplicaciones exdgenas
(Contreras et al., 2010). Tien et al. (1979) y Hubbell et al. (1979) probaron que la aplicacion
exogena de auxinas, giberelinas y citocininas en mijo perla (Pearl millet ) y sorgo (Sorghum
sp.) respectivamente, producian los mismos cambios en la morfologia de raiz que en las
plantulas inoculadas con A. brasilense. Kolb and Martin (1985) comprobaron que la
inoculacion de Beta vulgaris sp. con A. brasilense, aumenté el nimero de raices laterales y
esto se correlaciono con la identificacion de altos niveles de auxinas bacterianos presentes en
el medio de cultivo. Adicionalmente, la aplicacion exdgena de auxinas, causd un efecto
similar al de las plantulas inoculadas. Simultaneamente, Kucey (1988) comprobd que la
inoculacion de trigo con A. brasilense simulaba el efecto del tratamiento exdgeno con
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auxinas y giberelinas a nivel del patrén de crecimiento de tallo y raiz. También en las plantas
de trigo, Zimmer et al. (1998) probaron que la adicion exdgena de auxinas (completamente)
y NO2- (parcialmente) eran sustituidas por la inoculacion con A. brasilense. Estos resultados
revelan que las auxinas de origen microbiano y en particular, las producidas por Azospirillum
sp. podrian tener un interés significativo para la industria agricola. Estos compuestos
producidos en forma continua y en baja concentracion en el exterior de raices 6 en el interior
de la planta proveen de una dosis hormonal constante que resulta suplementaria y
beneficiosa para el crecimiento vegetal y un sistema mejorador a la aplicacion exdgena de

formas sintéticas en el suelo cultivado.

1.10.2. Giberelinas

Las giberelinas constituyen un amplio grupo de compuestos naturales (&cidos
diterpenos tetraciclicos) que regulan diversos procesos en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, tales como la germinacion, el alargamiento caulinar, la floracion y la fructificacion
(Davies, 1995). El uso de métodos fisicoquimicos de alta sensibilidad ha revelado que las
giberelinas son un amplio grupo de productos naturales, constituidos al menos por 126
compuestos producidos tanto por plantas, hongos y bacterias (Hedden and Phillips, 2000) y
gue son esenciales para el normal crecimiento y desarrollo de todas las plantas superiores
(Mander, 1991). Actualmente hay mas de 90 giberelinas aisladas de tejidos vegetales, que
han sido identificadas quimicamente. Varian algo en estructura y también en actividad. La
mejor conocida del grupo es la GA; (&cido giberélico), producida por el hongo Giberella
fujikuroi (Lluna, 2006).

Esta hormona se presenta en cantidades variables en todos los drganos de la planta,
pero las concentraciones mayores se alcanzan en o6rganos jovenes, y en las semillas
inmaduras. Las giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en las
puntas de las raices y semillas en desarrollo. Esta hormona, a diferencia de las auxinas,
muestran un movimiento por el floema junto con los productos de la fotosintesis y también
por el xilema. Poseen actividad hormonal y regulan diversos procesos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Davies, 1995). La induccion del crecimiento del tallo es
probablemente el efecto méas evidente, via alargamiento celular (Ascon-Bieto y Taylon,
2003). También estan implicadas en la promocion del crecimiento de las raices y la
abundancia de pelos radicales (Bottini y Luna 1993; Fulchieri et al. 1993; Reinoso et al.
2002) y son ampliamente utilizadas para promover o inducir la geminacion de semillas en
diversas especies (Hartmann y Kester, 1987). En la mayoria de estos procesos, las
giberelinas actGan en combinacién con otras fitohormonas (Trewavas 2000). Ross et al,
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(2000) demostraron que en especies cultivadas, el efecto de las giberelinas sobre el
alargamiento celular depende de la presencia de auxinas.

Al igual que las auxinas, la produccién bacteriana de giberelinas se ha estudiado
extensamente desde dos puntos de vista, desde la capacidad bacteriana de producir o
metabolizar formas activas de giberelinas por parte de Azospirillum sp. en medio
guimicamente definido (Piccoli et al. 1998) y desde la modificacién del balance hormonal y
estimulacion del crecimiento de plantas por la inoculacién con este microorganismo
(Fulchieri et al. 1993, Lucangeli y Bottini 1997, Cassan et al. 2001). Ensayos de inoculacion
con Azospirillum sp. demostraron que se incrementd el crecimiento y la produccion de
cultivos de cereales y al menos, parte de este efecto, podria atribuirse a la produccion de
fitohormonas por la bacteria y dentro de ellas, especificamente a las giberelinas (Okon y
Labandera-Gonzalez , 1994). Esto mismo fue demostrado para la cepa Az39 de A. brasilense
(Casséan et al. 2009 b). Probanza et al. (2002) también inform6 que la inoculacién con
Bacillus licheniformis y B. pumilus en plantas de Pinus pinea tuvo mayor crecimiento por la

produccién de giberelina bacteriana.

1.10.3. Citocininas

Las citocininas son un grupo de compuestos naturales que regulan procesos de
division y diferenciacion celular en tejidos no meristeméatico de plantas superiores
(Sakakibara, 2006). Este grupo de fitohormonas se considera responsable de los procesos de
division celular, entre los que se encuentran la formacién y crecimiento de brotes axilares, la
germinacion de semillas, la maduracién de cloroplastos, la diferenciacion celular (Klee y
Estelle, 1991) y también el control de varios procesos vegetales como el retardo de la
senescencia por acumulacion de la clorofila, la formacion de érganos, el desarrollo de la raiz,
la formacion de pelos radicales, la elongacion de la raiz, la iniciacion del tallo, la expansion
de las hojas (Sakakibara, 2006). Por definicién, son compuestos que en presencia de
concentraciones 6ptimas de auxinas, inducen la division celular en cultivos o tejidos
vegetales. EI primer regulador con actividad especifica del tipo citocinina, fue descubierto
por Miller et al., (1955), y se denomind cinetina (K) la cual fue considerada como una forma
no natural de la hormona. En 1963, Letham, identifico una forma natural que se denomind
zeatina (Z) y desde entonces mas de 40 moléculas y sus metabolitos han sido clasificados.
Tien et al. (1979) fueron los primeros en demostrar la capacidad de A. brasilense de producir
citocinina como moléculas usando diferentes tipos de cromatografia y en un bioensayo de
inoculacion en mijo perla. Muralidhara y Rai (1986) en A. lipoferum obtuvieron resultados
similares. Ademas, la inoculacién produjo cambios significativos en la morfologia de la raiz
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causada por el aumento de nimero de raices laterales y la densidad de pelos radicales como
los obtenidos mediante la aplicacién de citocininas exdgenas (Tien et al, 1979).

En este trabajo, se evalu6 el tratamiento individual o combinado de inoculantes a
base de rizobacterias promotoras del crecimiento del género Azospirillum brasilense y
soluciones a base de fitohormonas del tipo auxinas, giberelinas y citocininas en semillas de
maiz, con el objetivo de verificar si su aplicacion individual y/o combinada podrian
modificar la germinacion y el crecimiento temprano, asi potencialmente mejorar la
productividad del cultivo en condiciones agrondmicas. La importancia del abordaje
experimental propuesto radica en que, una mejora sobre el proceso de germinaciéon o el
crecimiento temprano para la especie en estudio determinaria una mejora potencial a nivel
de su capacidad de implantacion, por lo tanto es imprescindible que todas las plantas nazcan
y que estén separadas a la misma distancia para evitar la dominancia entre plantas, como asi
también de obtener un répido crecimiento temprano , acortando el periodo susceptible de la
planta a enfermedades como el MRC. Considerando que tanto la utilizacion de rizobacterias
promotoras del crecimiento, como la de productos con efectos hormonales a nivel de
semilla, se consideran como practicas en expansion para el cultivo de maiz y otros cultivos

en Argentina, se propuso la siguiente hipdtesis de trabajo.
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2. HIPOTESIS

“La aplicacion de inoculantes a base de Azospirillum brasilense y hormonas vegetales
exégenas de manera individual o combinada modifica la respuesta de germinacion,

implantacion y crecimiento temprano de semillas de maiz”

3. OBJETIVOS
3.1 Obijetivo general

e Evaluar los procesos de germinacién, implantacion y crecimiento temprano en
semillas de maiz (Zea mays L.) por el tratamiento bioldgico individual o combinado
de rizobacterias promotoras del crecimiento del género Azospirillum y fitohormonas.

3.2 Obijetivos especificos

o Evaluar el efecto de la germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.) en estado
natural y tratadas exégenamente con soluciones de fitohormonas y/o la inoculacién

con dosis agronémicas de A. brasilense.

e Evaluar la implantacion y pardmetros de crecimiento temprano (longitud aérea,
longitud radical) de semillas de maiz (Zea mays L.) naturales o tratadas
exégenamente con diferentes soluciones de fitohormonas e inoculadas con dosis

agronodmicas de A. brasilense.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Departamento
de Ciencias Naturales, perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y
Naturales de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

4.1 Material Vegetal

Para los ensayos de germinacién y crecimiento temprano se utilizaron semillas de
maiz (Zea mays L.), hibridos simples de ciclo intermedio (MR 118 a 122), ya curadas y
obtenidas durante la campafia 2011-2012. Antes del comienzo del ensayo se evalud su
energia y poder germinativo de acuerdo a las normas de la International Seed Test

Asociation (ISTA) para esta especie.
4.2 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Az39)

Las semillas se inocularon al momento de la siembra con bioinsumos de origen
comercial formulados con la cepa Az39 de Azospirillum brasilense, recomendada por el
Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola, IMYZA-INTA Castelar y registrada
nacionalmente ante el SENASA para la formulacién de inoculantes para gramineas y otras
especies de importancia agricola en Argentina. La forma de aplicacion y la cantidad de
bacterias aportadas por unidad de siembra (dosis) se estableci6 de acuerdo a las
recomendaciones de la empresa y declaradas en el marbete del producto, con un recuento de
5.0E + 08 ufcml™ y una dosis de 10 ml inoculante kg™ semilla. Esta cepa fue testeada por
Perrig et al. (2007) sobre los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal en medio de

cultivo quimicamente definido.
4.3 Fitohormonas

Para la preparacion de las soluciones, se utilizaron los siguientes reactivos
comerciales: acido indol-3-acético (AlA) en sus forma libre, acido giberélico (GA3) y
cinetina (K), todas de la firma Olchemin (Checoslovaquia) y con un 98.0% de pureza. Las
soluciones fueron preparadas en base acuosa y en concentraciones de 1 ppm. Todas las
soluciones fueron almacenadas hasta su utilizacion en condiciones de oscuridad y a una
temperatura de 4°C. Las soluciones fueron adicionadas en una relacion volumétrica del 10 %

con el inoculante empleado en el momento de la siembra.
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4.4 Ensayo de germinacion

Para el desarrollo del ensayo, se tomé como base experimental, el protocolo de
germinacion propuesto por el Internacional Seed Test Association (ISTA, 2007) para
semillas de maiz (Zea mays L.) con la metodologia denominada “between paper” o "entre
papeles”. La experiencia se desarrolld6 con un disefio completo al azar, de dos réplicas por
tratamiento (n=200) y los datos se analizaron a través de un arreglo factorial sobre un Disefio
completo aleatorizado (DCA). Para ello, se pesaron 100 gr de semillas para cada tratamiento,
se las coloco en bolsitas de polietileno y se les aplico los distintos tratamientos que se
detallan posteriormente. Luego, las semillas se homogeneizaron vigorosamente con las
soluciones y el inoculante durante 10°. Se sembraron al azar 100 semillas en dos bandejas
plasticas (15 x 25 cm) sobre papel de servilleta (doble hoja) humedecido con agua destilada
estéril, como solucion de riego, y se cubrieron con el mismo soporte inerte. Las bandejas se
colocaron dentro de bolsas plasticas transparentes cerradas con clip para conservar la
humedad. Las mismas fueron colocadas en cdmara de germinacion sin fotoperiodo y a una

temperatura de 25° C de acuerdo a los siguientes tratamientos:

Se realizaron los siguientes tratamientos:

1. Semillas naturales (A HO):
1040 pul agua destilada cada 100 g de semilla.

2. Semillas tratadas exdégenamente con AIA (A H1):
1000 pl agua destilada + 40 ul H1 (auxina) cada 100 g de semilla.

3. Semillas tratadas exégenamente con GA; (A H2):
1000 pul agua destilada + 40 ul H2 (giberelina) cada 100 g de semilla.

4. Semillas tratadas exdgenamente con K (A H3):
1000 pul agua destilada + 40 pul H3 (citocinina) cada 100 g de semilla.

5. Semillas inoculadas con A. brasilense Az39 (I HO):
1000 pl inoculante + 40 pl de agua destilada HO (sin hormona) cada 100 g de
semilla.

6. Semillas inoculadas con A. brasilense Az39 y tratadas exdgenamente con AlA (I
H1):
1000 pl inoculante + 40 pl de H1 (auxina) cada 100 g de semilla.

7. Semillas inoculadas con A. brasilense Az39 vy tratadas exdgenamente con GA; (I
H2):
1000 pl inoculante + 40 pl de H2 (giberelina) cada 100 g de semilla.

8. Semillas inoculadas con A. brasilense Az39 y tratadas exdgenamente con K (1 H3):
1000 pl inoculante + 40 pl de H3 (citocinina) cada 100 g de semilla
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A los 4 dias desde el inicio de la experiencia, se evalué la energia germinativa (EG)
por normas ISTA y a los 7 dias se realizd el recuento de semillas germinadas,
considerandose germinadas cuando reunian tres requisitos: (1) longitud del apice mayor a 5
mm; (2) presencia de raiz primaria y (3) ausencia de anomalias en ambas estructuras. Al
final de la experiencia, sobre las semillas germinadas se evaluaron los siguientes parametros:
(a) namero de semillas germinadas, correspondientes al valor de poder germinativo (PG) por
normas ISTA; (b) longitud del coleoptile; (c) longitud de la radicula y (d) longitud total de la

plantula, como pardmetros representativos del crecimiento embrionario temprano (Figura 3).
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Figura 3: Bandeja del tratamiento control correspondiente a semillas de maiz sin inocular, ni tratar
con fitohormonas a los 4 dias desde la siembra (izg.). Semillas emergidas de maiz con sus partes
(derecha).

No se considerd la evaluacion fitosanitaria inicialmente propuesta en el plan de
trabajo, ya que la semillas de maiz fueron pre-tratadas con defensivos, por lo que no se
observaron semillas infectadas por ningun patogeno. Sobre los datos obtenidos se realizé un
analisis estadistico exploratorio e inferencial con el software InfoStat desarrollado por el
Grupo InfoStat de la ciudad de Cérdoba (Balzarini et al. 2011).

