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1. Resumen.

La cebada y trigo son gramineas que contribuyen a la dieta de los seres humanos y diversos
animales. Su demanda requiere la aplicacion de fertilizante nitrogenado (FN); sin embargo
Su uso excesivo podria causar pérdidas en la produccion. Una alternativa para regular el uso
de FN en cebada y trigo es la inoculacion de estos granos con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV), tales como los géneros endofitos Burkholderia sp. y
Gluconacetobacter sp. que al vivir dentro de los tejidos vegetales, aumentan la absorcién
radical de minerales e inducen la sintesis de fitohormonas que promueven el crecimiento
vegetal. La hipotesis de esta investigacion fue que el aislamiento de Gluconacetobacter sp.
de cafia de azUcar y su inoculacion junto con Burkholderia sp., mostrarian beneficios en el
crecimiento de la cebada y trigo a dosis reducida de FN. El objetivo de este trabajo fue
aislar Gluconacetobacter sp. de cafia de azucar y analizar su efecto de inoculacion con
Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp. en cebada y trigo. Las variables respuestas
medidas fueron la fenologia: altura de la planta, longitud radical y biomasa: peso fresco y
seco de parte aérea y radical a nivel fisiologico de plantula y floracion. Los resultados
indicaron que la cebada tuvo una respuesta positiva a la inoculacion con Burkholderia sp.
con un peso seco total (PST) de 0.63g Yy una altura de plata (AP) 43.38 cm ambos valores
estadisticamente diferentes significativos al PST de 0.57g y 38.02 de AP cm de la misma
graminea usada como control relativo (CR) alimentado con solucion mineral completa
(SMC). En la floracion la cebada tratada con Burkholderia sp. alcanzo 3.41g de PST vy
56.22 cm de AP estos valores fueron estadisticamente diferentes significativos a 1.42g de
PST y 50.7 cm de AP de la misma graminea usado como CR. Mientras que la cebada
inoculada con Gluconacetobacter sp. y la coinoculada alcanzo 2.7g de PST valor

estadisticamente diferente significativo a 1.42g de PST de su mismo cereal usado como
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CR; en contraste la cebada coinoculada tuvo 57.15 cm de AP estadisticamente superior
significativo a 50.7 cm de AP del mismo cereal usado como CR. El trigo a nivel de plantula
respondid positivamente a la inoculacion con Burkholderia sp. de 43.60 cm de AP y 0.61g
de PST ambos valores estadisticamente diferentes significativos a los 39.75 cm de AP y
0.53g de PST del mismo cereal usado como CR. El trigo coinoculado tuvo 46 cm de AP
valor estadisticamente superior significativo a 39.75 cm de AP del homologo usado como
CR. El trigo a nivel de floracion respondi6 positivamente al tratamiento con Burkholderia
sp., alcanzo 75.56 cm de AP valor estadisticamente diferente significativo a 47.77 cm de
AP del homologo usado como CR. La biomasa del trigo coinoculado fue de 4.23g de PST
valor estadisticamente superior significativo a 1.13g de PST del mismo cereal usado como
CR. Se concluye que la inoculacion de cebada y trigo con Burkholderia sp y

Gluconacetobacter sp son una buena opcion para su produccién a dosis reducida de FN.

Palabras clave: xilema, colonizacion, rizosfera, sinergismo, biofertilizante.



1.1 Summary

Barley and wheat are grasses that they contribute to the diet of humans and various animals.
Your demand requires the application of nitrogen fertilizer (NF); However their overuse
could cause losses in production. An alternative to regulate the use of NF in barley and
wheat is the inoculation of these beads with plant growth promoting bacteria (PGPB), such
as endophytes genera Burkholderia sp. and Gluconacetobacter sp. to live with in plant
tissues, increase the radical absorption of minerals and induce the synthesis of
phytohormones that promote plant growth. The hypothesis of this research was that the
isolation of Gluconacetobacter sp. sugar cane and its inoculation with Burkholderia sp.,
show benefits on the growth of barley and wheat at reduced doses of NF. The objective of
this study was to isolate Gluconacetobacter sp. sugar cane and analyze its effect of
inoculation with Burkholderia sp. and Gluconacetobacter sp. on barley and wheat. The
variables measured responses were Phenology: the plant height, root length and biomass:
fresh and dry weight of aerial and radical party at the physiological level of seedling and
flowering. The results showed that the barley had a positive response to inoculation with
Burkholderia sp. with a total dry weight (TDW) of 0.63 g and plant height (PH) 43.38 cm
both significant statistically different values to the TDW of 0.57 g and 38.02 cm PH of
grass used as a relative control (RC) fed with complete mineral solution (CMS). In bloom
barley treated with Burkholderia sp. reached 3.41 g of TDW and 56.22 cm PH these values
were statistically different significant to 1.42 g of TDW and 50.7 cm of PH of the grass
used as RC. While the barley inoculated with Gluconacetobacter sp. and the coinoculated
reached 2. 7 g of TDW significant statistically different value to 1.42 g of TDW from your

same cereal used as RC; In contrast coinoculated barley had 57,15 cm of PH significant



statistically superior to 50.7 cm of PH in the same cereal used as RC. Wheat level seedling
responded positively to the inoculation with Burkholderia sp. from 43.60 cm of PH and
0.61 g of TDW both significant statistically different values to the 39.75 cm of PH and 0.53
g of TDW of the same cereal used as RC. Coinoculated wheat was 46 cm of PH significant
statistically superior value to 39.75 cm of PH of the analogue used as RC. Wheat level
bloom responded positively to treatment with Burkholderia sp., reached 75.56 cm PH
significant statistically different value to 47.77 cm of PH of the analogue used as RC. The
biomass of coinoculated wheat was 4.23 g of TDW statistically significant higher value to
1.13 g of TDW of the same cereal used as RC. It is concluded that the inoculation of barley
and wheat with Burkholderia sp. and Gluconacetobacter sp. are a good choice for your

production at reduced doses of FN.

