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RESUMEN

La produccion de auxinas in vitro se evalué en tres cepas (CBG-180,
CBG-181, CBG-497) de la rizobacteria promotora del crecimiento ve-
getal Azospirillum brasilense nativas del norte de Tamaulipas, México y
su efecto en la produccién de biomasa, grano y forraje de maiz (Zea
mays L.). La cepa CBG-497 (de la localidad Rio Bravo) produjo mayor
cantidad de auxinas in vitro que las cepas CBG-180 y CBG-181 (am-
bas de la localidad Diaz Ordaz). En invernadero, la cepa CBG-497
incremento significativamente la produccion de biomasa (20 a 90 %)
en tres hibridos de maiz (‘Garst-8222’, ‘Dekalb-2003’, ‘Asgrow-Tigre’)
en comparacion con el testigo no inoculado. En campo, el rendimiento
de grano y de forraje del maiz no mostraron diferencia significativa
entre la aplicacion de biofertilizantes basados en cepas nativas de A.
brasilense y la fertilizacion quimica, pero la aplicacion de biofertilizan-
tes incremento la rentabilidad del maiz (36 % en promedio) al reducir
los costos de fertilizacion.
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SUMMARY

Auxin production in vitro of three strains (CBG-180, CBG-181,
CBG-497) of the plant growth-promoting rhizobacteria Azospirillum
brasilense native of northern Tamaulipas, México, was evaluated re-
garding their effects on biomass, grain and forage production of maize
(Zea mays L.). Strain CBG-497 (from the Rio Bravo county) produced
more auxins in vitro than strains CBG-180 and CBG-181 (from the
Diaz Ordaz county). In greenhouse, the strain CBG-497 significantly
increased biomass production (20 to 90 %) in three maize hybrids
(‘Garst-8222°, ‘Dekalb-2003’ and ‘Asgrow-Tigre’) compared to the
non inoculated control. Under field conditions grain and forage yields
were not different between biofertilizers based on A. brasilense native
strains and chemical fertilization, but the application of biofertilizers
increased the profitability of maize (36 % in average) due the reduc-
tion of fertilization costs.

Index words: Zea mays, biofertilizers, auxins, tryptophan, grain yield.

Recibido: 3 de Febrero del 2006.
Aceptado: 26 de Marzo del 2007.

INTRODUCCION

En el norte del Estado de Tamaulipas, México se sembra-
ron aproximadamente 100 000 ha con maiz (Zea mays L.)
durante el 2004 (SIAP, 2005). En este cultivo se utiliza un
paquete tecnoldgico que incluye altas dosis de fertilizacion
quimica, aspecto que representa una inversion de alto costo
y riesgo para los agricultores de la regién. Una alternativa
para evitar el uso excesivo de fertilizantes quimicos es la
inoculaciéon con microorganismos promotores del creci-
miento denominados también como “rizobacterias promoto-
ras del crecimiento vegetal”, “bioestimulantes”, “biofertili-
zantes” o “inoculantes” (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2000;
Holguin et al., 2003); los mas utilizados como bioestimu-
lantes son las bacterias de los géneros Rhizobium y Azospi-
rillum, asi como hongos micorrizicos del género Glomus
(Bashan, 1998; Holguin et al., 2003; Irizar et al., 2003).