4.5 Ensayo de crecimiento temprano

La experiencia se llevé a cabo con un disefio completo al azar, de tres réplicas por
tratamiento (n=15) y los datos fueron analizados a través de un analisis estadistico con
arreglo factorial sobre un DCA. Para ello, 5 semillas de maiz (Zea mays) fueron sembradas
en receptaculos plasticos de 220 ml de capacidad, conteniendo una mezcla (1:1) de

vermiculita y arena estéril como sustrato y se utiliz6 como solucion de riego, la solucion
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nutritiva de Hoagland (1956) preparada al 10% de concentracion con agua destilada estéril y
suministrada por riego capilar. En el caso de las semillas inoculadas y/o tratadas
exogenamente con fitohormonas se procedié de acuerdo a lo descripto en el apartado 4.4.
(utilizando la mitad de las concentraciones). Todos los receptaculos de cada tratamiento se
mantuvieron por 14 dias en cadmara de cultivo vegetal con un fotoperiodo de 16 h de luz
(PAR38 roja+azul+ambar) a 30°C y 8h de oscuridad a 25°C con 80% de HR. A los 7 dias
desde la siembra, se observo el numero de plantulas germinadas y la cantidad de hojas
desplegadas. Al final de la experiencia, luego de 14 dias desde la siembra, se evalud la
cantidad de hojas desplegadas, la longitud de la parte aérea, radical y longitud total como

pardmetros de crecimiento.

Figura 4: Ensayo de crecimiento temprano en maiz dentro de la camara de cultivo vegetal a los 5 dias

de colocados dentro de la misma.

4.6 Disefio experimental

En el ensayo de germinacion, las semillas fueron sembradas en dos bandejas de
manera homogénea (en cuanto a temperatura ambiente y preparacién) en cada tratamiento se
tomo igual cantidad de semillas. El disefio adecuado para el andlisis de este fue completo y al
azar, debido a que el interés de este trabajo fue el de estudiar si la utilizacion de rizobacterias
promotoras del crecimiento o de fitohormonas de manera individual o combinada
(interaccidn) podria modificar el comportamiento de semillas de maiz. En cuanto al ensayo
de crecimiento temprano, las semillas fueron sembradas en receptaculos de manera
homogénea (en cuanto a temperatura ambiente y preparacion), se tomaron 3 repeticiones por
tratamiento y en cada tratamiento se sembraron igual cantidad de semillas (5), no
descartando ningun valor. El disefio adecuado para el analisis fue un disefio completo al azar,

lo mismo del ensayo de germinacion.

19



4.7 Analisis de datos

Con los datos obtenidos se hizo un andlisis descriptivo de los ocho tratamientos. Se
analizaron los datos de acuerdo al disefio propuesto, arreglo factorial sobre un DCA. En casi
todas las variables no se verifico el cumplimiento de los supuestos del andlisis de la varianza
donde se uso el test de Shapiro-Wilks para normalidad y test de Levene para homogeneidad
de varianzas. Al no cumplirse estos supuestos (p<0.0001), se realizaron nuevos andlisis de la
varianza con variables obtenidas por transformaciones a log decimal, pero tampoco se
verificaron. Por lo que se realizé un andlisis no paramétrico, test de Kruskal Wallis, para los
8 tratamientos. A excepcién de una variable, donde los datos se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA) y comparacion de medias con la prueba de Duncan (p<0,05). Estas
pruebas, junto con los estadisticos descriptivos se realizaron usando el programa InfoStat
(Balzarini et al. 2011). En todas las pruebas estadisticas se trabajé con un nivel de

significacion a del 5%.
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5. RESULTADOS

La evaluacién del crecimiento vegetal durante la germinacion, representa un modelo
experimental desafiante y complejo ya que cualquiera de las variables consideradas para su
evaluacion, estaran afectadas por el proceso de germinacién en si y por la velocidad con la
que este ocurre, lo que determina, independientemente de la especie y el cultivar, una
respuesta de crecimiento inicial variable para cada individuo, lo que se conoce como
"asincronia de la germinacion™ y que desde el punto de vista evolutivo a representado una
ventaja evolutiva en ciertas especies . En este trabajo, las variables de crecimiento evaluadas
durante la germinacion y crecimiento inicial presentaron datos heterogéneos, atipicos
(outliers) y variabilidad (establecida a través de la varianza y el coeficiente de variacion). En
el Anexo 1 se encuentran los diagrama de cajas (box-plot) de casi todas las variables
evaluadas, en las que se denotan los datos atipicos y el comportamiento disperso de los
datos, tanto en los valores superiores como inferiores. Debido a la dificultad de obtener
resultados confiables desde el punto de vista estadistico, se decidid utilizar un test no
paramétrico para el analisis de datos. Para ello, se utiliz6 como respaldo bibliogréafico, los
trabajos previos de Cabello et al.(1998) y Pece et al. (2010) en los que utiliz6 el analisis no
parametrico de Kruskall Wallis como herramienta estadistica preferencial. Un enfoque

similar fue empleado en este trabajo.

5.1 Ensayo de germinacion
5.1.1 Energia y Poder germinativo

La Figura 5 y Tabla 1 del Anexo 2 representan la Energia Germinativa (EG) y Poder
Germinativo (PG) de semillas de maiz (Zea mays L.) a los 4 dias y a los 7 dias desde la
siembra de acuerdo a normas ISTA. Las semillas fueron inoculadas con A. brasilense Az39 o
tratadas con un volumen equivalente de agua destilada estéril y de acuerdo al tratamiento,

impregnadas con una solucion de auxinas, giberelinas o citocininas.
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Figura 5: Evaluacion del Poder Germinativo (PG) y Energia Germinativa (EG) en semillas de maiz
embebidas con agua pura (A) o inoculadas con Azospirillum sp. (1) y tratadas de manera exégena con
fitohormonas: auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 4 y 7 dias de germinadas.

Las barras representan el promedio de dos repeticiones.

Como se observa en la Figura 5 y en la Tabla 1 del Anexo 2, la respuesta mas
promisoria con respecto a la Energia Germinativa y Poder Germinativo se obtuvo cuando las
semillas fueron inoculadas (I) con respecto a aquellas solo tratadas con agua (A). Dentro de
estos tratamientos inoculados, se obtuvo en aquellas semillas tratadas con auxinas (IH1) y
giberelinas (IH2) un 100 % de semillas germinadas). El tratamiento que menor porcentaje de
semillas germinadas present6 fue aquel con la adicién exdgena de citocininas (IH3) (98%)
cuyo porcentaje incluso fue menor que el control tratado con agua (99% de EG y PG). Para
el caso de las semillas sin inocular, la adicién de cualquiera de los metabolitos, redujo la
respuesta de germinacién en comparacion con el control sin tratar (AHO). En ellos, el
tratamiento que menor porcentaje de semillas germinadas present6 fue aquel que recibi6 la
adicion exogena de citocininas (AH3) (93%) cuyo porcentaje fue menor que el control

tratado con agua que presenté un 97% de EG y 100 % de PG.
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La Figura 6 representa la interaccién de los tratamientos de inoculacion y aplicacién

de hormonas en semillas de maiz, luego de 7 dias de germinacién.
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Figura 6: Gréfico de interaccidn entre hormonas e inoculacion, para el Poder Germinativo (%) en
semillas de maiz luego de 7 dias de germinadas. Los puntos de color indican la media del tratamiento.
Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas; I:

inoculado; A: agua.

En la Figura 6 de manera en general se observa que las hormonas no se comportan de
la misma manera al aplicar inoculantes. En todos los tratamientos inoculados, se observa una
tendencia de aumento en el porcentaje de germinacion, con respecto a aquellos tratamientos
sin inocular. De manera particular, se evidencia una diferencia mayor por la adicion exdgena
de auxinas, giberelinas y el control inoculado. Por otro lado, en los tratamientos sin inocular
se observé un menor porcentaje de germinacion con la adicion exdgena de alguna
fitohormona, en comparacion con el control. En contrapartida, el menor porcentaje de

germinacion se manifestd cuando se le agregd citocininas.

Los resultados obtenidos en el Anexo 2 determinaron que en ambos tratamientos (A o
I) no se encontraron evidencias estadisticamente significativas de que al menos una hormona

produjo un efecto diferente (p=0,2; p=0,4286).

Asi, se puede resumir que la adicion exdgena de cualquier hormona sin la aplicacion
de inoculante genera un menor porcentaje para este ensayo de germinacion y un efecto mas
marcado con la aplicacion de citocininas, por lo que se podria asumir que esta hormona
determinaria una reduccion en estas variables. Por otro lado, cuando las semillas fueron

inoculadas, las hormonas que presentaron mayor porcentaje fueron las auxinas y el acido
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giberélico, seguido del tratamiento control. Desde el punto de vista bioldgico, la inoculacion
con A. brasilense Az39 determinaria una tendencia de aumento en la germinacion. No se
comprobd estadisticamente evidencia de sinergismo entre el agregado de hormonas, a nivel
de ensayo se observa diferencias, existiendo la posibilidad de sinergismo entre la inoculacion

y la adicién exdgena de auxinas y giberelinas.
5.1.2 Longitud del coleoptile

La Figura 7 y Tabla 2 del Anexo 3, representan la longitud del coleoptile (cm) de
semillas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39 y tratadas exdgenamente

con soluciones de fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 7 dias desde

la siembra.
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Figura 7: Evaluacion de la Longitud del coleoptile de semillas de maiz embebidas con agua (A) o
inoculadas (1) con A. brasilense Az39 y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de
auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 7 dias de crecimiento. La altura de las

barras representa la media + el error estandar de la media.

Como se observa en la Figura 7, cuando las semillas fueron inoculadas mostraron un
aumento de la longitud del coleoptile cercano a una media de 2 cm, que aquellas no
inoculadas. De manera particular, la adicion de auxinas redujo la variable en comparacion
con el control sin adicion exdgena de fitohormonas o a los tratamientos con adicion de
giberelinas y citocininas. Con respecto a las semillas sin inocular, el tratamiento con adicion
de auxinas AH1 (0,92 cm) tuvo un marcado efecto de reducciéon del crecimiento, con
respecto a la adicion de giberelinas (H2: 1,74 cm) y citocininas (H3: 1,83 cm), que en ambos
casos fueron capaces de aumentar la longitud del coleoptile en relacion con el control sin

adicion exdgena de fitohormonas (HO: 1,35 cm).
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La Figura 8 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacién y aplicacién

de hormonas en las semillas de maiz luego de 7 dias de crecimiento.
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Figura 8: Grafico de interaccion entre hormonas e inoculacién, para la variable longitud del
coleoptile (cm) de semillas de maiz luego de 7 dias de crecimiento. Los puntos de color indican la
media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas,

H3: citocininas; I: inoculado; A: agua.

En la Figura 8 de manera en general se observa que las hormonas no se comportan de
la misma manera al aplicar inoculantes. En todos los tratamientos inoculados, se observa una
tendencia de aumento en la longitud media del coleoptile, con respecto a aquellos
tratamientos sin inocular. De manera particular, se evidencia una diferencia mayor por la
adicion exogena de citocininas y el control inoculado. Esto indicaria una tendencia que la
inoculacion modificaria el crecimiento del coleoptile no haciendo falta la aplicacion exdgena
de alguna hormona. Por otro lado, en los tratamientos sin inocular se produjo mayor longitud
media con la adicién exdgena de giberelinas y citocininas, en comparacion con el control. En
contrapartida, la menor longitud del coleoptile se manifesté cuando se le agreg6 auxinas. Lo
que indicaria que la adicion exdgena de giberelinas y citocininas, sin la inoculacion tendria
un efecto promotor con el crecimiento. La mayor tendencia de aumento correspondi6 al
tratamiento con adicion exdgena de auxinas (H1: 129%) mientras que en segundo lugar se
observd en el tratamiento sin adicion de hormonas (HO: 64%) y luego el caso de las
citocininas (H3: 22%). Finalmente, la menor tendencia, se observo en el caso de la adicion

exogena de giberelinas (H2: 4%).

Los resultados obtenidos en el Anexo 3 determinaron que en ambos tratamientos (A o

I) se encontraron evidencias estadisticamente significativas de que al menos una hormona
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produjo un efecto diferente (p=0,0001; p=0,0031). Para determinar que fitohormona se

comport6 mejor en cada caso particular, se realiz6 una prueba a posteriori.

En el caso de las semillas sin inocular, los resultados del test no paramétrico de
Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 3; mientras que la prueba a posteriori se presentan
en la Tabla 3.

Tabla 3: Resultado del contraste a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis para semillas sin

inocular, para la variable longitud del coleoptile.

Test a posteriori

Trat. Ranks Media(cm)
AH1 206,45 A 0,92
AHO 350,85 B 1,35
AH2 455,99 C 1,74
AH3 476,71 C 1,83

Referencias: A: agua; HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas.

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05).

De acuerdo a los resultados del anélisis, se observé que cuando las semillas no fueron
inoculadas: (1) las hormonas H3 y H2 produjeran efecto estadisticamente significativo con
respecto a HO y H1; (2) se encontraron evidencias estadisticamente significativas en los
efectos producidos entre la H1 y el control HO; (3) no se encontraron evidencias
estadisticamente significativas en los efectos producidos entre la H3 y H2. Asi, se puede
resumir que el tratamiento hormonal que presenté un aumento fue el acido giberélico,
seguido de las citocininas. Por otro lado, se observé un menor efecto con agregado de
auxinas, por lo que esta hormona modificaria la longitud del coleoptile. Desde el punto de
vista bioldgico el &cido giberélico o las citocininas cuando son aplicadas de manera exdgena,

determinarian una tendencia a incrementar la longitud del coleoptile.

En el caso de las semillas inoculadas con A. brasilense Az39, los resultados del test
no paramétrico de Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 3; mientras que la prueba a

posteriori se presentan a continuacion en la Tabla 4.
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Tabla 4: Resultado del contraste a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis para semillas inoculadas,

para la variable longitud del coleoptile.

Test a posteriori

Trat. Ranks Media (cm)

IHLT 32473 A 1,81

IH2 372,38 B 2,11

IH3 395,12 B 2,23

IHO 397,77 B 2,21

Referencias: I: inoculado; HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05).

De acuerdo a los resultados del analisis, se observé que cuando las semillas fueron
inoculadas: (1) se encontraron evidencias estadisticamente significativa de que la hormona
H1 produjo efecto con respecto a HO, H2 y H3; (2) no se encontraron evidencias
estadisticamente significativas en los efectos producidos entre la H2, H3 y HO. El
tratamiento que presenté un efecto positivo fue el control, seguido del tratamiento con
citocininas o giberelinas, mientras que en las auxinas se observé un efecto mas pequefio. Por
lo tanto la inoculacidn sin adicion de hormonas podria existir una tendencia a promover el

crecimiento del coleoptile.

