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) 1| Growth of Tabebuia donnell-smithii Rose inoculated with
arbuscular mycorrhizal fungi and rhizobacteria
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Resumen

Tabebuia donnell-smithii es un arbol maderable con importancia econémica y ecolégica en las regiones tropicales de México, cuyas
poblaciones naturales han disminuido, debido, entre ofras razones, a su lento crecimiento durante su establecimiento. Se investigd
en plantas de Tabebuia el efecto en su crecimiento y nutricién de la inoculacién con Rhizophagus intraradices, Azospirillum brasilense
y Pseudomonas fluorescens. El hongo y las bacterias se aplicaron a las semilas en combinaciones de dos o tres de los siguientes
microorganismos: A. brasilense 9 x 10° UFC g de turba’, R. intraradices con 40 esporas g de suelo estéril’ y raices colonizadas al 95 %
y P.fluorescens con 9 x 10° UFC g de turba més el testigo. Se sembraron en macefas con una mezcla no estéril de suelo Andosol
mdlico y arena de rio lavada, 1:1(v/v). En total se establecieron cinco tratamientos, con cinco repeticiones distribuidas en un disefio
completamente al azar. Se redlizaron cinco muestreos destructivos: el primero a los 45 dias después de la siembra y los siguientes cada
28 dias. Se registraron variables morfolégicas v fisiolégicas del rendimiento. Los tratamientos incrementaron el crecimiento de
las plantas, con excepcién de las dos bacterias juntas después de 158 dias. El correspondiente a P. fluorescens - R. intraradices v el
de los tres microorganismos indujeron mds biomasa en el mayor nimero de componentes morfolégicos y fisiolégicos del rendimiento.
El contenido mds alto de N'y P en el tejido vegetal se obtuvo con los tres microorganismos y con la combinacién R. intraradices - A. brasilense.

Palabras clave: Azospirilum brasilense Tarrand, Krieg & Dobereiner, biomasa aérea, biomasa radical, inoculacién, Pseudomonas
fluorescens Migula, Rhizophagus intraradices (Schenck & Sm) Walker & Schuessler.

Abstract

Tabebuia donnell-smithii is a timber tree with economic and ecological importance in the tropical regions of Mexico, whose natural
populations have declined, due, among other reasons, fo its slow growth during its establishment. The effect on their growth and
nutrition of the inoculation with Rhizophagus intraradices, Azospirilum brasilense and Pseudomonas fluorescens was investigated in
Tabebuia plants. The fungus and bacteria were applied in the seeds in combinations of two or three of the folowing microorganisms:
A brasilense @ x 10° UFC g of peat-1, R. intraradices with 40 spores g of sterile soil" and roots 95 % colonized and P. fluorescens with
Q x 10° UFC g of peat! plus the control. They were sown in pots with a non-sterile mixture of Molic andosol soil and washed river
sand, 1: 1 (v / v). In total, five treatments were established, with five replications distributed in a completely randomized design.
Five destructive samplings were carried out: the first one at 45 days after sowing and the next every 28 days. Morphological and
physiological yield variables were recorded. Treatments increased plant growth, with the exception of the two bacteria together
after 158 days. The corresponding to P. fluorescens - R. intraradices and that of the three microorganisms induced more biomass in the
greater number of morphological and physiological components of yield. The highest content of N and P in plant tissue was obtained
with the three microorganisms and with the combination R. intraradices - A. brasilense.

Key words: Azospirilum brasilense Tarrand, Krieg & Débereiner, aerial biomass, root biomass, inoculation, Pseudomonas fluorescens
Migula, Rhizophagus intraradices (Schenck & Sm) Walker & Schuessler.
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Introduccién

la inferaccién entre los componentes de una comunidad
microbiana en los sistemas agroforestales puede manifestarse
o no, en algin atributo morfolégico o fisiolégico de interés
anfropocéntrico de la planta hospedante, especialmente, en
sistemas de produccién sustentables o de bajos insumos, pero su
incidencia efectiva depende del microorganismo, de las condiciones
ambientales y ed¢ficas (Qiu ef of, 2008) Algunas bacterias y
hongos que viven en la porcién de suelo influenciado por
las raices estimulan el crecimiento de los vegefales e inducen
efectos positivos en su desarrollo y supervivencia (Artursson et
al, 20006). Por ejemplo, las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal y los hongos micorrizégenos arbusculares
(MA), que representan dos de los principales grupos de
microorganismos benéficos de la rizosfera.

La inoculacién con més de un microorganismo a la semilla o
al suelo puede poner a disposicién de la planta hospedante
diversos mecanismos de accién para abastecerse de nutrientes
y agua. Varios estudios han demostrado que la inoculacion
con hongos y bacterias produce un efecto sinérgico (Diouf
et al, 2005; Lalitha et al, 2011), aunque en ofros casos, no
necesariamente induce un efecto aditivo o sinérgico en la

planta hospedante (Trabelsi y Mhamdi, 2013).

En México, se han documentado incrementos en el rendimiento
y sus componentes en adfivos anudles al inocular hongos (IMA) y
bacterias fijadoras de nitrégeno bajo condiciones de campo
(Aguirre-Medina, 2006). En cultivos perennes, como Theobroma
cacao L en vivero, Aguirre-Medina et al. (2007) citan mayor
desarrollo vegetal cuando se incorporan juntos R. intraradices
(Schenck & Sm) Walker & Schuessler y A. brasilense Tarrand,
Krieg & Dabereiner. En Coffea canephora (Pierre) ex Froehner, el
nimero de hojas y la biomasa del tallo fue superior cuando se
usan por separado (Aguirre-Medina ef al, 2011),

Los microorganismos inducen aumentos en el crecimiento
en menor tiempo en las plantas producidas en vivero, y, en
consecuencia, disminuyen el lapso necesario antes de su
transplante en el campo. Esta ventaja se pretende estudiar
en Tabebuia donnel-smithii Rose (primaveral); drbol caducifolio
de regiones tropicales y subtropicales de México (Miranda,
1998), cuya madera tiene alta demanda, lo que ha disminuido
su abundancia natural, por un aumento en su explotaciéon y
regeneracién poco exitosa.

