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Resumen en espafiol: La deficiencia de micronutrientes, particularmente de zinc (Zn),
constituye un problema de alcance global que limita el crecimiento de los cultivos y
reduce su calidad nutricional, contribuyendo al “hambre oculta” en poblaciones cuya
dieta se basa en cereales. En este contexto, la integracion de la fertilizacién con Zn y el
uso de microorganismos promotores del crecimiento vegetal surge como una alternativa
para potenciar la productividad y la sustentabilidad agricola. EI maiz (Zea mays L.) es
un cultivo clave a nivel mundial y nacional por su aporte a la seguridad alimentaria y a
sistemas productivos. El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de la aplicacion
combinada de Azospirillum argentinense Az39 y fuentes de Zn sobre la germinacion, el
crecimiento, el rendimiento y la calidad nutricional del grano. La investigacion se
desarrollé mediante un enfoque multiescala que incluyé ensayos in vitro, en laboratorio,
en condiciones controladas y a campo en sistemas de secano con suelos deficientes en
Zn. La cepa Az39 mostré compatibilidad en un rango de 0,02 a 0,4 g L * Zn,
alcanzando recuentos del orden de 10’ UFC mL™ con ZnO y 108 UFC mL™ con ZnSO,,
con reducciones conforme aumentaron las concentraciones, lo que evidencio un umbral
de tolerancia dependiente de la fuente y dosis. La aplicacion conjunta de Az39 y Zn
acelerd la germinacion, destacandose ZnSO, + Az39 con valores superiores al 70 % a
las 48 h. En el estadio V3 del maiz, esta combinacion promovié un incremento del 20-
25 % en el peso seco de la parte aérea y aumentos en los distintos pigmentos
fotosintéticos, entre 70% a superiores al 100% respecto al control. Ademas, los
tratamientos ZnSO,4 + Az39 y ZnO + Az39 incrementaron el peso seco radical en 40-45
%, Yy la combinacion ZnO + Az39 aumento la longitud de la raiz primaria en 35-40 %,
evidenciando efectos sinérgicos. A campo, las respuestas productivas estuvieron
condicionadas por la disponibilidad hidrica. En campafias con restriccion hidrica
durante el periodo critico del cultivo no se observaron diferencias entre los
tratamientos. Mientras que, con menor restriccion, los tratamientos integrados
alcanzaron rendimientos de 11.200 kg ha™, significativamente superiores al control de
7.700 kg ha™*. El contenido de Zn en grano se mantuvo estable incluso con incrementos
de rendimiento superiores al 40-50 %. Asi, la co-aplicacion de Az39 y Zn se posiciona
como una estrategia agrondmica promisoria para incrementar la productividad y la
calidad nutricional del maiz, contribuyendo al desarrollo de sistemas agricolas mas
eficientes y sustentables.



XEHOLE “1983-2023- 40 afios de la
"NH[: Democracia”

““Resumen en inglés: Micronutrient deficiency, particularly zinc (Zn), is a global
problem that limits crop growth and reduces their nutritional quality, contributing to
“hidden hunger” in populations whose diets are primarily based on cereals. In this
context, the integration of Zn fertilization and the use of plant growth-promoting
microorganisms emerges as a promising strategy to enhance agricultural productivity
and sustainability. Maize (Zea mays L.) is a key crop at both global and national levels
due to its contribution to food security and production systems. The objective of this
thesis was to evaluate the effect of the combined application of Azospirillum
argentinense Az39 and Zn sources on germination, growth, yield, and grain nutritional
quality. The study was conducted using a multiscale approach that included in vitro
assays, laboratory experiments, controlled-environment studies, and field trials under
rainfed conditions in Zn-deficient soils. The Az39 strain showed compatibility within a
range of 0.02 to 0.4 g L™ Zn, reaching population levels on the order of 10”7 CFU mL™?
with ZnO and 108 CFU mL™ with ZnSO,, with reductions observed as concentrations
increased, indicating a tolerance threshold dependent on Zn source and dose. The
combined application of Az39 and Zn accelerated germination, with ZnSO, + Az39
showing the highest values, exceeding 70% at 48 hours. At the V3 growth stage of
maize, this combination promoted a 20-25% increase in shoot dry weight and increases
in photosynthetic pigments ranging from 70% to over 100% compared to the control.
Additionally, the ZnSO, + Az39 and ZnO + Az39 treatments increased root dry weight
by 40-45%, while the ZnO + Az39 combination enhanced primary root length by 35-
40%, indicating synergistic effects. Under field conditions, yield responses were
influenced by water availability. In seasons with water limitation during the critical
growth period, no significant differences were observed among treatments. However,
under more favorable conditions, integrated treatments achieved yields of 11,200 kg
ha™1, significantly higher than the control (7,700 kg ha™). Grain Zn concentration
remained stable even when yield increased by more than 40-50%. Thus, the co-
application of Az39 and Zn represents a promising agronomic strategy to increase maize
productivity and nutritional quality of corn, contributing to the development of more
efficient and sustainable agricultural systems.
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RESUMEN

La deficiencia de micronutrientes, particularmente de zinc (Zn), constituye un problema de
alcance global que limita el crecimiento de los cultivos y reduce su calidad nutricional,
contribuyendo al “hambre oculta” en poblaciones cuya dieta se basa en cereales. En este
contexto, la integracion de la fertilizacion con Zn y el uso de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal surge como una alternativa para potenciar la productividad y la
sustentabilidad agricola. EI maiz (Zea mays L.) es un cultivo clave a nivel mundial y nacional
por su aporte a la seguridad alimentaria y a sistemas productivos. El objetivo de esta tesis fue
evaluar el efecto de la aplicacion combinada de Azospirillum argentinense Az39 y fuentes de
Zn sobre la germinacion, el crecimiento, el rendimiento y la calidad nutricional del grano. La
investigacion se desarrollé mediante un enfoque multiescala que incluyo ensayos in vitro, en
laboratorio, en condiciones controladas y a campo en sistemas de secano con suelos
deficientes en Zn. La cepa Az39 mostré compatibilidad en un rango de 0,02 a 0,4 g L * Zn,
alcanzando recuentos del orden de 10’ UFC mL™ con ZnO y 10® UFC mL™ con ZnSO,, con
reducciones conforme aumentaron las concentraciones, lo que evidencio un umbral de
tolerancia dependiente de la fuente y dosis. La aplicacién conjunta de Az39 y Zn acelero la
germinacion, destacandose ZnSO, + Az39 con valores superiores al 70 % a las 48 h. En el
estadio V3 del maiz, esta combinacion promovié un incremento del 20-25 % en el peso seco
de la parte aérea y aumentos en los distintos pigmentos fotosintéticos, entre 70% a superiores
al 100% respecto al control. Ademas, los tratamientos ZnSO, + Az39 y ZnO + Az39
incrementaron el peso seco radical en 40-45 %, y la combinacién ZnO + Az39 aumentd la
longitud de la raiz primaria en 35-40 %, evidenciando efectos sinérgicos. A campo, las
respuestas productivas estuvieron condicionadas por la disponibilidad hidrica. En campafas
con restriccion hidrica durante el periodo critico del cultivo no se observaron diferencias entre
los tratamientos. Mientras que, con menor restriccion, los tratamientos integrados alcanzaron
rendimientos de 11.200 kg ha™, significativamente superiores al control de 7.700 kg ha™. El
contenido de Zn en grano se mantuvo estable incluso con incrementos de rendimiento
superiores al 40-50 %. Asi, la co-aplicacién de Az39 y Zn se posiciona como una estrategia
agrondémica promisoria para incrementar la productividad y la calidad nutricional del maiz,

contribuyendo al desarrollo de sistemas agricolas mas eficientes y sustentables.
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ABSTRACT

Micronutrient deficiency, particularly zinc (Zn), is a global problem that limits crop growth
and reduces their nutritional quality, contributing to “hidden hunger” in populations whose
diets are primarily based on cereals. In this context, the integration of Zn fertilization and the
use of plant growth-promoting microorganisms emerges as a promising strategy to enhance
agricultural productivity and sustainability. Maize (Zea mays L.) is a key crop at both global
and national levels due to its contribution to food security and production systems. The
objective of this thesis was to evaluate the effect of the combined application of Azospirillum
argentinense Az39 and Zn sources on germination, growth, yield, and grain nutritional quality.
The study was conducted using a multiscale approach that included in vitro assays, laboratory
experiments, controlled-environment studies, and field trials under rainfed conditions in Zn-
deficient soils. The Az39 strain showed compatibility within a range of 0.02 to 0.4 g L™ * Zn,
reaching population levels on the order of 107 CFU mL~ ! with ZnO and 108 CFU mL™ !
with ZnSO,, with reductions observed as concentrations increased, indicating a tolerance
threshold dependent on Zn source and dose. The combined application of Az39 and Zn
accelerated germination, with ZnSO, + Az39 showing the highest values, exceeding 70% at 48
hours. At the V3 growth stage of maize, this combination promoted a 20-25% increase in
shoot dry weight and increases in photosynthetic pigments ranging from 70% to over 100%
compared to the control. Additionally, the zZnSO, + Az39 and ZnO + Az39 treatments
increased root dry weight by 40-45%, while the ZnO + Az39 combination enhanced primary
root length by 35-40%, indicating synergistic effects. Under field conditions, yield responses
were influenced by water availability. In seasons with water limitation during the critical
growth period, no significant differences were observed among treatments. However, under
more favorable conditions, integrated treatments achieved vyields of 11,200 kg ha™ ¢t
significantly higher than the control (7,700 kg ha™ 1). Grain Zn concentration remained stable
even when yield increased by more than 40-50%. Thus, the co-application of Az39 and Zn
represents a promising agronomic strategy to increase maize productivity and nutritional
quality of corn, contributing to the development of more efficient and sustainable agricultural

systems.

Vi



-

e
e ::"_““\

” - - . T — )
- - ,.)/-_4___-_,‘

o | Y ///////
\
/',Zj";‘:i —-:;f 4{_
- :_/-:, /Ié:,,!l'j‘i}i‘__ .
—~ -f" i} ! -

_—
N
- '\‘
.

CAPITULO 1.

Introducciéon General



1. Antecedentes
1.1 Importancia del cultivo de maiz en Argentina

El maiz (Zea mays L.) constituye uno de los cultivos estratégicos para la economia
agricola argentina, tanto por su papel clave en la seguridad alimentaria y el abastecimiento
interno, como asi también por su importancia dentro del complejo agroindustrial orientado a la
exportacion. Su versatilidad como materia prima permite su transformacion en productos de
alto valor agregado, tales como carnes, bioetanol y diversos subproductos industriales,
consolidando su posicion como uno de los pilares de la produccién nacional (Paolilli et al.,
2021; Erenstein et al., 2022). En particular, en la campafa 2023/2024 el 64% de la produccién
se destino a la exportacion, el 29% al consumo animal, el 6% a industrializacion y otros usos,
y el 1% correspondio6 al stock final (MAGyP, 2025a).

El protagonismo que posee este cultivo se explica tanto por la magnitud de la
produccién como por el desempefio exportador del pais. De acuerdo con estimaciones del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), Argentina se ubica entre los
cinco principales paises productores de maiz a nivel mundial, junto con Estados Unidos,
China, Brasil y la Union Europea (USDA, 2025). Por su parte, la Fundacion Agropecuaria
para el Desarrollo de Argentina (FADA) sefiala que el pais ocupa el tercer lugar a nivel
mundial en exportaciones de maiz, considerando las exportaciones efectivas recientes y su
participacion en el comercio internacional, lo que reafirma su rol estratégico en el mercado
global del cereal (FADA, 2025). Este desempefio se sustenta en una estructura productiva
altamente competitiva y tecnificada, con fuerte presencia en la Region Pampeana, que
concentra cerca del 82% de la producciéon nacional. La insercidén internacional del maiz
argentino se diversifica entre los principales destinos asiaticos, africanos y latinoamericanos,
con una destacada participacion de Vietnam, Corea del Sur y Egipto como paises importadores
clave (FADA, 2025).

Durante el primer semestre de 2025, las exportaciones del complejo maicero argentino
alcanzaron USD 3.961 millones, lo que representa aproximadamente el 6% de las
exportaciones totales del pais. Dentro del conjunto de productos agroindustriales, el maiz

aport6 cerca del 17% del valor total exportado, consoliddndose como uno de los principales



rubros generadores de divisas. Estos datos reflejan que el maiz ademas de ser un cultivo clave
por su volumen de produccion, lo es por su peso econémico y su capacidad de dinamizar
distintas actividades vinculadas —como la industria, el transporte y los servicios—,
desempefiando asi un papel central en la estructura productiva nacional (FADA, 2025). En
este sentido, comprender su dinamica productiva y exportadora resulta clave para analizar la

evolucion del sector agroindustrial nacional y su

contribucion al crecimiento econémico del pais. -

28%

Chaco
0.4 %

Dentro de las principales provincias, Cérdoba S A
- -, . 12.1%
explica el 35,9% de la produccion nacional del Cérdoba
Entre Rios

45%

cultivo, seguida por Buenos Aires, provincia que

San Luis
35%
Buenos Aires

31.1%

aporta el 31,1%, y en tercer lugar en importancia

se encuentra Santa Fe con un 12,1% (Fig. 1). En ~ “eeer
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de Bioagroindustria de Cordoba, 2024).

A

Figura 1 Principales provincias
productoras del pais. (Campafia
2023/24) SAGYP, 2025.

1.2 Desarrollo vegetativo y reproductivo del maiz

El maiz (Zea mays L.), perteneciente a la familia Poaceae, es una especie anual de
crecimiento determinado ampliamente cultivada por su grano. La planta presenta un sistema
radical fasciculado compuesto por raices seminales y adventicias nodales, que contribuyen a la
absorcion de agua y nutrientes y al anclaje. El tallo es erecto y segmentado en nudos y
entrenudos, con hojas alternas de lamina alargada y venacion paralela. Es una especie
monoica, con inflorescencia masculina dispuesta en una panoja terminal y la femenina en

espigas axilares (mazorcas), donde se desarrollan los granos (Fig. 2).



El ciclo ontogénico del cultivo se describe cominmente mediante la escala fenoldgica
de Ritchie y Hanway (1982; Fig. 3), que luego de la germinacién, distingue un periodo
vegetativo (VE-VT) y uno reproductivo (R1-R6). Asi, la germinacion constituye la primera
etapa del desarrollo y se inicia con la imbibicion de la semilla, la cual requiere absorber
aproximadamente entre 30 y 40 % de su peso en agua para activar los procesos metabdlicos
que conducen a la emergencia de la radicula y
del coledptilo. En esta fase temprana se
establecen las bases del vigor inicial de la
plantula, parametro estrechamente vinculado con
la uniformidad de la implantacion del cultivo y el
rendimiento potencial del cultivo (Carcova et al.,
2003). Tras la emergencia (VE), el apice
permanece protegido bajo la superficie del suelo
durante los primeros estadios, lo que confiere
cierta tolerancia a eventos de estrés térmico.
Durante el periodo vegetativo, los estadios se

identifican con la letra V seguida del numero de

hojas completamente expandidas. En las etapas

V4-V6 ocurre la transicion del meristema Figura 2 Morfologia general de la
apical desde la diferenciacion foliar hacia la planta de maiz. A) parte inferior; B)
formacion de las estructuras reproductivas, parte superior con inflorescencia
determinandose el nimero potencial de hojasy, ~ masculina; C) centro de la planta con
por lo tanto, el area foliar maxima. A partir de inflorescencia femenina; D) espiga
V6 se inicia la elongacion de los entrenudos, ~ femenina; 1) espiguilla masculina, 2)
proceso que continGa hasta el panojamiento  flor masculina; 3) granos de polen, 4)
(VT). En esta fase se definen atributos flor femenina, 5) flor femenina con
estructurales que condicionaran la captacion de  estigma; 6) vista frente de fruto, 7) fruto:
radiacion y la capacidad fotosintética del vista lateral femenina. Ilustracion
cultivo. botanica tomada de Kohler, 1897.

El periodo reproductivo comienza con la emergencia de los estigmas (R1), momento

en que se produce la fecundacion. Le siguen las etapas de cuaje (R2), grano lechoso (R3),



grano pastoso (R4), grano duro o dentado (R5) y madurez fisiolégica (R6). Entre R3 y R5
ocurre el llenado efectivo de los granos, fase critica en la determinacion del rendimiento final.
La madurez fisiologica se identifica por la formacion de la “capa negra”, que indica el cese del
transporte de asimilados hacia el grano. Finalmente, el rendimiento del cultivo se define
principalmente por el nimero de granos por unidad de superficie y el peso individual de los
granos, componentes que se determinan en distintos momentos del ciclo y que son
particularmente sensibles a las condiciones ambientales y nutricionales durante la

diferenciacion reproductiva y el llenado de grano (Savin, 2003; Carcova et al., 2003).
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Figura 3 Etapas fenologicas del cultivo de maiz desde la siembra hasta la madurez fisioldgica
segun la escala propuesta por Ritchie y Hanway (1982). Se ilustran los principales estados
vegetativos (VE, emergencia; V1, V4 y V9) y reproductivos (VT, panojamiento; R1, floracion

0 emision de estigmas; R6, madurez fisioldgica).