En resumen el tratamiento de las semillas con inoculante o sin inocular, la aplicacion
de giberelinas o citocininas generan efectos positivos sobre la longitud del coleoptile a
diferencia de la aplicacion exdgena de auxinas. Desde el punto de vista bioldgico, esto
determinaria que la inoculacion con A. brasilense Az39 existiria una tendencia de promover
el crecimiento del coleoptile ya que no se comprobd estadisticamente evidencia de
sinergismo entre la inoculacion y la adicion exdgena de giberelinas o citocininas pero si se

comprobd un efecto antagonico por la aplicacion combinada con auxinas.
5.1.3 Longitud de la radicula

La Figura 9 y Tabla 5 del Anexo 4 representan la longitud de la radicula (cm) en
semillas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39, més la adicion exdgena

de fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 7 dias desde la siembra.
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Figura 9: Longitud de la radicula (cm) en semillas de maiz inoculadas con A. brasilense Az39 (I) o
sin inocular (A) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de auxinas (H1), giberelinas
(H2) y citocininas (H3), luego de 7 dias de crecimiento. La altura de las barras representa la media

el error estandar de la media.

Como se observa en la Figura 9 y Tabla 5 del Anexo 4, cuando las semillas fueron
inoculadas y tratadas con fitohormonas existe una tendencia de mayor crecimiento en cuanto
a la longitud media de la radicula, con valor medio cercano a 10 cm que aquellas que no
fueron inoculadas. Sobre éstas en particular, la adicién de giberelinas o citocininas, se
observd un incremento de la longitud, con una media cercana a 9,2 cm y en comparacion con
control sin adicién exégena de hormonas, que arrojé un valor de 8,36 cm. Por otro lado, la
adicion exdgena de auxinas a semillas sin inocularse observé una marcada reduccion del

crecimiento de este 6rgano con 7,23 cm.

La Figura 10 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacion y aplicacion

de hormonas en las semillas de maiz, luego de 7 dias de crecimiento.

28



11,00
8,25

3

2

N

(0] 4

8 550

(=]

c

Q

-
2,754
0,00 . . .

|.H1.H2[:|H3|:|Ho|

Figura 10: Grafico de interaccion entre hormonas e inoculacién, para la variable longitud radical (cm)
de semillas de maiz luego de 7 dias de crecimiento. Los puntos de color indican la media del
tratamiento. Ref.: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:citocininas; I:

inoculado; A: agua.

En la Figura 10 se observa que las hormonas no se comportan de la misma manera al
aplicar inoculantes. Cuando los tratamientos fueron inoculados, se observa una tendencia de
aumento de la longitud media de la raiz, pero sin evidenciarse una diferencia por la adicion
exogena de alguna de las hormonas (H1, H2 y H3), con respecto a aquellos tratamientos sin
inocular. Lo que muestra que existe una tendencia que la inoculacién promoviera el
crecimiento radicular no haciendo falta la aplicacién exdgena de alguna hormona. Por otro
lado, en los tratamientos sin inocular se produjo mayor longitud media con la adicién
exogena de giberelinas y citocininas, en comparacién con el control. En contrapartida, la
menor longitud se observd cuando se le agregd auxinas. Lo que muestra que la adicion
exogena de giberelinas y citocininas, sin la inoculacién tendria un efecto promotor con el
crecimiento. En cuanto a la mayor tendencia de aumento correspondi6 al tratamiento con
adicion exdgena de auxinas (H1:39%); mientras que en segundo lugar se observé una
tendencia para el control sin adicién de hormonas (HO: 14%) y finalmente, para el caso de la

adicion exdégena de giberelinas (H2: 10%) y citocininas (H3: 6%).

Los resultados obtenidos en el Anexo 4 determinaron que en los tratamientos sin
inocular (A) se encontraron evidencias estadisticamente significativas de que al menos una
hormona produjera un efecto diferente (p=0,0001). En cuanto a las semillas inoculadas (1) no
se encontraron evidencias estadisticamente significativas para afirmar que el efecto de

algunas de las hormonas fuera distinto (p=0,6145).
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Para determinar que fitohormona determind un efecto significativo en las semillas sin

inocular, se realizé una prueba a posteriori.

En este caso, los resultados del test no paramétrico de Kruskal-Wallis se resumen en el
Anexo 4; mientras que la prueba a posteriori se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Resultado del contraste a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis, para semillas sin

inocular, para la variable longitud radical

Test a posteriori

Trat. Ranking Media (cm)
AH1 27559 A 7,23
AHO 363,19 B 8,36
AH2 410,93 C 9,11
AH3 440,29 C 9,39

Referencias: A: agua ; HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas.

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05).

De acuerdo a estos resultados, se observé que cuando las semillas no fueron
inoculadas: (1) las hormonas H2 y H3 producen un efecto estadisticamente significativa
diferente con respecto a las hormonas H1 y el control (HO); (2) el efecto del control (HO) es
estadisticamente diferente del efecto producido por la hormona H1; (3) no se encontraron
evidencias estadisticamente significativas en los efectos producidos entre H2 y H3. El
tratamiento de las semillas no inoculadas con giberelinas o citocininas generaron un efecto
positivo sobre el crecimiento en longitud de la radicula, que se diferenciaron
estadisticamente del tratamiento control o de la aplicacion exdgena de auxinas, que redujo

significativamente el desarrollo de la longitud de este érgano.

Asi, se puede resumir que el tratamiento hormonal que modifico la longitud de la raiz
fue el de la aplicacion exdgena de auxinas, que redujo significativamente su tamafio. Por otro

lado, la adicién de citocininas o giberelinas determinaron una mayor longitud de la raiz.

En el caso de las semillas inoculadas con A. brasilense Az39, los resultados del test no
paramétrico de Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 4; el cual indica que no se
encontraron evidencias estadisticas entre los efectos producidos por las hormonas cuando las
semillas son tratadas con inoculante, p=0,6145. Por lo que podriamos determinar que la
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inoculacion de las semillas sin el agregado de fitohormonas seria suficiente para producir

efectos sobre este parametro.

En resumen, el tratamiento de las semillas sin inoculante con la aplicacién de
giberelinas o citocininas seria suficiente para promover un efecto sobre el crecimiento en la
longitud de la radicula a diferencia de la aplicacion exdgena de auxinas que redujo
significativamente el desarrollo de la longitud de este 6rgano. En cuanto a la inoculacién con
A. brasilense Az39 seria suficiente para promover el crecimiento radical ya que no se
comprobd estadisticamente evidencia de sinergismo entre la inoculacién y la adicion

exogena de alguna fitohormona.

5.1.4 Longitud total

La Figura 11 representa la variable longitud total (cm) en semillas de maiz sin inocular
0 inoculadas con A. brasilense Az39, méas la adicion exdgena de fitohormonas en

condiciones controladas de cultivo, luego de 7 dias desde la siembra.

13,00+ 13,00+
i
X

9,754 9,754 0
E 3
2 e
= =
3 6,50 ;g 6,50
j=] D
f= c
o o
) )

3,251 3,251

0,00 0,00 .

Ho H1 H2 H3 A I
B A @I |-H1-H2|:|H3|:|H0|

Figura 11: Evaluacién de la Longitud total (cm) en semillas de maiz embebidas con agua (A) o
inoculadas (1) con A. brasilense Az39 y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de
auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 7 dias de crecimiento. La altura de las

barras representa la media + el error estandar de la media.

Como se observa en la Figura 11 y en la Tabla 7 del Anexo 5, cuando las semillas
fueron inoculadas mostraron una mayor respuesta de crecimiento que aquellas no inoculadas,
con un aumento de la longitud total cercano a una media de 12 cm. De manera particular, en

los tratamientos inoculados, la adicién de cualquier fitohormona no se diferenci6 del control
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sin adicién exogena (IHO: 11,7 cm; IH1: 11,8 cm). Con respecto a las semillas sin inocular,
el tratamiento con adicién de auxinas AH1 (8,1 cm) tuvo un marcado efecto de reduccion del
crecimiento, con respecto al control o a las semillas tratadas con giberelinas (H2: 10,8 cm) o
citocininas (H3: 11,2 cm), que en ambos casos fueron capaces de aumentar el valor de la

variable en relacion con el mismo tratamiento (HO: 9,7 cm).

En la Figura 12 representan los valores medios de la variable longitud del coleoptile y
de la parte radical en semillas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39 mas
la adicion exdgena de fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 7 dias

desde la siembra.
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Figura 12: Evaluacion de la Longitud (cm) del coleoptile y de la parte radical en semillas de maiz
tratadas con agua (A) o inoculadas (I) con A. brasilense Az39 y tratadas de manera exdgena e
individual con soluciones de auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3) luego de 7 dias de

crecimiento. La altura de las barras representa la media + el error estandar de la media.

Como se observa en esta Figura 12 y para resumir los datos anteriormente analizados,
se observa que: (1) la adicién de inoculantes formulados con A. brasilense Az39 aument6 la
longitud aérea y radical de semillas de maiz; (2) la adicion de fitohormonas en el caso de las
semillas sin inocular, solo promovié el crecimiento aéreo y radical por la adicion exogena de
giberelinas y citocininas; mientras que en el caso de las auxinas, se determind un efecto
opuesto; (3) la inoculacion junto con la adicién exdgena de cualquier fitohormona, si bien
favoreceria ambas variables en comparacion con los controles, no determinarian un efecto

sinérgico de ambos tratamientos.
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La Figura 13 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacion y aplicacion

de hormonas en las semillas de maiz, luego de 7 dias de crecimiento.
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Figura 13: Grafico de interaccion entre hormonas e inoculacién, para la variable longitud total (cm)
de semillas de maiz luego de 7 dias de crecimiento. Los puntos indican la media por tratamiento.
Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas; I:

inoculado; A: agua.

En todas las semillas inoculadas, como se observa en la Figura 13, una tendencia de
aumento de la longitud media total, no presentando diferencia entre las hormonas (H1, H2 y
H3) con respecto a aquellos tratamientos sin inocular. Esto muestra que hay una tendencia
gue la inoculacién genera un mayor impacto en el crecimiento a nivel de la longitud total sin
gue sea necesaria la aplicacion exdgena de alguna fitohormona. Por otro lado, en las semillas
sin inocular se obtuvo una mayor longitud media total por la adicion exdgena de giberelinas
0 citocininas, en comparacion con el control y en contrapartida, la adicién exdgena de
auxinas determiné la menor longitud. La mayor tendencia de aumento por inoculacion
correspondié al tratamiento con adicion exdgena de auxinas (H1:45%); mientras que en
segundo lugar se observé en el tratamiento control (HO; 20%). Finalmente, la menor
tendencia de aumento, se observo en el caso de la adicion exdgena de giberelinas (H2: 12%)

y citocininas (H3: 9%).

Los resultados obtenidos en el Anexo 5 determinaron que en los tratamientos sin
inocular (A) se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas de que al menos una
hormona produjo un efecto diferente (p=0,0001). En cuanto a las semillas inoculadas (1), no
se encontraron evidencias estadisticamente significativas para afirmar que el efecto de
algunas de las hormonas es distinto (p=0,7486). Para determinar que fitohormona se

comport6 mejor en las semillas tratadas con agua (A), se realiz6 una prueba a posteriori.
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En el caso de las semillas sin inocular, los resultados del test no paramétrico de
Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 5; mientras que la prueba a posteriori se presentan a

continuacion en la Tabla 8.

Tabla 8: Resultado del contraste a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis, para semillas sin

inocular, para la variable longitud total.

Test a posteriori

Trat. Ranks Media (cm)
AH1 25731 A 8,16

AHO 359,28 B 9,71

AH2 420,42 C 10,85

AH3 452,99 C 11,22

Referencias: A: agua ; HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas.

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05).

De acuerdo a estos resultados, se observd que cuando las semillas no fueron
inoculadas: (1) se encontraron evidencias estadisticamente significativa entre el efecto
producidos por las hormonas H2 y H3 con respecto al efecto producido por la hormona H1 y
el control HO; (2) se encontraron evidencias estadisticamente significativa entre los efectos
producidos por la hormona H1 y el control HO; (3) no se encontraron evidencias
estadisticamente significativas entre H2 y H3. La aplicacién de citocininas o giberelinas en
semillas sin inocular mostré efectos positivos sobre el crecimiento, que se diferenciaron
estadisticamente del tratamiento control o de la aplicacion exdgena de auxinas, que mostro

un efecto opuesto.

En el caso de las semillas inoculadas con A. brasilense Az39, el resultado del test no
paramétrico de Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 5; el cual indica que no se
encontraron evidencias estadisticas entre los efectos producidos por las hormonas cuando las
semillas son tratadas con inoculantes, p= 0,7486. Por lo que pareciera ser que la inoculacion
de las semillas sin el agregado de fitohormonas seria suficiente para producir efectos sobre

este parametro.
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5.2 Ensayo de crecimiento temprano
5.2.1 Numero de plantulas emergidas y namero de hojas

La Figura 14 y Tabla 9 del Anexo 6, representan el nimero de plantulas emergidas en
semillas inoculadas y sin inocular, méas la adicion exdgena de fitohormonas, a los 7 y 14 dias
desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 14: Numero de plantulas de maiz emergidas inoculadas o no inoculadas y tratadas con
diferentes soluciones de hormonas, a los 7 y 14 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado
de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: agua. La altura de las

barras representa la media + el error estandar de la media.

En la Figura 14 se puede observar que se obtuvo mayor nimero de plantulas
emergidas cuando las semillas fueron inoculadas (I-barras celestes) con respecto a aquellas
sin inocular (A-barras lilas). Tanto en los tratamientos inoculados como no inoculados, la
menor cantidad de plantulas se obtuvo en semillas tratadas con citocininas, con un valor
medio de 4,3 plantulas emergidas; sin embargo este efecto parecio revertirse levemente por
efecto de la inoculacién. Para el caso de las semillas sin inocular, la adicion de cualquiera de
los metabolitos, redujo la respuesta de emergencia, en comparacién con el control sin tratar
(AHO0). En ellos, el tratamiento que menor valor medio de 4,17 de plantulas emergidas

presento fue aquel que recibi6 la adiciéon exdgena de citocininas (AH3).

En resumen, se puede observar que la aplicacion de cualquier hormona en plantulas de
maiz sin inocular, disminuyé el nimero de plantulas emergidas, siendo la aplicacién de

citocininas la que menor nimero de plantulas presentd. Por otro lado, la aplicacion de
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fitohormonas en semillas inoculadas, determiné un efecto de opuesto al anterior, siendo
todos tratamientos inoculados los que en promedio, mayor nimero de plantulas presentaron.
Por lo tanto, hay una tendencia que la adicion de fitohormonas a las semillas de maiz
producen una reduccion del ndmero de plantulas establecidas, que parcialmente seria

revertida por efecto de la inoculacién.