Los programas de reforestacion en México presentan una
supervivencia menor a 50 %, debido, en parte, a la baja calidad
de las plantas producidas en vivero y la sequia intermitente que
ocurre todos los afios (Semarnat, 2010). Bajo estas condiciones,
es posible que los microorganismos ayuden a la supervivencia
de las plantas en condiciones ambientales adversas (Andrade

et al, 2009).
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Introduction

The interaction between the elements of a microbe community
in the agroforestry systems may or may not become apparent, in
some morphological or physiological feature of the host plant of
anthropocentric interest, particularly, in sustainable productivity
systems or of low income, but its effective incidence depends on
the microorganisms, of the environmental and soil conditions
(Qiu et al, 2008). Some bacteria and fungi live in the section
of the ground influenced by the roots, they stimulate growth of
vegetals and induce positive effects in their development
and survival (Artursson et al, 2006). For example, by promoting
rhizobacteria of vegetal growth and the arbuscular mycorrhizal
fungi (MA) that represent two of the most important groups of
beneficiary microorganisms of the rhizosphere.

Inoculation with more than one microorganism to the seed
or to the soil can make available to the host plant various
mechanisms of action to supply nutrients and water. Several
studies have shown that inoculation with fungi and bacteria
produces a synergistic effect (Diouf et al, 2005; Lalitha et dl,
2011), but in other cases it does not necessarily induce an
additive or synergistic effect on the host plant (Trabelsi and

Mhamdi, 2013).

In Mexico, increases in yield and their components in annual
crops have been documented when inoculating fungi (MA)
and nitrogen fixing bacteria under field conditions (Aguirre-
Medina, 2006). In perennial crops such as Theobroma cacao
L in nursery, Aguirre-Medina et al. (2007) cite greater plant
development when R. intraradices (Schenck & Sm) Walker &
Schuessler and A. brasilense Tarrand, Krieg & Dobereiner
were incorporated together. In Coffea canephora (Pierre) ex
Froehner, leaf number and stem biomass were superior when
used separately (Aguirre-Medina et al, 2011).

Microorganisms induce increments in growth in shorter
time in plants grown at the nursery, and, in consequence,
diminish the necessary lapse before they are transplanted to
the field. It is prefended to study this advantage on Tabebuia
donnell-smithi Rose (Primavera), a deciduous tree from tropical and
subtropical regions of Mexico (Miranda, 1998), that has a
highly demanded timber, which has turned into a reduction of
its natural abundance, from a greater harvesting and a rather
unsuccessful regeneration.

The reforestation programs in Mexico show a survival under
50%, partly from a poor quality of the plants grown at the nursery
and the interrupting drought that occurs every year (Semarnat,
2010). In such conditions, it is possible that microorganisms help
in plant survival when adverse environmental conditions prevail

(Andrade et al, 2009).



Los hongos (MA) incrementan la absorcién de nutrientes,
especialmente de fésforo (Richardson et al, 2009), e inducen
tolerancia al estrés hidrico (Sylvia, 2005).  Azospirilum
incrementa el desarrollo radical de la planta hospedante,
mediante la produccién de hormonas v la fijacién de nitrégeno
(Bashan y De Bashan, 2010); y P. fluorescens Migula estimula
el crecimiento de las plantas y solubiiza minerales (Lucy et al, 2004).

En este contexto, el objetivo de la presente investigacién
fue determinar la asignacién de materia seca en Tabebuia
donnell-smithii en interaccién con la inoculacién de Rhizophagus
intraradices, Pseudomonas fluorescens y Azospirillum brasilense,
y su efecto en la concentracién de nitrégeno y fésforo en el
tejido vegetal.

Materiales y Métodos

Llocalizaciéon geogréfica y condiciones ambientales del
sitio experimental

Lo investigacién se desarrolld (febrero a noviembre del 2013)
en un vivero del Campo Experimental Rosario lzapa-Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), ubicado en el km 18 de la carretera Tapachula-
Cacaohatan, municipio Tuxtla Chico, Chiapas; con coordenas
son 1440 Ny 92° 10° O, a 435 msnm. En este lugar se
colectaron las semilas de T. donnel-smithii de drboles de copa
densa, fuste recto y sin presencia de dafios por plagas y
enfermedades. H clima en la zona es célido himedo con luvias en
verano e influencia de monzén. La precipitacién promedio es
de 4 720 mm anuadles y la temperatura media, considerada

isotermal, de 25.4 °C.
Andlisis fisicos y quimicos del sustrato

El sustrato se conformé con una mezcla de suelo Andosol mélico
y arena de rio lavada, 1:1 (V/V), cuyas caracteristicas fueron
textura arena-migajonosa (Bouyucos) (8066 % de arena, 1636 %
de limo, 298 % de arcilla), porosidad (34 %), densidad
real (209 g mL™"); densidad aparente (1.38 g mlL"); 3.1 % materia
orgdnica (Wakley-Black); 0.12 dsm™', conductividad eléctrica;
pH 571; 0.19 % N (Kielddhal); 50 ppm P (colorimetrial; 18.5 ppm K-
(espectrofotometria atémica); 52 ppm Ca™ (espectrofotometria
atémica); 8.1 ppm Mg~ vy 5 Meq100g' de capacidad de
infercambio catiénico. Con el sustrato sin esterilizar se lenaron
bolsas de plastico negro (cdlibre 700), con una capacidad de
5 kg de suelo por bolsa, y se perforaron en la parte inferior
para favorecer el drenaje.
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Fungi (MA) increase nutrient absorption, phosphorous in
particular (Richardson et al, 2009), and they induce folerance
to water stress (Sylvia, 2005). Azospirilum stimulates root
development of the host plant, through hormones and nitrogen
fixing (Bashan and De Bashan, 2010); and P. fluorescens
Migula stimulates plant growth and makes minerals, soluble (Lucy

et al, 2004)

I this context, the aim of the actual study was to determine the
allocation of dry matter of Primavera interacting with the inoculation
of Rhizophagus intraradices, Pseudomonas fluorescens
and Azospirilum braslense, and its effect over the nitrogen and
phosphorous concentration in vegetal tissue.

Materials and Methods

Location and environment of the experimental site

The actual research took place (February to November 2013)
at a nursery of the Experimental Station Rosario lzapa which
belongs to the Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INFAP), located at 18 km of the
Tapachula-Cacaohatan highway in the municipality of Tuxtla
Chico, Chiapas State between 14°40° N and 92° 100 W
at 435 masl. In this place the seeds of T. donnel-smithii seeds
were collected which came from a dense crown, straight stem
and without any signs of plagues or disease. The weather
is humid warm in summer and with @ monzoon influence. The
average precipitation is 4 720 mm a year and the mean
temperature, isotermal, of 25.4 °C.