Es frecuente que la fertilizacién orgdnica se haga con
materiales biolégicos provenientes de otras regiones, lo que
implica limitaciones técnicas y de adopcion por parte de los
agricultores locales. Ello obliga a hacer estudios de adapta-
cién y eficiencia biofertilizante de nuevas cepas bacterianas
0 micorrizicas en cada regién. La respuesta a inoculantes
basados en Azospirillum brasilense ha sido exitosa pues ha
permitido incrementos mayores a 30 % en la produccién de
grano y materia seca de maiz (Z. mays L.), frijol (Phaseolus
vulgaris L.), trigo (Triticum aestivum L.), garbanzo (Cicer
arietinum L.), pastos (Setaria italica L.), citricos (Citrus
spp.) y haba (Vicia faba L.) (O’Hara et al., 1981; Okon y
Labandera-Gonzélez, 1994; Bashan et al., 1996; Fallik y
Okon, 1996; Burdman et al., 1997; Hamaoui et al., 2001;
Ddobbelaere et al., 2002; Holguin et al., 2003; Irizar et al.,
2003; Aguirre-Medina, 2004). El uso de inoculantes tam-
bién ha permitido reducir la aplicacién de fertilizantes qui-
micos nitrogenados en diversos cultivos (Dobbelaere et al.,
2001, 2002; Martinez-Medina, 2004).
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Sin embargo, en sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench]
no se han encontrado efectos importantes en crecimiento y
rendimiento de grano con la aplicacién de biofertilizantes a
base de Azospirillum, 1o que se atribuye a factores ambien-
tales y a la cepa estudiada (Ramirez y Luna, 1995; Marti-
nez-Medina, 2004; Pecina-Quintero et al., 2005). A partir
del afio 2000, en el Centro de Biotecnologia Gendmica del
Instituto Politécnico Nacional (CBG-IPN) de Reynosa,
Tamaulipas, México, se han aislado y caracterizado cepas
de A. brasilense nativas del norte de Tamaulipas y se ha de-
terminado su potencial biofertilizante en sorgo y maiz en
Conldiciones de invernadero (Lugo et al., 2001; Com. perso-
nal’).

En la caracterizacién de cepas es ttil la cuantificacion
del grado de asimilacién de triptofano y la produccién de
acido indol-acético (AIA), pues el triptofano es precursor de
auxinas en A. brasilense (Van de Broek et al., 1999) y su
estrecha relacion con la produccién de auxinas ha sido con-
signada por Khawas y Adachi (1999) y por Martinez-
Morales et al. (2003) en A. brasilense; en otras especies de
Azospirillum (Han y New, 1998; Holguin et al., 1999) y en
otros géneros y especies bacterianos, tales como R. meliloti,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas syringae pv. fluores-
cens'y Agrobacterium tumefaciens (Caballero-Mellado et
al., 1999; Zakharova et al., 1999; Vazquez et al., 2000).
Segtin Van de Broek et al. (1999), la produccion in vitro de
altas cantidades de auxinas se considera un pardmetro {itil
para la seleccion de cepas nativas de A. brasilense, para
posteriormente desarrollar biofertilizantes con mayor acti-
vidad promotora del crecimiento vegetal.

Ademads, es necesario evaluar el potencial biofertilizante
en los cultivos de importancia econémica en condiciones de
campo de la regién, debido a que ésta presenta amplia va-
riabilidad en precipitacion, temperatura y caracteristicas fi-
sico-quimicas del suelo y del germoplasma utilizado (ori-
gen y condicién genética), pues estos factores causan diver-
sidad en la eficiencia bioestimulante de estos microorga-
nismos. En este trabajo se evalud la produccidn in vitro de
auxinas por cepas de A. brasilense nativas del norte de Ta-
maulipas, asi como su potencial biofertilizante en maiz en
condiciones de invernadero y campo.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de cepas de Azospirillum brasilense

Se hicieron colectas de suelos cultivados con maiz du-
rante otoflo-invierno de 1999-2000 en las localidades Diaz

1Lugo B, J Garcia, A Mendoza, H Barrera-Saldaiia (2001) Variabilidad simbidtica
de cepas nativas de Azospirillum spp. en maiz y sorgo en zonas dridas del norte de
Tam. In: Memorias IX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. M Gar-
cia-Garibay, G Gutiérrez-Lopez (comps). Veracruz, México. 10-14 de septiembre de
2001. Resumen CIV-31. 2000).
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Ordaz y Rio Bravo, Tamaulipas, México (26° 14’ LN, 98°
36’ LO, y 68 msnm; 26° 13’ LN, 98° 35’ LO, y 40 msnm,
respectivamente). Tales sitios tienen suelos con textura arci-
llo-arenosa, contenido de materia orgdnica menor a 1 % y
pH de 7.8. El aislamiento e identificacién de las cepas
mexicanas de A. brasilense se hizo conforme a los protoco-
los descritos por Khawas y Adachi (1999). De acuerdo con
evaluaciones previas en el laboratorio sobre la capacidad
productora de auxinas in vitro de varias cepas de A. brasi-
lense (Lugo et al., 2001) se seleccionaron tres cepas por su
alta capacidad productora que se denominaron CBG-180,
CBG-181 (de Diaz Ordaz) y CBG-497 (de Rio Bravo).