Las Figura 15 -16 — 27 y en Tabla 10 del Anexo 6 representan el nimero de hojas por
plantula en semillas de maiz inoculado y sin inocular, mas la adicién exdgena de

fitohormonas, a los 7 y 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 15: Numero de hojas por plantula de maiz inoculadas o no inoculadas y tratadas con diferentes
soluciones de hormonas, a los 7 yl14 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de
hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: agua. La altura de las barras

representa la media * el error estdndar de la media.
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Figura 16: Plantulas de maiz emergidas inoculadas o no inoculadas y tratadas con diferentes
soluciones de hormonas, a los 7 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona,

H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: agua.

Figura 17: Plantulas de maiz emergidas no inoculadas (arriba) e inoculadas (abajo) y tratadas con
diferentes soluciones de hormonas, a los 14 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de

hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: agua.
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En las Figuras 15, 16 y 17 se puede observar que la mayoria de las plantulas a los 7
dias de crecimiento presentaron 2 hojas desplegadas/ plantula excepto en los tratamientos
AH2 que presentaron un valor medio de 1,7 hojas/plantula. En el caso de AH1 presentaron
un valor medio de 1,8 hojas/plantula y en el caso de IH1 un valor medio de 1,9
hojas/plantula. Por otro lado, a los 14 dias aumentd el nimero de 3 a 4 hojas
desplegadas/plantula en todos los tratamientos. Considerando la aparicidn de hojas, como un
parametro relacionado con la velocidad de crecimiento de esta especie (estado fenolégico),
se puede decir que hay una tendencia que la aplicacion de auxinas y giberelinas en plantulas
de maiz sin inocular, presente un retraso en la velocidad de crecimiento en las condiciones
evaluadas en este ensayo. Por otro lado, la aplicacion de auxinas en semillas inoculadas, se
observd un menor nimero de hojas, en comparacion con el resto de los tratamientos del

experimento.
5.2.2 Longitud aérea

La Figura 18 y Tabla 11 del Anexo 7, representan la variable longitud aérea en
semillas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39 mas la adicién exdgena de

fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 14 dias desde la siembra.
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Figura 18: Evaluacion de la longitud &erea de plantulas de maiz tratadas con agua (A) o inoculadas
(I) con A. brasilense Az39 y tratadas de manera exogena e individual con soluciones de auxinas (H1),
giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento. La altura de las barras representa

la media * el error estandar de la media.

En cuanto a esta variable en la Figura 18, se observa que las semillas inoculadas
tuvieron un aumento de la longitud aérea con adicion exdgena de giberelinas (H1: 36,93 cm)

y citocininas (H3: 36,77 cm) en relacion con el control sin adicion exdgena de fitohormonas

38



(HO: 36,4 cm). De manera particular, la adicion de auxinas (H2: 33,27 cm) se observo una
reduccion de la variable en comparacién con el control o a las semillas tratadas con
giberelinas o citocininas. Con respecto a las semillas sin inocular, el tratamiento con adicion
de auxinas AH1 (34,18 cm), giberelinas (H2: 33,75 cm) y citocininas (H3: 33,92 cm),
tuvieron un efecto de reduccién del crecimiento, con respecto al control sin adicidn exdgena

de fitohormonas (HO: 37,03 cm) que fue capaz de aumentar el valor de la variable.

En la siguiente Figura 19 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacién y

aplicacion de hormonas en las semillas de maiz luego de 14 dias de crecimiento.
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Figura 19: Gréfico de interaccion entre hormonas e inoculacidn, para la variable longitud aérea (cm)
en plantulas de maiz luego de 14 dias de crecimiento. Los puntos indican la media por tratamiento.
Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:citocininas; I:

inoculado; A: agua.

En la Figura 19 se observa gque a nivel de muestra una tendencia de aumento de la
longitud media aérea cuando son tratadas con giberelinas (H2) y con citocininas (H3). No
ocurre lo mismo en las pléntulas sin hormonas (HO) o tratadas con auxinas (H1) que
produjeron una longitud media aérea similar tanto con plantulas inoculadas como sin
inocular, teniendo una tendencia negativa. Esto muestra que hay una tendencia que la
inoculacion y la adicion exdgena de giberelinas o citocininas generen un mayor impacto en
el crecimiento de la parte aérea, al igual que el control sin hormonas. Por otro lado, en los
tratamientos sin inocular la menor longitud se manifesté cuando se le agregd alguna

fitohormona. Lo que podria esperarse que la adicion exdgena de auxinas, giberelinas o
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citocininas, que exista un efecto negativo sobre el crecimiento temprano de maiz. La mayor
tendencia de aumento por la inoculacion correspondi6 al tratamiento con adicion exdgena de
giberelinas (H2:9,4%); mientras que en segundo lugar se observé en la adicién exdgena de
citocininas (H3: 8,4%). Finalmente, la menor tendencia y negativa, se observd en el caso de
la adicién ex6gena de auxinas (H1: 2,7 % menos) y sin adicion de hormonas (HO: 1,7%

menos).

Los resultados obtenidos en el Anexo 7 determinaron que en ambos tratamientos (A o
I) se encontraron evidencias estadisticamente significativas de que al menos una hormona
produjo un efecto diferente (p=0,0181, p=0,0021). Para determinar que fitohormona se

comport6 mejor en cada caso particular, se realiz6 una prueba a posteriori.

En el caso de las semillas sin inocular, los resultados del analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 7; mientras que la prueba a posteriori se presentan a

continuacion en la Tabla 12.

Tabla 12: Resultado del contraste a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis para plantulas sin

inocular, para la variable longitud aérea

Test a posteriori

Trat. Ranks Media (cm)
AH3 2242 A 33,92
AH1 23,00 A 34,18
AH2 26,07 A 33,75
AHO 38,93 B 37,03

Referencias: A: agua ; HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

De acuerdo a estos resultados, se observd que cuando las semillas no fueron
inoculadas: (1) se encontraron evidencias estadisticamente significativas entre el efecto
producido por el control HO y el efecto producidos por las hormonas H1, H2 y H3; (2) no se
encontraron evidencias estadisticamente significativas en los efectos producidos entre las
hormonas H1, H2 y H3. De acuerdo al analisis anterior se puede concluir que hay una

tendencia que el efecto del tratamiento de semillas no inoculadas con alguna fitohormona
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generaria un efecto en la reduccion sobre el crecimiento en la parte aérea de la plantula y de

manera particular, la adicion de citocininas o auxinas reducirian mas adn su tamafio.

En el caso de las semillas inoculadas con A. brasilense Az39, los resultados del test
no paramétrico de Kruskal-Wallis se resumen en el Anexo 7; mientras que la prueba a

posteriori se presentan a continuacion en la Tabla 13.

Tabla 13: Resultado del contraste a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis para plantulas inoculadas, para

la variable longitud aérea.

Test a posteriori

Trat. Ranks Media (cm)
IHL 1537 A 33,27

IHO 32,17 B 36,4

IH3 3531 B 36,77

IH2 35,93 B 36,93

Referencias: |: inoculadas; HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05).

De acuerdo a los resultados se observé gque cuando las semillas fueron inoculadas: (1)
se encontraron evidencias estadisticamente significativa de que la hormona H1 produjo
efecto diferente con respecto a H2, H3 y al control HO;(2) no se encontraron evidencias
estadisticamente significativas en los efectos producidos entre H2, H3 y el control HO. Por lo
tanto, la inoculacion a base de A. brasilense Az39 y la aplicacién de giberelinas o citocininas
en semillas inoculadas mostro efectos positivos sobre el crecimiento, que se diferenciaron

estadisticamente de la aplicacion exdgena de auxinas, que mostré un efecto opuesto.

Asi, podemos resumir que el tratamiento de las semillas sin inocular con la adicion
exogena de auxinas, giberelinas o citocininas muestran un efecto en la reduccion sobre el
crecimiento en la parte aérea de la plantula. En cuanto a los tratamientos inoculados con A.
brasilense Az39 hay una tendencia de generar un mayor crecimiento de la parte aérea, ya
que no se comprobo estadisticamente evidencia de sinergismo entre la inoculacion y la
adicion exdgena de giberelinas y citocininas pero si se comprob6 un efecto antagénico por la

aplicacién combinada con auxinas.
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5.2.3 Longitud radical

La Figura 20 y Tabla 14 del Anexo 8, representan la variable longitud radical en
plantulas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39 mas la adicion exégena

de fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 14 dias desde la siembra.
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Figura 20: Evaluacion de la Longitud radical de plantulas de maiz tratadas con agua (A) o inoculadas
(I) con Azospirillum AZ39 y tratadas de manera exogena e individual con soluciones de auxinas (H1),
giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento. La altura de las barras representa

la media + el error estandar de la media.

En la Figura 20, se observa que las semillas inoculadas mostraron una tendencia de
aumento en la longitud media radical con adicion de giberelinas (H2: 24,6 cm) y auxinas
(H1: 24,5 cm) en relacién con el control sin adicion exdgena de fitohormonas (HO: 23,7 cm).
De manera particular, la adicién de citocininas (H3: 23,3 cm) se observé una pequefia
reduccion de la variable en comparacién con el control o a los tratamientos con adicién de
giberelinas y auxinas. Con respecto a las semillas sin inocular, el tratamiento con adicion de
auxinas (H1: 21,96 cm), giberelinas (H2: 22,82) o citocininas (H3: 22,88 cm), se observo
una reduccion del crecimiento, con respecto al control sin adicion exdgena de fitohormonas
(HO: 23,07 cm).

En la siguiente Figura 21 representa la interaccién de los tratamientos de inoculacion y

aplicacién de hormonas en las semillas de maiz luego de 14 dias de crecimiento.
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Figura 21: Grafico de interaccion entre hormonas e inoculacién, para la variable longitud radical (cm)

en plantulas de maiz luego de 14 dias de crecimiento. Los puntos indican la media por tratamiento.
Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:citocininas; I:

inoculado; A: agua.

En la Figura 21 se observa a nivel de la muestra que la interaccion con las auxinas
(H1), cuando las plantulas fueron inoculadas la longitud media radical fue mayor (IH1) en
comparacion a las plantulas que no fueron inoculadas (AH1), tal como se puede observar en
la Tabla 14 del Anexo 8. En los tratamientos inoculados, se evidencia una diferencia mayor
por la adicion exdgena de auxinas y giberelinas en comparacion con el control inoculado.
Esto muestra que la inoculacion junto con la adicion de auxinas y giberelinas que existe una
tendencia de promover el crecimiento de la parte radical en comparacién con el control. Por
otro lado, en los tratamientos sin inocular se observé mayor longitud media sin la adicion
exogena de fitohormonas. En contrapartida, la menor longitud de la parte radical se
manifestd cuando se le agregé auxinas. En cuanto a la mayor tendencia de aumento
correspondio al tratamiento con adicion exdgena de auxinas (H1: 11,7 %); mientras que en el
resto de los casos, la menor tendencia, se observé en la adicién exdgena de giberelinas (H2:
3 %), de citocininas (H3: 2,1%) y sin adicion de hormonas (HO: 2,7%).

A excepcion de las otras variables, en este caso, se pudo verificar ambos supuestos de
Normalidad (p= 0.7785) y Homogeneidad de varianza (p=0.4833), se realiz6 el ANOVA
para la variable en estudio. Los resultado en el Anexo 8 muestran que no se encontraron
evidencias estadisticamente significativas de que existe interaccion entre el tipo de
inoculacion (A o 1) y tipo de hormonas (p=0,5541), por lo que se analiz6 cada factor por

separado, donde no se encontraron evidencias estadisticas que indiquen que existe
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diferencias entre las hormonas ( p=0,9031) y se encontraron evidencias estadisticamente
significativas que el tipo de inoculacion (A o 1) se comportan diferente (p= 0,0210), se
realizd un test de comparaciones de medias con la prueba de Duncan que se encuentran en el
Anexo 8. En resumen, se comprobé estadisticamente diferencia entre el tipo de inoculacién,
ya que se detect6 que la longitud media radical de las semillas tratadas con Agua es diferente
de la longitud media de las semillas tratadas con Inoculante como se observa en la Figura 22,
por lo tanto se comprobé estadisticamente un efecto positivo de inocular a las semillas con
A. brasilense Az39.
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Figura 22: Longitud radical de plantulas de maiz tratadas con agua (A) o inoculadas (I) con
Azospirillum Az39, luego de 14 dias de crecimiento. La altura de las barras representa la media * el

error estandar de la media.

Asi, se puede resumir desde el punto de vista bioldgico, y a nivel del experimento que
el agregado de auxinas y giberelinas tratadas con inoculantes y la inoculacién de las semillas
con A. brasilense Az39 sin el agregado de fitohormonas serian suficientes para promover el

crecimiento de la parte radical.

5.2.4 Longitud total

La Figura 23 y Tabla 15 del Anexo 9, representan la variable longitud total en
plantulas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39 més la adicion exdgena

de fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 14 dias desde la siembra
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Figura 23: Evaluacion de la longitud total de plantulas de maiz tratadas con agua (A) o inoculadas (1)

con A. brasilense Az39 y tratadas de manera exdgena e individua | con soluciones de auxinas (H1),
giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento. La altura de las barras representa

la media = el error estandar de la media.

Como se observa en la Figura 23 y en la Tabla 15 del Anexo 9, cuando las semillas
fueron inoculadas se observé una tendencia de aumento en el crecimiento que aquellas no
inoculadas, con un aumento de la longitud total cercano a una media de 60 cm. De manera
particular, en los tratamientos inoculados, con la adicién de auxinas mostré una tendencia a
disminuir la longitud gue se diferencié del control sin adicion exdgena (IHO: 60,1 cm; IH1:
57,8 cm). Con respecto a las semillas sin inocular, el tratamiento con adicion de auxinas
AH1 (56,14 cm) se observd una reduccion del crecimiento, con respecto al control o a las
semillas tratadas con giberelinas (H2: 56,57 cm) o citocininas (H3: 56,79 cm), que en ambos
casos no fueron capaces de aumentar el valor de la variable en relacién con el mismo
tratamiento (HO: 60,1cm).
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En la Figura 24 representan los valores medios de la variable longitud de la parte aérea
y de la parte radical en plantulas de maiz sin inocular o inoculadas con A. brasilense Az39
maés la adicion exdgena de fitohormonas en condiciones controladas de cultivo, luego de 14

dias desde la siembra.
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Figura 24: Longitud total (gr) de la parte aérea y radical en plantulas de maiz tratadas con agua (A) o
inoculadas (I) con A. brasilense Az39 y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de
auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3). La altura de las barras representa la media + el error

estandar de la media.