Substrate physical and chemical analysis

The substrate was formed with a mixture of Molic andosol
soil and washed river sand, 1: 1 (V / V), whose characteristics
were sand-shallow texture(Bouyucos) (8066 % sand, 1636 % silt,
298 % clay), porosity (34 %), real density (209 g mL"); buk density
(138 g ml"): 3.1 % organic matter (Wakley-Blac), 0.12 dsm,
electrical conductivity; pH 571; 0.19 % N (Kjelddhal); 50 ppm P
(colorimetry); 18.5 ppm K * (atomic spectrophotometry);
59 ppm Ca ™ (atomic spectrophotometry); 8.1 ppm Mg ™ and
5 Meq.100 g cation exchange capacity. Black plastic bags
(700 gauge) were filed with the non-sterile substrate, with a
capacity of 5 kg of soll per bag, and were driled in the lower
part to favor drainage.
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Microoganismos e inoculacién

los microorganismos que se utilizaron fueron Rhizophagus
intraradices, producido en el Campo Experimental Rosario
lzapa-INIFAP. El inoculo contenia 40 esporas por gramo de
suelo estéril y rafces de Brachiaria decumbens L, con 95 %
de colonizacién. Azospirilum brasilense fue adaquirido en la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, con
Q x 10° bacterias g de turba. Pseudomonas fluorescens fue
proporcionada por el Campo Experimental Celaya- INIFAP,
con @ x 10° bacterias g de turba™!. Las semilas se germinaron
en charolas con el mismo sustrato y se trasplantaron a las
macefas con dos hojas verdaderas. Al momento del trasplante
se aplicaron, en el hoyo de siembra, 2 g de cada inéculo
mezclado de acuerdo al tratamiento.

Los cinco tratamientos se describen a continuacién: 1) Azospirilum
brasilense + Pseudomonas fluorescens; 2) Rhizophagus intraradices
+ P.fluorescens; 3) R intraradices + A. brasilense; 4) A. brasilense
+ R intraradices + P. fluorescens; y 5) Testigo. Se usaron con
cinco plantas como repeticiones en un disefio complefamente
al azar. La unidad experimental fue una maceta con una planta.
Los riegos se hicieron con agua destilada.

Variables registradas

Se registraron variables morfolégicas vy fisiolégicas  del
rendimiento con frecuencia de 28 dias después de la siembra
(dds); a partir del primer muestreo a los 46 dds, y los siguientes
alos 7,102, 130y 158 dds. La colonizacién radical y el contenido
de Ny P en tejido vegefal se registraron al final del estudio.

La materia seca de la parte aérea y radical de la planta se
determiné en estufa de aire forzado por 72 h a 75-80 °C (Sheldon,
VWR 1390FM, USA) y los componentes del rendimiento se

pesaron en bdscula semianalitica (Ohaus, Adventurer Pro, USA).

El érea foliar (cm?) se obtuvo con un integrador de drea foliar

(LI-COR, LI 3000A, USA).

Mediante la técnica de tincién y clareo de Phillips y Hayman
(1970) se prepararon 100 segmentos de raiz, con longitud de
1.5-1.6 cm de cada muestreo y se observaron al microscopio
Sptico con objetivo de inmersién (100 X). Llos resultados se
expresaron en porcenfaje de colonizacién micorrizica.

Finalmente, los contenidos de N (Micro-Kjeldahl) y P se
cuantificaron en un espectrofotémetro (Thermo Fisher Scientific,

modelo 400 ).

=102=

Microoganisms and inoculation

The microorganisms that were used were Rhizophagus
intraradices produced in the Rosario lzapa Experimental Station
of INIFAP. The inoculum contained 40 spores per gram of sterile
soil and Brachiaria decumbens L. roots with 95 % of colonization.
Azospirilum brasiense was purchased at the Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla with @ x 10° bacteria g of peat™.
Pseudomonas fluorescens Migula, was provided by Celaya
Experimental Station of INIFAP, with @ x 10° bacteria g of peat™.
Seeds were germinated in trays with the same substrate and
were transplanted to pots with two real leaves. At the time of
transplantation, in the sewing hole were applied 2 g of inoculum
mixed according to the treatment.

The five treatments are described as follows: 1) Azospirilum
brasilense Pseudomonas  fluorescens; 2) Rhizophagus
intraradices + P. fluorescens; 3) R. intraradices + A. brasilense;
4) A brasilense + R. intraradices + P. fluorescens; and 5) Control.
They were used with five plants as replications in a completely
at random design. The experimental unit was a pot with one
plant. Watering was made with distiled water.

+

Variables in record

Morphological and  physiological yield variables were
recorded 28 days after sowing (dds); from the first sampling to
46 dds, and the folowing o /4, 102, 130 and 158 dds. Root
colonization and N and P content in plant tissue were recorded
at the end of the study.

The aerial and root dry matter of the plant was determined in
a forced air oven for 72 h at 75-80 °C (Sheldon, VWR 1390FM,
USA) and the performance components were weighed on a
semiandlitical scale (Ohaus, Adventurer Pro)

The leaf area (cm?) was obtained with a leaf area integrator

(L-COR, LI 3000A, USA.

By the staining and polishing technique of Phillips and Hayman
(1970), 100 root segments with a length of 1.5-1.6 cm were
prepared from each sample and were observed under optical
microscope with immersion objective (100 X). The results were
expressed as percentage of mycorrhizal colonization.

Finally, the contents of N (Micro-Kieldahl) and P were
quantified in a spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,

model 400 1),



Andlisis estadistico

los efectos entre tratamientos se estimaron con un andlisis
de varianza para las variables morfolégicas, fisioldgicas, el
contenido de nitrégeno y fésforo con el procedimiento PROC
ANOVA. Posteriormente, se hizo una comparacién de medias
(Tukey, P <= 005) con el programa computacional Statistical

Andalysis System, versién 8.1 (SAS, 1999-2000).
Resultados y Discusién

Altura y drea foliar

Los resultados de los diferentes tratamientos se presentan en
el Cuadro 1. la inoculacién combinada de R. intraradices, A.
brasilense y P. fluorescens auments significativamente todos los
pardmetros de crecimiento.
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Statistical analysis

The effects between treatments were estimated with an
analysis of variance for the morphological, physiological
variables, the nitrogen and phosphorus content with the PROC
ANOVA procedure. Subsequently, a comparison of means (Tukey,

P <005) was done with the Statistical Analysis System, version
8.1 (SAS, 1999-2000).

Results and Discussion

Table 1
R intraradices, A. brasiense and P. fluorescens combined
inoculation significantly increased all the growth parameters.

shows the results of the different treatments. The

Cuadro 1. Altura, drea foliar y peso seco de raiz y vastago de las plantas de Tabebuia donnell-smithii Rose.