Key words: xylem, colonization, rhizosphere, synergism and biofertilizers.
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2. Introduccion

Las gramineas son herbaceas y la cuarta familia con mayor riqueza de especies luego de las
orquideas y las leguminosas. El consumo representa un porcentaje elevado en la
alimentacion de los paises en vias de desarrollo; como la cebada y trigo. En México los
estados productores de cebada son: Hidalgo, Tlaxcala y Puebla (Contreras-Lépez., et al
2008). Mientras que la produccién anual de trigo es de 700,000 ha, donde los principales
estados son: Sonora, Baja California, Guanajuato, Jalisco, Michoacéan, Tlaxcala, Sinaloa,
Hidalgo y Puebla (Villasefior y Espitia, 2000). Pero en los ultimos afios se ha observado
que esa produccion ha disminuido debido a un factor: el agotamiento de la fertilidad del
suelo agricola (Contreras-Ldpez., et al 2008); consecuencia de la aplicacion en exceso de
fertilizante nitrogenado (FN) que provoca su un empobrecimiento, ademas de un alto gasto

econdmico y contaminacion ambiental (Palafox-Caballero et al., 2005).

El aislamiento de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) enddfitas y su
ulterior inoculacién en cebada y trigo, es una alternativa para la reduccion de altas dosis de

FN y asegurar un crecimiento vegetal benéfico.

En produccion de cebada y trigo es necesaria la optimizacién del FN, para ello una opcion
de regularlo es la inoculacion de sus semillas con BPCV enddfitas que al colonizar el
interior, les ayuda a su crecimiento (James, 2000), esta es una ventaja importante a la
competencia por minerales esenciales en la rizosfera debido a la diversidad y aumento de
microorganismos en esta area, mientras que en los endofitos tienen mayor disponibilidad de
nutrientes en el interior y minima competencia con otros tipos relacionados como sucede en

el ambiente natural (James, 2000).


http://es.wikipedia.org/wiki/Planta_herb%C3%A1cea

Uno de esos géneros endofitas es Burkholderia sp. que coloniza la zona radical, ejerce un
efecto positivo en gramineas, al ser atraido por los exudados radicales de la cebada vy el
trigo de los: carbohidratos, &cidos organicos (Chelius et al., 2000), los que utiliza como
fuente de Carbono (C) y energia, que los transforman en sustancias promotoras del
crecimiento vegetal (SPCV) (Sanchez-Yéfiez et al., 2006), y en consecuencia induce la
proliferacion de raiz y aumenta la absorcion del FN a dosis reducidas de lo recomendado

para estos cultivos vegetales (Riggs et al., 2001).

Otro género de BPCV es Gluconacetobacter sp. tiene potencial en la agronomia en cafia de
azucar (Youssef et al., 2004) por lo que estd demostrado que su inoculacion en gramineas
(Sevillaet al., 2001) tiene un efecto positivo en su crecimiento mediado por SPCV
(Mufioz-Rojas et al., 2005). Por ser endofita tiene ventaja sobre los géneros de BPCV que
solo viven en el exterior de la raices vegetales, ademas de la proteccion de condiciones
adversas del ambiente, lo que facilita su accion benéfica en la planta (Mufioz-Rojas et al.,

2003).

3. Antecedentes

En la agricultura la falta de regulacion en la aplicacion de FN al suelo, causa un problema,
con pérdida de su fertilidad, eleva el costo de los insumos involucrados y provoca la
contaminacion del ambiente; existe una opcion para regular y optimizar el empleo del FN

como: las BPCV enddfitas que hacen posible el crecimiento de cebada y el trigo.

El género Burkholderia pertenecia al género Pseudomonas, por analisis de ADN ribosomal
16S se separd y se establece un nuevo género llamado Burkholderia (Yabuuchi et al.,
1992), que ahora incluyes especies como Burkholderia cepacia, B. vietnamiensis, B.

ambifaria, B. andropoginis, B. anthina, B. caledonica, B. caribensis, B. caryophylli, B.
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cenocepacia, B. fungorum, B. mallei, B. multivorans, B. pseudomallei, B. pickettii, B.
thailandensis, B. solanacearum, B. stabilis, B. xenovorans y B. glumae.

Por otro lado en la literatura no existe informacion sobre la inoculacion de la cebada con
Burkholderia sp.; mientras que este endodfito si existe en otras gramineas de importancia
econdmica.

En el trigo se reporta su respuesta positiva a la inoculacién con Pseudomonas, en el caso de
cafia de azlcar se reporta que se inocula con Gluconacetobacter sp., al igual que con
Herbaspirillum seropedicae y con Azospirillum brasilense (Reis et al., 1990; Débereiner et
al., 1993), en género bacteriano que ayudan a su crecimiento a dosis regulada de FN.

Plana et al., 1999, evaluaron la respuesta del trigo (Triticum aestivum L.) a la inoculacion
individual con Burkholderia cepacia y Azospirillum brasilense. Con un disefio
experimental de 4 tratamientos: trigo tratado con FN a dosis recomendada: 110 Kg de N/ha
en forma de urea usado como control relativo (CR), trigo inoculado con B. cepacia + 45 kg
de N/ha, trigo con A. brasilense + 45 kg de N/ha y el irrigado con agua usado como control
absoluto (CA). Los resultados mostro que el trigo respondid positivamente a la inoculacion
con Azospirillum sp con un rendimiento de 2.37 t.ha™, en tanto que con B. cepacia alcanzo
2 tha, ambos valores estadisticamente diferentes significativos a 1.85 tha™ de su

homologo usado como CR.

Garcia-Gonzalez et al., 2005. Determinaron la respuesta positiva del trigo a la inoculacion
con Azospirillum spp. y Azotobacter beijerinckii a dosis reducida a 50% de FN. Con un
disefio experimental con 6 tratamientos y 4 repeticiones cada uno: a) trigo sin inocular y
160 kg de NH4NOg/ha, en forma de urea usado como control relativo; b) trigo con A.

lipoferum y 50% de FN como urea c) trigo con A. brasilense y 50% de FN como urea; d)


http://es.wikipedia.org/wiki/Burkholderia_cenocepacia
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trigo con la mezcla de las dos especies de Azopirillum y 50% de FN como urea; €) trigo con
Az. beijerinckii con 50% de FN como urea y f) trigo sin inocular usado como control
absoluto. Los resultados mostraron que el trigo inoculado con Azospirillum spp. alcanzo 10
cm de AP; 8.8g de PF y 7.6g de PS a los 30 dias posterior a la siembra, valores
estadisticamente diferentes y significativos a: los 7.8 cm de AP; 5.5g de PF y 5g de PS de

su homologo usado con CR.