Como se observa en esta Figura 24 y para resumir los datos anteriormente analizados
se podria esperar que (1) la adicion de inoculantes formulados con A. brasilense Az39
muestra una tendencia de generar una mayor longitud aérea y radical de semillas de maiz; (2)
la adicién de fitohormonas en el caso de las semillas sin inocular, hay una tendencia de
mayor impacto en el crecimiento aéreo por la adicion exdgena de auxinas; (3) al igual que la
inoculacion junto con la adicién exdgena de cualquier fitohormona, mientras que en el caso
de las auxinas, se determind un efecto opuesto; si bien favoreceria ambas variables en

comparacion con los controles, no determinarian un efecto sinérgico de ambos tratamientos.
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En la Figura 25 y 26 se observa de manera ilustrativa plantulas de maiz sin inocular o
inoculadas con A. brasilense Az39 mas la adicién exdgena de fitohormonas en condiciones

controladas de cultivo, luego de 14 dias desde la siembra

Figura 25: Plantulas de maiz emergidas no inoculadas y tratadas con diferentes soluciones de
hormonas, a los 14 dias de crecimiento. Arriba: todas las plantas del tratamiento. Abajo: plantas

individuales. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas; A: agua.
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Figura 26: Plantulas de maiz emergidas inoculadas y tratadas con diferentes soluciones de hormonas,
a los 14 dias de crecimiento. Arriba: todas las plantas del tratamiento. Abajo: plantas individuales.
Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:

inoculado.

La Figura 27 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacion y aplicacion

de hormonas en plantulas de maiz.
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Figura 27: Grafico de interaccion entre hormonas e inoculacién, para la variable longitud total (cm)
en plantulas de maiz luego de 14 dias de crecimiento. Los puntos indican la media por tratamiento.
Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:citocininas; I:

inoculado; A: agua.

En la Figura 27 de manera en general se observa que las hormonas no se comportan de
la misma manera al aplicar inoculantes. Cuando los tratamientos fueron inoculados, se
observa una tendencia de aumento de longitud total con la adicién exdgena de giberelinas
(H2) y citocininas (H3) mostrando diferencia con el control (H0). Lo que muestra que la
adicion de giberelinas y citocininas, con la inoculacién tendria una tendencia a generar un
efecto positivo sobre el pardmetro evaluado. Por otro lado, en los tratamientos sin inocular se
observé una mayor longitud total con el control sin la adicion de hormonas, manteniendo el
mismo valor que el tratamiento inoculado. En contrapartida, la menor longitud total se
manifestd cuando se le agregd cualquier fitohormona. En cuanto a la mayor tendencia de
aumento correspondié al tratamiento con adicién exdgena de giberelinas (H2: 8,8%),
mientras que en segundo lugar se observa el tratamiento con adicion de citocininas (H3:
5,91%), seguido con la adicion de auxinas (H1: 2,95%). Para el caso del tratamiento control
sin adicion de hormonas se determind que no hubo tendencia de aumento debida a la

inoculacion.

Los resultados descriptos en el Anexo 9 determinaron que para el tratamiento con
fitohormonas, en ambos casos (A o I) no se encontraron evidencias estadisticamente

significativas de que al menos una hormona produjera un efecto diferente (p=0.1380;
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p=0.2741). En resumen, podemos indicar que no se encontraron evidencias estadisticas entre

los dos tipos de inoculacidn, ni entre las hormonas.

Asi, podemos resumir que a nivel de ensayo, el agregado de giberelinas y citocininas
tratadas con inoculantes y la inoculacion de las semillas sin el agregado de fitohormonas

existiria una tendencia de producir un efecto sobre este parametro.

En la Figura 28 y en la Tabla 16 se resumen los principales resultados de este trabajo
para semillas de maiz tratadas con agua (A) o inoculadas (I) con A. brasilense Az39 y
tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de las siguientes fitohormonas:

auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3).
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Tabla 16: Resumen de los resultados presentados en maiz tratadas con agua (A) o inoculadas (1) con

A. brasilense Az39 y tratadas de manera exdgena e individual con auxinas, giberelinas y citocininas

1. BACTERIA J

A. brasilense Az 39 (I)

2. HORMONAS J

Citocininas (H3)

3.B+H J

Az 39 (I) + Citocininas (H3)

Az39(I) + Auxinas (H1)

Az39 (1) + Giberelinas (H2)

ENSAYO DE GERMINACION [I]

Germinacion:

1. Promocion de la germinacion por la inoculacion con Az39.
2. Adicion exdgena de cualquier hormona disminuyo el porcentaje
de germinacion y fue mas severo con citocininas.

3. Sinergismo por la inoculacién y adicion de auxinas/giberelinas.

Long. del Coleoptile:

1. Promocion del crecimiento por la inoculacion con Az39.

2. Mayor longitud por adicién de giberelinas y citocininas. Menor
longitud por la adicién de auxinas.

3. La inoculacién y adicién de auxinas modifica este pardmetro

(menor longitud).

Long. radical:

1. Tendencia de aumento por la inoculacién con Az39.
2. Mayor longitud por adicion de giberelinas/citocininas. Menor
longitud por la adicion de auxinas.

3. Tendencia de aumento por la adicion de hormonas.

Long. Total:

1. Mayor crecimiento por la inoculacion con Az39.

2. La aplicacion de citocininas o giberelinas generd efectos
positivos sobre el crecimiento. La aplicacion exdgena de auxinas
mostro un efecto opuesto.

3. Tendencia de aumento por la adicion de cualquier hormona.
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ENSAYO DE CRECIMIENTO TEMPRANO [I1]

1. BACTERIA

A. brasilense Az 39 (I)

2. HORMONAS J

Citocininas (H3)

3.B+H

-

Az39(I) + Auxinas (H1)

Az39 (1) + Giberelinas (H2)

Az 39 (I) + Citocininas (H3)

N° de plantulas emergidas:

1. Mayor numero de planta por la inoculacion con Az39.
2. Disminucion por la adicién de cualquier hormona y mayor
severidad por citocininas.

3. Tendencia de aumento por la adicion de cualquier hormona.

Crecimiento aéreo:

1. Tendencia de disminucion por la inoculacion con Az39.

2. Reduccion del crecimiento por la adicion de cualquier
fitohormona.

3. Tendencia de aumento por la inoculacién y adicion de
giberelinas/citocininas. Efecto antag6nico por la aplicacion de

auxinas.

Crecimiento radical:

1. Aumento por la inoculacion con Az39.

2. Disminucion por la adicion de cualquier hormona y mayor
severidad por auxinas.

3. Aumento de tamafio por la adicién de auxinas y tendencia de
aumento por la adicion de giberelinas.

Crecimiento Total:

1. No se observ6 promocidn por la inoculacion con Az39.
2. Disminucion por la adicion de cualquier fitohormona.

3. Tendencia de aumento por adicion de giberelinas/citocininas.
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Figura 28: Resumen de la respuesta de semillas de maiz a la inoculacion con A. brasilense Az39

(arriba); el tratamiento con fitohormonas (medio) y el tratamiento combinado (abajo) a nivel de la
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. . - .. @ @ Lo .
variables por la inoculacion con Az 39 (I); Signo — o — : aumento o disminucion de las variables

. . . ® e Lo .
por la adicion de auxinas (H1); Signo 0  : aumento o disminucion de las variables por la

adicién de giberelinas (H2); Signo @® 0 @ : aumento o disminucion de las variables por la adicion

S . o © S . S
de citocininas (H3); Signo 0 : aumento o disminucion de las variables por la combinacion de

Az 39 y H1; Signo © 0 @ : aumento o disminucon de las variables por la combinacién de Az39 y

H2; Signo @ 0 e : aumento o disminucion de las variables por la combinacion de Az39 y H3.
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6. DISCUSION

El cultivo de maiz es de gran importancia econdmica a nivel mundial, este cereal se
transformo en el cultivo més producido del mundo. Debido al aumento de la produccién y a
las multiples posibilidades de utilizacion en diversos procesos industriales, en donde se
obtiene una amplia gama de productos derivados, en este trabajo se buscO mejorar los
procesos de germinacién, implantacion y crecimiento temprano en semillas de maiz (Zea
mays L.) con tratamiento biol6gico combinado de rizobacterias promotoras del crecimiento
del género Azospirillum y fitohormonas. Teniendo en cuenta este objetivo, algunas practicas
agronémicas se han relacionado con el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal e formulaciones definidas como inoculantes (Boiero, et al. 2007; Perrig et al. 2007)
y/o moléculas reguladores del crecimiento vegetal (fitoestimulantes) (Davies, 1995). En tal
sentido, en este trabajo se dividid en concepto de germinacién y crecimiento temprano, se
abordo el estudio del tratamiento combinado de semillas de maiz con inoculantes a base de
rizobacterias promotoras del crecimiento del género Azospirillum capaces de mejorar su
implantacion y productividad en condiciones dptimas; y soluciones bioestimulantes de
compuestos reguladores del crecimiento del grupo de las auxinas, giberelinas y citocininas,
como una alternativa tecnoldgica para mejorar la respuesta de los cultivos en los estadios

iniciales del crecimiento y aprovechar eficientemente los recursos disponibles.

En este trabajo, el analisis de germinacion y la evaluacion del nimero de plantulas
emergidas determind que la adicion exdgena de cualquier hormona a semillas de maiz sin
inocular, generaba un menor porcentaje de germinacion y disminuia el nimero de plantulas
emergidas, particularmente por la adicion exdgena de citocininas. Por otro lado, la
inoculacion y la aplicacion de auxinas o acido giberélico presentaron un mayor porcentaje de
germinacion y un aumento del nimero de pléntulas establecidas. Desde el punto de vista
bioldgico, esto podria implicar que la inoculacion con A. brasilense Az39 determinaria una
tendencia de promover la germinacion de maiz, pero que este efecto podria mejorarse a
través de un efecto de tipo sinérgico, por la adicién exdgena de auxinas o giberelinas.
Resultados similares fueron encontrados por Constantino, et al. (2010) en papaya (Carica
papaya L.) inoculadas con A. brasilense, donde la aplicacion de este microorganismo
incrementd el porcentaje de germinacion sobre el control sin inocular y la aplicacion
combinada del microorganismo con acido giberélico, aumento la velocidad de germinacion y
presentd una mayor homogeneidad de emergencia de plantulas. Kloepper et al. (1991)
proclamo que las rizobacterias promotoras del crecimiento, podrian mejorar la germinacion a
través de la produccion y liberacion de algunas sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal del tipo fitohormona, tales como auxinas, citocininas o giberelinas, tanto en medio de
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cultivo guimicamente definidos, como en asociacion con las plantas (Janzen et al., 1992;
Cassan et al., 2009 a).

El &cido giberélico es uno de los biorreguladores mas usados comercialmente en todo
el mundo y esta directamente relacionado con la terminacion de la latencia del embrién, la
velocidad de germinacién y el crecimiento inicial de las plantulas (Hartmann y Kester,
1987). Bécquer et al. (2013), no descartaron que la causa mas probable del efecto positivo de la
germinacién de Sporobolus cryptandrus (hierba de semilla caida) podria deberse a la
producciéon de &cido giberélico por parte de rizobacterias promotoras del crecimiento
utilizadas para su inoculacion. Resultados similares fueron obtenidos por Baldini (1992),
quien sefialé que la aplicacién exdgena de giberelinas en semillas de numerosas especies
modifica su "balance hormonal" y permite una pronta germinacion. La aplicacion exdgena
de 4cido gibérelico también ha sido asociada con la ruptura de dormancia y aumento de la
velocidad de germinacién en especies forrajeras como caulote (Guazuma ulmifolia),
leucoaena (Leucaena leucocephala), (Hermosillo et al, 2008), chirimoya (Anonna cherimola
L.) y guanabana (Annona muricata L.) (Lobo et al., 2007), brocoli (Brassica oleraceae L.)
(Gonzales et al., 2007), cardo gigante (Onopordum nervosum) (Fernandez et al., 2002) mufia
(Minthostachys mollis) (Suérez et al., 2011) y en algunas plantas de importancia comercial
de la familia Solanaceas como tabaco de Virginia (Nicotiana tabacum) y tomate (Solanum
lycopersicum) (Peng y Harberd, 2002). En otros ensayos, Puente y Bashan (1993)
encontraron que inoculacion de semillas de cardon gigante (Pachycereus pringlei) con
Azospirillum sp. reducia el tiempo de germinacion y aumentaba el crecimiento de las
plantulas inoculadas. Esto adicionalmente se comprob6 en semillas de lechuga (Lactuca
sativa) inoculadas con A. brasilense que evidenciaron incrementos significativos en el poder
germinativo (Ayrault, 2002). Por otro lado, semillas de zanahoria (Daucus carota cv.)
inoculadas con A. brasilense Sp245 aumentaron tanto su energia germinativa como poder

germinativo debido al mismo tratamiento bioldgico.

En este trabajo se pudo observar que tanto la inoculacién con A. brasilense Az39, asi
como el tratamiento combinado de inoculacién con adicidn exdgena de giberelinas aumenté
el porcentaje y la velocidad de germinacion de semillas de maiz, en comparacion los

controles sin inocular y sin la aplicacién exdgena de la hormona.

Diversos autores han mencionado que la inoculacion con Azospirillum sp. antes de la
siembra, mejoraria la germinacion y el crecimiento de maiz, debido a que estas bacterias,
ademas de fijar nitrogeno atmosférico, sintetizan sustancias biol6gicamente activas sobre el

crecimiento, tales como aminoécidos, vitaminas, acido indol acético (AIA) y giberelinas
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(Gonzalez-Lopez et al., 2005; Perrig et al., 2007). Nezarat y Gholami (2009) reportaron que
la inoculacién de semillas de maiz con A. brasilense y A. lipoferum increment6
significativamente el porcentaje de germinacion en esta especie. En un trabajo similar,
Puente et al. (2007), determinaron que la velocidad de germinacién de semillas de maiz
inoculadas con A. brasilense Sp245 era mayor que el control y tales resultados fueron
coincidentes con los de Cassan et al. (2009 b) y Ribas (2009), en los que ademas se
comprobd un efecto de promocion del crecimiento temprano, tanto en semillas de esta

especie, COmo en soja.