1.3 Déficit de Zinc en los suelos agricolas

En la agricultura actual, la intensificacion de los sistemas productivos y el enfoque
exclusivo en el incremento del rendimiento han resultado en una elevada extraccion de
nutrientes y el consiguiente agotamiento de la fertilidad de los suelos (Cakmak, 2008). A ello
se suma el efecto dilucién, fendémeno por el cual los aumentos en el rendimiento tienden a
disminuir la concentracién de micronutrientes en el grano, lo que plantea un desafio adicional

para alcanzar simultdneamente altos rendimientos y buena calidad nutricional (Cakmak, 2008,



2011). En la Region Pampeana los balances de nutrientes son negativos para los cultivos
extensivos, evidenciando que la reposicion realizada mediante fertilizacion resulta insuficiente
frente a la extraccién generada por los granos producidos (Koritschoner et al., 2023; Sainz
Rozas et al., 2025).

Una problemética regional del sur de la provincia de Cdrdoba da cuenta de la baja
disponibilidad de micronutrientes en el suelo, particularmente Zinc (Zn), Cobre (Cu), Hierro
(Fe) y Manganeso (Mn) (Volmer y Ratto, 2005). Entre ellos el Zn es uno de los mas criticos,
detectandose en la mayoria de los sitios valores inferiores a 1 mg kg~ ! (Ratto y Miguez, 2005;
Sainz Rozas et al., 2025), concentracion que corresponde al nivel critico de este
micronutriente para maiz determinado por Barbieri et al. (2017) (Fig. 4). Ademas, se ha
observado una relacion directa entre el contenido de Zn disponible y la materia organica del
suelo, de modo que suelos con bajos niveles de materia organica tienden a presentar una
menor disponibilidad de este micronutriente, lo cual se vincula estrechamente con el sistema

de manejo del suelo (Espésito et al., 2010).

En este sentido, la mayor parte del Zn presente en los suelos se encuentra en formas no
disponibles para las plantas, principalmente asociado a 0xidos metalicos y otros complejos
minerales. Las plantas acceden al Zn disuelto en la solucién del suelo, adsorbido en la
superficie de las particulas de arcilla o acomplejado con moléculas organicas de la materia
organica. Su absorcién ocurre principalmente en forma de cationes bivalentes (Zn*?) y, bajo
condiciones de pH elevado, también como cation monovalente (ZnOH* ) (Cakmak, 2015).
Las plantas presentan dificultades para absorber Zn cuando las condiciones edéaficas o
climaticas limitan su disponibilidad. En cuanto a los factores del suelo que afectan la
disponibilidad de Zn para las plantas son aquellos que controlan la cantidad de este elemento
en la solucién del mismo y su sorcidn-desorcion desde/hacia la solucion del suelo. Estos
factores incluyen: el contenido total de Zn, pH, contenido de materia organica, contenido de
arcilla, contenido de carbonato de calcio, condiciones redox, actividad microbiana en la
rizosfera, estado de humedad del suelo, temperaturas bajas, concentraciones de otros

oligoelementos, concentraciones de macronutrientes, especialmente fosforo (Alloway, 2008).
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Figura 4 Distribucion espacial de la disponibilidad de Zn en suelos de la region pampeana
argentina en distintos momentos historicos: condicién pristina, 2011, 2018 y 2024. Los mapas
muestran la evolucion de las concentraciones de Zn disponible en el suelo y evidencian un
aumento progresivo de las areas con niveles deficientes o bajos de este micronutriente.
Adaptado de Sainz Rozas et al., (2025)

1.4 Importancia del zinc en la nutricion vegetal y humana

Entre los nutrientes esenciales para los cultivos, el Zn presenta suma importancia
debido a sus diversas funciones en el vegetal. Es esencial para la sintesis de ADN, asi como
para los procesos de division y elongacion celular (Marschner, 2011). Ademas, participa en la
sintesis de fitohormonas, como las auxinas, claves para la regulacion del crecimiento (Suganya
et al., 2020). Su carencia puede provocar desequilibrios hormonales que derivan en anomalias
en la arquitectura de las plantas y un desarrollo reducido. Desempefia un rol clave en la
integridad estructural y funcional de los cloroplastos. Su ausencia limita la energia disponible
para el crecimiento al reducir la eficiencia de los procesos fotosintéticos y la sintesis de
clorofila (Alloway, 2008). Ademas, es indispensable para la estabilidad y adecuada actividad
de numerosas enzimas, por lo que las plantas deficientes en este micronutriente suelen
presentar alteraciones metabolicas y una disminucion en la sintesis de proteinas (Nautiyal y
Shukla, 2013). El Zn resulta imprescindible durante los estadios tempranos del crecimiento del
maiz, dado que la absorcion de este micronutriente es mayor al inicio del ciclo productivo y se

ha evidenciado una relacién positiva entre la concentracion foliar de este nutriente y el



rendimiento del cultivo (Ratto et al., 1991).

Con respecto a los sintomas de deficiencia de este micronutriente en las plantas de
maiz, se observa clorosis internerval en hojas nuevas, plantas enanas, escaso desarrollo radical
y menor rendimiento productivo (Hafeez et al., 2013; Domingues et al., 2016; Fig. 5). La
aparicion de sintomas es comdn durante las primeras etapas del desarrollo del cultivo,
especialmente entre la segunda y tercera semana, y se caracteriza por su caracter transitorio,
tendiendo a desaparecer completamente con el avance del ciclo. S6lo en algunas situaciones,
en lotes de suelos arenosos, se ha observado que los sintomas de deficiencia de Zn persisten
hasta la floracion (Alloway, 2008; Marschner, 2012). Sin embargo, una situacion similar
ocurre en lotes que estdn en produccion bajo siembra directa, con elevada fertilizacion
fosfatada y en periodos de baja humedad (Ratto y Miguez, 2005). La aplicacion de Zn durante
la etapa de desarrollo del grano contribuye a aumentar la concentracién de dicho
micronutriente en el mismo, ya que este puede ser absorbido por la epidermis foliar y luego

transportado a otras partes de la planta a través del xilema y floema (Impa et al., 2013; Liu et
al., 2019).

Figura 5 Sintomas de deficiencia de Zn en plantas, incluyendo clorosis internerval en las

hojas, deformacion foliar y enanismo. Fuente Espdsito et al. (2021).



Ademaés de su importancia en la produccion agricola, el Zn cumple un rol esencial en
la nutricion humana. En este sentido, la deficiencia dietética de micronutrientes esenciales (o
“hambre oculta”) constituye una crisis de salud publica global, que afecta a mas de cinco mil
millones de personas en todo el mundo convirtiéndolo en uno de los problemas més criticos de
nuestro tiempo (Passarelli et al., 2024). El déficit de micronutrientes, incluidos el Zn, se asocia
con graves consecuencias para la salud humana como el retraso en el crecimiento, un sistema
inmunoldgico comprometido y pérdidas significativas de productividad a nivel global (Ahsan
et al., 2021; Khan et al., 2022; Hussain et al., 2022; Younas et al., 2023). Esta situacion es
especialmente grave en dietas centradas principalmente en alimentos a base de cereales, los

cuales representan la mayor proporcién de la ingesta diaria en muchas regiones (Cakmak et
al., 2010; Bouis et al., 2011). En este contexto, aun cuando la concentracion natural de Zn en
el grano de maiz suele variar entre 14 a 24 mg.kg™ ' (Hess, 2017), esta cantidad resulta
insuficiente para satisfacer los requerimientos nutricionales humanos, estimados en
aproximadamente 38 mg kg~ * (Mutambu et al., 2023). Este ultimo corresponde a un valor
objetivo establecido por la organizacion internacional de investigacion HarvestPlus como
parte de sus estrategias de biofortificacion, con el fin de mejorar la calidad nutricional de
cultivos basicos consumidos por poblaciones vulnerables (Bouis y Welch, 2010). Esta
organizacion junto a CGIAR (por sus siglas en inglés; Grupo Consultivo para la Investigacion
Agricola Internacional) e IFPRI (por sus siglas en inglés; Instituto Internacional de
Investigacion sobre Politicas Alimentarias), trabajan para combatir el hambre oculta a través
del desarrollo y la difusion de variedades de cultivos enriquecidas con vitaminas y minerales
(Bouis y Welch, 2010).

1.5 Manejo del zinc en los cultivos de maiz

Entre las principales estrategias destinadas a mitigar la deficiencia de Zn en la
poblacion se incluyen: (i) fortificacion industrial de alimentos, que implica la adicion del
micronutriente durante su procesamiento; (ii) suplementacién nutricional, basada en el
consumo directo de preparados especificos; (iii) diversificacion de la dieta, mediante la
incorporacion de alimentos naturalmente ricos en Zn; (iv) mejora genética, orientada al
desarrollo de cultivares con mayor concentracién del micronutriente; y (v) biofortificacion,

cuyo objetivo es incrementar el contenido de Zn en los cultivos. Sin embargo, las estrategias



de fortificacion y suplementacion suelen ser poco accesibles para sectores con recursos
limitados, mientras que el mejoramiento genético constituye un proceso prolongado, costoso y
sujeto a incertidumbres. En este contexto, la biofortificacién agrondémica, a través de practicas
de fertilizacion especificas y el empleo de tecnologias complementarias, se presenta como una
alternativa eficaz, de rapida implementacién y relativamente accesible, capaz de incrementar
la concentracion de Zn en los cultivos y contribuir a una alimentacién més saludable (Praharaj
et al., 2021; Dhaliwal et al., 2022; Aslam, 2023). En este sentido, las deficiencias de Zn se
corrigen en la mayoria de los casos aplicando fertilizantes, ya sea Zn en forma granular, con
macronutrientes iniciales (NPK), como recubrimiento o incorporado en el grénulo de
macronutrientes. Los granulos del fertilizante Zn o NPK se esparcen y se incorporan al suelo o
se aplican en bandas al suelo debajo y al lado de las hileras de semillas. Histéricamente, el
sulfato de Zn (ZnSQO,) ha sido la fuente preferencial para aplicar este micronutriente. Este es
un compuesto soluble al agua y puede ser aplicado en bandas, en cobertura total y en forma
foliar. Sin embargo, existen otras alternativas para las fuentes de este elemento, algunas de las
cuales afirman una mayor eficiencia de la disponibilidad de Zn para la planta (Lindenmayer,
2007). Dentro de las mismas, se mencionan (Alloway, 2008): 6xido de Zn (ZnO) este es de
baja solubilidad; complejo de amonio-Zn, el cual puede ser incluido con arrancadores
liquidos; quelatos sintéticos de Zn, estos compuestos son hasta cinco veces mas eficaces que
las fuentes inorganicas solubles en una base de contenido de Zn; residuos organicos variables,
como estiércol y otros residuos organicos que son muy buenas fuentes de Zn. En este sentido,
el tratamiento de semillas con Zn, tanto en formulaciones solidas como liquidas, ha
demostrado promover incrementos en la acumulacion de materia seca de la parte aérea y del
sistema radical, asi como mejoras en el nimero de granos y en la productividad del cultivo
(Dourado Neto et al., 2015; Choukri et al., 2022). Estos efectos se explican por el rol del Zn
como componente esencial de diversos sistemas enzimaticos involucrados en la regulacion del
metabolismo de carbohidratos, fosfatos y proteinas, asi como en la sintesis de auxinas, ARN y
ribosomas, procesos clave para el crecimiento y desarrollo vegetal (Dubey y Pathak, 2024). No
obstante, la respuesta del cultivo a la fertilizacion con este micronutriente depende
fuertemente del estado nutricional inicial del suelo, ya que en situaciones donde los contenidos
disponibles del micronutriente superan el nivel critico, no se observan incrementos

significativos en los componentes del rendimiento ni en la productividad del maiz (Jamami et
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al., 2006; Gongalves Junior et al., 2007).

1.5.1. Fertilizacion de Zn en el cultivo de maiz

En la Region Pampeana Argentina, numerosos estudios han documentado respuestas
positivas del cultivo de maiz a la fertilizacion con Zn, especialmente en suelos con baja
disponibilidad del micronutriente. En este sentido, en una red de 14 ensayos realizados en
diferentes localidades de la region pampeana durante las campafias 2009/10 y 2010/11, se
registraron respuestas significativas a la fertilizacion con Zn en ocho de los sitios evaluados,
determinandose una dosis 6ptima promedio de 1,5 kg Zn ha™(Michiels y Ruffo, 2012). Esta
aplicacion permitié obtener incrementos de rendimiento de 736 kg ha™ (6,8 %) respecto al

tratamiento con aplicacion de N y P, y de 484 kg ha™ (4,4 %) respecto al tratamiento donde se
afiadio N, P y S, sin observarse disminuciones de rendimiento asociadas a la incorporacion de
este micronutriente. Asimismo, en el sur de la provincia de Cérdoba, donde se registraron
niveles de Zn disponible en suelo entre 0,19 y 0,80 kg ha™, se evalué la respuesta del cultivo
de maiz a la aplicacion de dosis crecientes de Zn (0-3 kg Zn ha™). Los resultados mostraron
incrementos de rendimiento desde 7206 kg ha™ en el tratamiento sin Zn hasta valores de 8071-
8112 kg ha™ en los tratamientos fertilizados, lo que representa aumentos de aproximadamente
12-13 % en el rendimiento de grano (Esposito et al., 2010). Resultados similares han sido
reportados en experimentos de campo realizados en Mollisoles con disponibilidades
contrastantes de Zn en suelo, donde se evaluaron distintas estrategias de fertilizacion
(tratamiento de semilla, aplicacion foliar y aplicacion al suelo) en cinco sitios-afio. En estos
ensayos, el rendimiento de grano del tratamiento control varié entre 3990 y 12 856 kg ha™,
mientras que los tratamientos fertilizados con Zn alcanzaron valores de 4526 a 14 385 kg ha™,
con respuestas comprendidas entre 892 y 2519 kg ha™ respecto al tratamiento sin fertilizacion
(Martinez-Cuesta et al., 2020). Considerando estos antecedentes, se destaca la importancia de
desarrollar estrategias que no s6lo incrementen la productividad, sino también la calidad

nutricional de los granos.
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1.5.2 Estrategias biologicas que promueven una agricultura sostenible

En el marco de la biofortificacibn agrondmica, las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) constituyen una
estrategia biol6gica complementaria a la fertilizacion mineral, con potencial para mejorar la
nutricion y el desarrollo de los cultivos (Olanrewaju et al., 2017; Kaur y Karnwal, 2023). Estas
bacterias constituyen un grupo funcional diverso de microorganismos capaces de colonizar la
rizésfera, la superficie radical o los tejidos vegetales, ejerciendo efectos beneficiosos sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Vacheron et al., 2013; Spaepen y Vanderleyden,
2015).