Garcia-Reyna et al., 2005 evaluaron la respuesta del maiz (Zea mays L.) a la inoculacién
con Burkholderia sp. a dosis FN reducidas al 50%. Con un disefio experimental donde:
graminea inoculada con Burkholderia sp. y con su homdlogo sin inocular usado como CR,
con 5 repeticiones. Los resultados mostraron que la graminea con Burkholderia sp. alcanzé
una altura de 47%, con un numero mayor de hojas en un 25%, asi como un aumento del
grosor del tallo en un 15%, comparado con el 35 % en altura, con el 20 % en el numero de
hojas, y el 15% en el grosor del tallo de su homologo sin inocular usado como CR, con la

dosis del FN recomendado.

Plata-Guzman et al., 2006, analizaron el aislamiento de teocintle e inoculacion de
Burkholderia sp. en maiz. Con un disefio experimental: maiz con Burkholderia sp., maiz
sin inocular usado como CA, y maiz sin inocular con urea al 100% usado como CR. Los
resultados indicaron un efecto positivo de la inoculacion con Burkholderia sp. en el maiz,
que incremento su peso seco de raiz en 40% y 30% en el peso seco aéreo, ambos valores

estadisticos diferentes significativos comparados con su homélogo usado como CR.

Mora y Toro en un trabajo publicado en el 2007 evaluaron la respuesta del maiz inoculado
con Burkholderia sp. endoéfita, a nivel de campo. Bajo un disefio experimental en donde la
graminea se inoculo con Burkholderia sp. y el mismo cereal sin inocular empleado como
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CR con 5 repeticiones. Los resultados mostraron que: el maiz tratado con Burkholderia sp.
incremento en un 47% su peso seco de su raiz y en un 57% en la extension del tallo,
comparados con su homélogo usado como CR, con un 35% de peso seco radical y un 50%
en su extension del tallo, ambos valores fueron estadisticamente diferentes, a favor de la

inoculacion de maiz con Burkholderia sp.

Muthukumarasamy et al., 2007 aislaron e identificaron bacterias diazotréficos del arroz
(Oryza sativa L) y su posterior inoculacion. Con un disefio experimental, aislamiento de
suelo rizosféricas, raiz y véstago; identificacion por pruebas bioquimicas y 16s rDNA;
inoculacién de arroz con bacterias diazotréficos y arroz sin inocular usado como CR. Los
resultados mostraron el aislamiento; A. amazonense, Herbaspirillum sp., Burkholderia sp.,
G. diazotrophicus, Pseudomonas sp. y B. vietnamiensis; el arroz respondi6 positivamente a
la inoculacién con Burkholderia sp. que causo un PST de 6g y G. diazotrophicus con un
PST de 6.3g estadisticamente superiores y significativos a 4.9g del PST del homologo

usado como CR.

Naiman et al., 2009, evaluaron el efecto de la inoculacion de A. brasilensey P.
fluorescens en trigo. Con un disefio experimental de 3 tratamientos: trigo control (sin
inocular), trigo con A. brasilense y trigo inoculado con P. fluorescens. Los resultados
mostraron que el trigo con A. brasilense tuvo 9500 Kg ha™ de PSA y 60000 Kg ha™ de
PSR, mientras que el trigo con P. fluorescens alcanzo 9250 Kg ha™ PSA y 45000 Kg ha™
de PSR, valores estadisticos significativos a los 7900 Kg ha™* de PSA 'y los 30000 Kg ha™*

PSR de su homologo usado como CA.



Rosas et al., 2009, evaluaron la eficacia de la inoculacion con Pseudomona aurantiaca en
trigo y maiz en campo. Con un disefio experimental: 1) semilla inoculada con P. aurantiaca
en el suelo sin fertilizar, 2) semillas con P. aurantiaca en el suelo con 40 kg ha™ de urea-30
kg ha™ de fosfato diaménico, 3. semilla no inoculada en el suelo con 40 kg ha™* de urea-30
kg ha' de fosfato diaménico usado como CR, 4.semilla sin inocular en el suelo no
fertilizado usado como CA. Los resultados mostraron que el trigo tratado con
P. aurantiaca en el suelo fertilizado tuvo 262 g de PSA y 156 mg de PSR valores
estadisticos superiores a los 228 g de PSA y los 146 mg de PSR de su homologo usado

como CR.

Piccinin et al., 2013, evaluaron la eficacia de la inoculacion de trigo con Azospirillum
brasilense. El experimento se realizd con 18 tratamientos que consistieron en la aplicacion
o0 ausencia de inoculacion de la semilla con A. brasilense en 2 forma: liquida y turba, con
tres dosis de fertilizante nitrogenado: 0, 50 y 100 kg ha™ de N y dos dosis de biorregulador:
0y 250 mL ha™. Los resultados mostraron que A. brasilense, a dosis de FN al 50% alcanzo
un rendimiento de trigo de 2522,8 kg ha™ valor estadistico diferente significativo a 2435,5

kg ha™ de rendimiento de su homologo usado como CR con el FN al 100%.



4. Hipotesis.

El aislamiento de Gluconacetobacter sp. y su coinoculacion con Burkholderia sp. en

plantas de cebada y trigo muestran beneficios en el crecimiento a dosis reducida de FN.

5. Objetivos generales.

Aislar una cepa de Gluconacetobacter sp. de cafia de azlcar y analizar su efecto con la

coinoculacion de Burkholderia sp. en plantas de cebada y trigo.

5.1 Objetivo especifico.

a) Evaluar el efecto de la coinoculacién de Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp.

en cebada y trigo a dosis reducida al 50% de FN.