Con respecto a la promocién del crecimiento temprano, el anélisis de la longitud del
coledptile y de la parte aérea en semillas de maiz hubo un aumento significativo debido a la
inoculacion con A. brasilense Az39 y una tendencia de aumento en aquellas semillas
inoculadas y tratadas exdgenamente con giberelinas y citocininas. Desde el punto de vista de
la bacteria, la promocion del crecimiento aéreo ha sido previamente reportada para
Azospirillum sp. como consecuencia directa de la produccion bacteriana de giberelinas.
Lucangelli y Bottini. (1997) presentaron evidencia relacionada con la capacidad de
Azospirillum sp. para revertir el enanismo genético de plantulas de arroz y maiz mostrando
un fenotipo similar al presentado por la aplicacion exdgena de &cido giberélico en tales
mutantes. En este trabajo, la inoculacion con A. brasilense Az39 mostr6 una tendencia de
promocion del crecimiento del coleoptile y de la parte aérea de manera independiente a la
adicion de fitohormonas, por lo que se podria suponer que existe la posibilidad que la
produccién de giberelinas por parte de la bacteria seria suficiente para determinar un efecto
de promocién, y si bien, no se comprobo estadisticamente evidencia de sinergismo entre la
inoculacion y la adicion exdgena de giberelinas o citocininas, se determind una tendencia
gue favoreceria esta hipétesis de interaccién entre ambos tratamientos. En tal sentido, Perrig
et al. (2007) determinaron la capacidad de A. brasilense Az39 para producir giberelinas y
citocininas en medio de cultivo quimicamente definido y posteriormente Cassan et al. (2009
a) propuso que la promocion del crecimiento del coleoptile de plantulas de maiz inoculadas
con Az39, podria deberse al menos en parte a la produccion bacteriana de tales moléculas.
Resultados similares fueron obtenidos por Barassi et al. (2006) quien demostré efectos
significativos en la promocion del crecimiento de la parte aérea y radical de plantulas de
maiz dulce obtenidas por la inoculacion con A. brasilense Sp245. Al respecto Bashan et al.
(2004) mencionan que los efectos de la inoculacion con Azospirillum sp. serian
especialmente significativos durante los primeros estadios del desarrollo vegetal debido a la
capacidad de esta bacteria para producir fitohormonas y afectando el pool end6geno de la

planta para modificar asi su morfologia, tanto a nivel radical como de la parte aérea. En tal
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sentido uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la
promocién del crecimiento vegetal, estaria relacionado con la capacidad de este

microorganismo para producir hormonas del tipo giberelinas (Bottini et al. 2004).

En cuanto al andlisis de la longitud radical, el tratamiento de las semillas con la
aplicacion de giberelinas o citocininas, pero sin inocular, promovid el crecimiento de la
radicula a diferencia de la aplicacion exdgena de auxinas, que redujo significativamente el
desarrollo de este 6rgano. En lo que respecta a esta observacion, Dobbelaere et al. (1999)
demostraron que la aplicacion de auxinas en forma exdgena a semillas de trigo producia una
fuerte disminucion de la longitud radical (a continuacién) pero con un marcado aumento de

la longitud y densidad de pelos radicales, como se observa en la Figura 29.

Figura 29: Efecto de la morfologia radicular en semillas de trigo con adicién exdgena de auxinas. A
la izquierda represente el control sin inocular. Las otras raices, las semillas fueron tratadas de
izquierda a derecha con 10, 10%, 107, 10°y 10° M de AIA.

Resultados similares fueron publicados por Zelena et al. (1988) en los que
encontraron que la aplicacion exdgena de &cido indol-acético (IAA) a plantulas de maiz
aumentaba significativamente el nimero de raices laterales. En otros ensayos, Kolb y Martin
(1985) comprobaron que la inoculacion de la remolacha (Beta vulgaris sp.) con A. brasilense
aumentaba tanto el nimero como la longitud de raices laterales, y esto se correlaciond con la
identificacion de altos niveles de AIA presentes en el medio de cultivo de la bacteria.
Adicionalmente, la aplicacion exdgena de AIA, causé un efecto similar al de las plantulas
inoculadas. En este trabajo el agregado de auxinas en las semillas sin inocular, tuvo una
reduccion en la longitud del érgano en comparacion al de las plantulas inoculadas. En cuanto
a la inoculacion con A. brasilense Az39 en este trabajo, la bacteria promovié el crecimiento
radical ya que se comprob0 estadisticamente evidencia de sinergismo entre la inoculacion y
la adicidn exdgena de auxinas con una diferencia mayor por el agregado de citocininas junto
a la inoculacion. Las plantas, responden a la adicion exdgena de citocininas. Desde el punto

de vista fisioldgico, existe poca informacion que pueda relacionar en forma directa el efecto
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de la aplicacién combinada de Azospirillum sp., y citocininas. Un trabajo relacionado fue de
Pan et al. (1999) quienes reportaron que la aplicacion exdgena de 0,2 ug.ml™ de citocininas
en semillas de maiz, en forma conjunta con la inoculacién de una bacteria promotora del
crecimiento, Serratia liquefaciens, incrementaban el tamafio y peso de las raices. Bothe et al.
(1992) probaron que la inoculacion de plantas de trigo (Triticum sp.) con A. brasilense
aumentaba significativamente la formacion de raices laterales y la formacion de pelos
radicales, mientras que la aplicacion exdgena de AIA aumentaba significativamente el peso
seco radical, pero no tenia ningun efecto sobre la formacion de raices laterales. En otros
trabajos, Tien et al. (1979) y Hubbell et al. (1979) probaron que la aplicacion exdgena de
auxinas, giberelinas y citocininas en mijo perla (Pearl millet) y sorgo (Sorghum sp.)
respectivamente producian los mismos cambios en la morfologia de raiz que en las plantulas
inoculadas con A. brasilense, observando un incremento en el nimero de raices laterales y en
la densidad de los pelos radicales, parte de esta respuesta era atribuida a la inoculacion y a
las citocininas producidas y liberadas por las bacterias. En forma simultanea, Kucey (1988)
comprobd que la inoculacion de trigo (Triticum sp.) con A. brasilense simulaba el efecto del
tratamiento exdgeno con auxinas (AlA) y acido giberélico (GAs3) a nivel del patréon de
crecimiento de tallo y raiz. También en plantas de trigo (Triticum sp.), Zimmer et al. (1998)
probaron que la adicién exdgena de AIA (completamente) y NO,- (parcialmente) eran
sustituidas por la inoculacion con A. brasilense. En otro interesante trabajo, Barbieri et al.
(1988) demostraron que la inoculacion con una cepa de tipo salvaje de A. brasilense (activa
productora de AIA) aument6 el nimero y longitud de raices laterales en plantas de trigo
(Triticum sp.) y que la inoculacion con una mutante para la produccién de AlA no conseguia
modificar el desarrollo radical. Posteriormente, Barbieri et al. (1991) mostraron que
plantulas de trigo inoculadas con un mutante pobre productora de auxinas (AlA), mostraban
una reducida capacidad de promover el crecimiento del sistema radical y que esto se traducia
en una menor capacidad de las plantulas, para tomar nutrientes del medio de cultivo. En este
trabajo, el ensayo de crecimiento temprano a los 14 dias de crecimiento se comprob6 que las
semillas inoculadas en general tenian un aumento de la longitud radical en relacion con el
control sin inocular. Resultados similares fueron reportados por Ribas (2009) donde obtuvo
mayor longitud radical en semillas inoculadas con A. brasilense Az39 en maiz, trigo y soja;
al igual que Cassan et al. (2009 a) en un trabajo realizado con semillas de maiz (Zea mays
L.) inoculadas con Az39 obtuvo un aumento significativo en la longitud radical en
comparacion con el control. Otros resultados similares fueron obtenidos por Barassi et al.
(2006) mostré efectos significativos en la promocion del crecimiento de la parte aérea con un
incremento con respecto al control, en la longitud del coleoptile y radical en plantulas de
maiz dulce obtenidas a partir de semillas inoculadas con A. brasilense. Estos resultados son
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coincidentes con Rodriguez Céceres et al. (1996) quienes demostraron que las especies con
mayor respuesta a la inoculacién con A. brasilense Az39 en el largo de raices fueron pasto
pangola (Digitaria eriantha, grama rhodes (Chloris gayana), buffel grass (Cenchrus ciliaris
cvs. Texas y Molopo) vy el género Brachiaria. En otros cultivo como en girasol, Puente et al.
(2005) obtuvo también una promocién de crecimiento radicular. Otros trabajos relacionados
por los mismos autores, obtuvieron que la inoculacién con Azospirillum brasilense en
semillas de maiz (Zea mays L.) promovi6 incrementos significativos en el largo de raiz y

plantulas a los 9 dias (Puente et al. 2007).

A nivel de la inoculacién y la produccion de auxinas Dobbelaere et al. (1999) como
Spaepen et al. (2008) realizaron un estudio con semillas de trigo donde presentaron
evidencias concluyentes sobre el papel de AIA vy su efecto fitoestimulador por la inoculacién
con Azospirillum sp. mediante el uso de cepas salvajes y deficientes en la biosintesis de AlA,
asi como tratamiento exdgenos con las hormonas. Ellos demostraron que la inoculacion
produce una clara disminucion de la longitud y un aumento en el volumen radical, como se
observa en la Figura 30. Estos cambios se encuentran directamente relacionados con la
concentracion de la bacteria en el in6culo, donde el crecimiento de este parametro se
promueve a niveles éptimos, tiene efectos inhibitorios a niveles superiores y no causa ningin
efecto a dosis bajas. En tal sentido, en este trabajo se utiliz6 un nivel 6ptimo de inoculacion
(dosis agrondémica) como reportaran previamente Fallik et al. (1988) y Perrig et al (2007).
Segun Barbieri et al., 1988; Bashan, 1986; Bashan, 1990 una concentracion de inéculo de
superior a la Optima generalmente inhibe el desarrollo radicular. Asi mismo, Baca y
Elmerich (2007), demostraron que en Azospirillum sp. la promocién o inhibicion del
crecimiento radical depende de la concentracion celular del inoculo de manera analoga a lo
gue ocurre con la aplicacion exdgena de AlA, la cual estimula el crecimiento de la raiz a

bajas concentraciones y lo inhibe en altas.
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Figura 30: A. Efecto de la longitud y desarrollo radicular en semillas de trigo inoculadas con A.
brasilense a los 7 dias. A la izquierda represente el control sin inocular. Las otras raices, las semillas
fueron inoculadas 10°, 10, 10°%, 10° UFC/mL, de izquierda a derecha. B. Efecto de las semillas
inoculadas con formacion de pelos radicales y variacion del diametro de la raiz. A la izqg. representa el

control sin inocular y el resto con 5x10”y 5x10° ufc/mL respectivamente.

Por lo tanto se puede decir que el crecimiento de la raiz es uno de los pardmetros
fisioldgicos de mayor interés a la hora de caracterizar y seleccionar una cepa promotora del
crecimiento vegetal. El rapido establecimiento de la planta en el suelo, mediado por la
proliferacién de las raices laterales y adventicias, resulta ventajoso desde el punto de vista
adaptativo, porque aumenta su capacidad de anclarse al suelo y obtener agua y nutrientes del

ambiente en estadios criticos del desarrollo vegetal.

Con respecto al analisis de la longitud total, en ambos ensayos, la aplicacion de
citocininas o giberelinas en semillas sin inocular generd un mayor impacto sobre el
crecimiento. En el caso de las semillas inoculadas con A. brasilense Az39, no hubo
evidencias estadisticas para afirmar que el efecto de que alguna hormona fuera distinto entre
si 0 con su control. Por lo que se determino que la inoculacion de las semillas sin el agregado
de fitohormonas habria una tendencia de producir efectos sobre este pardmetro. Resultados

similares fueron obtenido por Ribas, (2009) quien comprob6 que A. brasilense cepa Az 39
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posee la capacidad potencial de promover el crecimiento en semillas de maiz, trigo y soja,
donde se encontraron diferencias significativas en la longitud total. Segin Kloepper (1994),
quien realizo una revision de diversos trabajos en donde se discute acerca de los aspectos de
promocién de crecimiento de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR),
los efectos de la promocion se producen principalmente en las etapas tempranas del
crecimiento de cultivos y no necesariamente se traducen en incrementos en el rendimiento.
Dentro de los efectos pre-rendimiento pueden incluirse mejoramiento de la emergencia de la
semilla, del stand final, mayor vigor vegetativo, altura de planta, biomasa de raices y tallos,
contenido de nutrientes en el tejido vegetal, etc. Estos resultados, coinciden con algunos
estudios de campo realizados con cereales para los que se llegdé a observar una promocion
del crecimiento vegetativo (Kapulnik et al., 1983). De acuerdo con Heulin et al. (1989);
Hurek et al.(1988) y Tarrand et al. (1978) todas las cepas silvestres de Azospirillum sp. fijan
nitrégeno atmosférico, ya sea como bacterias libres o en asociacion con plantas, y participan
en varias transformaciones relacionadas con el ciclo del nitrégeno. Después de la
inoculacion, hay un incremento en el nitrégeno total de brotes y granos de plantas inoculadas
(Andrews et al. 2003). Asi mismo, Ribaudo et al.( 2001), con plantas de maiz inoculadas con
Azospirillum mostraron mayor concentracién de nitrégeno (N) en hojas, longitud de raices y
de follaje y produccion total de biomasa fundamentalmente entre 2 y 3 semanas luego de su
siembra. De aqui que la fijacion de nitrégeno es el primer mecanismo principal sugerido para

explicar el incremento del crecimiento vegetal por Azospirillum.
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7. CONCLUSION

La utilizacién de inoculantes a base de Azospirillum brasilense Az39, asi como de
moléculas reguladoras del crecimiento tales como las auxinas, giberelinas y citocininas,
podrian ser consideradas como herramientas biotecnolégicas de interés para mejorar la
germinacion, implantacién y crecimiento temprano en el cultivo de maiz. Los resultados de
este trabajo indican que la inoculacion con A. brasilense Az39 demuestra una tendencia a
promover la germinacion y el crecimiento temprano en semillas de esta especie; mientras
que la combinacion de esta bacteria con ciertas fitohormonas modificaria este
comportamiento de manera dependiente del 6rgano y del tipo de molécula adicionada. El
andlisis de la interaccion entre la bacteria y los reguladores determind una tendencia de
aumento del parametro evaluado (como sinergismo) por la combinacion de la bacteria con
acido giberélico o citocininas y de disminucion (como sinergismo) para el caso del acido
indol-3-acético. En base a estos resultados se recomendaria continuar con este tipo de
estudios para contar con datos méas precisos sobre la interaccién de estas hormonas y la
inoculacion. A modo de resumen, podemos mencionar que este trabajo permitio establecer
qgue A. brasilense Az39 tiene la capacidad potencial de modificar la germinacion y el
crecimiento temprano de plantulas de maiz, y a su vez seria posible hacer sinérgica esta

capacidad por el agregado de fitohormonas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Diagramas de cajas (box-plot) de las variables medidas:

Longitud del coleoptile en ensayo de germinacion
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Figura 31: Diagrama de cajas (box-plot) para la variable longitud coleoptile (cm) en semillas de maiz

inoculadas (1) o sin inocular (A) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de auxinas
(H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 7 dias de crecimiento. La linea dentro de las cajas
representa la mediana y el punto la media; los puntos fuera de la caja representan los datos atipicos
para cada tratamiento. El tamafio de los bigotes indica la dispersion de los datos del 25% de los datos

inferiores y superiores.