Caracterizacion in vitro de cepas
de A. brasilense

Las cepas aisladas se desarrollaron en medio liquido Lu-
ria-Bertani (LB) adicionado con triptofano (0.1 g L™). Las
cepas se incubaron a 29 ‘C por 48 h a 200 rpm. Se tomaron
muestras del cultivo a las 24, 48 y 72 h, y se centrifugaron a
3400 rpm por 30 min. En cada muestra se determiné la con-
centracién de auxinas y triptofano por cromatografia de li-
quidos (HPLC, High Pressure Liquid Chromatograph; Hew-
lett Packard modelo 1100). Para la separacién se utilizé una
columna RP-18 (Beckman Ultrasphere) de 150 mm de largo
y 4.6 mm de didmetro interno con tamafio de particula de 5
pm. La fase movil consistié en acetonitrilo-fosfatos 30/70
con muestras de 20 pL de volumen de inyeccién. El detec-
tor UV/visible se ajust6 a 220 nm de longitud de onda. Para
calibrar el equipo se utiliz6 una mezcla de estdndares co-
merciales de triptofano, AIA y 4cido-indol-butirico (IBA),
cuyos tiempos de retencién son 2.6, 6.4, y 15 min, respecti-
vamente (Khawas y Adachi, 1999). El anilisis se hizo por
triplicado y se estimaron las concentraciones (en mg L") de
triptofano y AIA de cada muestra. Se calcul6 la media y el
error estindar de cada tratamiento en cada fecha de mues-
treo y los coeficientes de correlacién simple de Pearson en-
tre los valores de AIA y triptofano en las tres cepas de A.
brasilense, con el programa de cémputo GraphPad Prism
version 4.0 (2005).

Efecto de A. brasilense en maiz

Experimento de invernadero. Se llevé a cabo en el
Centro de Biotecnologia Genémica del Instituto Politécnico
Nacional (CBG-IPN) en Reynosa, Tamaulipas (26° 05’ LN,
98° 18’ LO y 38 msnm), durante la primavera-verano de
2004, en charolas de pléstico de 38 orificios que contenian
sustrato de turba (Redi Earth Scott®) con pH 6.8. La inocu-
lacién consistié en aplicar 1 mL del cultivo bacteriano
(1x10® ufc mL™") en medio liquido PY (Dobereiner et al.,
1976) suplementado con CaCl, 0.04 % e incubado durante
48 ha 32 °Cy 200 rpm de agitacién constante. En el testigo
se aplic6 agua destilada estéril. Se incluyeron los hibridos
comerciales de maiz ‘Garst-8222®’, ‘Dekalb-2003®’ y ‘As-
grow-Tigre®’, los cuales estdn entre los hibridos de maiz
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recomendados para su cultivo en el norte de Tamaulipas por
su alta productividad (Chapa, 2006). Cada tratamiento (cepa
x hibrido) tuvo 20 repeticiones. Los tratamientos se aleato-
rizaron en un disefio experimental completamente al azar y
la unidad experimental fue una planta. Alos 9, 15,20y 26 d
después de la siembra se cortd la parte aérea de las plantas
de cuatro repeticiones y se sec en estufa a 70 °C por 48 h.
Se calcul6 la media y el error estdndar de cada tratamiento
en cada fecha de corte, con el programa GraphPad Prism
version 4.0 (2005).

Experimentos de campo. Se realizaron en condiciones
de riego durante el ciclo otofio—invierno de 2003-2004, en
cinco localidades del norte de Tamaulipas. El hibrido ‘As-
grow-Tigre’ se evaludé en Diaz Ordaz, Abasolo y Valadeces;
‘Dekalb-2003" en Reynosa y ‘Garst-8222° en Rio Bravo
(Cuadro 1). El andlisis fisico-quimico del suelo de cada lo-
calidad indic6é que todas las localidades tienen suelos fran-
co-limosos, con excepcién de Rio Bravo donde es arenoso.
Todos los suelos experimentales muestran pH moderada-
mente alcalino (pH de 8.0 a 8.2) ademads de estar libres de
sales (conductividad eléctrica de 0.6 a 1.2 mmhos cm, a20
°C). Los contenidos de materia orgdnica son moderados (de
0.8 a 1.5 %); los niveles de P disponible son medios (P,Os,
de 10.5a 12.5 mg L") y los de K altos (de 400 a 550 mg L
Y. Los contenidos de nitrégeno inorganico (NO3) son me-
dios en todas las localidades de prueba (de 20 a 30 mg L),
con excepcién de Rio Bravo donde son bajos (10 mg L") y
en Diaz Ordaz son altos (49 mg L’l).