Altura Avrea foliar o0 seco
Tiempo (dds) Tratamientos (g planta)
(cm planta) (cm? planta™)
Raiz Vastago
A. brasilense + P. fluorescens 316007 b* 416+029b 0010 £ 00005cb 0019 + 00009 b
R intraradices + P. fluorescens 33801 ab 345:018b  0009:00005b 0017 = 00012 b
46 A. brasilense + R. intraradices 256016 ¢ 389:025b 0010 0000lab 0017 + 00006 b
R. intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 386+0.15a 547+023a 0011 +00002ab 0025+ 00010 a
Testigo 352:0150b 584:024a 00N :00008a 0026 +00004 a
CV% 92 120 108 938
A. brasilense + P. fluorescens 512:029a 2002:060b 0072+ 00028 a 0137+ 0005 b
R. intraradices + Pfluorescens 572+02%a 2788+ 113b 0035+ 00013 b 0124+ 0003 b
A A. brasilense + R. intraradices 498+ 25a 2572+055b 0014+ 00004 d 0050 = 0002 ¢
R.intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 518:012a 4331247 a 0040+ 000N ¢ 0239+ 0004 a
Testigo 419018 a 204+ 135b 0039+ 00030 ¢ 0129+ 0010 b
CV% Q9 101 102 Q6
A. brasilense + P. fluorescens 870+037 ¢ 24395+452 ¢ 0490:00I ¢ 0708 = 0020 b
R. intraradices + Pfluorescens M1.40:039ab 25856 :100bc 0616+ 00/ b 1317 £ 0033 a
102 A. brasilense + R. intraradices 1092011 b 28818+ 995b 0511 + 0004bc 0769 + 0040 b
R. intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 1266 + 025 a 43802+ 678a 1237 :0059a 1295+ 0007 a
Testigo 838:050c 24395429 c 0441 £ 0015 ¢ 0387+ 0013 ¢
CV% 75 6.1 938 80

=103=

Continta Cuadro 1.
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Continta Cuadro 1..

i Peso seco
Tiempo (dds) Tratamientos Alore Frea fller (g planta)
(cm planta™) (cm? planta™)
Raiz Véstago
A. brasilense + P. fluorescens 180040 ¢ 1576+ 428 ¢ 069+ 001 b 0790+ 002 d
R.intraradices + Pfluorescens 1380 073 ab 32691229 a 129+ 006 a 1.401 = 007 be
130 A.brasilense + R. intraradices 1240 :024 be 1951+ 408 b 083001 b 1502+ 006 b
R intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 1540 £ 050 a 3034+ 1062 a 1.15: 003 a 2129 + 009 a
Testigo 120037 ¢ 1396 = 1244 ¢ 081 =001 b 1172+ 001 ¢
CV% Q0 94 84 Q4
A. brasilense + P. fluorescens 1680 £ 093 b 729.1 + 142 be 246+016b 41 =007 be
R. intraradices + Pfluorescens 1770 0/6b N2:272¢ 319002 a 477 +0.17 ab
158 A. brasilense + R. intraradices 760:0/0b 7273+ 141 be 231:010b 391026 ¢
R.intraradices + A. brasilense + P. fluorescens ~ 21.80 + 066 a Q636735 a 3510154 499+ 008 a
Testigo 1820+ 058 b 7825+ 204b 217+ 008 b 405+ 027 be
CvV% Q8 109 96 100
dds = Dias después de la siembra; CV = Coeficiente de variacién (%).
"Valores con diferente letra dentro de cada factor y columna son estadisticamente diferentes (p = 003).
Table 1. Height, foliar area and dry weight of root and stem of Tabebuia donnell-smithii Rose plants.
Dry weight
Time Height Foliar area
Treatments (g plant!)
(dds) (cm plant!) (cm? plant)
Root Vastago
A. brasilense + P. fluorescens 316007 b* 416+029b 0010+ 00005b 0019 + 00009 b
R.intraradices + P. fluorescens 33801 ab 345:018b 0009 :00005b 0017+ 00012 b
46 A.brasilense + R. intraradices 256016 ¢ 389:025b 0010 £ 0000leb 0017 = 00006 b
R intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 386:015a 547023 a 00N £ 00002ab 0025 = 00010 @
Control 352:015ab 584:02%a 001N £ 00008 a 0026 = 00004 a
(&% 92 120 108 98
A. brasilense + P. fluorescens 512:029a 2002:060b 0072:00028a 0137+ 0005b
R.intraradices + Pfluorescens 57202 a 2788+ 113b 0055+ 00013 b 0.124 + 0003 b
74 A.brasilense + R. intraradices 498+ 25a 2572+055b 001400004 d 0050 = 0002 ¢
R intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 518:012a 4331 £ 247 a 0040 + 000N ¢ 0239+ 0004 a
Control 419018 a 204+ 135b 0039:00030c 0129 :0010b
CV% Q9 101 102 Q6
A. brasilense + P. fluorescens 870:037 ¢ 24395+ 452 ¢ 0490 = 00N ¢ 0708 = 0020 b
R. intraradices + Pfluorescens 11.40 +0.39 ab 25856100 bc 0616+ 0017 b 1.317 £ 0053 a
102 A. brasilense + R. intraradices 1092:011b 28818+ 995b 0511 + 0004bc 0769 + 0040 b
R.intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 1266+ 025a 43802+678a 12370059 a 1295+ 0007 a
Control 838:050¢ 24395+ 429 ¢ 0441 0015 ¢ 03870013 ¢
CV% 75 61 Q8 80

=104 #

Continue Table 1.
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Dry weight
Time Height Foliar area
Treatments (g plant)
(dds) (cm plant”) (cm? plant)
Root Véstago
A. brasilense + P. fluorescens N.80+040c 1576+ 428 ¢ 069 001 b 0790002 d
R.intraradices + Pfluorescens 1380 073 ab 32691229 a 129006 a 1.401 = 007 be
130 A. brasilense + R. intraradices 1240 024 be 1951+ 408 b 083:001 b 1502+ 006 b
R intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 1540+ 050 @ 3034+ 1062 a 115+ 003 @ 2129+ 009 a
Control N20:037 ¢ 1396+ 1244 ¢ 081+ 001 b 1172+ 001 ¢
CV% Q0 94 84 Q4
A. brasilense + P. fluorescens 1680+ 093 b 729.1 £ 142 be 246016 b 41 £ 007 be
R. intraradices + Pfluorescens 1770 0/6b 912:272¢ 319:002a 477 017 ab
158 A. brasilense + R. intraradices 760+0/0b 7273+ 141 be 231:010b 391026 ¢
R.intraradices + A. brasilense + P. fluorescens 2180+ 066 a Q6367350 351:015a 499 008 a
Control 1820+ 058 b 7825+ 204b 217 + 008 b 405+ 027 be
CvV% 98 109 Q6 100

dds = Days after sowing; CV = Coefficient of variation (%)

Values with different letter within each factor and column are statistically different (o < 005).