En la Figura 31, se observa que la longitud del coleoptile como parametro de
crecimiento, mostré una alta dispersion en todos los casos. En algunos tratamientos (AHO;
AH1; AH3 e IH1) se observaron datos atipicos, asi como una mayor dispersion, sobre todo
en el 25% de los valores superiores. En resumen, los tratamientos no inoculados mostraron

una mayor cantidad de datos atipicos que aquellos inoculados
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Figura 32: Diagramas de cajas (box-plot) para la variable longitud de la radicula (cm) en semillas de
maiz inoculadas (I) o sin inocular (A) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de
auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 7 dias de crecimiento. La linea dentro de
las cajas representa la mediana y el punto la media; los puntos fuera de la caja representan los datos
atipicos para cada tratamiento. El tamafio de los bigotes indica la dispersion de los datos del 25% de

los datos inferiores y superiores.

Como se observa en la Figura 32, la longitud de la radicula (cm), como pardmetro de
crecimiento, tuvo una alta dispersion en todos los tratamientos. En la mayoria de los casos se
observaron datos atipicos, excepto en aquellos de los tratamientos inoculados y sin adicién
de fitohormonas (IHO) y en todos los casos tratados con giberelinas (AH2 e IH2). Las
semillas sin inocular mostraron una mayor cantidad de datos atipicos que aquellas

inoculadas.
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Figura 33: Diagrama de cajas (box-plot) para la variable longitud total (cm) en semillas de maiz

inoculadas (1) o sin inocular (A) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de auxinas
(H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 7 dias de crecimiento. La linea dentro de las cajas
representa la mediana y el punto la media; los puntos fuera de la caja representan los datos atipicos
para cada tratamiento. El tamafio de los bigotes indica la dispersion de los datos del 25% de los datos

inferiores y superiores.

Como se observa en la Figura 33, la longitud total (cm), como pardmetro de
crecimiento, mostré una alta dispersion en todos los tratamientos. Las semillas sin inocular
mostraron una mayor cantidad de datos atipicos que aquellas inoculadas que ademas
tuvieron un valor de media y mediana mayores. En resumen, las semillas inoculadas
mostraron un aumento sobre el crecimiento en longitud con respecto a las no inoculadas y

ademas presentaron menos variabilidad de los datos con respecto a las semillas sin inocular.
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Figura 34: Diagrama de cajas (box-plot) para la variable longitud aerea (cm) en plantulas de maiz

inoculadas (1) o sin inocular (A) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de auxinas
(H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento. La linea dentro de las cajas
representa la mediana y el punto la media; los puntos fuera de la caja representan los datos atipicos
para cada tratamiento. El tamafio de los bigotes indica la dispersion de los datos del 25% de los datos

inferiores y superiores.

Como se observa en la Figura 34, como parametro de crecimiento temprano, mostrd
en algunos tratamientos (AHO; IH1; AH2 e IH3) datos atipicos y un comportamiento

disperso de la variable, tanto en los valores superiores como inferiores.
Longitud radical en ensayo de crecimiento

En la siguiente Figura 35 representa el diagrama de cajas (box-plot) para la variable longitud
radical (cm) en plantulas de maiz (Zea mays L.), a los 14 dias desde la siembra en
condiciones controladas de cultivo, cuando a las semillas se las embebidé en agua o

inoculante a base de A. brasilense Az39 y se les agreg6 diferentes hormonas.
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Figura 25: Diagrama de cajas (box-plot) para la variable longitud radical (cm) en plantulas de maiz
inoculadas (1) o sin inocular (A) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de auxinas
(H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento. La linea dentro de las cajas
representa la mediana y el punto la media; los puntos fuera de la caja representan los datos atipicos
para cada tratamiento. El tamafio de los bigotes indica dispersion de los datos del 25% de los datos

inferiores y superiores.

Como se observa en la Figura 25 la longitud radical, mostr6 en dos tratamientos (AHO
e IH3) datos atipicos. La distribucién de la variable en cada tratamiento, presentan una cierta
asimetria todos tienen una dispersion semejantes de los datos, tanto en los valores superiores
como inferiores; excepto en algunos (AHO y AH3) hubo mayor dispersion de datos en el
25% de los valores superiores. Las semillas inoculadas y con la adicion de auxinas y
giberelinas se observaron a nivel de la media y la mediana un aumento sobre el crecimiento
en longitud al igual que el control. En cuanto a las semillas no inoculadas, el tratamiento con
la adicion de auxinas y citocininas mostré un valor mayor de la mediana en comparacion con

el control.
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Anexo 2. Descripcion de las variables energia y poder germinativo

En la Tabla 1 se presentan los promedios de las variables Energia y Poder
Germinativo (EG-PG), para la combinacién de factores, tal como tipo de tratamiento (A:
agua e I: inoculante a base de A. brasilense Az39) y aplicacién de hormona (HO: sin
hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas) a los 4 y 7 dias desde la siembra en

condiciones controladas de cultivo.

Tabla 1: Medidas Resumen de la variable Energia y Poder Germinativo (EG-PG), en semillas de maiz

(Zeamays L) a los 4 dias y 7 dias desde la siembra, para los ocho tratamientos.

Emb Horm Variable n Media D.E. CV Min  Max

A HO EG 2 97,00 1,41 1,46 96,00 98,00
A HO PG 2 97,00 0,00 0,00 97,00 97,00
A H1 EG 2 96,50 0,71 0,73 96,00 97,00
A H1 PG 2 96,50 0,71 0,73 96,00 97,00
A H2 EG 2 95,50 2,12 2,22 94,00 97,00
A H2 PG 2 95,50 2,12 2,22 94,00 97,00
A H3 EG 2 93,00 0,00 0,00 93,00 93,00
A H3 PG 2 93,00 0,00 0,00 93,00 93,00
I HO EG 2 99,00 1,41 1,43 98,00 100,00
I HO PG 2 99,00 1,41 1,43 98,00 100,00
I H1 EG 2 100,00 0,00 0,00 100,00 100,00
I H1 PG 2 100,00 0,00 0,00 100,00 100,00
I H2 EG 2 100,00 0,00 0,00 100,00 100,00
I H2 PG 2 100,00 0,00 0,00 100,00 100,00
I H3 EG 2 98,00 0,00 0,00 98,00 98,00
I H3 PG 2 98,00 0,00 0,00 98,00 98,00

Referencias: A: agua; I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas;
EG: Energia Germinativa; PG: Poder Germinativo; n: NUmero de observaciones; D.E.: Desvio

Estandar, CV: Coeficiente de Variacién; Min: Valor Minimo y Méax: Valor Maximo.
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Analisis estadistico del poder germinativo
Hormonas por tipo de inoculacion (A e ), basado este analisis en el Gréafico de Linea
(Figura 6).
Se compara dentro de cada tipo de Embebido cual/es de las Hormonas se comportdé mejor:
. Agua
Hipotesis a probar:

HO: No hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.
H1: Hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.

Prueba de Kruskal Wallis

Emb  Variable Horm N Medias D.E. Medianas H p

a PG HO 2 97,00 0,00 97,00 4,54  0,2000
a PG H1 2 96,50 0,71 96,50

a PG H2 2 95,50 2,12 95,50

a PG H3 2 93,00 0,00 93,00

Referencias: A: agua; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.

Conclusion: No hubo evidencias estadisticamente significativas para decir que el efecto de

las hormonas fue diferente cuando las semillas fueron embebidas con agua, p=0,2.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron embebidas con
inoculante.

H1: Hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron embebidas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

Emb  Variable Horm N Medias D.E. Medianas H p

I PG HO 2 99,00 1,41 99,00 3,67 0,4286
I PG H1 2 100,00 0,00 100,00

I PG H2 2 100,00 0,00 100,00

I PG H3 2 98,00 0,00 98,00

Referencias: I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: No hubo evidencias estadisticamente significativas para decir que el efecto de

las hormonas fue diferente cuando las semillas fueron embebidas con inoculante, p=0,42.
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Anexo 3. Descripcion y andlisis estadistica de la variable de longitud del coleoptile

En la Tabla 2 se presentan las medidas resumen de la variable longitud del coleoptile
(cm), para la combinacién de factores tipo de embebido (A: agua e I: inoculante a base de A.
brasilense Az39) y hormona (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas), a los 7 dias desde la siembra en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 2: Medidas Resumen de la variable longitud del coleoptile (cm) en semillas de maiz (Zea mays
L.) a los 7 dias desde la siembra, para los ocho tratamientos.

Emb Horm Variable n Media D.E. CV___ Min Max Mediana

H1 Long Coleopt 186 092 048 51,79 0,10 2,90 0,80

H2 Long Coleopt 186 1,74 0,76 43,32 0,20 4,40 1,60

H3 Long Coleopt 186 1,83 0,79 43,48 0,20 4,60 1,70

Ho Long Coleopt 186 1,35 0,58 42,88 0,30 3,50 1,20

> >» > »r

I H1 Long Coleopt 186 181 126 69,47 0,00 6,50 1,50
I H2 Long Coleopt 186 2,11 135 64,16 010 5,00 2,00
I H3 Long Coleopt 186 223 132 5921 0,10 5,00 2,00
I Ho Long Coleopt 186 221 1,18 53,18 0,550 6,00 2,10

Long coleopt: Longitud del coleoptile; n: Numero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV:

Coeficiente de Variacion; Min: Valor Minimo y Méax: Valor Maximo._Referencias: A: agua; I:

inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.

Analisis estadistico de la longitud del coleoptile
Hormonas por tipo de inoculacion (A e ), basado este andlisis en el Gréafico de Linea
(Figura 8).

Se compara dentro de cada tipo de Embebido cual/es de las Hormonas se comporté mejor:

. Agua

Hipotesis a probar:

HO: No hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.

H1: Hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.
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Prueba de Kruskal Wallis

EMB  Variable HORM N  Promedio rangos gl H p

A LONG COLEOPT H1 186 206,45 3 184,72 <0,0001
A LONG COLEOPT H2 186 455,99

A LONG COLEOPT H3 186 476,71

A LONG COLEOPT Ho 186 350,85

Referencias: A: agua; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: Hubo evidencias estadisticamente significativas para decir que el efecto de las
hormonas fue diferente cuando las semillas fueron embebidas con agua, p< 0.0001.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron embebidas con
inoculante.

H1: Hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron embebidas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

EMB  Variable HORM N Prom. rangos gl H p

I LONG COLEOPT H1 186 324,73 3 13,82 0,0031
I LONG COLEOPT H2 186 372,38

I LONG COLEOPT H3 186 395,12

| LONG COLEOPT Ho 186 397,77

Referencias: I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: Hubo evidencias estadisticamente significativas para decir que el efecto de las

hormonas fue diferente cuando las semillas fueron embebidas con inoculante, p= 0,003.
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Anexo 4. Descripcion y analisis estadistico de la variable de longitud de la radicula

En la Tabla 5 se presenta las medidas resumen de la variable longitud radical (cm),
para la combinacion de factores tipo de embebido (A: agua e I: inoculante a base de A.
brasilense Az39) y hormona (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas)a los 7 dias desde la siembra en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 5: Medidas de resumen de la variable longitud radical (cm) en semillas de maiz a los 7 dias
desde la siembra, para los ocho tratamientos.

Emb Horm Variable n Media D.E. CV___ Min Max__Mediana
H1 Long Rad. 186 723 266 3681 060 19,00 7,00
H2 Long Rad. 186 9,11 356 39,09 1,40 1800 9,35
H3 Long Rad. 186 9,39 327 34,79 050 1850 9,50
HO Long Rad. 186 836 284 3398 1,00 18,00 8,15

I H1 Long Rad. 186 10,05 3,35 3330 050 17,00 10,50

I H2 Long Rad. 186 10,07 2,93 29,10 3,00 17,50 10,00

I H3 Long Rad. 186 9,99 3,00 2998 200 19,00 10,00

I HO Long Rad. 186 956 354 3698 060 1720 10,00

n: Namero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV: Coeficiente de Variacién; Min: Valor

Minimo y Max: Valor Maximo. Referencias: HO: sin el agregado de hormona; H1: auxinas; H2:

giberelinas; H3: citocininas; A: agua ; I: inoculante.
Analisis estadistico de la longitud de la radicula
Hormonas por tipo de inoculacion (A e ), basado este andlisis en el Gréafico de Linea
(Figura 10).
Se compara dentro de cada tipo de Embebido cual/es de las Hormonas se comportdé mejor:

. Agua

Hipotesis a probar:

HO: No hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.

H1: Hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.
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Prueba de Kruskal Wallis

Emb  Variable Horm N Promedio rangos al H p

A Long Rad. H1 186 275,59 3 62,61 <0,0001
A Long Rad. H2 186 410,93

A Long Rad. H3 186 440,29

A Long Rad. HO 186 363,19

Referencias: A: agua; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: Hubo evidencias estadisticamente significativas (p< 0.0001) para decir que el
efecto de las hormonas fue diferente con las semillas embebidas con agua.

° Inoculante
H , :No hubo efecto debido a hormona, cuando las semillas se aplicaron Inoculante
H; : Hubo efecto debido a hormona, cuando las semillas se aplicaron Inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

Emb  Variable Horm N Promedio rangos al H p

I Long Rad. H1 186 386,56 3 1,80 0,6145
| Long Rad. H2 186 375,42

I Long Rad. H3 186 370,95

I Long Rad. Ho 186 357,06

Referencias: I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: No hubo evidencias estadisticas para afirmar que el efecto de alguna de las

hormonas es distinto, cuando las semillas son embebidas con Inoculante, (p=0,61)
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Anexo 5. Descripcion y andlisis estadistica de la variable de longitud total de la plantula

En la Tabla 7 se presentan las medidas resumen de la variable longitud total (cm),
para la combinacion de factores tipo de embebido (A: agua e I: inoculante a base de A.
brasilense Az39) y hormona (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas), a los 7 dias desde la siembra en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 7: Medidas de resumen de la variable longitud total (cm) en semillas de maiz (Zea mays L.) a
los 7 dias desde la siembra, para los ocho tratamientos.

Emb Horm  Variable n Media D.E. CV__ Min Max

A H1 Long total 186 8,16 299 36,65 0,70 20,60

A H2 Long total 186 10,85 4,15 38,26 2,50 20,50

A H3 Long total 186 11,22 3,67 32,72 1,70 21,60

A Ho Long total 186 9,71 323 3329 1,70 21,50

| H1 Long total 186 11,86 4,11 34,69 290 20,50
| H2 Long total 186 12,18 3,87 31,77 4,00 21,50
I H3 Long total 186 12,22 355 29,09 2,60 22,00
I Ho Long total 186 11,77 402 34,13 1,30 23,00

n: Namero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV: Coeficiente de Variacién; Min: Valor

Minimo y Max: Valor Méaximo. Referencias: HO: sin el agregado de hormona; H1: con auxina; H2:

con giberelina; H3: con citocinina; A: agua ; I: inoculado.
Analisis estadistico de la longitud total
Hormonas por tipo de Embebido (A e 1), basado este analisis en el Gréafico de Linea

(Figura 13).