La cepa utilizada para inocular los lotes de maiz fue
CBG-497, que se cultivé en 250 mL de medio liquido PY
suplementado con CaCl, 0.04 % a 32 °C por 48 h y 200 rpm
de agitacién. Luego, los cultivos se mezclaron con 500 g de
turba estéril (Redi Earth Scott) con pH 6.8. Las mezclas se
incubaron por 7 d a 32 °C en bolsas de polietileno bajo con-
diciones asépticas. La semilla se mezcl6 antes de sembrarse
con el inéculo (1 kg de inéeulo por 60 000 semillas, 6x10
ufc por semilla) y se agregd solucién acuosa de goma ardbi-
ga 20 % (40 mL kg™ de semilla) como adherente. La semilla
inoculada se sembré inmediatamente después de la inocula-
cion. En la evaluacion de cada localidad se sembrd el hibri-
do de maiz respectivo en una superficie de 2 ha; 1 ha se
inoculé con el biofertilizante y la otra hectarea no se inocul6
(testigo) pero se fertilizé con la férmula 140 N — 40 P - 00
K (Pecina-Quintero et al., 2004; Com. personalz). A madu-
rez comercial se estimé el rendimiento de grano a 14 % de
humedad y el de forraje seco a partir de la cosecha, en cinco
sitios de cada tratamiento y cada lote, con un tamafio de 10
surcos de 10 m de largo (86 mz). Los rendimientos de grano
y forraje se expresaron en t ha”. Se hicieron comparaciones

2 Pecina-Quintero V, A Diaz-Franco, I Garza-Cano, A Magallanes-Estala (2004)
Respuesta del maiz y sorgo a la fertilizacién biolégica. In: Memoria del Simposio de
Biofertilizacién. A Diaz-Franco, N Mayek-Pérez, A Mendoza, N Maldonado-Moreno
(eds). 25 de noviembre de 2004. Rio Bravo, México. p. 94.
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de medias independientes entre los tratamientos inoculados
y testigo en cada localidad, con el programa estadistico de
Olivares-Sdenz (1994), mediante el calculo de los valores
de diferencia minima significativa (P = 0.5) con base en los
valores de t de Student.

Los costos de produccion, ingresos netos, ganancias ne-
tas y relacién beneficio/costo por tratamiento por hectarea
se calcularon con base en la informacién proporcionada por
el Fondo de Aseguramiento Agricola PROAGRO A. C.
(Chapa, 2006), que incluye los costos de preparacién del
terreno, riego, semilla y siembra y manejo del cultivo du-
rante el ciclo agricola 2003-2004 en el norte de Tamaulipas.
Los costos de la semilla variaron entre hibridos, y los de tri-
lla y flete del grano de acuerdo con el rendimiento de grano
por unidad de superficie de cada tratamiento. Los ingresos
incluyeron el valor del grano para 2004 (1100 $ t') y los
subsidios gubernamentales (550 $ t' de grano producido).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas CBG-180 y CBG-181 presentaron menor uti-
lizacién de triptofano que CBG-497 alas 24,48 y 72 heen
incubacién, mientras que CBG-497 presentd la mayor pro-
duccién de auxinas in vitro (Figura 1). Las tres cepas mos-
traron correlacion negativa  significativa  (-0.69%*,
-0.94%* y -0.97** para CBG-180, CBG-181 y CBG-497,
respectivamente) entre asimilacion de triptofano y produc-
cion de ATA. La mayor capacidad de asimilacion del tripto-
fano, precursor de auxinas en A. brasilense (Van de Broek et
al., 1999) y su relacién estrecha con la mayor produccién de
auxinas también se ha observado por Khawas y Adachi
(1999) y por Martinez-Morales et al. (2003) en A. brasilen-
se, asi como en otras especies de Azospirillum (Han y New,
1998; Holguin et al., 1999), y en otras bacterias como R.
meliloti, E. cloacae, P. syringae pv. fluorescens y A. tumefa-
ciens (Caballero-Mellado et al., 1999; Zakharova et al.,
1999; Vazquez et al., 2000).