Los mecanismos mediante los cuales las PGPR estimulan el crecimiento vegetal
incluyen una combinacion de efectos directos e indirectos que actuan de manera
complementaria sobre procesos fisiologicos, nutricionales y fitosanitarios del cultivo (Fig. 6).
Entre los mecanismos directos mas relevantes se destacan la produccion de fitohormonas, la
mejora en la disponibilidad y absorcion de nutrientes minerales, la fijacion bioldgica de
nitrégeno y la modulacién de procesos fisiologicos clave durante las etapas tempranas del
desarrollo de los cultivos (Cassan et al., 2011). Como se menciono, dentro de los mecanismos
directos, la sintesis de fitohormonas constituye uno de los procesos centrales en la promocion
del crecimiento vegetal. Numerosas PGPR producen auxinas, particularmente acido indol-3-
acetico (AlA), las cuales estimulan la elongacion celular, la formacién de raices laterales y el
desarrollo de pelos radicales, incrementando la superficie de absorcion de agua y nutrientes
(Dobbelaere et al., 2003). Asimismo, algunas cepas son capaces de sintetizar citoquininas y
giberelinas, hormonas involucradas en la regulacion del crecimiento aéreo, la division celular
y el desarrollo de 6rganos reproductivos (Bottini et al., 2004; Glick, 2012), asi como otros
reguladores del crecimiento vegetal, como 4&cido abscisico, etileno y acido salicilico
(Strzelczyk et al., 1994; Cohen et al., 2008; Sahoo et al., 2014). Ademas, las PGPR pueden
incrementar la disponibilidad de nutrientes mediante procesos como la solubilizacion de
compuestos fosfatados inorganicos, la mineralizacion de compuestos organicos y la
produccién de sideroforos, moléculas quelantes que facilitan la absorcién de hierro en suelos

con baja disponibilidad de este micronutriente (Vessey, 2003; Richardson et al., 2009).
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Asimismo, se ha demostrado su capacidad para favorecer la absorcion de micronutrientes
como Zn, Mn (manganeso) y Cu (cobre), a través de modificaciones en la rizosfera que
aumentan su solubilizacion y movilidad (Adesemoye et al., 2009; Gadd, 2010). La fijacién
biolégica de nitrégeno (FBN) constituye otro de los mecanismos directos ampliamente
documentados, particularmente en bacterias asociativas del género Azospirillum. Estas
bacterias convierten el N atmosférico (N, ) en formas asimilables por la planta, contribuyendo
al suministro parcial de este nutriente esencial y mejorando la eficiencia del uso del nitrégeno
en cultivos no leguminosos, como el maiz (Bashan y de-Bashan, 2010). En cuanto a los
mecanismos indirectos, las PGPR pueden mitigar el impacto del estrés bidtico y abidtico
mediante la activacion de la resistencia sistémica inducida (ISR), un fendmeno que
desencadena respuestas defensivas frente a patdgenos sin comprometer el crecimiento vegetal
(Pieterse et al., 2014). Asimismo, algunas bacterias producen enzimas como ACC desaminasa,
que reducen los niveles de etileno en plantas sometidas a condiciones de estrés, favoreciendo
el crecimiento radical y la tolerancia a situaciones adversas como sequia, salinidad o

deficiencias nutricionales (Glick, 2014; Sivasakthivelan et al., 2021).
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Figura 6 Representacion de los mecanismos directos e indirectos de las PGPR en la

promocion del crecimiento vegetal y el control de fitopatogenos: (1) produccién de
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fitohormonas, (2) fijacion de N, , (3) solubilizacion de fosfatos, (4-5) secrecion de
antibidticos y enzimas liticas, y (6) competencia por espacio y nutrientes en la rizosfera.
Imagen tomada y adaptada de Ansabayeva et al. (2025)

Entre las PGPR, las especies del género Azospirillum se destacan por ser uno de los
grupos mas estudiados y utilizados en agricultura (Cassan y Diaz-Zorita, 2016). Estas
bacterias se asocian frecuentemente con las raices de gramineas y otros cultivos, donde
contribuyen al crecimiento vegetal a través de distintos mecanismos fisioldégicos y
metabolicos. Estimulan principalmente el desarrollo del sistema radical, favoreciendo una
mayor exploraciéon del suelo y una mejora en la absorcién de agua y nutrientes, efectos
estrechamente vinculados a la produccion de reguladores del crecimiento vegetal,
particularmente auxinas (Tien et al., 1979; Bashan y de-Bashan, 2010; Cassan et al., 2011;
Sivasakthivelan et al., 2021). En lo que respecta al género Azospirillum, desde el punto de
vista taxonomico, este pertenece a la clase Alphaproteobacteria y al orden Rhodospirillales, y
actualmente constituye el género tipo de la familia Azospirillaceae (Pfennig y Triiper, 1971;
Tarrand et al., 1978; Baldani et al., 2015). Los miembros de Azospirillum son bacterias Gram
negativas, diazotroficas, de vida libre y no formadoras de esporas, capaces de acumular
granulos intracelulares de poli-B-hidroxibutirato. EI grupo fue originalmente descrito por
Beijerinck (1925) bajo el nombre Spirillum lipoferum, pero posteriormente Tarrand et al.
(1978) establecieron el género Azospirillum, incluyendo inicialmente a A. lipoferum y A.
brasilense. Con el avance de los estudios taxondmicos y gendmicos, el nUmero de especies
reconocidas dentro del género ha aumentado considerablemente. Actualmente se han descrito
al menos 24 especies validas, entre ellas A. brasilense, A. lipoferum, A. argentinense y A.
baldaniorum, a las que se suman nuevas especies propuestas en afios recientes, alcanzando
aproximadamente 32 especies registradas en la base de datos de la List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature (LPSN) (Nievas et al., 2023). Dentro de este grupo, varias
especies han sido empleadas para el desarrollo de inoculantes agricolas, especialmente en
paises de América del Sur. Entre ellas, Azospirillum brasilense ha sido histéricamente la méas
utilizada, aunque en los Ultimos afios también se han incorporado cepas pertenecientes a A.
baldaniorum y A. argentinense (Okon y Labandera-Gonzélez, 1994; Cassan y Diaz-Zorita,
2016).
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1.5.2.1 Azospirillum argentinense Az39: una cepa de relevancia para la agricultura

Dentro del género Azospirillum, una de las especies mas estudiadas es Azospirillum
brasilense, recientemente reclasificada como Azospirillum argentinense sp. nov. (dos Santos
Ferreira et al., 2022). En particular, la cepa Az39, aislada originalmente de la rizosfera de trigo
en la provincia de Cérdoba (Fig. 7), ha sido ampliamente reconocida por su capacidad para
promover el crecimiento vegetal y aumentar el rendimiento en cultivos extensivos como trigo
y maiz. Esta cepa fue obtenida a partir de raices de Triticum aestivum L. cultivado en Marcos
Juarez (Cérdoba, Argentina) y posteriormente depositada en la coleccion de cultivos BPCV-
IMYZA-INTA (Rodriguez Caceres et al., 2008).

En Argentina, el desarrollo de inoculantes basados en Azospirillum tiene una larga
trayectoria, destacandose el registro en 1996 del primer producto comercial formulado con la
cepa Az39, actualmente reclasificada como A. argentinense. Desde entonces, numerosos
ensayos a campo en maiz han demostrado su efectividad en la promocion del crecimiento y el
rendimiento del cultivo. En este contexto, un metaanalisis reciente que integré ensayos
realizados en la regién pampeana argentina, evaluo el impacto de la inoculacion con la cepa
Az39 en cereales bajo una amplia diversidad de condiciones ambientales y productivas,
aportando evidencia robusta sobre la consistencia de sus efectos en sistemas agricolas reales.
El analisis incluyo 638 sitios experimentales en trigo y 318 en maiz, con rendimientos que
oscilaron entre 850 y 8990 kg ha™ en trigo y 2020 y 18 654 kg ha™ en maiz. En promedio, la
inoculacion con Az39 increment6 el rendimiento de grano en 231 kg ha™ en trigo y 432 kg ha
! en maiz (p < 0,01), valores que representan aproximadamente 5,4 % y 4,5 % del rendimiento
méaximo alcanzable, respectivamente. Asimismo, la respuesta positiva a la inoculacion se
observé en alrededor del 77 % de los sitios evaluados, aunque la magnitud del efecto vario
segun el nivel productivo y las condiciones ambientales, reflejando el caracter multifactorial
que determina el rendimiento de los cultivos (Maroniche et al., 2024). Estos resultados
sintetizan la evidencia generada por numerosos estudios previos que evaluaron el desempefio
agrondémico de esta cepa, lo que contribuyé a su recomendacion para la formulacion de
inoculantes comerciales destinados a diversos cereales y otros cultivos (Rodriguez Céaceres et

al., 2008; Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia, 2008; Cassan et al., 2015). De hecho, se estima
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que esté presente en alrededor del 75 % de los productos basados en Azospirillum utilizados en
Sudamérica, lo que la posiciona como una cepa de referencia ampliamente estudiada tanto en

condiciones de laboratorio como en sistemas agricolas (Cassan et al., 2020).

Figura 7 Imagen de microscopia electronica de barrido de Azospirillum argentinense Az39.

Tomada de dos Santos Ferreira et al. (2022).

Cabe destacar que la respuesta de los cultivos a la inoculacion con PGPR depende
estrechamente del contexto nutricional y del manejo agronomico. Mientras que deficiencias
severas de nutrientes dificilmente pueden ser compensadas exclusivamente mediante la accion
biologica, los esquemas de fertilizacion sin limitaciones tienden a reducir la contribucién
relativa de los microorganismos asociados a la eficiencia en el uso de recursos (Ferraris y
Faggioli, 2008). En este sentido, comprender la interaccion entre los procesos bioldgicos de la
rizosfera y la disponibilidad de nutrientes resulta clave para el desarrollo de estrategias de

manejo integradas.

En particular, la combinacién de la inoculacion con Azospirillum argentinense Az39 y la
fertilizacién con micronutrientes esenciales, como Zn, representa una alternativa potencial
para optimizar el crecimiento vegetal y la productividad del cultivo de maiz. Si bien existe
evidencia que demuestra efectos positivos tanto de la inoculacién con Azospirillum como de la

fertilizaciébn con Zn sobre el crecimiento, la nutricién y el rendimiento del maiz en
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condiciones de campo, la mayoria de los estudios han evaluado estos factores de manera
independiente. En consecuencia, aun es limitado el conocimiento acerca de su interaccion y de
los posibles efectos complementarios o sinérgicos que podrian generarse en el sistema suelo-

planta-microorganismo.

Considerando que las PGPR pueden modificar la disponibilidad y absorcion de nutrientes
en la rizosfera, el analisis conjunto de la inoculacién con A. argentinense Az39 y la
fertilizacién con Zn adquiere especial relevancia para comprender su impacto sobre el
crecimiento, el rendimiento y la calidad del grano de maiz. En este contexto, el presente

trabajo plantea la siguiente hipotesis y objetivos general y especificos.

2. Hipotesis y Objetivos
2.1 Hipotesis

La inoculacion de Azospirillum argentinense Az39 combinado al micronutriente Zn
incrementa el comportamiento germinativo, el crecimiento y rendimiento del cultivo de maiz y

la calidad nutritiva del grano.

2.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacion con Azospirillum argentinense Az39 y la aplicacién
del micronutriente Zn, en forma individual y combinada, sobre el comportamiento
germinativo, el crecimiento, el rendimiento y la calidad nutritiva del grano de maiz, con el
propésito de valorar su potencial como estrategia integrada de biofertilizacién y

biofortificacion del cultivo.
2.3 Objetivos especificos

1. Establecer la capacidad de Azospirillum argentinense Az39 para crecer en presencia de

diferentes fuentes y concentraciones de Zn in vitro, a fin de investigar la
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compatibilidad fisiologica entre la bacteria y el micronutriente y su potencial uso

conjunto en tratamientos de semillas.

Determinar el efecto de la inoculacion con A. argentinense Az39 y la suplementacion
con Zn sobre la germinacion de semillas de maiz, con el proposito de identificar
posibles interacciones sinérgicas o antagonistas durante las etapas de crecimiento

tempranas del cultivo.

Determinar el efecto de la inoculacién con A. argentinense Az39 y la fertilizacion con
Zn sobre el crecimiento y el contenido de pigmentos fotosintéticos en plantas de maiz
bajo condiciones controladas, con el fin de caracterizar las respuestas fisiologicas

asociadas al tratamiento combinado.

Investigar el efecto de la inoculacion con A. argentinense Az39 y la fertilizacion con
Zn sobre los componentes del rendimiento y la calidad nutricional del grano de maiz
en condiciones de campo, con el propdsito de estimar el impacto agronémico y

nutricional del uso combinado de ambos tratamientos
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CAPITULO 2:

Azospirillum frente a los compuestos de zinc:

evaluacion in vitro de la cepa Az39
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1. Antecedentes

El uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) constituye una de
las estrategias biotecnoldgicas més relevantes para mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes
y promover sistemas agricolas mas productivos y ambientalmente sustentables (Bashan y de-
Bashan, 2010; Vacheron et al., 2013; Basu et al., 2021; Backer et al., 2018; Jalal et al., 2023;
Kumar et al., 2022). Estas bacterias interactian estrechamente con las raices de las plantas y
pueden estimular el crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos, tales como la
produccion de fitohormonas, la fijacion bioldgica de nitrogeno, la mejora en la arquitectura
radical y la optimizacion de la absorcion de nutrientes esenciales, contribuyendo ademas a una
mayor tolerancia frente a condiciones ambientales adversas (Vacheron et al., 2013; Basu et
al., 2021; Santoyo et al., 2021; Jalal et al., 2023).

Dentro de este grupo funcional, el género Azospirillum ha sido ampliamente estudiado
debido a su capacidad para establecer asociaciones beneficiosas con gramineas de importancia
agronémica, modulando procesos fisioldgicos clave asociados al crecimiento y desarrollo
vegetal (Dobbelaere et al., 2001; Cassan et al., 2011). En este contexto, Azospirillum
argentinense Az39 se destaca como una cepa de alto interés agronomico, con eficacia
demostrada como bioinoculante en cultivos extensivos, incluyendo maiz, y una elevada
estabilidad bajo diferentes condiciones ambientales y de manejo (Rodriguez Céaceres et al.,
2008; Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia, 2008; Cassan et al., 2015). La reciente reclasificacion
taxonomica de esta cepa como Azospirillum argentinense Az39 (dos Santos Ferreira et al.,
2022) consoliddé su posicionamiento como cepa modelo para la industria de inoculantes en
Sudamérica. En este marco, estudios recientes destacan que la expresion de los mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal por parte de Azospirillum spp. y la magnitud de la
respuesta observada en las plantas dependen fuertemente de factores ambientales y
nutricionales, asi como de la capacidad de la bacteria para sobrevivir, multiplicarse y mantener
su actividad metabdlica en distintos contextos edaficos y de manejo (Dobbelaere et al., 2001;
Cassan et al.,2011; Bashan y de-Bashan, 2010; Chattaraj et al., 2025).

Diversos estudios han demostrado que la accién de las PGPR puede verse modulada
por la disponibilidad y forma quimica de los nutrientes, influyendo sobre la eficiencia de

absorcion, la regulacién metabdlica y la tolerancia al estrés abidtico (Alloway, 2008; Jalal et
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al., 2023). En este sentido, la interaccion entre A. argentinense Az39 y micronutrientes
esenciales, particularmente el Zn, adquiere una relevancia central dado su rol clave tanto en
procesos fisioldgicos vegetales como microbianos. EI Zn es un micronutriente indispensable
tanto para las plantas como para los microorganismos del suelo. En los vegetales, participa en
la activacion de numerosas enzimas, en la sintesis de proteinas, en la regulacion hormonal,
especialmente de auxinas, en la estabilidad de membranas y en el mantenimiento de la
integridad estructural y funcional de los cloroplastos (Alloway, 2008; Marschner, 2011).
Asimismo, su participacion en sistemas antioxidantes dependientes de Zn y en la regulacién de
procesos metabdlicos esenciales para el crecimiento celular temprano convierte a este
micronutriente en un factor critico durante las etapas iniciales del desarrollo vegetal (Jalal et
al., 2023).

En los sistemas agricolas, la disponibilidad de Zn en el suelo depende en gran medida
de su forma quimica y de los procesos microbianos que regulan su movilizacion y
transformacion (Kamran et al., 2017). Una fraccion considerable del Zn presente en los suelos
se encuentra en formas minerales poco solubles, por lo que la actividad de microorganismos
rizosféricos puede desempefiar un papel fundamental en su disponibilidad bioldgica. Asi
mismo, este micronutriente es aportado principalmente mediante compuestos tales como el
sulfato de Zn (ZnSQ,), caracterizado por su alta solubilidad, y el 6xido de Zn (ZnO), de menor
solubilidad, cuyas propiedades fisicoquimicas pueden condicionar su interaccion con los
microorganismos del suelo y su disponibilidad biolégica (Alloway, 2008; Jalal et al., 2023).
Desde el punto de vista microbiologico, el Zn también influye sobre la supervivencia
bacteriana, la actividad enzimatica y la expresion de rasgos funcionales asociados a la
promocion del crecimiento vegetal. Sin embargo, cuando su concentracion intracelular supera
determinados umbrales fisioldgicos puede generar efectos toxicos asociados a alteraciones en
la homeostasis metalica, desestabilizacion de proteinas y perturbaciones en la integridad de
membranas celulares (Nies, 2003; Lemire et al., 2013; Fukami et al., 2017; Ma et al., 2018).
En bacterias ambientales se ha reportado que la tolerancia al Zn puede variar ampliamente
entre especies y cepas, dependiendo de los sistemas de regulacién de metales presentes en la
célula. Estudios sobre resistencia microbiana a metales indican que numerosas bacterias del
suelo pueden tolerar concentraciones aproximadas de 0,006 a 0,33 g L™ de Zn*? (equivalentes

a 0,1-5 mM), aunque cepas con mecanismos de resistencia mas eficientes pueden tolerar
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niveles superiores (Bruins et al., 2000). En bacterias asociadas a la rizdsfera se ha descripto
que la tolerancia al Zn puede variar entre cepas, con concentraciones minimas inhibitorias
comprendidas entre 0,04 y 0,16 g L™ de Zn, valores a partir de los cuales se observa inhibicion
del crecimiento bacteriano dependiendo de la especie evaluada (Raklami et al., 2024).
Asimismo, la forma quimica del Zn influye en su biodisponibilidad y toxicidad, observandose
que, compuestos como nanoparticulas de ZnO han demostrado que pueden generar efectos
inhibitorios sobre bacterias del suelo a concentraciones comprendidas entre 0,04 y 0,41 g L™,
debido principalmente a la liberacion progresiva de iones Zn*? en el medio y a la alteracién de
la homeostasis metalica celular (Dimkpa et al., 2012).