6. Materiales y métodos

6.1 Origen y aislamiento de Gluconacetobacter sp.

El aislado PGM-3 se obtuvo a partir de la cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), para
ello se cortd un entrenudo de 16-10 cm para facilitar su manipulacion, se lavo con
detergente (La Corona ®) 1% (p/v) y se enjuago con agua potable, se desinfecto con
Hipoclorito de sodio (Clorox ®) 5% (p/v)/10 min, se enjuagd 6 veces con agua potable
estéril; se desinfecto con Alcohol al 70% (v/v)/10 min, de nuevo se enjuagd 6 veces con
agua potable estéril; luego el entrenudo se coloco en papel Aluminio estéril, para retirar la
cascara con cuchillo desinfectado con Hipoclorito de sodio (Clorox ®) y Alcohol (Dibut et
al., 2005). Después se tomd 5 cm del entrenudo y se cortd en cuatro partes para dejar
expuesto el xilema de la cafia (sitio de ubicacion de Gluconacetobacter sp.); luego en
mortero estéril, el entrenudo se macero con 5.0 mL solucion salina (NaCl) 0.85% (p/v) y
detergente (La Corona ®) al 10% (p/v) para extraer el jugo de la cafia, del cual se tomaron
0.5 mL para inocular el caldo LGI con la siguiente férmula g/L: sacarosa 100.0; K,HPOs
2.0; KH,PO4 2.0; NaCl 1.0; MgSO, 3.0; extracto de levadura 1.0; azul de bromotimol al 2
% (p/v) 10 mL/L (Cavalcante y Dobereiner, 1988) y 10 mL/L de la solucion de
oligoelementos con la siguiente composicién (g/L): HsBO,4 2.86; ZnSO, 0.22; MnCl, 1.81;
KoMnO, 0.09 (Sanchez-Yafiez 2007), el pH se ajusté a 6.0 con acido acético al 2 % (v/v);
el caldo LGI se incubo a 32°C/24 h (Dibut et al., 2005); como probable crecimiento
positivo sospechoso de Gluconacetobacter sp. se detectd la turbidez y viraje de verde a
amarillo en el caldo LGI; se realizé tincion Gram para observar un bacilo corto Gram
negativo; luego se sembrd en agar LGI (misma férmula con adiccidén de 18 g/L de agar

bacterioldgico) para su purificacion, se incubo a 32°C/24-48 h; de nuevo al Gram se detectd



un bacilo corto Gram negativo (Sanchez-Yéafez 2007), el aislado PGM-3 se cosecho con
5.0 mL solucién salina (NaCl) 0.85% (p/v) y detergente al 1% (p/v) (La Corona ®) y luego
para su conservacion en silosil estéril e incluso para su inoculacion en cebada y trigo de
acuerdo con el cuadro 1.

6.2 Activacion de Burkholderia sp. Leu 33

En la coleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental, del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, UMSNH se
obtuvo la cepa de Burkholderia sp. Leu 33 la que se activo en caldo Pseudomona cepacia
acida azaleico y tryptamina (PCAT) con la siguiente composicién quimica g¢/L: MgSO,4
0.1; &cido azaleico 2.0; tryptamine 0.4; K,HPO, 4.0; KH,PO, 4.0; extracto de levadura
0.02; el pH se ajusto a 5.7 con acida acético 2% v/v; el caldo PCAT se incubo a 30°C/24 h,
al aparecer la turbidez en este caldo se realizé la tincion Gram y en el microscopio se
detect6 un bacilo corto Gram negativo (Sanchez-Yafiez et al., 2007), para comprobar su
pureza se sembré en agar PCAT (misma composicion quimica con 18g/L de agra
bacteriolégico), donde se incubo a 30°C/24-48 h y de nuevo con tincion Gram se observé
un bacilo corto Gram negativo (Sanchez-Yafiez 2007); Burkholderia sp. Lue 33 se inoculo

en cebada y trigo de acuerdo al cuadro 1.

6.3 Solarizacion del suelo.

Se solarizaron 60 Kg de suelo lateritico sédico pobre en materia organica y N mineral, por
accion del calor para eliminacion de fitopatdgenos, plagas y enfermedades. El suelo se
colocé sobre un plastico obscuro y se tapo con otro negro, el dia siguiente, se rego con agua
potable y se tapd de nuevo con el plastico negro y el tercer dia, se destapo y uso el suelo

para el llenado de las jarras de Leonard (Ramirez y Sainz, 1995).



6.4 Preparacion del sistema hidroponico de Jarra de Leonard.

El experimento para medir la respuesta de la cebada y trigo a la inoculacion con
Burkholderia sp. y el aislado PGM-3, en invernadero se realizd en el sistema hidroponico
de jarras de Leonard constituido por la parte inferior de botella de PET, que contenia la
solucion mineral completa al 100% de N en forma de (NH4)SO,4, como se muestra en la
figura 1 con la siguiente composicion g/L: (NH;).SO,4 12.0; KH,PO, 3.0; K;HPO, 3.5;
MgSQ, 1.5; CaCl, 0.1; FeSO4 0.5 mL y 1.5 mL/L de solucion de oligoelementos con la
siguiente composicion quimica (g/L): H3BOs3 2.86; ZnSO4 7H,0 0.22; MnCl, 7H,0 1.81,
KoMnO,4 0.09 (Sanchez-Yarez, 2007) con un pH ajustado 6.8-7.0 con &cido acético 2%
(v/v), que alimento a la cebada y/o trigo, en la parte superior de la botella de PET se colocd
1.5 kg de suelo agricola (figura 1b) pobre en materia, conectado con algodon segun figura
1c para la alimentacion por capilaridad del contenedor con SMC al suelo como se muestra

en la figura 1 (Luna y Sanchez-Yafiez, 1995).

Figura 1b.- Llenado con
suelo solarizado en la parte

Figura 1c.-

Figura la.- Corte superior de la jarra de Colocacion del Figura 1d.-
de botellas de Leonard. algodén que Jarra de
PET, para la parte conecta el Leonard con
superior e inferior suelo con la solucion

de la jarra de solucién mineral y
Leonard mineral. etiquetada.