La sintesis de altas cantidades de auxinas in vitro se con-
sidera un pardmetro util para la seleccion de cepas nativas
de A. brasilense para la produccion de biofertilizantes desti-
nados a plantas cultivadas, porque promueven mas el cre-
cimiento vegetal (Van de Broek et al., 1999). La cepa CBG-
497 indujo los mayores incrementos en produccién de bio-
masa seca a los 20 d después de la siembra, en los tres
hibridos de maiz, mientras que CBG-180 y CBG-181 in-
crementaron la produccién de biomasa de ‘Asgrow-Tigre’ a
partir de los 26 d (Figura 2). En campo, la cepa CBG-497
ocasion6 un incremento de 0.3 t ha” en el rendimiento de
grano de ‘Asgrow-Tigre’, mientras que en ‘Dekalb-2003’ y
‘Garst-8222’ el rendimiento de grano se incrementé en 1.3 y
0.3 t ha'', respectivamente. En produccién de forraje seco
‘Asgrow-Tigre’ provocé un incremento de 0.3 t ha' y
‘Garst-8222" de 0.2 t ha', mientras que en ‘Dekalb-2003’ se
redujo en 0.6 t ha™.
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Cuadro 1. Localizacién geogrifica y caracteristicas de clima y suelo de las localidades de Tamaulipas incluidas en el trabajo.

Latitud Longitud Altitud Temperatura media Precipitacion media Tipo de suelo Clima
Localidad Norte Oeste (m) anual (°C) anual (mm)
Reynosa 26° 05’ 98° 18’ 38 22 450 Xerosol Subtrépico drido-
calcdrico calido
Rio Bravo 25° 59 98° 06 39 23 400 Xerosol Subtrépico drido-
calcdrico calido
Abasolo 24° 03 98° 22 70 23 400 Xerosol Subtrépico semidrido
calcdrico calido
Diaz Ordaz 26° 14 98° 36 68 24 450 Fluvisol ettrico  Subtrdpico drido-
calido
Valadeces 26°15° 98° 40’ 70 24 450 Fuvisol ettrico Subtrépico drido-
calido
100 A con la inoculacién de A. brasilense tanto en condiciones de
invernadero como de campo (Fallik y Okon, 1996, en S. ita-
_ | S S lica y maiz; Burdman et al., 1997 e Irizar et al., 2003, en
g 75 frijol; Hamaoui et al., 2001, en garbanzo y haba; Dbbelae-
= re et al., 2002, en trigo y maiz; O’Hara et al., 1981, Jacoud
2 etal., 1998 e Irizar et al., 2003, en maiz).
o] 50
8
£ En sorgo, la biofertilizacién con Azospirillum no incre-
= 25 ment$ significativamente el crecimiento y rendimiento de
grano, lo que se atribuye a la diversidad de factores ambien-
tales en la regién de evaluaciéon (caracteristicas fisico-
0 : . : . quimicas del suelo, clima, genotipo y cepa) (Ramirez y Lu-
0 25 50 75 100 na, 1995; Martinez-Medina, 2004; Pecina-Quintero et al.,
100 - 2005). Los efectos positivos de A. brasilense en diversos
- CBG 180 cultivos se han atribuido principalmente al mejoramiento en
CBG 181 B el desarrollo de la raiz y al incremento subsecuente en la
75 tasa de asimilacién de agua y la utilizacién de minerales del
— v CBG 497 suelo (Okon y Labandera-Gonzilez, 1994; Fallik y Okon,
E 1996; Burdman et al., 1997; Hamaoui et al., 2001;
2 54 Dibbelaere et al., 2002).
E
Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que la
25 evaluacion de cepas de A. brasilense con base en la produc-
ci6én de auxinas y la utilizacién de triptofano in vitro permi-
ten la identificaciéon de cepas con efectos positivos en la
0 1 T T ! produccién de biomasa en invernadero. El hecho de que la
0 25 50 75 100

Horas en incubacion

Figura 1. Utilizacién de triptofano (a) y produccién de auxinas (b) en
tres cepas de A. brasilense (CBG 180, CBG 181 y CBG 497) mediante
deteccion por cromatografia de liquidos a diferentes horas de incuba-
cion. Promedios de tres repeticiones independientes. Las barras verti-
cales indican * error estandar.