En este marco, la evaluacion de la supervivencia de Azospirillum argentinense Az39 frente a
diferentes compuestos de Zn bajo condiciones in vitro constituye un paso metodologico clave
para comprender los limites fisioldgicos de la bacteria y su compatibilidad con estrategias de
fertilizacion mineral. Este enfoque permite generar informacion fundamental para el disefio de
tecnologias integradas que combinen inoculacién bacteriana y fertilizacion con
micronutrientes de manera eficiente y sustentable. Para determinar las concentraciones y
compuestos de Zn a las cuales esta bacteria es capaz de crecer, se abordd el siguiente objetivo

especifico:

2. Objetivo especifico

Establecer la capacidad de Azospirillum argentinense Az39 para crecer en
presencia de diferentes fuentes y concentraciones de Zn in vitro, a fin de investigar la
compatibilidad fisioldgica entre la bacteria y el micronutriente y su potencial uso conjunto en

tratamientos de semillas.

3. Metodologia
3.1 Determinacion de supervivencia bacteriana frente a los compuestos de Zn

Se utilizd la cepa Azospirillum argentinense Az39, cultivada en medio liquido LB

22



(Luria Broth, Bertani, 1951) durante 24 h en agitador orbital a 28 °C y 80 rpm. A partir de este
cultivo se obtuvo el inoculo bacteriano utilizado en los ensayos de supervivencia y

crecimiento. La composicion del medio LB se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1 Composicion de Medio liquido LB (1 L) (Bertani, 1951)

Componente Cantidad
Tripteina 10g
Extracto de 5¢g
levadura

NaCl 59

Para evaluar la capacidad de crecimiento de Az39 en presencia de Zn, se transfirieron
500 pL del inéculo a 50 mL de medio minimo liquido (MM), cuya composicion se presenta en
la Tabla 2, suplementado con diferentes concentraciones de Zn en forma de 6xido (ZnO) o
sulfato (ZnSQO,). Las dosis evaluadas para cada fuente de Zn se presentan en la Tabla 3, de
acuerdo con el esquema experimental ilustrado en la Figura 8. Cada ensayo in vitro se repitio

3 veces de manera independiente.
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Tabla 2 Composicion de medio minimo (1L)

Componente  Cantidad
K,HPO, 059
MgSO, 059
Glucosa 1g
CaCl, 10 mL
FeCls 10 mL
MnCl, 10 mL
ZnS0Oy 1mL
Agar 20gL*

Tabla 3 Tratamientos evaluados en el ensayo in vitro para el analisis de la respuesta de

Azospirillum argentinense Az39 a distintas fuentes y dosis de Zn.

Tratamiento Fuente de Zn Dosis (g L™ 1) Inoculacion
Control (+) - 0 Si

Zn0O Zn0O 0,02-0,03-0,2-0,4-0,6 Si

ZnS0O4 ZnS0O4 0,02-0,2-0,4-0,8 Si

Control (-) - 0 No

Se realiz6 un seguimiento del crecimiento durante un periodo de 72 horas, con
intervalos de muestreo cada 24 horas de incubacion, mediante la evaluacion de la pureza del
cultivo y el recuento de células viables. Los resultados se expresaron en Unidades Formadoras
de Colonias por mililitro (UFC mL~ 1) (Herigstad et al., 2001). Para ello, se empled la técnica
de microgota descrita por Somasegaran y Hoben (1994). Se prepararon diluciones decimales
seriadas, utilizando 900 pL de soluciéon salina (NaCl al 0,9%) y 100 pL de muestra.

Posteriormente, se sembraron tres gotas de 20 pL por cada dilucién en un medio de cultivo
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selectivo para bacterias fijadoras de N libre, NFb-Rojo Congo cuya composicion se detalla en
la Tabla 4 (nitrogen free broth; Rodriguez Céceres, 1982). Las placas se dejaron secar y, a
continuacion, se incubaron a 28 °C. El recuento se realiz6 a partir de aquellas diluciones que
presentaron entre 3 y 30 colonias por gota. Finalmente, las UFC se calcularon mediante la

siguiente expresion:

UFC mL'=(promedio dl nimero de colonias) X (factor de dilucién) x 50

Tabla 4 Composicion medio s6lido Nfb-Rojo Congo (1 L) (Rodriguez Céceres, 1982)

Componente Cantidad
Acido malico 59
K,HPO, 05g
MgSO4 0,29
NaCl 01g
CaCl, 10 mL
FeCls 10 mL
K(OH) 459
Extracto de levadura 0,2 g
Agar 12 g
Rojo Congo 15 mL
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Figura 8 Esquema experimental de los tratamientos evaluados para la determinacion de la

supervivencia de Azospirillum argentinense Az39 frente a los compuestos de Zn.

3.2 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de compuestos de Zn

La capacidad de solubilizacion de compuestos de Zn por parte de Az39 se evaluo
mediante un ensayo en medio sélido, siguiendo la metodologia descripta por Sharma et al.
(2012). Para ello, se utilizaron colonias de Az39 obtenidas a partir de medio NFb- Rojo Congo
solido, las cuales se transfirieron como spot sobre placas conteniendo medio minimo
suplementado con 6xido de Zn (ZnO) al 0,1 %, como fuente insoluble de Zn. Las placas se
cubrieron con papel de aluminio y se incubaron en oscuridad a 28 °C durante 7 dias (Fig. 9).
Transcurrido este periodo, se evalud la presencia o ausencia de zonas claras alrededor de las
colonias, asi como el diametro de dichas zonas cuando correspondié. La formacidn de halos se
considerd indicativo de la capacidad de solubilizacién de los compuestos de Zn presentes en el

medio. El ensayo se repiti6 en tres ocasiones independientes.
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Los tratamientos evaluados fueron:
e Control: medio minimo completo + Az39

e T1: medio minimo completo suplementado con ZnO al 0,1 % + Az39

> eV

e“\‘ "N
Presencia/ausencia
de halos*

Cubrir con papel

MM + ZnO al 0.1%.

Placa de Petri con colonias aluminio e incubar

de la cepa Az39 28 °C 7 dias

*Imagen ilustrativa de placa con medio minimo con presencia de halos de solubilizacion de Mumtaz et al., 2017

Figura 9 Esquema experimental de la metodologia empleada para la determinacion de la
capacidad de Azospirillum argentinense Az39 para solubilizar 6xido de Zn. La imagen de la
placa de Petri denota la presencia de halos de solubilizacion de Zn (extraida de Mumtaz et
al., 2017).

3.3 Analisis estadistico

Los datos de las diferentes variables evaluadas para todas las experiencias fueron
sometidos a un analisis de la varianza (ANOVA). Se verificaron los supuestos de
homogeneidad de las varianzas y normalidad utilizando las pruebas de Levene y Shapiro-
Wilk, respectivamente. Ademas, se empled la prueba de LSD Fisher Alfa al 5 % para
determinar diferencias significativas entre tratamientos, con el programa InfoStat/Profesional
version. (Di Rienzo et al., 2020). Las Figuras se elaboraron utilizando el software Graph Pad

Prism (version 8.0.3.0).
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4. Resultados y Discusion
4.1 Capacidad de crecimiento bacteriano en presencia de Zn

Las colonias obtenidas en medio NFb-Rojo Congo presentaron la morfologia tipica de
Azospirillum argentinense Az39, caracterizada por colonias de color rojo escarlata, superficie
plana y textura seca (Fig. 10), confirmando la identidad y estabilidad fenotipica de la cepa
bajo las condiciones experimentales evaluadas (dos Santos Ferreira et al., 2022). Los ensayos
in vitro mostraron que Azospirillum argentinense Az39 mantiene su viabilidad y forma
colonial caracteristica en el medio selectivo y es capaz de crecer en presencia de compuestos
de Zn (ZnO y ZnSO,) dentro de los rangos de concentracion evaluados. Estas observaciones
confirman la tolerancia y adaptabilidad de la cepa a ambientes enriquecidos con Zn y son
coherentes con la descripcion fenotipica y funcional de Az39 como cepa empleada en
inoculantes agricolas. La reclasificacion genémica reciente que posiciona a Az39 como
Azospirillum argentinense respalda su caracter de cepa tipo y su potencial agronémico
documentado (dos Santos Ferreira et al., 2022).

Figura 10 Placa de recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC mL-1) de la cepa Az39

cultivada en medio Nfb- Rojo Congo. Cada sector de la placa corresponde a una dilucion
diferente, indicada por los niimeros escritos_(2 = 10%; 3 =10%; 4 = 10*; 5 = 10™; 6 = 10° UFC

mL™). Se observan colonias caracteristicas de la cepa distribuidas en los distintos sectores de

dilucion. Imagen propia
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Los ensayos in vitro realizados en medio de cultivo liguido MM y en medio s6lido
Nfb-Rojo Congo, si bien demostraron que Az39 fue capaz de crecer en presencia de ambos
compuestos de Zn, fue posible observar diferencias en los rangos de concentracion tolerados.
En medio minimo suplementado con ZnO la cepa mantuvo su viabilidad en concentraciones
comprendidas entre 0,02 y 0,4 g L™ (Fig. 11a). El crecimiento maximo se observé a las 48 h,
con recuentos del orden de 10 UFC mL™, tanto en el tratamiento control como cuando se
adicion6 0,02 g L~ 1, mientras que, con 0,4 g L™ se observé un crecimiento del orden de 10’
UFC mL™. En cuanto a las concentraciones superiores a dicho rango fue posible observar una
disminucién significativa del crecimiento desde las primeras 24 h, sugiriendo un efecto

inhibitorio asociado al aumento de la carga de Zn en el medio.

Por su parte, en la adicion de ZnSO, al medio de cultivo, Az39 fue capaz de crecer en
un rango de concentraciones de 0,02 a 0,4 g L™ (Fig. 11b). EI maximo crecimiento bacteriano
se registrd a las 24 h, principalmente con 0,02 g L™ de ZnSO, siendo similar al control, los
cuales presentaron valores mas elevados de UFC mL™ del orden de 10%, sin diferencias
estadisticamente significativas entre si (p < 0,05). En cuanto a la dosis de 0,4 g L™ se observo
un recuento bacteriano del orden de 10° UFC mL™, donde dosis superiores produjeron una
reduccion significativa del crecimiento bacteriano, evidenciando la existencia de un umbral
fisiologico de tolerancia frente al Zn. En todos los ensayos, el tratamiento control negativo (-)
no evidencié crecimiento bacteriano (datos no mostrados), confirmando la ausencia de

contaminacién y la confiabilidad de las condiciones experimentales.
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Oxido de zinc
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Figura 11 Crecimiento de Az39 en medio liquido MM suplementado con Oxido de Zn (a) y
sulfato de Zn (b) a distintas concentraciones. El crecimiento se expresé como Logio UFC mL™
y se evalud a 0, 24, 48 y 72 h. Los valores representan la media + error estandar. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tiempo (p <
0,05)
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Los resultados obtenidos indican que Azospirillum argentinense Az39 mantiene su
capacidad de crecimiento en presencia de concentraciones moderadas de Zn, aunque se
observa una disminucién significativa del crecimiento cuando la concentracion del
micronutriente aumenta. Este comportamiento es consistente con lo reportado para numerosas
bacterias del suelo, en las cuales el Zn*? actlia simultaneamente como micronutriente esencial
y como potencial agente toxico cuando supera ciertos umbrales fisiol6gicos (Chandrangsu et
al., 2017; Lemire et al., 2013). En bajas concentraciones, este elemento cumple funciones
estructurales y cataliticas en numerosas enzimas bacterianas, participando en procesos
metabdlicos como la regulacién de proteinas, la estabilizacion de estructuras ribosomales y la
actividad de enzimas oxidoreductasas. Sin embargo, a concentraciones elevadas puede inducir
estrés oxidativo debido a la perturbacion de los sistemas antioxidantes bacterianos y al
incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que contribuye a limitar la
proliferacion celular bajo estas condiciones. Uno de los principales mecanismos mediante los
cuales concentraciones elevadas de Zn*? afectan a las bacterias, es la desestabilizacion de la
homeostasis de metales intracelulares. El exceso de este puede desplazar otros cationes
metélicos esenciales, como hierro o manganeso, de los sitios activos de diversas enzimas,
fendbmeno conocido como mismetallation, lo que conduce a la pérdida de funcionalidad en
proteinas clave del metabolismo celular (Nies, 2003; Lemire et al., 2013). Ademas, el aumento
de Zn intracelular puede inducir estrés oxidativo debido a la alteracion de los sistemas
antioxidantes bacterianos y al incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Chandrangsu et al., 2017). En el presente trabajo, se evaluaron concentraciones comprendidas
entre 0,02 y 2 g L™ de Zn, segtn el compuesto utilizado. Estos valores se encuentran dentro
del orden de magnitud reportado para estudios de tolerancia bacteriana a este metal. En
bacterias asociadas a la rizésfera, se han reportado concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) para Zn entre 0,04 y 0,16 g L™ de Zn, a partir de las cuales se observa inhibicién del
crecimiento bacteriano dependiendo de la cepa evaluada (Raklami et al., 2024). Asimismo, se
ha descrito que numerosas bacterias ambientales presentan tolerancias variables al Zn,
generalmente en rangos comprendidos entre 0,006 y 0,33 g L™ de Zn*? (Bruins et al., 2000).
En este contexto, los efectos observados en el presente estudio pueden interpretarse
considerando que la respuesta bacteriana al Zn depende tanto de la concentracion como de la

forma quimica del metal. Por lo que, la reduccién del crecimiento observada en las
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concentraciones méas elevadas evaluadas en el presente estudio (0,6 g L™ de ZnOy 0,8 g L™ de
ZnS0O,) resulta consistente con estos antecedentes y sugiere que el aumento en la
disponibilidad del metal genera condiciones de estrés fisiologico que limitan la proliferacion
bacteriana. No obstante, la capacidad de la cepa Az39 para mantener crecimiento bacteriano,
incluso en concentraciones relativamente elevadas, indicaria un grado de tolerancia
comparable al reportado para otras bacterias rizosféricas capaces de persistir en ambientes

agricolas donde se aplican fertilizantes micronutrientes.

Por otra parte, la diferencia observada en la tolerancia bacteriana frente a ZnO y
ZnSO,4 puede interpretarse considerando la dinamica de liberacién de Zn*? en el medio de
cultivo. El ZnSO, es una fuente altamente soluble que libera rapidamente Zn*? en solucién,
aumentando la actividad ionica del metal en el medio. En contraste, el ZnO presenta una
solubilidad considerablemente menor y su disolucion ocurre de forma mas gradual, generando
concentraciones efectivas de este elemento mas bajas durante el crecimiento bacteriano. Estas
diferencias en la disponibilidad i6nica determinan distintos niveles de exposicion celular al
Zn, lo que puede modificar la intensidad del estrés metalico sobre las bacterias (Siddigi et al.,
2018; de Francisco et al., 2024). En el caso particular de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal como Azospirillum spp, se ha demostrado que estas poseen mecanismos mecanismos
fisiologicos y moleculares de tolerancia a metales que les permiten sobrevivir en ambientes
con disponibilidad variable de micronutrientes. Estos incluyen barreras de exclusion idnica,
bombas de eflujo, produccién de exopolisacaridos que se unen a metales y sistemas
antioxidantes que mitiguen el estrés por especies reactivas (Bruins et al., 2000; Nies, 2003;
Kaushal y Pati, 2025). Estudios recientes indican que cepas del género Azospirillum poseen la
capacidad de tolerar concentraciones elevadas de metales y de inducir respuestas de proteccion
en las plantas bajo condiciones de estrés metalico, lo que sugiere la presencia de mecanismos
de tolerancia relativamente conservados dentro del género (Gureeva y Gureev, 2023). En este
sentido, se ha observado que cepas de A. brasilense resistentes a metales son capaces de
mantener su actividad promotora del crecimiento vegetal y, al mismo tiempo, atenuar la
fitotoxicidad generada por elementos como el cromo en cultivos de leguminosas (El-Ballat et
al., 2023). Este tipo de tolerancia podria estar asociada a la capacidad de distintas especies del
género Azospirillum para persistir en ambientes agricolas, donde se aplican fertilizantes

minerales o donde existen variaciones en la disponibilidad de micronutrientes (Bashan y de-
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Bashan, 2010). En sistemas agricolas, esta tolerancia podria resultar relevante para la
compatibilidad entre inoculantes bacterianos basados en Az39 vy estrategias de fertilizacion
con Zn, ya que permitiria la coexistencia de la bacteria con fertilizantes micronutrientes sin
comprometer su viabilidad ni su potencial para estimular procesos fisiolégicos en la planta,
como la produccion de fitohormonas y el desarrollo del sistema radical (Cassan et al., 2011).
Estos antecedentes resultan consistentes con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
donde la cepa Az39 fue capaz de persistir y mantener crecimiento en presencia de diferentes
concentraciones de Zn bajo condiciones controladas. Asimismo, diversos estudios sobre el
manejo de Zn en sistemas agricolas destacan que la forma quimica del fertilizante influye
significativamente en la dinamica de disponibilidad del micronutriente en el suelo y en sus
efectos sobre la microbiota rizosférica y el crecimiento vegetal (Jalal et al., 2023; 2024). En
consecuencia, diferencias en la solubilidad y liberacion de Zn entre compuestos como ZnO y
ZnSO, pueden generar distintos niveles de exposicién bacteriana al ion Zn*2, lo que podria
contribuir a explicar las variaciones observadas en el crecimiento de Az39 frente a ambas

fuentes del micronutriente.