Figura 1. Preparacion del sistema hidroponico de jarra de Leonard.
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El disefio experimental para analizar la respuesta de la cebada y trigo a la inoculacion con
Burkholderia sp. Leu 33 y aislado PGM-3 se muestra en el cuadro 1 en el cual se sefialan

todos los tratamientos:

Cuadro 1 Disefio experimental para analizar la respuesta de la cebada y trigo a la
inoculacién con Burkholderia sp. Leu 33 y aislado PGM-3.

Solucién Irrigacion
Tratamiento Trigo Cebada Mineral con agua
Control Absoluto T T - S
+
Control Relativo + + 100% de N -
en forma de
(NH4)SO4
+
Burkholderia sp. Leu + + 50% N en -
33 forma de
(NH4)SO,4
+
Aislado PGM-3 + + 50% N en -
forma de
(NH4)SO,4
Burkholderia sp. Leu
33 +
+ A A 50% N en -
Aislado PGM-3 forma de
(NH4)SO4
Se aplicé (+) No se aplico (-)

En el cuadro 1 se muestra todos los tratamientos que se realizaron en el experimento; 1) la
cebada y trigo usado como control absoluto, irrigo con agua potable, 2) cebada y trigo
usado como control relativo, alimentado con solucién mineral (SM) al 100% de N en forma
de (NH4)SOy, 3) cebada y trigo con Burkholderia sp. Leu 33, alimentado con SM al 50% de
N en forma de (NH4)SO4, 4) cebada y trigo con aislado PGM-3, alimentado con SM al 50%
de N en forma de (NH4)SOy4, 5) cebada y trigo coinoculado con Burkholderia sp. Leu 33 y

con aislado PGM-3, alimentado con SM al 50% de N en forma de (NH4)SO,.
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6.5 Inoculacion de la semilla de cebada y trigo con Burkholderia sp. Leu 33 y aislado
PGM-3.

Para ello se desinfecto las semillas de cebada y trigo, se sumergieron con Hipoclorito de
Sodio (Clorox ®) 5% (p/v)/5 min, se enjuagaron 5 veces con agua potable estéril, se
sumergieron con Alcohol 70%/5 min, se enjuagaron 5 veces con agua potable estéril;
entonces 30 semillas se deposito en una bolsa (250g) de plastico, ahi se inocularon 3.0 mL
de cultivo con Burkholderia sp. Leu 33 y del aislado PGM-3; la bolsa se agito
vigorosamente/20 min (Sanchez-Yafez et al., 2007) de acuerdo al cuadro 1. Por cada
tratamiento se realizaron 5 repeticiones de jarra de Leonard. En la parte superior de la jarra
de Leonard donde se encuentra el suelo, se humedecid con agua potable y se sembraron 4
semillas inoculadas como se muestra en la figura 2a en el solarium; se cubri6 las jarras de
Leonard que permanecieron en oscuridad hasta la germinacion de la semilla,
posteriormente las plantas se expusieron a la luz en invernadero (Plata-Guzman et al.,

2006).

Figura 2b.- Cubrir la semilla
con el suelo.

Figura 2a.- Situar 4

Figura 2c.- Cubrir la parte

semilla inoculada inferior con plastico oscuro u
(puntos cardinales) hojas y trasladarlas en el
en el suelo. solarium.

Figura 2. Siembra de las semillas de la cebada y trigo en jarra de Leonard.
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6.6 Variables respuesta para analizar el efecto de inoculacion de Burkholderia sp. Leu
33 y aislado PGM-3 en cebada y trigo.

El efecto de la inoculacion de ambas BPCV, se analizé a nivel de plantula a los 32 dias
después de la siembra y en floracién a los 62 dias, para cebada y trigo; en ambas etapas se
midié con una regla graduada para la fenotipia: altura de planta (AP) y longitud radical
(LR). La biomasa: peso fresco total (PFT) y peso seco total (PST), en el cual se coloco la

cebada y trigo en horno a 70°C/48h (Garcia-Gonzélez et al., 2005).

6.7 Analisis estadistico de resultados.

El andlisis estadistico de la respuesta de la cebada y trigo a la inoculacion y coinoculacion
con Burkholderia sp. Leu 33 y aislado PGM-3, se realiz6 por el método de Tukey (Garcia et

al., 2001).

6.8 Identificacion de la BPCYV endofita de la cana de azucar.

Se identifico el aislado PGM-3 mediante API20NE, un sistema de identificacion para
géneros de bacilos Gram negativos, que consta de 21 pruebas bioquimicas: reduccion de
nitrato, triptéfano, fermentacion de glucosa, arginina dehidrolasa, ureasa, hidrdlisis de
esculina, gelatinasa, B-galactosidasa, D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, N-
acetil-D-glucosamina, maltosa, D-gluconato, caprato, adipato, L-malato, citrato,
fenilacetato. Para lo cual se sembr¢ el aislado PGM-3 en caldo LGI. Se tomo una asada del
tubos/cajas de PGM-3 y se suspendié en 5.0 mL de solucion salina. El tubo se agito a 200
rpm/48 h. Posteriormente se tomd 0.1 mL de la suspensién de solucion salina del aislado
PGM-3 y se inoculo los microtubos de API20NE, en sistema API20NE se incubo a

32°C/48 h (Salazar et al., 2008).
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6.9 Conservacion de BPCV

El aislado PGM-3 y Burkholderia sp. Leu 33 se conservaron en silosil; para ello se usé
1mL de la suspension de cada cepa pura, cultivadas previamente en LGl y PCAT,; para 1g
de silosil estéril, con tres repeticiones y se conservan para la coleccion de BPCV del
laboratorio de microbiologia ambiental del Instituto de investigaciones Quimico Biologicas

de la UMSNH (Sanchez-Yafiez et al., 2007).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Respuesta de la cebada a la inoculacién con Burkholderia sp. Leu 33y
Gluconacetobacter sp. PGM-3 a nivel de plantula.