Se compara dentro de cada tipo de Embebido cual/es de las Hormonas se comporté mejor:

. Agua

Hipotesis a probar:

HO: No hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.

H1: Hubo efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con agua.
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Prueba de Kruskal Wallis

Emb  Variable Horm N Promedio rangos al H p

A Long total H1 186 257,31 3 89,4 <0,0001
A Long total H2 186 420,42

A Long total H3 186 452,99

A Long total Ho 186 359,28

Referencias: A: agua; I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: Hubo evidencias estadisticamente significativas (p< 0.0001) para decir que el

efecto de las hormonas fue diferente con las semillas sin inocular.

. Inoculante

H , :No hubo efecto debido a hormona, cuando las semillas fueron inoculadas

H ; : Hubo efecto debido a hormona, cuando las semillas fueron inoculadas.

Prueba de Kruskal Wallis

Emb  Variable Horm N Promedio rangos al H p
I Long total H1 186 365,57 3 1,22 0,7486
| Long total H2 186 377,63
| Long total H3 186 384,05
I Long total Ho 186 362,76

Referencias: I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.

Conclusion: No hubo diferencias estadisticas para afirmar que el efecto de alguna de las

hormonas es distinto, cuando las semillas son embebidas con Inoculante, (p=0,7486)
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Anexo 6. Descripcion estadistica de la variable N° de plantulas emergidas y N°
hojas/plantula

En la Tabla 9 se presenta las medidas resumen de la variable N° plantulas emergidas,
para la combinacion de factores tipo de embebido (A: agua e I: inoculante a base de A.
brasilense Az39) y hormona (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas) a los 7 y 14 dias desde la siembra en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 9: Medidas de resumen de la variable N° de plantulas emergidas en semillas de maiz a los 7 y
14 dias desde la siembra, para los ocho tratamientos.

EMB HORM Variable n Media D.E. CV___ Min Méax Mediana
H1 Emerg (7) 14 464 050 10,71 4,00 5,00 5,00
H1 Emerg (14) 14 471 047 994 4,00 5,00 5,00
H2 Emerg (7) 14 436 050 11,41 4,00 5,00 4,00
H2 Emerg (14) 14 471 047 994 4,00 5,00 5,00
H3 Emerg (7) 12 417 0,83 20,04 3,00 5,00 4,00
H3 Emerg (14) 12 417 0,83 20,04 3,00 5,00 4,00
Ho Emerg (7) 15 500 0,00 0,00 5,00 5,00 5,00
Ho Emerg (14) 15 500 0,00 0,00 5,00 5,00 5,00

> >» >» >» > > > >

| Hl  Emerg(7) 15 500 000 000 500 500 500
| H1  Emerg(14) 15 500 000 000 500 500 500
| H2  Emerg(7) 15 500 000 000 500 500 500
| H2  Emerg(14) 15 500 000 000 500 500 500
| H3  Emerg(7) 13 438 051 1155 400 500 4,00
| H3  Emerg(14) 13 438 051 1155 400 500 4,00
| Ho Emerg(7) 15 500 000 000 500 500 500
| Ho Emerg(14) 15 500 000 000 500 500 500

n: NUmero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV: Coeficiente de Variacion; Min: Valor

Minimo y Max: Valor Maximo. Referencias: HO: sin el agregado de hormona; H1: auxinas; H2:

giberelinas; H3: citocininas; A: agua ; I: inoculante.
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En la Tabla 10 se presenta las medidas resumen de la variable N° de hojas/plantula
para la combinacion de factores como tipo de tratamiento (A: agua e I: inoculante a base de
A. brasilense Az39) y aplicacion de hormonas (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2:

giberelinas, H3: citocininas).

Tabla 101: Medidas de resumen de la variable N° de hojas/plantula en plantulas de maiz a los 7 y 14
dias desde la siembra, para los ocho tratamientos.

EMB HORM Variable n Media D.E. CV  Min Mé&x Mediana
H1 N° hojas (7) 14 1,86 0,36 19,55 1,00 2,00 2,00
H1 N° hojas (14) 14 393 0,27 6,80 3,00 4,00 4,00
H2 N°hojas (7) 14 1,71 0,73 42,37 0,00 2,00 2,00
H2 N° hojas (14) 14 393 0,27 6,80 3,00 4,00 4,00
H3 N° hojas (7) 12 2,00 000 0,00 200 2,00 2,00
H3 N° hojas (14) 12 3,83 0,39 10,15 3,00 4,00 4,00
Ho N°hojas (7) 15 2,00 000 0,00 200 2,00 2,00
Ho N° hojas (14) 15 400 0,00 0,00 4,00 4,00 4,00

> >» >» >» > > > >

| HlI  N°hojas(7) 15 193 026 1336 1,00 200 2,00
| H1  N°hojas(l4) 15 387 035 910 300 400 4,00
| H2  N°hojas(7) 15 200 000 000 200 200 200
| H2  N°hojas(14) 15 400 000 000 4,00 400 4,00
| H3  N°hojas(7) 13 200 000 000 200 200 200
| H3  N°hojas(14) 13 400 000 000 4,00 400 4,00
| Ho N°hojas(7) 15 200 000 000 200 200 200
| Ho N°hojas(l4) 15 400 000 000 400 400 4,00

n: Namero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV: Coeficiente de Variacion; Min: Valor

Minimo y Max: Valor Maximo. Referencias: HO: sin el agregado de hormona; H1: auxinas; H2:

giberelinas; H3: citocininas; A:agua ; I: inoculante.
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Anexo 7. Descripcion y Analisis estadistico de la longitud aérea

En la Tabla 11 se presenta las medidas resumen de la variable longitud aérea (cm),
para la combinacion de factores tipo de embebido (A: agua e I: inoculante a base de A.
brasilense AZ39) y hormona (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas), a los 14 dias desde la siembra en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 11: Medidas de resumen de la variable longitud aérea (cm) en plantulas de maiz a los 14 dias
desde la siembra, para los ocho tratamientos.

EMB HORM Variable n Media D.E. CV___ Min Max Mediana
A H1 Long aérea 14 34,18 2,86 8,37 29,00 39,00 33,75

A H2 Long aérea 14 33,75 5,19 15,38 20,00 39,00 35,00

A H3 Long aérea 12 3392 321 947 2850 3850 33,75

A Ho Long aérea 15 37,03 160 431 3350 3950 37,00

I H1 Long aérea 15 33,27 3,62 10,88 23,50 38,00 34,50
I H2 Long aérea 15 3693 156 4,22 34,00 40,00 37,00
I H3 Long aérea 13 36,77 164 4,46 3350 40,00 37,00
I Ho Long aérea 15 36,40 2,08 5,72 33,00 3950 36,50

n: Namero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV: Coeficiente de Variacién; Min: Valor

Minimo y Max: Valor Maximo. Referencias: HO: sin el agregado de hormona; H1: auxinas; H2:

giberelinas; H3: citocininas; A: agua ; I: inoculado.
Analisis estadistico de la longitud aérea
Hormonas por tipo de inoculacion (A e ), basado este andlisis en el Gréafico de Linea
(Figura 19).
Se compara dentro de cada tipo de Embebido cual/es de las Hormonas se comportdé mejor:

o Agua

Hipdtesis a probar:

H , :No hay efecto debido a hormona

H; : Hay efecto debido a hormona.
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Prueba de Kruskal Wallis

EMB Variable HORM N Promedio rangos gl H p
A Long aérea H1 14 23,00 3 10,01 0,0181
A Long aérea H2 14 26,07
A Long aérea H3 12 22,42
A Long aérea HO 15 38,93

Referencias: A: agua; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: Hubo diferencias estadisticamente significativas para afirmar que cuando las

semilla no son inoculadas, las hormonas producen efectos diferentes en estado de plantulas.

. Inoculante

Prueba de Kruskal Wallis

EMB Variable HORM N Promediorangos gl H p

I Long aérea H1 15 15,37 3 14,60 0,0021
I Long aérea H2 15 35,93

I Long aérea H3 13 35,31

I Long aérea HO 15 32,17

Referencias: I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.
Conclusion: Hubo evidencias estadisticamente significativas para afirmar que cuando las

semillas son Embebidas en Inoculante, las hormonas producen efectos diferentes.
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Anexo 8. Descripcion y Analisis estadistico de la longitud radical

En la Tabla 14 se presenta las medidas resumen de la variable longitud radical (cm),
para la combinacion de factores tipo de inoculacion (A: agua e I: inoculante a base de A.
brasilense Az39) y hormona (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas), a los 14 dias desde la siembra en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 14: Medidas de resumen de la variable longitud radical (cm) en plantulas de maiz a los 14 dias
desde la siembra, para los ocho tratamientos.

EMB HORM Variable n Media D.E. CV___ Min Max Mediana

A H1 Long radical 14 2196 2,48 11,28 1850 26,00 21,50

A H2 Long radical 14 22,82 2,33 10,23 19,00 27,00 22,00

A H3 Long radical 12 22,88 4,43 19,37 15,00 30,00 23,00

A HO Long radical 15 23,07 3,47 15,06 19,00 31,00 22,00

I H1 Long radical 15 2453 2,79 11,36 20,00 29,00 24,50
I H2 Long radical 15 24,63 3,46 14,03 19,00 30,00 24,50
I H3 Long radical 13 23,38 2,82 12,07 18,00 28,00 23,50
I HO Long radical 15 23,70 2,89 12,19 19,00 28,50 24,00

n: Namero de observaciones; D.E.: Desvio Estandar, CV: Coeficiente de Variaciéon; Min: Valor

Minimo y Max: Valor Maximo. Referencias: HO: sin el agregado de hormona; H1: auxinas; H2:

giberelinas; H3: citocininas; A: agua; I: inoculado.

Supuestos:

*Normalidad: Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. ~W*  p(Unilateral D)
RDUO Long radical 113 0,00 302 098 0,7785

Los valores se distribuyen normalmente con un p=0,7785.

*Homogeneidad: Prueba de Levene

Variable N R2 R2A] CV
RABS Long radical 113 0,06 0,00 74,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 21,14 7 3,02 0,93 0,4833
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EMB 043 1 043 0,13 0,7173

HORM 386 3 1,29 0,40 0,7548
EMB*HORM 17,55 3 585 1,81  0,1498
Error 339,37 105 3,23

Total 360,52 112

Referencias: EMB: A: Agua e I: inoculante; HORM: HO (sin hormonas); H1 (auxinas) H2

(giberelinas) H3 (citocininas).

Las varianzas son homogéneas con un p=0,4833.

Dado que se verifican ambos supuestos, Normalidad p=0,7785 y homogeneidad de Varianza,
p=0,4833, se realiza el ANOVA para la variable con en estudio.

Andlisis de la varianza de la longitud radical (ANOVA)
Variable N R? R2A] CV
Longradical 113 0,07 001 1334

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 81,95 7 11,71 1,20  0,3090
EMB 53,55 1 53,55 5,49  0,0210
HORM 5,56 3 1,85 0,19 0,9031
EMB*HORM 20,48 3 6,83 0,70 0,5541
Error 1023,98 105 9,75
Total 1105,93 112

Referencias: EMB: A: Agua e I: inoculante; HORM: HO (sin hormonas); H1 (auxinas) H2

(giberelinas) H3 (citocininas).

Medidas Resumen por Embebido

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 9,7521 gl: 105

EMB Medias n E.E.

A 22,68 55 042 A

I 24,06 58 041 B

Referencias: A: agua; I: inoculante, Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes
(p<=0,05)
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Anexo 9. Descripcion y andlisis estadistico de la longitud total a los 14 dias de
crecimiento

En la Tabla 15 se presenta las medidas descriptivas de la variable longitud total (cm),
para la combinacién de factores como tipo de tratamiento (A: agua e I: inoculante a base de
A. brasilense Az39) y aplicacion de hormonas (HO: sin hormona, H1: auxinas, H2:
giberelinas, H3: citocininas).

Tabla 152: Medidas de resumen de la variable longitud total (cm) en plantulas de maiz a los 14 dias
desde la siembra, para los ocho tratamientos.

EMB HORM Variable n Media D.E. CV  Min Méax Mediana

A H1 Long total 14 56,14 4,00 7,12 50,50 64,00 57,00

A H2 Long total 14 56,57 6,59 11,65 39,00 65,00 57,25

A H3 Long total 12 56,79 7,18 12,64 43,50 67,00 55,50

A Ho Long total 15 60,10 3,87 6,44 54,00 68,50 59,00

I H1 Long total 15 57,80 5,15 892 4350 64,50 58,00
I H2 Long total 15 61,57 438 7,11 5500 68,550 60,50
I H3 Long total 13 60,15 3,73 6,20 54,00 66,00 60,50
I Ho Long total 15 60,10 446 743 52,00 67,00 60,00

Long total: longitud total de la parte aérea y radical; n: NUmero de observaciones; DE: Desvio

Estandar; CV: Coeficiente de Variacion; Min: Valor Minimo y Méx: Valor Méaximo. Referencias: H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, HO: control sin hormonas, I: inoculado y A: agua.

Andlisis no parametrico de Kruskal - Wallis de la longitud total
Hormonas por tipo de inoculacion (A e 1), basado este analisis en el Gréfico de Linea
(Figura 32).

Se compara dentro de cada tipo de tratamiento de inoculacion cual/es de las Hormonas se

comportd mejor:
o Agua

Hipdtesis a probar:

H , :No hay efecto debido a hormona H ; : Hay efecto debido a hormona.
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Prueba de Kruskal Wallis

EMB Variable HORM N Promedio rangos al H p
A Long total H1 14 22,43 3 5,50 0,1380
A Long total H2 14 26,93

A Long total H3 12 26,00

A Long total HO 15 35,80

Referencias: A: Agua; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.

. Inoculante

Prueba de Kruskal Wallis

EMB Variable HORM N Promedio rangos gl H p
I Long total H1 15 23,13 3 387 0,2741
I Long total H2 15 35,20
I Long total H3 13 30,31
I Long total HO 15 29,47

Referencias: I: inoculante; HO: sin hormonas; H1: auxinas; H2: giberelinas; H3: citocininas.

Conclusion: No hubo diferencias estadisticamente significativas para afirmar que el efecto
de alguna de las hormonas es distinto, tanto cuando no se inocula (p=0.1380) como cuando

se aplica inoculantes (p=0.2741).
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