4.2 Capacidad de solubilizacion de compuestos de Zn

En los ensayos realizados para evaluar la capacidad de solubilizacion de Zn, fue
posible observar que Az39 no fue capaz de crecer en el medio minimo suplementado con ZnO.
De acuerdo con el criterio metodoldgico utilizado, la ausencia de crecimiento bacteriano o de
halos de solubilizacién indica que la cepa no expresaria mecanismos detectables de
movilizacion de Zn insoluble asociados a la acidificacién del medio o a la produccién de
compuestos quelantes, capaces de disolver minerales que contienen este micronutriente
(Sharma et al.,, 2012).Este resultado coincide con antecedentes que sefialan que la
solubilizacion bacteriana de compuestos de Zn es una capacidad relativamente especifica de
ciertos géneros bacterianos del suelo, como Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter y
Gluconacetobacter. En estos microorganismos, la movilizacién de Zn insoluble suele estar
asociada a la produccion de acidos organicos, sideréforos y otros metabolitos de bajo peso
molecular que favorecen la disolucién de compuestos minerales y liberan el ion Zn** a la

solucion del suelo (Sharma et al., 2012; Kamran et al., 2017). Mientras que, como se
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menciond anteriormente, la solubilizacién directa de micronutrientes no constituiria un rasgo
funcional caracteristico del género Azospirillum, la ausencia de actividad solubilizadora de Zn
observada en Az39 resulta coherente con el perfil fisiolégico y funcional descrito para
especies del género. Diversos estudios han demostrado que la promocion del crecimiento
vegetal por estas bacterias, puede traducirse en una mejora indirecta en la absorcién de
nutrientes minerales, incluyendo micronutrientes como el Zn, como consecuencia del aumento
en la longitud y ramificacion de las raices y de la mayor exploracién del volumen de suelo por
parte del sistema radical (Ardakani y Mafakheri, 2011; Fukami et al., 2017).

Como se discuti6 previamente, los resultados de crecimiento en presencia de
compuestos de Zn sugieren que la interaccién entre la cepa Az39 y este micronutriente se
encuentra principalmente asociada a mecanismos de tolerancia frente a variaciones en su
disponibilidad en el medio, mas que a procesos de solubilizacién quimica de los mismos. En
relacion a este comportamiento, en bacterias del suelo, la tolerancia a concentraciones
elevadas de Zn suele involucrar sistemas de regulacion de la homeostasis metélica, entre los
que se destacan transportadores de eflujo capaces de expulsar cationes metalicos desde el
citoplasma hacia el exterior celular, cuando su acumulacion alcanza niveles potencialmente
toxicos. Estos sistemas, como los transportadores del tipo Czc (cobalt-zinc-cadmium
resistance), han sido ampliamente descritos en bacterias ambientales y desempefian un papel
central en la regulacion de la concentracion intracelular de metales (Nies, 2003). Igualmente,
la exposicion a concentraciones elevadas de Zn puede generar estrés celular debido a la
interferencia del metal con proteinas y sistemas redox, lo que puede inducir la formacion de
especies reactivas de oxigeno. En respuesta a esta condicion, muchas bacterias activan
sistemas antioxidantes, incluyendo enzimas como superéxido dismutasa y catalasa, que
permiten mitigar el dafio oxidativo y preservar la funcionalidad metabdlica de la célula
(Lemire et al., 2013). Ademas, en bacterias rizosféricas se ha documentado que componentes
de la superficie celular, como los exopolisacéaridos asociados a la formacion de biofilms,
pueden actuar como barreras fisicoquimicas que inmovilizan parcialmente los metales en el
entorno inmediato de la célula y reducen su ingreso al citoplasma (Gadd, 2010). Si bien estos
mecanismos han sido descritos principalmente en distintos géneros bacterianos del suelo, su
consideracion resulta pertinente para interpretar los resultados observados en la cepa Az39,

dado que las especies del género Azospirirllum habitan la rizésfera, un ambiente caracterizado
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por fluctuaciones en la disponibilidad de micronutrientes metalicos. En este sentido, como ya
fue mencionado anteriormente, existe un gran volumen de bibliografia sobre la capacidad de
las PGPR, que indican que microorganismos como Azospirillum spp. pueden tolerar la
presencia de metales mediante diversos mecanismos fisiolégicos (Bruins et al., 2000; Nies,
2003; Hasan et al., 2024; Kaushal y Pati, 2025). Desde una perspectiva agrondémica, esta
compatibilidad microbioldgica resulta relevante, ya que indica que la inoculaciéon con la
cepaAz39 podria integrarse con estrategias de fertilizacién con Zn sin afectar la viabilidad de
la bacteria, permitiendo posteriormente que sus efectos promotores del crecimiento vegetal se

expresen a nivel de la planta.

5. Conclusiones

Los ensayos de crecimiento de Azospirillum argentinense Az39 en presencia de
distintas fuentes y concentraciones de Zn, indican que esta cepa de gran interés biotecnolégico
mantiene su viabilidad y capacidad de crecimiento bajo condiciones in vitro. Si bien se
observan diferencias en cuanto a la viabilidad, la cepa es capaz de desarrollarse tanto con
oxido como con sulfato de Zn. Esto indica una adecuada estabilidad fisiologica frente a
ambientes con disponibilidad de este metal. La mayor inhibicion registrada a concentraciones
elevadas, especialmente en las fuentes mas solubles, sugiere la existencia de umbrales de

tolerancia vinculados a la disponibilidad idnica efectiva del micronutriente.

Por otra parte, la ausencia de halos transparentes en los ensayos de solubilizacion de
compuestos de Zn, indica que la cepa Az39 no presenta capacidad detectable para
solubilizarlos en las condiciones evaluadas. Este comportamiento resulta consistente con el
perfil funcional del género bacteriano, cuya accion promotora del crecimiento vegetal se
asocia principalmente a mecanismos como la produccion de fitohormonas y la estimulacion

del desarrollo radical, mas que a la movilizacion directa de micronutrientes.

A partir de lo expuesto, se concluye que la presencia de Zn no compromete la
supervivencia bacteriana dentro de determinados rangos, lo cual respalda la compatibilidad
potencial entre la inoculacion con la cepa Az39 y la fertilizacion con este micronutriente. Esta

informacién constituye una base experimental relevante para la interpretacion de estudios
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posteriores en plantas y para el disefio de estrategias combinadas de bioinoculacion y nutricién

mineral.
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CAPITULO 3:

Evaluacion de la germinacion y el crecimiento
de maiz en la interaccion con Azospirillum

argentinense Az39y Zn
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1. Antecedentes

El establecimiento temprano del cultivo de maiz constituye una etapa critica para la
definicion del crecimiento posterior y del potencial rendimiento, ya que durante este periodo
se determinan el vigor inicial, el desarrollo del sistema radical y la capacidad de exploracion
del suelo (Ritchie y Hanway, 1982; Cércova et al., 2003). La disponibilidad de nutrientes y la
interaccion con microorganismos benéficos desempefian un rol central en estos procesos
(Singh et al., 2022; Khoso et al., 2024; Wankhade et al., 2025).

Entre estos factores, la inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
como Azospirillum argentinense Az39, ha evidenciado un impacto significativo en las etapas
iniciales del cultivo, principalmente a través de la estimulacion del desarrollo radical, la
produccién de fitohormonas y la mejora en la absorcion de nutrientes (Cassan et al., 2009,
2015; Bashan y de-Bashan, 2010). Como ya se mencion0 anteriormente, la inoculacion en
distintos cultivos con bacterias del género Azospirillum se ha asociado con mejoras en el
crecimiento vegetal y en el desarrollo del sistema radical. En maiz, la inoculacion con A.
brasilense ha mostrado incrementos cuantificables en variables morfoldgicas y fisioldgicas,
incluyendo aumentos de 16,7 % en la longitud de raices y 30,1 % en la biomasa radical, junto
con incrementos de 21,3 % en la biomasa aérea y 27,7 % en la concentracion de N foliar, lo
que favorece una mayor exploracion del suelo y una mejora en la nutricién del cultivo. Estos
cambios se traducen ademas en incrementos de rendimiento de grano del orden del 21,8 %, asi
como en una mayor eficiencia en el uso del nitrogeno, permitiendo reducciones de hasta 30 kg
N ha™ ! sin afectar el desempefio del cultivo (Condori et al., 2024). En concordancia, otros
estudios han evidenciado que la inoculaciébn con Azospirillum brasilense mejora
significativamente la morfologia del sistema radical, incrementando la longitud, el volumen y
el area superficial de raices, asi como parametros fisiolégicos como la fotosintesis y la
conductancia estomatica, reforzando su rol en la captacion de agua y nutrientes durante las
etapas iniciales del desarrollo del cultivo (Marques et al., 2021). Asimismo, se ha informado
que la inoculacion puede incrementar la absorcion de N entre 10 y 40 % en gramineas como
trigo y maiz (Dobbelaere et al., 2002). En un ensayo reciente en maiz, la inoculacion con la
cepa Az39 se asocié con mejoras en el vigor inicial y con incrementos significativos en el

rendimiento de grano en ensayos a campo, con aumentos que oscilaron entre 8 % y 27 %
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segun la localidad y la modalidad de inoculacién (tratamiento de semilla o aplicacion foliar)
(Gonzélez Hernandez et al., 2024).

Por su parte, el Zn constituye un micronutriente esencial durante la germinacion vy el
crecimiento temprano, ya que interviene en la sintesis de auxinas, la activacion de enzimas
antioxidantes y la regulacion del metabolismo celular (Marschner, 2011; Suganya et al.,
2020). La deficiencia de este micronutriente en las primeras etapas de crecimiento puede
limitar el desarrollo inicial del cultivo, aun cuando los sintomas visuales no sean evidentes
(Alloway, 2008; Sadeghzadeh, 2013; Matiello et al., 2015). Asi, la combinacion de la cepa
Az39 con diferentes fuentes de Zn representa una estrategia de interés para potenciar el
crecimiento temprano del maiz. El estudio integrado de la interaccion Az39-Zn-maiz
permitiria analizar posibles efectos sinérgicos sobre la germinacion, el desarrollo radical y la
acumulacion inicial de biomasa, contribuyendo a optimizar el establecimiento del cultivo. De

alli surge la necesidad de plantear los objetivos que se mencionan a continuacion.

2. Objetivos especificos

- Determinar el efecto de la inoculacidn con A. argentinense Az39 y la suplementacion con Zn
sobre la germinacion de semillas de maiz, con el propdsito de identificar posibles

interacciones durante las etapas de crecimiento tempranas del cultivo.

- Determinar el efecto de la inoculacion con A. argentinense Az39 y la fertilizacién con Zn
sobre el crecimiento y el contenido de pigmentos fotosintéticos en plantas de maiz bajo
condiciones controladas, con el fin de caracterizar las respuestas morfofisiologicas asociadas

al tratamiento combinado.

3. Metodologia
3.1 Material vegetal

Se trabajo con semillas de maiz (Zea mays L.), pertenecientes al hibrido BREVANT

NEXT 22.6 PW. Este se caracteriza por presentar tolerancia a herbicidas como glifosato,
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glufosinato de amonio, Galant Max y Enlist Colex-D, lo que brinda una amplia flexibilidad en
el manejo de malezas. Su madurez relativa es de 122, lo que lo posiciona dentro de los
hibridos de ciclo intermedio. Se caracteriza por presentar un buen comportamiento productivo,
con vigor inicial elevado y un perfil sanitario favorable frente a las principales enfermedades
foliares y bacterianas. Ademas, presenta adecuada estabilidad agronémica en cuanto a porte,
insercion de espiga y resistencia al vuelco (Brevant Semillas, s. f.).

3.2 Desinfeccion de semillas y aplicacion de tratamientos

Las semillas se desinfectaron superficialmente, mediante inmersion en una solucién de
hipoclorito de sodio al 3 % (3 mL de hipoclorito de sodio en 97 mL de agua destilada) durante
10 minutos, y posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada estéril (Vincent, 1970).
Para la aplicacion de los tratamientos, se prepararon soluciones de 6xido de Zn y sulfato de Zn
en agua destilada, a partir del valor de referencia de 80 mg de Zn en 200 mL para 60.000
semillas (Comunicacion personal, Cerliani, 2020). Las semillas se sumergieron en las
respectivas soluciones y mantuvieron en agitacion durante 30 minutos empleando un agitador
magnético. En el caso de los tratamientos sin Zn (Control y Az39) se empled agua destilada en
igual volumen y condiciones. Finalizado el tratamiento, las semillas se dejaron secar durante
24 h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizo la inoculacion bacteriana en los
tratamientos correspondientes (se detallaran posteriormente), cuyo indculo se preparé como
fue descripto en el Capitulo 2 (punto 3.1). Para la inoculacion, las semillas se colocaron en
bolsas de polietileno junto con el volumen correspondiente de inéculo (9 mL kg semilla™ o 3,3
uL por semilla; 10 UFC mL~ 1) y, en los tratamientos sin inoculacién con igual volumen de
agua destilada. En todos los casos, las semillas se sometieron a agitacion manual durante 10
minutos, para asegurar una distribucién homogeénea de la bacteria o agua, segun correspondio
(Fig. 12).
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Figura 12 Esquema general del disefio experimental empleado para desinfeccion de semillas y

aplicacion de los diferentes tratamientos.

3.3 Disefio experimental

Los experimentos de germinacion y crecimiento temprano se establecieron bajo un disefio
completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x3, donde los factores evaluados fueron:
inoculacion bacteriana (sin inocular y con Azospirillum argentinense Az39) y fertilizacion con
Zn (sin Zn, ZnO y ZnSQ,). De la combinacion de ambos factores se obtuvieron seis

tratamientos, que se describen y detallan a continuacion:

C: Plantas de semillas sin agregado de Zn y sin inocular (control)
Az39: Plantas de semillas inoculadas con la cepa Az39

ZnO: Plantas de semillas impregnadas con ZnO

ZnSOy: Plantas de semillas impregnadas con ZnSO,

Zn0+Az39: Plantas de semillas inoculadas con la cepa Az39 e impregnadas con ZnO
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ZnS0O4+Az39: Plantas de semillas inoculadas con la cepa Az39 e impregnadas con ZnSQO4

Previo a estas experiencias se determind la supervivencia bacteriana en las semillas de

maiz, como se detalla a continuacion.

3.4 Supervivencia de la cepa Az39 en semillas de maiz

La determinacion se llevd a cabo en semillas de maiz correspondientes a distintos
tratamientos, incluyendo tanto semillas sin agregado de Zn (control) como semillas tratadas
con este micronutriente. Para su preparacion se siguié el protocolo general descripto en la
Seccion 3.2, considerando unicamente la etapa de tratamiento con soluciones de Zn en
aquellos casos en que correspondio; mientras que, la inoculacion bacteriana se realizo de
acuerdo con el procedimiento especifico detallado a continuacion (Fig. 13). Se emplearon 20

semillas por tratamiento, definidos como:
C: semillas sin Zn y sin inoculacién
Zn0O+Az39: semillas impregnadas con ZnO e inoculadas con Az39
ZnS04+Az39: semillas impregnadas con ZnSQO;, e inoculadas con Az39

Para la inoculacion, las semillas fueron suspendidas en una solucidn estéril de sacarosa al 20%
y sometidas a agitacion manual durante 10 min (Tittabutra et al., 2007). Posteriormente, se
transfirieron a un cultivo liquido de la cepa Az39 (50 mL, 24 h de incubacién), preparado
segun lo descripto en el Capitulo 2 (Seccion 3.1), y se mantuvieron en agitacion durante 30
min. Luego, las semillas se colocaron sobre una placa de vidrio con algoddn y papel de filtro
estéril, donde se dejaron secar bajo flujo laminar durante 30 min (Fig. 12). Para la
determinacion de la supervivencia bacteriana, 10 semillas de cada tratamiento se transfirieron
a 10 mL de solucion fisioldgica estéril (NaCl al 0,9%) y se agitaron durante 10 min a fin de
desprender las bacterias adheridas a la superficie. A partir de 1 mL del sobrenadante se
realizaron diluciones seriadas decimales en tubos de ensayo que contenian 9 mL de solucién
fisiologica. El recuento de células viables se llevd a cabo mediante la técnica de la microgota

(Somasegaran y Hoben, 1994), utilizando medio de cultivo NFb-Rojo Congo (Rodriguez
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Céceres, 1982), e incubando las placas a 28 °C. Las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
se determinaron segun lo descripto por Herigstad et al. (2001) y de acuerdo con la
metodologia detallada en el Capitulo 2 (Seccion 3.1). Este procedimiento se aplicd de manera
uniforme a todos los tratamientos (Fig. 12). El ensayo se repiti6 en tres ocasiones
independientes.