Las plantas tuvieron lento crecimiento los primeros 45 dds y, en
consecuencia, alcanzaron poca altura. A los 28 dias se observé
incremento en todos los tratamientos. Esfa dindmica se repitié en
los siguientes muestreos. Las diferencias estadisticas significativas
(P < 005) correspondieron a los 46, 102, 130 y 158 dds. Entre
los 46 y 7 dds, los tratamientos con los microorganismos
presentaron mayor altura de planta en comparacién al testigo,
y los valores promedio variaron de 1.32 cm, con la inoculacién
de los tres microorganismos, a 2.42 cm en las plantas tratadas
con R intraradices y A. brasilense.

En todos los casos el siguiente periodo de evaluacion, a los
102 dds, se registré incremento en altura de planta: 40
a los 70 cm; la mayor altura se obtuvo con la inoculacion
de los tres microorganismos y la menor con las dos bacterias
A. brasilense y P. fluorescens y el testigo. Después del tercer
muestreo y hasta el final de la evaluacién, las diferencias
en altura fueron superiores a 2 cm en los tratamientos con
microrganismos, en comparacién con el testigo.

En otras especies perennes como Theobroma cacao, Aguirre-
Medina et al. (2007) sefialan que a los 120 dds hay diferencias
promedio en altura de planta de @ cm en las inoculadas con
R intraradices, en relacién con el testigo. Karthikeyan et al.
(2009) citan aumento en la altura de planta al inocuar las
semilas de Catharanthus roseus (L) G. Don. con A. brasilense
y P fluorescens; sin embargo, en el presente estudio fue la
combinacién con menor induccién de altura de planta.
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Plants had slow growth the first 45 dds and, consequently,
reached low height. At 28 days, an increase in all treatments
was observed. This dynamic was repeated in the following
samplings. The significant statistical differences (P <= 005)
corresponded fo the 46, 102, 130 and 158 dds. Between 46
and 74 dds, treatments with the microorganisms presented higher
plant height compared fo the control, and the average values varied
from 1.32 cm, with inoculation of the three microorganisms, to
242 cm in the plants treated with R. intraradices and A. brasilense.

I all cases, the next evaluation period, at 102 dds, there was an
increase in plant height: 40 at 70 cm; the highest height was
obtained with the inoculation of the three microorganisms and
the lowest with the two bacteria A. brasilense and P. fluorescens
and the control. After the third sampling and until the end of the
evaluation, differences in height were greater than 2 cm in
treatments with microorganisms, compared fo the control.

Ih other perennial species such as Theobroma cacao L,
Aguirre-Medina et al. (2007) indicate that at 120 dds there are
average differences in plant height of @ cm in those inoculated
with R intraradices, in relation to the control. Karthikeyan et al.
(2009) cite increase in plant height by inoculating the seeds
of Catharanthus roseus (L) G. Don. with A. brasilense and
P. fluorescens; however, in the present study it was the
combination with lower induction of plant height.
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En trigo, Naiman ef al. (2009) muestran efectos diferentes
en la utilizacién de las fuentes de carbono cuando se inoculan
Azospirilum y Pseudomonas e indican su efecto en el crecimiento.
Zambrano y Diaz (2008) citan que A. brasilense promueve mayor
altura de planta en Gmelina arborea Roxb con Glomus manihotis
Howeler, Sieverding & Schenk y Paraglomus occutum (Walker)
Morton & Rededcker. Esfos antecedentes sugieren la contrastante
funcionalidad de las coinoculaciones en interaccién con las

plantas (Jaderlund et al, 2008)

El drea foliar evidencié valores de crecimiento, estadisticamente
diferente (P = 005) desde el primer muestreo con la
simbiosis de los tres micoorganismos. Solamente, a los 130 dds con
las bacterias A. brasilense + P. fluorescens presenté diferencia
estadistica (P = 005). En otras plantas, como el cacco y
café con R intraradices, también hay aumento del drea
foliar en condiciones de vivero (Aguirre-Medina et al, 2007;
201). Al respecto, Sylvia (2005) cita que las plantas después
de la colonizacién micorrizica incrementan su actividad
fotosintética, lo que se expresa en mas acumulacion de biomasa.

Peso seco de raiz y véstago

La mayor biomasa acumulada en el sistema radical y el véstago
durante el primer muestreo se registréd con el tratamiento de los tres
microrganismos vy en el testigo, ademds fueron estadisticamente
diferente (P <= O05) a los ofros tratamientos. El lento crecimiento
inicial en las plantas inoculadas con dos microorganismos
juntos es probable que se relacione con la mayor
demanda de fotosintatos por los micoorganismos durante |a
fase de establecimiento, aun cuando, con los tres microorganismos
el requerimiento de fuentes de carbono sea mayor vy, en
consecuencia, el crecimiento inicial es menor. Es posible
que la combinacién de mecanismos de accién entre los tres
microorganismos dependa de la compatibiidad funcional en la
fisiologia y bioquimica de la interaccién, entre los componentes
microbianos (Vézquez et al,, 2000).

En esta efapa, la disponibiidad de carbohidratos hacia el
vastago disminuye, dado que la mayoria de los compuestos
son requeridos por la raiz (Roveda y Polo, 2007) Wright
et al. (2005) documentaron grandes concentraciones de
carbohidratos solubles en las raices micorrizadas de maiz, y
agregan que después del periodo de establecimiento de la
simbiosis, normalmente, inicia el mecanismo de transporte de
nutrientes a la planta y el concomitante incremento en biomasa,
como sucedié en los muestreos siguientes con la inoculacién de
hongos y bacterias.

Los resultados correspondientes a los 102, 130 y 158 dds
evidencian que el crecimiento mds grande en el sistema radical
se presentd al inocular los tres microorganismos junfos. La
combinacién de bacterias y hongos, P. fluorescens + R. intraradices
mejora el crecimiento radical. P. fluorescens puede estimular
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In wheat, Naiman et al. (2009) show different effects on the
use of carbon sources when Azospirillum and Pseudomonas
are inoculated and indicate their effect on growth. Zambrano and
Diaz (2008) cite that A. brasilense promotes greater plant
height in Gmelina arborea Roxb with Glomus manihotis Howeler,
Sieverding & Schenk and Paraglomus occultum  (Walker)
Morton & Redecker. This background suggests the contrasting
functionality of co-inoculations in interaction with plants

(Jaderlund et al, 2008).