En promedio, A. brasilense incrementd el rendimiento de
grano en 8 % en los tres hibridos de maiz, mientras que el
rendimiento de forraje sélo se incrementd en 2 %, pero las
diferencias no fueron estadisticamente significativaes entre
tratamientos (Cuadro 2). En otros trabajos se han reportado
incrementos significativos en la productividad de cultivos
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inoculacién con cepas de A. brasilense no haya dado ganan-
cias significativas respecto al testigo no inoculado en cuanto
a la produccién de forraje y grano en campo, se atribuye a
que diversos factores bidticos y abidticos afectaron el com-
portamiento de la bacteria y produjeron respuestas inconsis-
tentes de la biofertilizacion (Ramirez y Luna, 1995; Bashan
y Holguin, 1997; Pecina-Quintero et al., 2005). Entre tales
factores estdn las condiciones fisico-quimicas del suelo, la
presencia de microorganismos en la rizdsfera, el genotipo
del hospedante y la capacidad de la bacteria para establecer-
se y para competir con la microflora nativa (Okon y Laban-
dera-Gonzilez, 1994; Dobbelaere et al., 2002; Ramirez y
Luna, 1995; Pecina-Quintero et al., 2005).
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Figura 2. Efecto de tres cepas de A. brasilense (CBG-180, CBG-181 y
CBG-497) en la acumulacion de biomasa en la parte aérea de los
hibridos de maiz ‘Garst-8222’ (a), ‘Dekalb-2003’ (b) y ‘Asgrow-Tigre’
(c) en invernadero. Las lineas verticales indican * error estandar.

Un mejor entendimiento de las caracteristicas bésicas de
la interaccion A. brasilense-raices y los indicadores criticos
del éxito de la inoculacién pueden ayudar a mejorar la efi-
cacia de los inéculos de A. brasilense en diversas condicio-
nes ambientales, y asi estimular su aplicacién en gran escala
en la produccién agricola en campo (Bashan y Holguin,
1997). A pesar de que los incrementos en el rendimiento de
grano del maiz no fueron significativos con la aplicacién del
biofertilizante, su uso se perfila como una opcién viable pa-
ra incrementar la rentabilidad del cultivo en el norte de Ta-
maulipas pues permitié incrementar sustantivamente la ga-
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nancia neta por hectdrea y la relacién beneficio/costo por
hectérea del cultivo, ésta dltima de 36 % en promedio (Cua-
dro 3). Ello se debe a que la aplicacién de fertilizantes qui-
micos incrementa los costos de produccién por representar
alrededor del 22 % de los mismos, pero sin incrementar el
rendimiento de grano en comparacién con el tratamiento
con A. brasilense.

En términos econémicos y ecoldgicos, estos resultados
se vislumbran promisorios pues la inoculacién con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal incrementaron las ga-
nancias netas y la relaciéon beneficio/costo del cultivo. Lo
anterior, validado con futuros estudios, permitird constituir a
la utilizacién de biofertilizantes como una alternativa eco-
némica viable para la produccién de maiz en dicha region,
reducir paulatinamente la aplicacion de fertilizantes quimi-
cos, promover la conservacion de los suelos agricolas e in-
crementar la rentabilidad del cultivo.

CONCLUSIONES

La mayor produccién de AIA de A. brasilense in vitro se
asocié con la mayor utilizacién de triptofano, asi como con
la mayor produccién de biomasa de maiz en invernadero.
En campo, la aplicacién del biofertilizante basado en A.
brasilense no incrementé significativamente el rendimiento
de grano y de forraje de tres hibridos de maiz en el norte de
Tamaulipas, pero incrementd la rentabilidad del cultivo en
36 %, en comparacioén con el testigo fertilizado quimica-
mente.
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