9 ( )
Solucidon de sacarosa 5\ 3; @ =m Em 0 30’ bajo flujo
0 : Z —— :
al 20 % (107) Agitaci6n 307 laminar
ﬁ,ﬁ
) 4 /
Sobrenadante ’
STt W w AR o

o EIEE ' = S
1E¢ | S
Soluciodn fisiologica
Agitacion 10’ Solucién fisiologica
Figura 13 Esquema general del disefio experimental empleado para determinar la
supervivencia de Az39 en las semillas.

3.5 Respuesta germinativa y crecimiento inicial de plantulas semillas de maiz inoculadas con

Azospirillum argentinense Az39 y tratadas con Zn
3.5.1 Ensayo de germinaciéon

Para la realizacion de los experimentos se emplearon 100 semillas por tratamiento,
estas fueron desinfectadas y tratadas segin metodologia general previamente descripta
(Seccidén 3.2). El disefio experimental llevado a cabo se presentd en la seccion 3.3. Para la
germinacion, se colocaron 10 semillas sobre papel absorbente para germinacién (toallas

SUPREME de 22cm x 36¢cm, gofradas; Fig. 14a) embebido con agua destilada para el proceso
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de imbibicidn, este se enrolld (Fig. 14b) y se colocd en bolsas de polietileno transparentes
(Fig. 14c). Cada unidad experimental estuvo constituida por un rollo de papel, con un total de
10 repeticiones por tratamiento, completando asi un total de 100 semillas por cada tratamiento
como fue mencionado. Luego se llevd a incubar por 168 h (7 dias) dentro de la cAmara de
germinacion con condiciones controladas (16h luz, 8h oscuridad, 28 °C) (ISTA, 2019). El

ensayo se repitio en tres ocasiones independientes.

Figura 14 Metodologia de germinacion en papel segin las Reglas Internacionales para el
Analisis de Semillas (ISTA, 2019), aplicada a semillas de maiz sometidas a los distintos
tratamientos experimentales. a) Disposicion de las semillas sobre papel himedo; b) armado
de los rollos de germinacion; c) acondicionamiento de los rollos previo a la incubacién en

camara de germinacion bajo condiciones controladas.

3.5.1.1 Comportamiento germinativo

Se determiné el porcentaje de germinacion cada 24h, hasta las 168h y, se consider6 como
semilla germinada a aquella que cumplié con los siguientes requisitos: longitud del apice
radical no menor a 5 mm, presencia de raiz primaria normal y ausencia de crecimiento
anormal (ISTA, 1999). Ademas, a las 72 h se determind la energia germinativa (%EG) que se
define como la velocidad de germinacion y rapidez de las semillas para desarrollar una
plantula normal al 3er dia de colocadas sobre el papel de germinacion en las condiciones
mencionadas. A las 168 h se determind también el poder germinativo (%PG), definido como

el porcentaje de semillas que germind y desarrolld una plantula normal al 7mo dia de
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incubacion (ISTA, 2019).

3.5.1.2 Parametros de crecimiento de plantulas de maiz

Transcurridas las 168 h de incubacion se determind la longitud del coledptilo (Sixto et al.,
1997) y raiz primaria (Beckie et al., 1990) de las plantulas. Para ello se utiliz6 una regla y se

expresd su valor en cm.

3.5.2 Determinacién del crecimiento temprano de plantas de maiz de semillas tratadas con Zn
y A. argentinense Az39

3.5.2.1 Preparacion de macetas y siembra, condiciones de crecimiento

Se comenzé llenando macetas de 800 cm® hasta las 34 partes con una mezcla de
tierra:perlita (1:1) no estéril. La procedencia de la tierra que se usé como soporte se obtuvo del
Campo de Docencia y Experimentacion (CAMDOCEX) de la Facultad de Agronomia y
Veterinaria de la Universidad Nacional de Rio Cuarto “Pozo del Carril”, ubicado en las
cercanias del paraje La Aguada, departamento Rio Cuarto, el cual es deficiente en Zn,
presentando valores de 0,73 mg kg~ ! (concentracion menor a 1 mg kg~ ! determinada
mediante metodologia DTPA, que es el valor critico para Zn; Barbieri et al., 2017).
Posteriormente, se afiadieron 130 mL de agua destilada (volumenes estandarizados en ensayos
previos) y se dispusieron las semillas de maiz (tratadas como se describié previamente
(Seccidn 3.3)) en cada maceta, cubriéndolas con la mezcla de tierra:perlita, seguida de la
adicién de 20 mL de agua destilada. Con el fin de asegurar una Unica plantula, se sembraron
dos semillas por maceta (16 semillas por tratamiento, un total de 96 semillas) y, tras la
emergencia, se realiz6 el raleo, conservando solo una. Cada maceta constituyé la unidad
experimental, con 8 repeticiones biologicas (n = 8) por tratamiento. Por lo tanto, las 48
unidades finales, se colocaron de manera aleatoria en una cadmara de crecimiento, bajo
condiciones controladas (16 h de luz a 28 °C, 8 h de oscuridad a 20 °C y 60-80 % de humedad
relativa). El disefio experimental llevado a cabo se presenté en la seccion 3.3 y se detalla en la

Figura 15. El experimento completo se repiti6 en tres ensayos independientes.
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Figura 15 Esquema general del disefio experimental empleado para evaluar el efecto de la
inoculacion con Azospirillum argentinense Az39 y la fertilizacion con Zn en el crecimiento

temprano de plantas de maiz (21 dias posteriores a la siembra).

3.5.2.2 Parametros de crecimiento de plantas de maiz

Las evaluaciones se realizaron en el estadio V3 del maiz, identificado visualmente por
la presencia de tres hojas con collar visible (Ritchie y Hanway, 1982). Las variables se

describen a continuacion.
Altura de las plantas

Se midid con regla y se expreso en cm la longitud desde la zona del cuello (transicion
entre tallo y raiz) hasta el apice de la Gltima hoja totalmente expandida. Esto se realizd a los 7,
14 y 21 dias después de la siembra (DDS).

Area foliar

Se calculé a los 21 DDS a través de medidas lineales de largo (L) y ancho (A)

méaximos (cm) de la tercera hoja totalmente expandida de cada planta, multiplicando los
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valores por el factor de correccion (0,75), segln la ecuacion Area foliar (AF) = 0,75 (LxA),
metodologia propuesta por Oliveira et al. (2016).

Contenido de pigmentos fotosintéticos foliares

Esta determinacion se realiz6 a los 21 DDS tomando una muestra de 0,1 g de peso
fresco de la ld&mina de la tercera hoja de cada planta correspondiente a cada tratamiento, y se
las colocd en tubos de ensayo con 5 mL de una solucion de alcohol al 80 % (V/V), se cubri6
cada tubo con su respectivo tapon de plastico y se llevaron a bafio maria (80°C) 10 minutos.
Luego se retiraron los tubos del bafio y se esperd hasta que alcanzaran temperatura ambiente.
Se emple6 como muestra blanco una solucion de alcohol al 80 %. Posteriormente se determind
la absorbancia a 650, 665 y 450 nm de cada muestra empleando el espectrofotdmetro
Spectronic genesys 2 (Thermo Scientific, EE.UU.). Los resultados se expresaron en ug de
pigmentos por g de muestra. Para la cuantificacion de los pigmentos fotosintéticos se

emplearon las formulas dadas por Vernon y Mac Kinney (modificada por Mac Kinney, 1938):

Clorofila a= (Absorbancia 665 x 11,36) - (Absorbancia 650 x 2,39)

Clorofila b= (Absorbancia 650 x 20,11) - (Absorbancia 665 x 5,18)

Carotenos= Absorbancia 450 x 0,02

Longitud radical

Las plantas se cosecharon a los 21 DDS, se lavd la parte radical para

eliminar restos del sustrato y se procedioé a medir sus longitudes en cm empleando una regla.
Biomasa seca de parte aérea y de raiz

Luego de realizar las mediciones de longitud, las plantas se particionaron en

parte aérea y radical. Estas se colocaron en sobres de papel madera y se llevaron a estufa a
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60°C, hasta peso constante para determinar la biomasa seca en gramos.

3.6 Andlisis Estadistico

Los datos de porcentaje de germinacién se analizaron mediante un modelo lineal
generalizado mixto (GLMM), ajustado en R utilizando la funcion glmer del paquete Ime4. Se
consider6 el tratamiento como efecto fijo y las repeticiones como efecto aleatorio. La variable

fue modelada con distribucién Poisson y funcién de enlace logaritmica.

Para las variables de crecimiento temprano evaluadas en plantas (altura de planta, AP),
se considero que las mediciones realizadas a los 7, 14 y 21 dias despueés de la siembra (DDS)
corresponden a mediciones repetidas sobre las mismas unidades experimentales (macetas). El
andlisis de la variable AP se realizd6 mediante un modelo lineal mixto de medidas repetidas,
considerando como efectos fijos el tratamiento, el tiempo (DDS) y su interaccion (tratamiento
x tiempo), mientras que la unidad experimental (maceta) se incluyé como efecto aleatorio para
contemplar la correlacion entre mediciones sucesivas sobre la misma planta. Este enfoque
permitié evaluar tanto los efectos simples como la dinamica temporal del crecimiento. Para las
variables determinadas en un Gnico momento (21 DDS), incluyendo longitud de raiz primaria
(LRP), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de parte radical (PSPR), area foliar (AF) y
pigmentos fotosintéticos foliares (PFF), los datos fueron analizados mediante analisis de la
varianza (ANOVA) de una via.

En todos los casos, se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Cuando se
detectaron diferencias significativas, las medias se compararon mediante la prueba de LSD de
Fisher (p < 0,05). Las figuras se elaboraron utilizando el software GraphPad Prism (version
8.0.2.0).
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4. Resultados y Discusion
4.1 Supervivencia de la cepa Azospirillum argentinense Az39 en semillas

Los resultados obtenidos demostraron que la cepa Az39 fue capaz de sobrevivir luego
de la inoculacién de las semillas. El recuento bacteriano inicial del indculo fue de 6,15 x 103
UFC mL" 1, registrandose un recuento bacteriano de 2,5 x 107 UFC mL™ ! a las 24 h en el
tratamiento control. Asimismo, en las semillas previamente tratadas con compuestos de Zn
también se observd la supervivencia de la cepa Az39. El recuento bacteriano fue de 1,5 x 107
UFC mL™ * en semillas tratadas con 6xido de Zn y de 3,5 x 10> UFC mL™ ! en aquellas
tratadas con sulfato de Zn. La reduccidn observada de la poblacion bacteriana en las semillas
tras el proceso de inoculacion y el contacto con la superficie seminal, fue esperable ya que es
un fendmeno ampliamente documentado para PGPR y bacterias asociativas inoculadas en
semillas (Somasegaran y Hoben, 1994; Bashan y de-Bashan, 2010; Cassan et al., 2009). Estos
resultados coinciden con antecedentes que muestran que, al rastrear mediante gPCR la
colonizacion de tres cepas de Azospirillum (Ab-V5, Az39 y HMO053 excretor de amonio) en
cultivos de maiz y empleando diferentes metodos de inoculacion, todas las cepas colonizaron
eficientemente las raices. Sin embargo, Unicamente A. argentinense Az39 presento
translocacion bidireccional entre raices y brotes, lo que indica su persistencia en la planta tras
la inoculacion (Takahashi et al., 2024). Es asi que, estos resultados refuerzan la capacidad de
la cepa Az39 para mantenerse viable en la superficie seminal y establecerse posteriormente en
la planta, incluso en presencia de distintos tratamientos. En este sentido, la persistencia
observada refuerza el concepto de que las semillas no solo actGan como estructuras de
propagacion vegetal, sino también como reservorios microbianos funcionales, cuya
interaccién con el cultivo puede favorecer su establecimiento y contribuir positivamente a las

etapas iniciales del desarrollo.
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4.2 Respuesta germinativa y crecimiento inicial de plantulas de maiz inoculadas con

Azospirillum argentinense Az39 y tratadas con Zn
4.2.1 Comportamiento germinativo

El andlisis del porcentaje de germinacion de semillas de maiz evaluado a distintos
tiempos (24, 48, 72 y 168 horas después de la siembra), mostrd efectos diferenciales de los
tratamientos aplicados, que incluyeron la inoculacion de Azospirillum argentinense Az39, la
aplicacion de 6xido de Zn (ZnO), sulfato de Zn (ZnSQ,) y sus combinaciones (Fig. 16a). Fue
posible observar que, a las 24 h todos los tratamientos fueron estadisticamente superiores al
tratamiento control (C), sin presentar diferencias entre ellos. A las 48 h el control mostro
nuevamente el menor porcentaje germinativo sin diferencias significativas con el tratamiento
ZnSO4, mientras que las combinaciones de los compuestos con Zn y Az39 registraron los
mayores valores. En este sentido, ZnSO4+Az39 presento incrementos alrededor del 70% en el
porcentaje con respecto a control. La energia germinativa, determinada a las 72 h, presento los
valores mas altos en las semillas tratadas con las combinaciones de los compuestos de Zn y la
bacteriana (ZnSO4+Az39 y ZnO+Az39). Finalmente, el poder germinativo evaluado a las 168
h, alcanzo su maximo en el tratamiento ZnSO4+Az39. En esta ultima evaluacion, todas las
variantes con Zn, aplicadas solas o en combinacion, presentaron porcentajes

significativamente superiores al control, sin diferencias entre ellas.

En la figura 16b, se observa un incremento progresivo de la germinacion con el tiempo
en todos los tratamientos respecto al control. Estos resultados coinciden con lo sefialado
anteriormente, evidenciando que las combinaciones de Zny la cepa Az39 superan al control a
lo largo del tiempo analizado. Ademas, los tratamientos que incluyen Az39 y Zn alcanzaron
porcentajes mas altos en periodos mas cortos, lo que sugiere que podrian acelerar el proceso
de germinacion. Hacia el final del periodo de evaluacion, todos los tratamientos alcanzaron

valores de germinacién cercanos al maximo (100%).
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Figura 16 a) Porcentaje de germinacién (%) de semillas de maiz a las 24, 48,
72 y 168h. Los valores corresponden a las medias £ SEM. Letras diferentes
sobre las barras del mismo color indican diferencias significativas entre
tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05). b) Germinacion acumulada (%)
ajustada en funcion del tiempo de incubacion (h) para los distintos
tratamientos. C: control; Az39: Inoculacion con Az39; ZnO: Impregnacion con
Zn0O; ZnSO,: Impregnacion con ZnSO4; ZnO+Az39: Inoculacion con Az39 e
impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacién con Az39 e impregnacion
con ZnSQOg.
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4.2.2 Parametros de crecimiento de plantulas de maiz

Los resultados obtenidos de longitud de raiz primaria y coledptilo de las plantulas
indicaron un incremento estadisticamente significativo de estos parametros en todos los

tratamientos ensayados, con respecto al control (Fig. 17 ay b).
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Figura 17 Longitud de raiz primaria y de b) coleoptilo de plantulas de maiz post168h de
incubacion. Los valores corresponden a las medias + SEM. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05. C: control;
Az39: Inoculacion con Az39; ZnO: Impregnacion con ZnO; ZnSO4: Impregnacion con ZnSOy;
ZnO+Az39: Inoculacién con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacion con

Az39 e impregnacion con ZnSQO,.

Los resultados obtenidos indican que la inoculacion de semillas con
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Azospirillum argentinense Az39 promovié la germinacién temprana y el desarrollo inicial de
las plantas. Este comportamiento es consistente con antecedentes que documentan el efecto
positivo de Azospirillum spp. sobre procesos tempranos del ciclo vegetal. En este sentido, se
han documentado incrementos significativos en el porcentaje de germinacion de semillas
tratadas con Az39 en especies ornamentales como Lisianthus (Santos et al., 2022), asi como
mejoras en la germinacion y el vigor de plantulas de especies arboreas nativas tras la
inoculacion con cepas de Azospirillum brasilense (Ab-V5 y Ab-V6) (José et al., 2024).
Asimismo, se ha demostrado que A. argentinense Az39 incrementa el poder germinativo de
semillas de Glycine max L. y Zea mays L., ademé&s de favorecer el crecimiento temprano de
las plantas, consolidando su rol como PGPR asociada a cultivos de importancia agronémica
(Cassan et al., 2009).