The leaf area evidenced growth values, statistically different
(P < 005 from the first sampling with the symbiosis of the three
microorganisms. Only, at 130 dds of the A.brasilense + P.fluorescens
bacteria it had a statistical difference (P = 0O05). In other
plants, such as cocoa and coffee with R. intraradices, there is also
an increase in leaf area under nursery conditions (Aguirre-
Medina et al, 2007; 2011). In this regard, Sylvia (2005) cites that
plants after mycorrhizal colonization increase their photosynthetic
activity, and what is expressed in more accumulation of biomass.

Dry root and stem weight

The highest biomass accumulated in the root system and the
stem during the first sampling was recorded with the treatment
of the three microorganisms and in the control were also
statistically different (P < O05) to the other treatments. The slow
initial growth in plants inoculated with two microorganisms
together is likely to be related to the increased demand
for photosyntates by microorganisms during the establishment
phase, even though with the three microorganisms the demand
for carbon sources is greater and, consequently, initial growth
is lower. It is possible that the combination of mechanisms of
action between the three microorganisms depends on the
functional compatibility in the physiology and biochemistry of
the interaction between the microbial components (Vazquez

et al, 2000).

At this stage, the availdbility of carbohydrates to the stem
decreases, since most of the compounds are required by the
root (Roveda and Polo, 2007). Wright et al. {2005) documented
large concentrations of soluble carbohydrates in mycorrhizal
roots of maize, adding that after the period of establishment
of the symbiosis, normally initiates the mechanism of transport of
nutrients fo the plant and the concomitant increase in biomass,
as happened in the following samplings with the inoculation of
fungi and bacteria.

In the samples corresponding to 102, 130 and 158 dds, the
largest growth in the root system occurred when inoculating
the three microorganisms together. The combination of bacteria
and fungi, P. fluorescens + R. intraradices improves root
growth. P. fluorescens can stimulate root proliferation (Sénchez
et al, 2005) through the production of indoleacetic acid (Patten
and Click, 2002), which is related to the promotion of plant



la proliferacién de raices (Sanchez et al, 2005) mediante la
produccién de dcido indolacético (Patten y Glick, 2002),
el cual se relaciona con la promocién del crecimiento vegetal
(Gamalero et al, 2003). La coinoculacién con las dos bacterias
A brasilense y P. fluorescens produjo 30 % menos de biomasa
radical y en el testigo 38 % al final del estudio, en comparacién
con el tratamiento que incluye a los tres microorganismos.

El peso seco del véstago fue superior y estadisticamente
diferente (P < O05) a los otfros tratamientos con la inoculacién
de los tres microorganismos, durante toda la evaluacién. En dos
muestreos, a los 102 y 158 dds, en el tratamiento con
R. intraradices + P. fluorescens se registré acumulacién de
biomasa semejante a la observada con la aplicacién de los
tres microorganismos, pero sin diferencia estadistica entre
elos (P < O05) En él se tuvo un comportamiento simiar durante el
primer muestreo (Cuadro 1).

La coinoadlacién con las dos bacterias generd menor cantidad
de biomasa en raiz y véstago a los 4, 102 y 130 dds, en
comparacién con los tratamientos integrados por las
bacterias en combinacién con R. infraradices. En ellas no se
obtuvo colonizacién radical por el hongo (MA) al inicio de la
evaluacién, pero si a los 4, 102 y 130 dds, con un incremento
de alrededor de 20 %; al final de la evaluacién, el porcentaje

fue de 26.

La colonizacién micorrizica es posible que corresponda a
los hongos (MA) contenidos en el sustrato, cuya presencia se
confirma, ademds, con los porcentajes del testigo (sin inocular).
Los hongos [MA) autéctonos indujeron menor desarrollo vegetal
en T. donnel-smithii y la mayor respuesta vegetal obtenida con
R.intraradices sugiere efecto diferencial en la capacidad de los
hongos para estimular el crecimiento de la planta, aun cuando
existe la posiblidad de haber sido colonizada también por
hongos (MA) autéctonos (Figura 1).

La coinoculacién de R. intraradices + P. fluorescens propicié un
mayor incremento en la biomasa seca de raiz y del vastago,
en comparacién con la combinacion R intraradices + A. brasilense.
El efecto fue mds evidente a partir de los Z y hasta los
158 dds, aunque la colonizacién micorrizica fue més alta con la
combinacién R. intraradices + A. brasilense durante todo el
periodo de evaluacién, en comparacién con la combinacién
de R intraradices + P. fluorescens, en la que se observéd
poca colonizacién radical del hongo (MA) al inicio, pero se
incrementé cerca de 60 % al final del muestreo.

La coinoculacion de las bacterias A. brasilense v P. fluorescens
respondié de manera diferencial con el mismo hongo (MA). Lo
anterior sugiere cierta especificidad entre las bacterias y
R. intraradices. Asi, la coinoculacién del hongo con la bacteria
especffica, puede inducir sinergismo en el crecimiento (Trabelsi
y Mhamdi, 2013). Con A. brasilense la colonizacién inicial fue
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growth (Gamalero et al, 2003). Co-inoculation with the two
bacteria A. brasiense and P. fluorescens produced 30 % less
radical biomass and 38 % in the control at the end of the study,
compared to the treatment with the three microorganisms.

The dry weight of the sfem was superior and statistically different
(P < 009) 1o the other treatments with the inoadation of the three
miqoorgarisms, throughout the evaluation. In two samples, at 102 and
158 dds, in the treatment with R. intraradices + P. fluorescens
accumulation of biomass similar to that observed with the application
of the three microorganisms was found, but without statistical
difference between them (P < 0O05). A similar behavior was
observed during the first sampling (Table 1).

The co-inoculation with the two bacteria generated less
biomass in root and stem in the samples at 7, 102 and
130 dds, compared to the treatments integrated by the bacteria
in combination with R. intraradices. No colonization by the
fungus (MA) at the beginning of the evaluation was obtained,
but at 7, 102 and 130 dds, with an increase of around 20 %, at

the end of the evaluation, the percentage was 26.

The mycorrhizal colonization might belong to the fungi
in the substrate, whose presence is confrmed in addition,
to the percentages of the control (without inoculation). The
autoctonous fungi (MA) induced smaller vegetal development
of T. donnelli-smithii and the greater vegetal response obtained
from R intraradices suggests a differential effect on the ability of
fungi to stimulate plant growth, even when there is a possibility
of having been colonized as well by autoctonous fungi (MA)
(Figure 1).