En el figura 3 se observa la respuesta positiva de la cebada a la inoculacion con

Burkholderia sp. Leu 33 que causo aumento en su AP con 43.38 ¢cm, un valor estadistico
diferente y significativo a los 38.02 cm de la AP de su homologa usada como CR y de la
misma graminea empleado como CA con una AP de 32.78 cm; lo que sugiere, que algunos
acidos organicos y aminoacidos excretados por la raiz de la cebada Burkholderia sp. Leu
33 los transformo en SPCV; como una auxina lo que le permitié tener un desarrollo en el
sistema meristemo apical del tallo de la graminea, a pesar de la reducir al 50% del FN, para
su crecimiento, lo que impacto en su AP de la cebada mostrado con los resultados
obtenidos. Datos similares fueron reportados por Garcia-Reyna et al., 2005 en maiz tratado
con Burkholderia sp. al disminuir la dosis de FN donde alcanzé una AP de 47%

estadisticamente superior y significativo al 35% de AP de su homologo utilizado como CR.

Figura 3. Respuesta de la cebada a nivel de plantula a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su altura de planta.

Altura de la planta
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*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segin Tukey.
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En la figura 4 se muestra la respuesta de la cebada a la inoculacién con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3, asi como sus homdlogos sin inocular, usados
como CR alimentado con SMC y el empleado como CA irrigado con agua, en donde se
observé que la cebada con Burkholderia sp. Leu 33; incremento su LR en 23.4 c¢cm, valor
estadisticamente diferente significativo a los 19.5 cm de LR de la misma graminea usada
como CR y 12.79 cm de su homdloga empleado como CA, lo anterior sugiere que en el
caso de la inoculacion de la cebada con Burkholderia sp. Leu 33 transformo los exudados
radicales en SPCV, lo que caus6 una mayor proliferacion de raices secundarias, en
consecuencia mayor absorcion del FN, a pesar de una dosis al 50% de FN. Analogo a lo
reportado a la respuesta positiva del maiz a la inoculacion con Burkholderia sp. (Riggs et
al., 2001) en donde se observo un efecto favorable de la inoculacion mediado por la
conversion de exudados radicales en SPCV y por Mora y Toro (2007) en el cual el efecto
positivo de la inoculacién regulado por SPCV de origen bacteriano, en maiz inoculado con

B. cepacia que causo 28% de LR en comparacion al maiz sin inocular.

Figura 4. Respuesta de la cebada a nivel de plantula a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su longitud radical.

Longitud radical
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*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segiin Tukey.
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En la figura 5 se muestra la respuesta positiva de la cebada a la inoculacion con
Burkholderia sp. Leu 33, en su PST con 6.46g y en los 0.63g de PST, ambos valores
estadisticos distintos significativo a los 2.999 de PFT y 0.57g de PST de su homologo
usado como CR y de la misma graminea utilizado como CA con 1.82 de PFT y 0.22g de
PST, lo que sugiere que la inoculacién de la cebada con Burkholderia sp. Leu 33 convirtid
los exudados radicales; como aminodcidos en SPCV que promovieron una mayor absorcion
del FN a dosis 50% menos de los recomendado lo que incremento la longitud radical y
numero de raices secundarias de la graminea, dado que esta probado que Burkholderia sp.
tiene afinidad por exudados radicales que se transformaron en SPCV, en consecuencia
alcanzo una mayor PST, similar a lo reportado por Mora y Toro (2007), donde el maiz
inoculado con B. cepacia, registro un aumento en su PST a pesar de reducir al 50% la dosis
del FN, aplicado en el cual la SPCV producidas por las BPCV fueron la razén de la

respuesta positiva de la graminea.

Figura 5. Respuesta de la cebada a nivel de plantula a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su biomasa.

5.97 a*

EPeso fresco total (g)
WPeso seco total (g)

*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segiin Tukey.
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7.2 Respuesta de la cebada a la inoculacién con Burkholderia sp. Leu 33y

Gluconacetobacter sp. PGM-3 a nivel de floracion.

En la figura 6 se muestra la respuesta positiva de la cebada a la coinoculacion con
Burkholderia sp. Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 que se aliment6 a la dosis 50% de
FN en forma de (NH4)SO,, la inoculacion mixta incremento la AP con 57.15 cm, un valor
estadistico diferente y significativo a los 50.7 cm de AP de su homologa usada como CR
con SMC equivalente a la dosis de FN al 100%, ademas de su misma gramineas utilizado
como CA con una AP de 47.77 cm; lo anterior sugiere que la coinoculacion de la cebada
con Burkholderia sp. Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3, ambos géneros actuaron de
manera sinérgica, al combinar su capacidad metabdlica para transformar azucares y
aminoacidos de la raiz de la cebada en SPCV como; auxinas y giberelinas, las que
promovieron una mayor y mejor absorcion del FN, en consecuencia hubo un incremento en
su numero de raices secundarias y longitud de la cebada, lo que impacto favorablemente en
su AP. En la literatura revisada no se encontro la respuesta de la cebada a la coinoculacién
con Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp., por lo cual la coinoculacion de ambas

BPCV es una innovacién para produccion de cebada a dosis reducidas.
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Figura 6. Respuesta de la cebada a nivel de floracién a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su altura de planta.

Altura de la planta

56.22 aatc 57.15 a*

cm

*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segtin Tukey.

En la figura 7 se muestra la respuesta positiva de la cebada a la inoculacion con
Gluconacetobacter sp. PGM-3 que alcanzo una LR de 24.69 cm, valor estadistico distinto y
significativo a los 22.3 cm de LR de su homologo usado como CR con SMC al 100% del
FN y de la misma graminea empleada como CA con una LR de 18.03 cm, lo que se sugiere
que la cebada inoculada con Gluconacetobacter sp. PGM-3 tiene la capacidad de penetrar y
proliferar en la raiz, con un efecto mas directo por encontrarse endéfitamente, al utilizar
aminoacidos y azucares presente en la cebada, los que transformo en SPCV (Rojas et al.,
2009) a dosis reducida de FN al 50%, reflejado en la proliferacion de pelos radicales
(Chanway et al., 2000; Bent et al., 2001) y con ello aumentar la area de exploracion de los
pelos radicales en el suelo para la absorcion del FN (Muthukumarasamy et al., 2002), para

su crecimiento. Resultados similares fueron reportados por Garcia-Gonzéalez et al., 2005 en
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trigo inoculado con el enddfita A. brasilense que incremento su LR, ambos géneros
enddfitas nativos de la cafia de azUcar.