Por otro lado, la aplicacion de Zn, ya sea de forma individual o en combinacion con
Az39, también promovié una mayor germinacion en comparacion con el control. Este efecto
puede atribuirse a que el Zn participa en procesos bioquimicos claves durante la germinacion,
tales como la activacion de enzimas antioxidantes y la sintesis de fitohormonas como las
auxinas, que regulan el desarrollo temprano de las plantas (Rehman et al., 2017; Mirakhorli et
al., 2021). En concordancia con estos resultados, se ha demostado que el tratamiento de
semillas con sulfato de Zn incrementa tanto la velocidad como el porcentaje de germinacion,
destacando el rol del Zn como micronutriente clave durante las etapas iniciales del desarrollo
del cultivo (Lamichhane et al., 2024).

Como se menciond en este estudio, el porcentaje de germinacion, la energia y el poder
germinativo mostraron un aumento con la inoculacion bacteriana y la aplicacion de Zn,
especialmente cuando se combinaron. Este efecto se tradujo en un incremento en la velocidad
y uniformidad de la germinacion, lo que sugiere una influencia positiva sobre el vigor de las
semillas de maiz. Estos resultados son consistentes con la definicion de vigor de semillas
como un rasgo agronémico complejo, que ademas de depender de la capacidad de germinar,
también lo es de la rapidez y uniformidad con que las plantas emergen (Reed et al., 2022).
Diversos estudios han sefialado que estos pardmetros son centrales para evaluar el vigor.
Desde esta perspectiva, se ha demostrado que el poder de germinacién y la energia

germinativa constituyen indicadores rapidos y confiables del vigor en trigo, incluso cuando
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son evaluados mediante metodologias avanzadas como técnicas de imagenes hiperespectrales
(Zhang et al., 2020). De manera complementaria, se ha identificado que parametros asociados
a la germinacion y al crecimiento temprano de las plantulas, tales como la longitud del brote,
el indice de vigor y la tasa de crecimiento radical, representan componentes claves del vigor
en especies como sesamo Y arroz (Manjeet et al., 2019; Barik et al., 2022).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la interaccion entre Azospirillum
argentinense Az39 y el Zn no se limita a efectos aditivos, sino que responderia a la integracion
de mecanismos morfofisiolégicos y funcionales complementarios que potencian la
germinacion y el crecimiento inicial del maiz. Las especies del género Azospirillum han sido
ampliamente caracterizadas por su capacidad de promover el crecimiento vegetal a través de la
produccién de fitohormonas, particularmente acido indol-3-acético (IAA), asi como por su
influencia sobre la arquitectura radical (Cassan et al., 2015). Este efecto se traduce en una
mayor elongacion celular y en una estimulacion temprana del crecimiento de raices y brotes,
lo cual coincide con los incrementos observados en longitud de raiz primaria y coleoptilo en
este estudio. Por su parte, el Zn cumple un rol central como cofactor estructural y catalitico de
numerosas enzimas, participando en procesos clave como la sintesis de proteinas, la
regulacion de la expresion génica y el control del estrés oxidativo (Alloway, 2008). Durante la
germinacion, estos procesos resultan criticos para la reactivacion metabodlica de la semilla, lo
que explica los efectos positivos del Zn sobre la velocidad y el porcentaje de germinacion
documentados en distintos cultivos (Cakmak, 2008). Por lo tanto, la mejora en la velocidad y
uniformidad de la germinacién observada en los tratamientos combinados, podria explicarse
por una sinergia funcional entre la sefializacion hormonal inducida por la cepa Az39 y la
disponibilidad de Zn, que favorece tanto la activacion metabolica como la proteccion frente al
estrés oxidativo propio de las etapas iniciales. Asi, se ha propuesto que la interaccion entre
micronutrientes y microorganismos promotores del crecimiento puede optimizar la eficiencia
fisiologica de las plantas desde estadios tempranos (Vessey, 2003; Bashan y de-Bashan,
2010).

Asimismo, el mayor desarrollo radical registrado en los tratamientos combinados
adquiere relevancia desde el punto de vista agrondmico, ya que una mayor longitud y

exploracion de la raiz en etapas tempranas se asocia con una mejor capacidad de absorcién de
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agua y nutrientes (Lynch, 2013). Este atributo resulta particularmente importante en
condiciones productivas, donde la implantacion répida del cultivo influye directamente sobre
su establecimiento y competitividad. En este contexto, la aceleracion y sincronizacion de la
germinacion, junto con el incremento en el crecimiento inicial, constituyen rasgos funcionales
estrechamente vinculados al éxito del cultivo en campo. Diversos estudios han sefialado que
una emergencia rapida y uniforme se relaciona con una mayor eficiencia en el uso de recursos
y una mayor estabilidad del rendimiento (Finch-Savage y Bassel, 2016). Asi, la combinacién
de la cepa Az39 y Zn podria representar una estrategia promisoria para mejorar la
implantacion del cultivo de maiz, especialmente en ambientes con limitaciones nutricionales o

condiciones subdptimas durante las primeras etapas del desarrollo.

4.3 Determinacion del crecimiento temprano en plantas de maiz a partir de semillas tratadas

con Zny A. argentinense Az39

Los resultados obtenidos de los ensayos tendientes a analizar el efecto de la aplicacion
de Az39 y Zn en el crecimiento temprano de plantas de maiz se presentan en la Tabla 5. El
namero total de observaciones, n = 144, las cuales resultan de la combinacion de los 6

tratamientos, 8 repeticiones bioldgicas y 3 repeticiones independientes del ensayo.
4.3.1 Parametros de crecimiento aéreo

Los resultados obtenidos de la variable altura de las plantas (AP) determinadas
indicaron que si bien a los 7 DDS no se observaron diferencias entre los tratamientos (Fig.
18a), a los 14 y 21 DDS si fue posible observar diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (p<0,0001) (Tabla 5). A los 14 DDS todos los tratamientos aplicados
generaron incrementos en la altura con respecto al control (37,26 cm). Fue interesante
observar que, las plantas con el tratamiento combinado ZnO+Az39 obtuvieron la mayor altura
promedio (43,12 cm), seguido por aquellas del tratamiento con Az39 (42,80 cm) y
ZnS04+Az39 (42,35 cm) (Fig. 18b). En cuanto a los 21 DDS las diferencias entre tratamientos
persistieron, aunque menos marcadas que a los 14 DDS. Las plantas de los tratamientos
Zn0+Az39, ZnSO4+Az39, ZnO y Az39 mostraron un incremento de la altura (53,36; 52,65;

52,56: 52,51 cm, respectivamente) con respecto a los tratamientos control (50,94 cm) y ZnSO,4

55



(50,84 cm) (Fig. 18c). Asi, la altura de la planta mostro una respuesta positiva y significativa a
los tratamientos a partir del dia 14 DDS, momento en que se evidencié un claro efecto
promotor del crecimiento medido en esta variable. La inoculacion con la cepa Az39, sola o en

combinacion con Zn, fue el tratamiento mas efectivo para estimular el crecimiento en altura.
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Figura 18 Altura de las plantas (cm) a los 7 (a), 14 (b) y 21 (c) dias después de la siembra
(DDS). Los valores corresponden a las medias + SEM. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05). C: control;
Az39: Inoculacion con Az39; ZnO: Impregnacién con ZnO; ZnSO4: Impregnacion con ZnSOy;
ZnO+Az39: Inoculacién con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacion con

Az39 e impregnacion con ZnSQO,.
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Tabla 5 Parametros del analisis de varianza (ANOVA) para las variables de crecimiento temprano y contenido de pigmentos
fotosintéticos foliares en plantas de maiz (21DDS)

Variable N R R oY p-valor F DMS Error (CM)
ajustado (%) (modelo) (modelo) (LSD)
AP7DDS 144 0,04 0,01 571 0,3182 1,19 0,563 0,974
AP 14 DDS 144 0,79 0,78 2,83 <0,0001 101,05 0,657 1,328
AP 21 DDS 144 0,13 0,1 4,62 0,0012 4,29 1,374 5,796
LRP 144 0,83 0,83 4,82 <0,0001 135,93 1,423 6,223
SPR 144 0,81 0,8 11,01 <0,0001 118,84 0,030 0,003
PSPA 144 0,17 0,14 12,33 0,0001 573 0,022 0,002
AF 144 0,06 0,03 7,78 0,1184 1,81 1,569 7,561
Clorofilaa 144 0,89 0,89 6,3 <0,0001 235,24 0,163 0,082
Clorofilab 144 0,74 0,74 14,19 <0,0001 80,33 0,127 0,05
Carotenos 144 0,68 0,66 12,57 <0,0001 57,64 0,0006 0,00001

AP: Altura de las plantas; DDS: Dias después de la siembra; LRP: Longitud raiz primaria; PSPR: Peso seco parte radical,

PSPA: Peso seco parte aérea. AF: Area foliar; d.s.: Diferencias significativas
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En la determinacion de area foliar (AF) el anélisis estadistico arrojo un p valor de 0,1184,
indicando ausencia de diferencias entre tratamientos. Sin embargo, se observaron tendencias
hacia valores més altos en los tratamientos ZnO+Az39 (36,27 cm?) y Az39 (35, 66 cm?)
(Tabla 5; Fig. 19). En cuanto al peso seco de parte aérea (PSPA) se destacaron los tratamientos
que incluyeron a la inoculacién con Az39 (0,33 g), sola o combinada con los compuestos con
Zn (ZnSO4+Az39: 0,35 g y ZnO+Az39: 0,34 @), presentando valores estadisticamente
superiores al tratamiento control (0,3 g) (Tabla 5; Fig. 20).
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Figura 19 Area foliar (cm?) de plantas de maiz de 21 dias post siembra. Los valores
corresponden a las medias £ SEM. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05).C: control; Az39: Inoculacion con
Az39; ZnO: Impregnacion con ZnO; ZnSO4: Impregnacion con ZnSO,; ZnO+Az39:
Inoculacion con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacién con Az39 e

impregnacion con ZnSO,.
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Figura 20 Peso seco (g) de parte aérea de plantas de maiz de 21 dias de incubacion post
siembra. Los valores corresponden a las medias = SEM. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05).C: control;
Az39: Inoculacion con Az39; ZnO: Impregnacion con ZnO; ZnSO4: Impregnacion con ZnSOy;
ZnO+Az39: Inoculacion con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacion con
Az39 e impregnacion con ZnSOa..

En cuanto a los pigmentos fotosintéticos foliares (PFF) los resultados obtenidos
indicaron que los tratamientos aplicados tuvieron efectos significativamente mayores
(p<0,0001; Tabla 5) sobre los niveles de clorofila a, clorofila b y carotenos en plantas de maiz
a los 21 DDS. Fue posible observar que todos los tratamientos fueron estadisticamente
superiores al control en los resultados observados en la concentracion de los tres PFF
determinados (Fig. 20). En cuanto a la clorofila a (Fig. 21a) se observd una mayor
concentracion (5,52 pg g™) con el tratamiento ZnSO4+Az39 seguido por ZnO (5,41 pg g™).
De manera similar, el mayor contenido de clorofila b se observd en tratamientos con
ZnSO4+Az39 (2,07 pg g), destacandose los tratamientos con Az39 (1,73 pg g*) y su
combinacién con ZnO (1,83 pg g*; Fig. 21b). En cuanto al contenido de carotenos el
tratamiento ZnSO,+Az39 presentd el maximo valor (0,011 pg g™; Fig. 21c). Estos resultados
indican que las combinaciones de fertilizacion con Zn e inoculacion con Az39 influyeron

significativamente sobre la acumulacién de PFF.
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Figura 21 Contenido de los pigmentos fotosintéticos foliares (ug g™ muestra): clorofila a (a),
clorofila b (b) y carotenos (c) de plantas de maiz de 21 dias post siembra. Los valores
corresponden a las medias £ SEM. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05).C: control; Az39: Inoculacion con
Az39; ZnO: Impregnacion con ZnO; ZnSO,4: Impregnacién con ZnSO,; ZnO+Az39:

Inoculacion con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacién con Az39 e
impregnacion con ZnSO,.

4.3.2 Parametros de crecimiento radical

Las determinaciones de peso seco de parte radical (PSPR) y de longitud de raiz
primaria (LRP) presentaron aumentos estadisticamente significativos entre tratamientos
respecto al control (p<0,0001) (Tabla 5) (Figs. 22 y 23, respectivamente). Los valores mas
altos se registraron en las combinaciones de Az39 y Zn (ZnO+Az39: 0,62 g y ZnSO4+Az39:
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0,6 g para PSPR y ZnO+Az39: 58,51 cm y ZnSO4+Az39: 56,08 cm para LRP), seguidas por la
aplicacion individual de Az39 (0,56 g para PSPR y 55,63 cm para LRP), superando
significativamente al control (0,34 g para PSPR y 42,87 cm para LRP).
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Figura 22 Peso seco (g) de parte radical de plantas de maiz de 21 dias post siembra. Los
valores corresponden a las medias £ SEM. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05).C: control; Az39:
Inoculacion con Az39; ZnO: Impregnacion con ZnO; ZnSO,: Impregnacion con ZnSQy;
ZnO+Az39: Inoculacién con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacion con

Az39 e impregnacion con ZnSO,.
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Figura 23 Longitud (cm) de raiz primaria de plantas de maiz de 21 dias post siembra. Los
valores corresponden a las medias + SEM. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas entre tratamientos (LSD de Fisher, p < 0,05).C: control; Az39:
Inoculacion con Az39; ZnO: Impregnacion con ZnO; ZnSO,: Impregnacion con ZnSQy;

ZnO+Az39: Inoculacién con Az39 e impregnacion con ZnO; ZnSO4+Az39: Inoculacion con
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Az39 e impregnacion con ZnSO,.
4.3.3 Integracion de pardmetros de crecimiento temprano y respuesta morfofisiologica

Con la finalidad de integrar los resultados obtenidos para las variables de crecimiento aéreo
y radical, a continuacion, se presenta un andlisis conjunto de los efectos de los tratamientos
sobre el desarrollo temprano del cultivo, considerando tanto aspectos morfolégicos como
fisiolégicos.

En relacién con las determinaciones de la parte aérea (AP, PSPA, AF, PFF), se observé que
la aplicacion de tratamientos con Azospirillum argentinense Az39, tanto de manera individual
como en combinacion con fuentes de Zn (ZnO o ZnSQO,), favorecio el crecimiento temprano
de las plantas de maiz. En cuanto a la AP, si bien a los 7 DDS no se registraron diferencias
estadisticas entre tratamientos, a los 14 y 21 DDS se evidenciaron diferencias significativas.
La ausencia de dicha diferencia en este parametro, posiblemente se deba al escaso tiempo de
interaccion entre las semillas tratadas y los bioestimulantes para generar un efecto sobre esta
variable. Respecto al PSPA se destacaron los tratamientos ZnO+Az39 y ZnSO4+Az39,
mientras que, en el AF se identificaron tendencias positivas en los tratamientos que incluyeron
a la cepa bacteriana Az39, particularmente cuando se combind con Zn. Estos resultados son
consistentes con antecedentes que describen que la interaccion entre PGPR y micronutrientes
puede potenciar procesos fisioldégicos asociados al crecimiento vegetal, a través de
mecanismos como la produccion de fitohormonas (especialmente auxinas), la mejora en la
absorcion y uso de nutrientes y una mayor eficiencia del Zn en sistemas enzimaticos clave
para el metabolismo vegetal (Housh et al., 2021; Sharma et al., 2022; Silva et al., 2022). En
particular, estos efectos benéficos han sido ampliamente documentados para especies del
género Azospirillum, cuya accion promotora del crecimiento no se limita exclusivamente a la
sintesis de auxinas. En esa linea, se ha demostrado que la interaccion de Azospirillum
brasilense con plantas de maiz activa rutas de sefializacion independientes del acido indol
acetico (AlA), modulando la expresion de genes vinculados al estrés, al transporte de auxinas
y al control del ciclo celular, incluso en presencia de inhibidores de auxina, lo que evidencia
una accion multifactorial del inoculante en la promocidn del crecimiento vegetal (Espindula et
al., 2023).
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Asimismo, al evaluar la aplicacion de diferentes dosis de Azospirillum brasilense en
distintas etapas del crecimiento de la cafia de azlcar, se observaron respuestas dependientes
del momento de inoculacion y del estadio fenoldgico de la planta, con efectos mas marcados a
partir de la segunda semana de desarrollo. Esto sugiere que la contribucién de Azospirillum al
crecimiento vegetal puede variar temporalmente y estar asociada a la activacion progresiva de

procesos fisiologicos y metabdlicos especificos (Scudeletti et al., 2023).