The co-inoculation of R infraradices + P. fluorescens led to a
greater increase in dry biomass of root and stem, compared fo
the R. intraradices + A. brasilense combination. The effect was more
evident from 4 and 158 dds, although mycorrhizal colonization was
higher with the R. intraradices + A. brasilense combination
during the whole evaluation period, when compared to the
R. intraradices + P. fluorescens combination, in which there was
little root colonization of the fungus (MA) at the beginning, but
increased by about 60 % at the end of sampling.

The co-inoculation of A. brasiense and P. fluorescens
bacteria responded differently with the same fungus (MA)
This suggests some specificity between the bacteria
and R. intraradices. Thus, coinoculation of the fungus with the
specific bacterium may induce synergism in growth (Trabelsi
and Mhamdi, 2013). With A. brazilense the initial colonization
was the highest and with P. fluorescens, it was at the end of the
study, and the same behavior was observed with the inoculation
of the two bacteria together with the fungus (MA). In wheat
the root growth is increased with Azospirilum and radical
colonization is not affected when inoculated with G. mosseae

(Nicolson & Gerd) Gerd. & Trappe and G. macrocarpum Tul &
Tul (Russo et al, 2005).
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Figura 1. Colonizacién micorrizica en la raiz de plantas de Tabebuia donnell-smithii Rose.

Figure 1. Mycorrhizal colonization in the root of Tabebuia donnell-smithii Rose plants.

la mds alta y con P. fluorescens, resulté al final del estudio, y
el mismo comportamiento se tuvo con la inoculacién de las
dos bacterias juntas con el hongo (MA). En trigo aumenta el
crecimiento radical con Azospirillum y no se afecta la colonizacion
rodico|/ al inocularse junto @ Glomus mosseae (Nico|son &

Gerd) Gerd. & Trappe y G. macrocarpum Tul & Tul (Russo et
al, 2005)

En los tratamientos con R. intraradices, el incremento en
el desarrollo de la planta hospedera puede deberse a la
mayor absorcién de nutrientes, mediante la hifa del hongo.
Posiblemente, por el aumento en la copocidod de absorcién
de las plantas micorrizadas (Leigh et al, 2009), por un efecto
estimulatorio en el desarrollo del micelio, como lo cita Barea et af.
(1998) con Pseudomonas sp. cepa FI13 y G. mosseae; ademds
de, la fijacion de nitrégeno por las bacterias (Hungria et al,
2004). Los resultados confirman la copocidod de colonizacién
de R. intraradices, y su efecto en inducir mayor crecimiento de
la p|on’ro hospedonfe/ en cultivos anuales, como en diferentes
variedades de maiz en Africa (Wright et al, 2005); con
maices criollos, variedades e hibridos en México (Aguirre—
Medina 2006); y cultivos perennes, como Coffea arabica L.
(Aguirre-Medina et al, 2011), Coffea canephora Pierre ex
A. Froehner (loarra-Puén et al, 2014) y Cedrela odorata L.
(Aguirre-Medina et al,, 2014),

la colonizacién micorrizica asociada con las bocferios,
no parece estar relacionada con la induccién del desarrollo
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In treatments with R intraradices, the increase in the
development of the host plant may be due to the greater
absorption of nutrients, through the fungus hypha. It is possible
from the increase in the absorption capacity of mycorrhized
plants (leigh et al, 2009), due to a stimulatory effect on
mycelial development, as stated by Barea et ol (1998) with
Pseudomonas sp. F1I3 strain and G. mosseae; in addition fo
nitfrogen fixation by bacteria (Hungria et al, 2004). Results
confirm the obih’ry of R intraradices to colonize, and their effect
on inducing higher host plant growth, in annual crops, as well
as on different maize varieties in Africa (Wright et al, 2005); with
Creole maize, varieties and hybrids in Mexico (Aguirre-Medina,
2006); and perennial crops like Coffea arabica L (Aguirre-
Medina et al, 2011), Coffea canephora Pierre ex A. Froehner
(lbarra-Pusdn et al, 2014) and Cedrela odorata L (Aguirre-
Medina et al, 2014).

Mycorrhizal colonization associated with bacteria does
not seem to be related to the induction of plant development
of Tabebuia donnell-smithii, since it varies occording to the
combination of the fungus with the bacterium. However, it
is expected that mycorrhizal symbiosis presents changes in
colonization levels (Sylvia, 2005) due to the interaction of
various environmental and management factors (Andrade

et al, 2009).



vegetal de Tabebuia donnell-smithii, ya que varia de acuerdo a
la combinacién del hongo con la bacteria. Sin embargo, es de
esperarse que la simbiosis micorrizica presente cambios en los
niveles de colonizacién (Sylvia, 2005) debido a la interaccién
de diversos factores ambientales y de manejo (Andrade et al, 2009).

Existen evidencias de que la micorriza interactia con una
amplia variedad de organismos en la rizosfera, como los
diazétrofos; aunque, la demanda por carbohidratos aumenta
con la coinoculacién de mds de un microorganismo (Lugtenberg
et al, 1999), y se ha estmado que alrededor de 20 % del
total de carbono asimilado por la planta es transferido al hongo
(Sylia, 2005) En el estudio que se documenta, el inaemento en
la acumulacién de biomasa en el tratamiento con los tres
microorganismos juntos sugiere la compatibiidad funcional de
los mismos con la planta hospedante, y que esta abastecié
carbono suficiente a los microorganismos.

Contenido de Ny P

Con respecto a los nutrientes, la Figura 2 muestra los contenidos

en T. donnell-smithii a los 140 dds.
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There is evidence that mycorrhiza interacts with a wide
variety of organisms in the rhizosphere, such as diazotrophs;
although the demand for carbohydrates increases with the
co-inoculation of more than one microorganism (Lugtenberg et
al, 1999), and it has been estimated that about 20 % of the
total assimilated carbon by the plant is transferred to the fungus
(Sylvia, 2005). In the study that is documented, the increase in
the accumulation of biomass in the treatment with the three
microorganisms fogether suggests the functional compatibility
of them with the host plant, and that it supplied enough carbon
to the microorganisms.

N and P content

In regard fo nutrients, Figure 2 shows the contents in T. donnell-

smithii at 140 dds.

La linea vertical indica * el error esténdar de cinco repeticiones. Letras diferentes son estadisticamente significativas (P<005). Coeficiente de variacién en nitrégeno

64 %y en fosforo 60 %.