Figura 7. Respuesta de la cebada a nivel de floracién a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su longitud radical.
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*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segiin Tukey.

En la figura 8 se muestra la respuesta positiva de la cebada a la inoculacion con
Burkholderia sp. Leu 33 con un efecto en su PFT de 12.38 g y 3.41g de PST, valores
estadisticos diferentes significativos a los 3.02g de PFT y 1.42g de PST de su homologo
usado como CR con SMC equivalente a dosis de FN al 100%. Lo que se sugiere un efecto
positivo de la inoculacion de la cebada con Burkholderia sp. Leu 33, por colonizar la
rizosfera de la graminea, que transformo SPCV a partir de compuestos de carbono y
nitrégeno que se generaron durante la fase de crecimiento de la planta (Jacoud et al., 1999),
que influyo directamente en su capacidad de absorcion del FN (Riggs et al., 2001), para su
crecimiento favorable a dosis reducida del FN al 50%, que a su vez hubo un incremento en

20



la biomasa de la cebada. Resultados similares fueron reportados por Plata-Guzmén et al.,
2006, con un efecto positivo a la inoculacion con Burkholderia sp. en maiz, en donde
observaron el efecto positivo de la inoculacion por la transformacion de SPCV, a partir de

los exudados radicales de la graminea.

Figura 8. Respuesta de la cebada a nivel de floracion a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su biomasa.
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7.3 Respuesta del trigo a la inoculacion con Burkholderia sp. Leu 33y
Gluconacetobacter sp. PGM-3 a nivel de plantula.
En la figura 9 se observa la respuesta positiva del trigo a la coinoculaciéon con Burkholderia

sp. Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 que aumento su AP con 46 cm, un valor
estadistico diferente significativo a los 39.75 cm de la AP de su homologo usado como CR
con SMC equivalente a dosis de FN recomendado y de la misma graminea empleado como
CA con una AP de 19.5 cm. Lo que sugiere que la coinoculacion del trigo con Burkholderia
sp. Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3, ambos géneros enddéfitas, tuvieron una mayor
disponibilidad de azucares y aminoacidos en los tejidos del trigo, los que transformaron en
SPCV, que actuan sobre la formacidn de dominios apicales, diferenciacion vascular y en el
desarrollo de 6rganos (Blakeslee et al., 2005; Tsavkelova et al., 2006), a pesar de la
reduccion de la dosis al 50% del FN. En la bibliografia revisada no se encontro la
coinoculacion de Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp. en trigo.

Figura 9. Respuesta de la trigo a nivel de plantula a la inoculacién con Burkholderia sp. Leu
33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su altura de planta.
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*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segiin Tukey.
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En la figura 10 se observa la respuesta positiva del trigo a la inoculacion con
Gluconacetobacter sp. PGM-3 que obtuvo una LR de 19.71 cm, valor estadistico distinto
significativo a los 18.25 cm de LR de su homologo usado como CR con SMC y de misma
graminea utilizado como CA con una LR de 13.16 cm. Lo que sugiere que la inoculacion
del trigo con Gluconacetobacter sp. PGM-3, fue atraido por los exudados radicales del
trigo que constituye fuente de Carbono, mismo que transformo en SPCV, observado en la
elongacion de la raiz de la graminea, que permitié una mejor absorcién de FN, a dosis
reducidas al 50% FN, para su crecimiento sano del trigo, datos similares fueron reportados
por Garcia-Gonzélez et al., 2005 en trigo inoculado con el enddfita A. brasilense, con el
efecto positivo por la transformacion de SPCV, reflejado en su incremento de LR. Ambos
géneros han sido aislados de la cafia de azucar y productoras de SPCV, nativos
endofitamente de esta graminea (Reis et al., 1990; Dobereiner et al., 1993; Dibut et al.,
2005).

Figura 10. Respuesta de la trigo a nivel de plantula a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su longitud radical.

Longitud radical
18.25b

19.71 a*

20

15 ¢
13.16 d

15 -
(cm)

K
A0
& o <& X o 0\*‘5\5 <
S s ¢ & S
@Q (@ A \\0\' *1;3 dl‘.\ \:5 oﬁ \)ll v '“0
?" Q“'a # e}\ (‘_0' G qa}u '13
AAY NARY A @3
«* v R
v @

*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (P<0.05) segiin Tukey.

23



En la figura 11 se muestra la respuesta positiva del trigo a la inoculacién con Burkholderia
sp. Leu 33 en su PFT con 3.36g y 0.61g de PST, ambos valores estadisticos distintos
significativo a los 2.5g de PFT y 0.53g de PST de su homologo usado como CR con SMC a
dosis de FN al 100% y de misma graminea empleado como CA. Lo anterior sugiere que
Burkholderia sp. Leu 33, colonizo enddfitamente las raices del trigo y uso las excreciones
de la raiz, para la conversion de una porcion de los compuestos organicos de raiz en SPCV,
lo que indujo una mayor proliferacion de raices secundarias y una mayor absorcion del FN

a dosis 50%, lo que se reflejé en la biomasa del trigo (Rosas et al., 2009).

Figura 11. Respuesta del trigo a nivel de plantula a la inoculacion con Burkholderia sp. Leu
33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su biomasa.
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7.4 Respuesta del trigo a la inoculacion con Burkholderia sp. Leu 33 y
Gluconacetobacter sp. PGM-3 a nivel de floracion.

En la figura 12 se observa el trigo a nivel de floracion respondié positivamente a la
inoculacion con Burkholderia sp. Leu 33 en su AP con 75.56 c¢cm, un valor estadistico
superior significativo a 47.77 cm de AP de su mismo homologo usado como CR SMC
equivalente FN al 100% y de la misma graminea utilizado como CA. Lo que sugiere que la
inoculacion del trigo con Burkholderia sp. Leu 33, utilizo los exudados radicales
constituidos principalmente por aminoacidos y &cidos organicos de la rizosfera de la
graminea y los convirtio en fitohormonas; como auxina o giberilina, que indujo la
elongacion de la raiz y el desarrollo de érganos como: la espiga (Camelo et al., 2011), por
una mayor absorcion del FN a dosis al 50%, efecto observado en la AP del trigo.
Resultados similares fueron reportados por Mora y Toro, 2007, en maiz inoculado con

Burkholderia sp. que incremento su extension del tallo con 57%.

Figura 12. Respuesta del trigo a nivel de floracion a la inoculacién con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su altura de planta.
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En la figura 13 se muestra la respuesta del trigo a la inoculacién con Gluconacetobacter sp.
PGM-3 que incremento su LR en 40.95 cm, un valor estadistico diferente significativo a
31.68 cm de LR de su homologo usado como CR con SMC y la misma graminea empleado
como CA con una LR de 27.3 cm. Lo anterior sugiere que el efecto de Gluconacetobacter
sp. PGM-3 al ser inoculado en trigo y establecerse enddfitamente, tiene la capacidad de
transformar con eficiencia fuentes de carbono: como azucares en SPCV, lo que se reflej6 en
la elongacion de la raiz y proliferacion de la misma, en con consecuencia un volumen

mayor para la absorcién del FN a dosis del 50% (Khallid et al., 2001).

Figura 13. Respuesta del trigo a nivel de floracion a la inoculacién con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en su longitud radical.
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En la figura 14 se muestra la respuesta positiva del trigo a la coinoculacion con
Burkholderia sp. Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 que incremento su PST con 8.2g

y 4.23g de PST, ambos valores estadisticos distinto significativo a los 4.11g de PFT y 1.13g
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de PST de su homologo usado como CR alimentado con SMC y de la misma graminea
utilizado como CA. Lo anterior sugiere que la coinoculacion del trigo con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3; ejercieron un sinergismo enddfita, Burkholderia
sp. Leu 33 transforma una fraccion de los exudados de la raiz, constituido principalmente
por azucares y aminoécidos en SPCV como una giberelina y Gluconacetobacter sp. PGM-3
en una auxina, que indujo una mayor proliferacion de raices secundarias y por consecuencia
una mejor absorcion del FN, a pesar que el trigo fue alimentado con FN al 50%, efecto

reflejado en la biomasa de la graminea coinoculada.

Figura 14. Respuesta del trigo a nivel de floracion a la inoculacion con Burkholderia sp.
Leu 33 y Gluconacetobacter sp. PGM-3 en biomasa.
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7.5 Aislamiento e identificacion bioquimica del aislado PGM-3 de la cafia de azicar.

En la figura 16, se muestra la morfologia microscépica del aislado PGM-3 recuperado del
tallo de cafia de azUcar, con tincién Gram en el microscopio Carl Zeiss se observé un bacilo
con 0.7-2.0 um de diametro, en par, cadena o solista (Muthukumarasamy et al., 2002),
Gram negativo (Figura 16). Segun lo reportado en la literatura sugiere que se trata del
genero Gluconacetobacter sp., con colonias planas de forma irregular y toman un color

naranja intenso crecidas en agar LGI (Figura 15) aproximadamente 3 dias de incubacion.

Figura 15. Morfologia colonial de Gluconacetobacter sp. PGM-3 crecido en agar LGI
72h/30°C.

Figura 16. Observacion microscopica a 100X de Gluconacetobacter sp. PGM-3, bacilo
Gram negativo, aislado de cafia de azucar crecida en agar LGI por 72h/30°C.
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En el cuadro 2 se observa la identificacion del aislado PGM-3 del tallo de la cafia de azUcar,
con el sistema API20NE donde los resultados fueron: reduccion de nitritos positiva (+),
produccion de indol a partir de triptéfano (+) y la asimilacion de citrato (+), no utiliza la
urea (-), resultados similares fueron reportados por Dibut et al., 2005 Gluconacetobacter

sp. de otros géneros pertenecientes a la familia Acetobacteraceae.

Cuadro 2. Perfil bioquimico de Gluconacetobacter sp. aislada de cafia de azlcar y
Gluconacetobacter sp. reportada en la bibliografia.

PRUEBAS Gluconacetobacter sp. Gluconacetobacter sp.
BIOQUIMICAS PGM-3 aislado de cafia de reportado en la
azucar bibliografia
Reduccidn de nitrato i 5
Triptofano + +
Fermentacién de + +
glucosa
Arginina dehidrolasa + +
Ureasa - -
Hidrolisis de esculina + A**
Gelatinasa - -
[-galactosidasa + +
Pruebas de asimilacion
D-glucosa + +
L-arabinosa + +
D-manosa + +
D-manitol + +
N-acetil-D-glucosamina + +
Maltosa + +
D-gluconato + A
Caprato - -
Adipato + A
L-malato + +
Citrato + +
Fenilacetato -

* Reaccion (+)= positiva y Reaccion (-)= negativa. **A= no considerada para el género.
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Otra prueba para reportar este género de otros relacionados fue la asimilaciéon de azlcares
simples: rafinosa, galactosa, arabinosa y manitol, los resultados sugiere que se trata de
Gluconacetobacter sp., ya que las otras dos especies del género Gluconacetobacter tienen
un patron diferente a cada prueba bioquimica (Fuentes et al., 2000).Las pruebas
bioquimicas de fuente de C son confirmatorias para la identificacién de la especie de
Gluconacetobacter sp. como los resultados reportado por Muthukumarasamy et al., 2007,
en aislado de arroz e identificados como G. diazotrophicus. Con los resultados de las
pruebas bioquimicas surgieren que el aislado de la cafia de azUlcar pertenece al género de

Gluconacetobacter sp.

8 CONCLUSION.

Cafa de azlcar, es una fuente de BPCV enddfita como: Gluconacetobacter sp. para
cultivos agricolas como: cebada y trigo. En este trabajo se demostrd que Burkholderia sp.,
ejercié un efecto positivo mejor en el crecimiento de la cebada que Gluconacetobacter sp.
En contraste el trigo coinoculado con Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp., ejercieron
un efecto positivo para su crecimiento, lo que apoya una posible interaccion especifica de
reconocimiento entre ambos, aspecto fundamental para su explotacion en favor de una

produccidn sustentable de estas gramineas a dosis regulada del FN.
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