The vertical line indicates * the standard error of five replicates. Different letters are statistically significant (P<005). Coefficient of variation in nitrogen 6.4 % and in

phosphorus 60 %.

Figura 2. Variacién del contenido de nitrégeno y fésforo en el tejido vegetal de Tabebuia donnell-smithii Rose por tratamiento a los

140 dics.

Figure 2. Variation of nitrogen and phosphorus content in the plant tissue of Tabebuia donnell-smithii Rose by treatment at 140 days.

El contenido de nitrégeno en el véstago de las plantas inoculadas
con A brasiense + P. fluorescens, R. intraradices + P. fluorescens; y
los tres microorganismos junfos fue mds alto en comparacion
con el resto de los tratamientos, pero sin diferencia estadistica.
Este resultado se puede relacionar con la competencia (Neuhauser
y Fargione, 2004) o incompatibiidad (Oyekanmi et al, 2007)
entre los microorganismos, ya que su incidencia funcional tiene efecto
primario en la nutricién vegetal y, en consecuencia, en el
crecimiento de la planta (Cano, 2011). Con Glomus fasciculatum
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The nitrogen content in the stem of the plants inoculated with
A. brasilense + P. fluorescens, R. intraradices + P. fluorescens;
and the three microorganisms together were higher compared fo
the rest of the treatments, but with no statistical difference. This
result can be related to competition (Neuhauser and Fargione,
2004) or incompatibiity (Oyekanmi et al, 2007) among
microorganisms, since ifs functional incidence has a primary
effect on plant nutrition and, consequently, on the growth of the

plant (Cano, 2011). With Glomus fasciculatum (Thaxt) Gerd. and
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(Thaxt) Gerd. & Trappe no se presenté incremento del contenido
de nitrégeno en el tejido vegetal de Astronium graveolens
Jacq, Tectona grandis Lf, Terminalia amazonia (Gmel) Exell y
Gmelina arborea Roxb., pero si de otros nutrimentos (Herndndez
y Salas, 2009). En diversas investigaciones, la inoculacion de
R intraradices + A. brasilense aumenté el contenido de N en el
tejido vegetal de C. arabica (Aguirre-Medina et al, 2011)

la mayor concentracién de fésforo en el tejido vegetal
se registrd cuando se coinoculd R. intraradices con A. brasilense
y con los tres microorganismos juntos. Los valores fueron
estadisticamente diferentes (P < 0.05). Muchos estudios
han demostrado que las plantas micorrizadas absorben P del
suelo de manera mas eficiente que las plantas no colonizadas
(Andrade et al, 2009). En Eleusine coracana Gaertn inoculada
con Glomus fasciculatum y A. brasilense se consigna mayor
absorcién de P, en comparacién con las plantas testigo (Geeta
et al, 2013). Se ha indicado que las hifas fungicas tienen mas
dfinidad por el ion fosfato cuando su concentracion es baja en la
solucién (Tajini y Drevon, 2012), y en sistemas de produccién
de pocos insumos, la actividad de la micorriza es mas efectiva
(GCrant et al, 2005), con énfasis en suelos de escasa fertilidad

(Mudge, 2003).

la coinoculacién de P. fluorescens con R. intraradices no
propicié mayor contenido de P en el tejido vegetal. Es probable
que este efecto se relacione con la funcionalidad de los dos
microorganismos y su efecto en la planta de T. donnell-smithii

Conclusiones

Lla inoculacién de los tres microorganismos juntos incrementé
el peso seco de raiz vy vastago de T. donnell-smithii durante
toda la evaluacion, y al final de la misma la coinoculacién
de R intraradices + P. fluorescens se expresé en similar
acumulacién de biomasa. El efecto de las combinaciones de
microorganismos en la asignacion de materia seca se expresd
después de los Z dds, momento en el cual se incrementd la
colonizacién radical del hongo micorrizégeno arbuscular.

La coinoculacién de los tres microorganismos y la coinoculacion
R.intraradices y A. brasilense promovieron mayor contenido de
Ny P en el tejido vegefo|.‘

Conflicto de interés

Los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Contribuciones por autor

Juan Francisco Aguirre Medina: planeacion y disefio de la investigacién, toma
de datos en muestreos, preparacién de muestras para andlisis vegetal,
colonizacién radical, formato y revisién del escrito; Juan Francisco Aguirre
Cadena: establecimiento y mantenimiento del experimento, preparacién
de sustrato, lenado de bolsa, riego y muestreos; Miguel Antonio Ramén Castro:
colecta de semila, establecimiento de experimento.

Trappe did not present increase of the nitrogen content in the
plant tissue of Astronium graveolens Jacq., Tectona grandis
Lf, Terminalia amazonia (Gmel) Exel and Gmelina arborea Roxb,,
but it did in other nutrients (Hernéndez and Salas, 2009). Ih other
investigations, inoculation of R infraradices + A. brasilense increased

the N content in the plant tissue of C. arabica (Aguirre-Medina
et al, 2011)

The highest phosphorus content in plant tissue was recorded
when R. intraradices was co-inoculated with A. brasilense
and with the three microorganisms together. The concentrations
were statfistically different (P < O05) Many studies have
shown that mycorrhizal plants absorb P from soil more efficiently
than non-colonized plants (Andrade et al, 2009). In Eleusine
coracana Gaertn inoculated with Glomus  fasciculatum and
A. brasilense, greater uptake of P is recorded compared fo
control plants (Geeta et al, 2013) It has been reported that fungal
hyphae have a higher offinity for phosphate ion when their
concentration is low in the solution (Tajini and Drevon, 2012),
and in low input production systems, mycorrhizal activity is more

effective (Grant et al, 2005), with emphasis on low fertility soils
(Mudge, 2003).

Co-inoculation of P. fluorescens with R. intraradices did not
lead to higher P content in plant tissue. It is likely that this effect
is related to the functionality of the two microorganisms and
their effect on the T. donnell-smithii plant.

Conclusions

The inoculation of the three microorganisms together
increased the dry weight of the root and the stem of T. donnel-
smithii along the whole assessment and at the end of it the
co-inoculation of R. intraradices + P. fluorescens expressed itself in
a simlar biomass accumulation. The effect of the combinations
of microorganisms in the asignation of dry matter became
apparent after 7 dds, a time at which the root colonization of
the arbuscular mycorrhizo| fungi increased.

The coinoculation of the three microorganisms and the
coinoculation R. infraradices and A. brasilense promoted a
greater content of N and P in the vegefal ﬁssue.‘
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