Desde el punto de vista fisioldégico, las determinaciones de PFF evidenciaron
incrementos en los tres pigmentos evaluados tras la aplicacion de Zn y de Az39, tanto de
forma individual como combinada. Investigaciones previas han documentado aumentos en el
indice de clorofila en plantas de maiz cuando el Zn 'y Azospirillum brasilense se aplicaron por
separado, sin efectos adicionales bajo su aplicacion conjunta (Silva et al., 2022). En contraste,
los hallazgos del presente estudio sugieren que la interaccion especifica entre la cepa Az39 y
el Zn promueve una mayor sintesis de pigmentos fotosintéticos foliares bajo las condiciones
evaluadas. Este comportamiento podria explicarse por la accion complementaria de ambos
factores sobre el estado nutricional y la regulacion de procesos fisioldgicos vinculados a la
fotosintesis. Por un lado, el Zn actia como cofactor enzimético esencial en la biosintesis de
clorofila y en diversas funciones metabdlicas y estructurales, incluyendo la fotosintesis, la
respiracion y el funcionamiento de los cloroplastos (Rehman et al., 2017). Asimismo, especies
del género Azospirillum han demostrado capacidad para estimular la absorcion de nutrientes,
la sintesis de fitohormonas y la actividad fotosintética (Galindo et al., 2021; Chieb y
Gachomo, 2023). Es asi que, el aumento en los pigmentos fotosintéticos observado en este
trabajo resulta coherente con estos mecanismos y sugiere que la combinacién de Zn con la
inoculacion de A. argentinense Az39 contribuye a optimizar procesos relacionados con la

captura y transformacién de energia durante las etapas tempranas del cultivo.

En relacion con las determinaciones radicales, expresadas como longitud de raiz
primaria (LRP) y peso seco de la parte radical (PSPR), la aplicacién combinada de Zn y
Azospirillum argentinense Az39 evidencio el mayor efecto, registrandose los valores mas
elevados. Este comportamiento es consistente con antecedentes que indican que la inoculacion
con bacterias del género Azospirillum, en combinacion con la fertilizacion con compuestos de

Zn, favorece un mayor desarrollo radical en cultivos de cereales, promoviendo una
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arquitectura radical mas extensa y funcional (Silva et al., 2022).

En linea con lo anterior, se ha informado que la inoculacidén con cepas de Azospirillum
brasilense (Ab-V5 y Ab-V6), combinada con la aplicacién de sulfato de Zn, increment6
significativamente el crecimiento radical en trigo y maiz, efecto que los autores asociaron a
una mayor eficiencia en la absorcion de agua y nutrientes por parte de las plantas (Silva et al.,
2022). Asimismo, se ha sugerido que el aumento en la absorcion de minerales observado en
plantas inoculadas con PGPR se debe, de manera indirecta, a un incremento del volumen del
sistema radical, particularmente en la zona pilosa funcionalmente activa, donde se concentra la
mayor capacidad de exploracion del suelo y de absorcion de nutrientes (Wang et al., 2016). En
relacion al papel del Zn, existen numerosos estudios realizados a lo largo de los afios, que han
demostrado que la aplicacion de éste en semillas logré mejorar su viabilidad, vigor y la salud
general de las plantas, lo que se traduce en mayores rendimientos, especialmente en suelos con
deficiencia de este micronutriente (Rengel y Graham, 1995; Yilmaz et al., 1998; Rengel,
2002; Cakmak, 2008). Ademas, el Zn desempefia un papel esencial en el mantenimiento de la
estabilidad estructural de las membranas celulares frente a diversos factores de estrés
(Marschner y Marschner, 2012). Es asi que, estos antecedentes permiten contextualizar los
resultados obtenidos en este trabajo, reforzando la interpretacion de que la combinacion de Zn
y la cepa Az39 contribuye a promover un sistema radical mas desarrollado y funcional, lo cual
constituye una base clave para una mayor eficiencia en la captacion de recursos en etapas
tempranas del cultivo. La interaccion entre Az39 y el Zn contribuiria a generar condiciones
favorables para el crecimiento inicial de la planta, probablemente mediante la
complementariedad entre la estimulacion fisiologica inducida por Azospirillum y el rol del Zn
en procesos metabolicos claves vinculados a la fotosintesis y la nutricion vegetal (Hafeez et
al., 2013; Rehman et al., 2017). Sobre esta base, el desarrollo del sistema radical adquiere un
rol central, ya que constituye el principal soporte para la captacion de agua y nutrientes que
sustenta dichos procesos, en linea con lo documentado para la relacion entre arquitectura
radical y eficiencia en la adquisicion de recursos (Lynch, 2007; Cassan et al., 2020). En tanto
que, la magnitud de la respuesta en el sistema radical, con incrementos de hasta ~36% en
longitud de raiz primaria (58,51 cm en ZnO+Az39 vs. 42,87 cm en el control) y ~80% en
biomasa radical (0,62 g vs. 0,34 g), demuestra que la interaccion Az39 y Zn tiene un fuerte

impacto sobre la arquitectura y funcionalidad del sistema radical. Este aspecto resulta clave,

64



ya que se ha demostrado que un mayor desarrollo radical temprano mejora la adquisicion de
recursos y condiciona positivamente el crecimiento aéreo posterior (Koevoets et al., 2016).
Ademas, las PGPR como Azospirillum pueden aumentar la densidad de pelos radicales y la
superficie de absorcion, mientras que el Zn contribuye a mantener la integridad de las
membranas y la actividad de transportadores idnicos (Grover et al., 2020; Housh et al., 2021,
Alzate Zuluaga et al., 2024).

Un aspecto particularmente relevante es la dindmica temporal de la respuesta, donde los
efectos mé&s marcados se observan a partir de los 14 DDS. Este patron sugiere que la
interaccion entre Az39 y Zn no se limita a la fase de germinacién, sino que se fortalece
progresivamente a medida que la planta desarrolla su aparato fotosintético y su sistema
radical, en concordancia con lo documentado para bioinsumos cuyo impacto depende de la
colonizacion efectiva de la rizésfera y de la activacion metabdlica de la planta (Backer et al.,
2018). Es asi que, la respuesta observada pone de manifiesto la importancia de considerar de
manera integrada los cambios en el crecimiento aéreo, la actividad fotosintética y el desarrollo
radical durante las etapas tempranas. La convergencia de estos procesos sugiere una mejora en
la eficiencia funcional del cultivo, particularmente en lo que respecta a la captacion y
utilizacion de recursos, aspectos clave para el desempefio inicial. En sistemas productivos de
maiz, donde el vigor inicial y el desarrollo temprano del cultivo condicionan fuertemente la
expresion del rendimiento, este tipo de respuestas ha sido asociado con mejoras en la
eficiencia en el uso de recursos y en la estabilidad productiva entre ambientes (Vacheron et
al., 2013; Bashan y de-Bashan, 2010). En este contexto, los resultados obtenidos permiten
proponer que la co-aplicacion de A. argentinense Az39 y Zn, ademas de generar mejoras en
variables de crecimiento aisladas, promueve una reconfiguracion funcional del cultivo en
etapas tempranas, que integrarian procesos hormonales, nutricionales y fotosintéticos. Esta
sinergia posiciona a esta estrategia como una herramienta biotecnoldgica de alto potencial para
favorecer la fase de establecimiento del maiz y mejorar su desempefio en condiciones

productivas reales.
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5. Conclusiones

Los ensayos de inoculacién con Azospirillum argentinense Az39 y la fertilizacion con
Zn, aplicados a nivel de semilla de manera individual y conjunta, evidencian un claro efecto
positivo sobre el establecimiento temprano del cultivo de maiz bajo condiciones controladas.
La viabilidad de la cepa Az39 sobre la superficie seminal tratada con compuestos de Zn
confirma la compatibilidad técnica entre ambos tratamientos, respaldando su uso combinado
en estrategias de tratamiento de semillas. Asimismo, los resultados de germinacion permiten
establecer que tanto la inoculacién bacteriana como la provision de Zn, especialmente cuando
se implementan en conjunto, constituyen una herramienta eficaz para favorecer la
implantacion del cultivo, promoviendo una germinaciébn mas rapida y uniforme. Este
comportamiento refleja una accion complementaria entre ambos factores, donde la regulacion
hormonal y la estimulacion del crecimiento inducidas por Az39 se integran con el rol del Zn
en la activacion metabolica y la proteccion frente a condiciones adversas, contribuyendo a un
mayor vigor inicial de las plantulas. Ademas, la evaluacion del cultivo hasta el estadio V3
demuestra que la inoculacion con la cepa Az39, tanto por si sola como en interaccién con Zn,
promueve el crecimiento temprano del maiz y consolida un establecimiento méas vigoroso.
Este se caracteriza por un mayor desarrollo aéreo y radical, una mayor acumulacion de
biomasa y una mejora en el estado fotosintético. En este contexto, la incorporacion de Zn
potencia la respuesta del cultivo, evidenciando una interaccion funcional entre la nutricion
mineral y la accion de las PGPR. Por lo tanto, la integracion de estos efectos adquiere especial
relevancia desde una perspectiva agrondmica, ya que configura un fenotipo mas eficiente en la
captura y uso de recursos. Esto se traduce en una mejor implantacion del cultivo y en una
mayor capacidad de respuesta frente a condiciones subdptimas, como déficits hidricos o baja

disponibilidad de nutrientes.

Asi, la evidencia generada indica que la interaccion entre la cepa Az39 y el Zn constituye una
estrategia integrada de alto valor, basada en mecanismos morfofisioldgicos complementarios
gue promueven una respuesta coordinada del cultivo durante las etapas iniciales. En este
sentido, la co-aplicacién de A. argentinense Az39 y Zn se posiciona como una alternativa
biotecnoldgica promisoria para fortalecer la implantacién del maiz en sistemas productivos. La

validacion de estos resultados en condiciones de campo permitird consolidar el alcance de
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estos efectos sobre el rendimiento y la nutricion del cultivo, aspectos que seran abordados en

el capitulo siguiente.
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CAPITULO 4:

Maiz, Azospirillum argentinense Az39 y Zn bajo
condiciones reales de cultivo: impacto

agronomico y nutricional



1. Antecedentes

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos mas importantes a nivel global debido a
su elevada produccion, versatilidad de empleo y su papel central en los sistemas alimentarios,
y el desarrollo econdmico mundial (Erenstein et al., 2022; MAGyP, 2025a). Su grano
constituye un componente fundamental de la dieta humana en muchas regiones, aportando
energia, proteinas y compuestos bioactivos, y también forma parte de numerosos productos
alimentarios y cadenas de valor industriales (Kihara et al., 2024). Ademas, el maiz no solo
provee macronutrientes, sino que es fuente de micronutrientes y antioxidantes que contribuyen
a la calidad nutricional de los alimentos, lo que enfatiza su importancia en la dieta humana y la

nutricion global (Palacios-Rojas et al., 2020).

Entre los micronutrientes, el Zn cumple un rol esencial en el desempefio fisiologico del
cultivo y en la calidad del grano. Sin embargo, su disponibilidad limitada continda siendo una
restriccion frecuente en diversos sistemas productivos (Alloway, 2008; Cakmak y Kutman,
2018). En maiz, una adecuada provision de este micronutriente durante etapas avanzadas del
ciclo del cultivo resulta particularmente relevante para sostener la actividad fotosintética y los
procesos asociados al llenado de granos (Liu et al., 2019; Kihara et al., 2024). Sin embargo, si
bien la fertilizacion mineral ha sido la estrategia predominante para corregir deficiencias de
Zn, su aplicacion intensiva plantea interrogantes en términos de eficiencia y sustentabilidad.
Frente a este escenario, la incorporacion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
se posiciona como una herramienta complementaria para optimizar el aprovechamiento de
nutrientes y contribuir a sistemas de produccion mas eficientes (Praharaj et al., 2021; Francioli
et al., 2025).

En este sentido, Azospirillum argentinense Az39, por su capacidad para estimular el
crecimiento, favorecer la absorcion de nutrientes y mejorar procesos fisioldgicos clave
(Cassan et al., 2015; Gonzalez Hernandez et al., 2024), representa una herramienta biolégica
de alto potencial para acompafar la fertilizacién con Zn en el cultivo de maiz. El analisis de
esta interaccion en etapas avanzadas del ciclo del cultivo permite evaluar su impacto sobre el
rendimiento y la calidad nutricional del grano, aportando informacion relevante para el
desarrollo de estrategias productivas mas eficientes y sustentables. En funcion de ello, se

plantea un abordaje a escala real del cultivo, con el siguiente objetivo especifico.
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2. Objetivo especifico

- Investigar el efecto de la inoculacion con A. argentinense Az39 y la fertilizacion con Zn
sobre los componentes del rendimiento y la calidad nutricional del grano de maiz en
condiciones de campo, con el propdsito de estimar el impacto agronémico y nutricional del

uso combinado de ambos tratamientos.

3. Metodologia
3.1 Descripcion del sitio, disefio y manejo experimental

Se llevaron a cabo cuatro campafias agricolas, de las cuales tres (2020-21, 2021-22 y
2023-24) se realizaron en diferentes lotes del Campo de Docencia y Experimentacion
(CAMDOCEX) de la Facultad de Agronomia y Veterinaria (FAyV) de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (UNRC) “Pozo del Carril”, ubicado en las cercanias del paraje La
Aguada, departamento Rio Cuarto (32° 58 02.89"" S; 64° 36" 12.42°"0), Cordoba, Argentina.
Por su parte, la campafia agricola 2022-23 se realiz6 en el CAMDOCEX de la FAyV, UNRC,
situado sobre Ruta Nacional 36, Km 601, Rio Cuarto (33° 06° S, 64° 17° O), Cérdoba,
Argentina. Estos sitios fueron seleccionados en base a los andlisis de suelo (muestras
compuestas obtenidas de diferentes sectores de cada lote), los cuales mostraron
concentraciones del micronutriente Zn inferiores al valor critico para maiz (1 mg kg™,
determinado mediante el método DTPA; Barbieri et al. 2017). En todos los ensayos se trabajo
con el hibrido de maiz BREVANT NEXT 22.6 PWU (Madurez relativa: 122). Se realiz6
siembra tardia del cultivo y el ciclo se llevd a cabo bajo secano en todas las campafias. Las
caracteristicas de fecha y densidad de siembra de los 4 ensayos se detallan en la Tabla 6. Se
utiliz6 una unidad experimental (parcela), representada por 7 surcos de ancho por 10 m de
largo, con pasillos entre bloques de 0,7 m. Cada tratamiento constdé de 4 repeticiones, en

bloques completamente al azar.
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Tabla 6 Fecha y densidad de siembra (semillas ha™), pH, Materia organica (MO, g kg™), pHy
contenido (mg kg™) de nutrientes disponibles en el Suelo a una profundidad de 0-20 cm, fecha
y densidad de siembra por Camparia Agricola.

Nutrientes disponibles en el
Campafia Fecha Densidad pH MO suelo
P N S Zn
2020-21 18/12/2020 54840 6.1 174 15 19.7 133 0.83
2021-22 16/12/2021 60000 6.7 173 145 20 11.7 0.78
2022-23 29/12/2022 62000 6.5 156 21.7 16.9 7.3 0.81
2023-24 21/12/2023 65000 6.3 197 179 173 8.5 0.73

Las propiedades quimicas de suelo, determinadas al momento de la siembra en los
primeros 20 cm, mostraron un rango de valores de materia organica (MO) que oscilo entre
15,6 a 19,7 g kg™, el fosforo (P) extractable (método de Bray y Kurtz 1945) entre 14,5 y 21,7
mg kg™, el Zn (método DTPA, Lindsay y Norvell 1978) entre 0,73 a 0,83 mg kg™ y el pH de
6,1 a 6,7. Estos valores de MO, P y pH se encuentran como normales para los suelos de la

region donde se realizaron los ensayos de acuerdo a lo propuesto por Espésito et al. (2014)

Los tratamientos evaluados contemplaron la combinacion de la inoculacion a nivel de
semilla con la cepa Azospirillum argentinense Az39 y la aplicacion de Zn en diferentes

formas. A continuacion, se describen para cada campafia:

C: Semiillas sin inocular y sin fertilizar (control)

FDA: Fertilizacion con fosfato di aménico

ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 e impregnadas con Oxido de Zn

FDA+ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 e impregnadas con oOxido de Zn,

ademas de fertilizacion con fosfato di amonico
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FDA+AZz: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y fertilizacién con fosfato di amonico;
ZnS0Oy: Fertilizacion del suelo con el fertilizante arrancador MESZ

ZnSO4+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 vy fertilizacion del suelo con el fertilizante
arrancador MESZ

En cuanto a la implementacion de los tratamientos, el inoculante bacteriano Az39
(preparado segun metodologia descripta en capitulo 2, punto 3.1) se aplico en el momento de
la siembra a una dosis de 9 mL (10® UFC mL~ 1) por kg de semilla de maiz. Los compuestos
de Zn utilizados fueron 6xido de Zn, ZnO, aplicado sobre la semilla con el producto comercial
YaraVita Teprosyn Zn, a una dosis de 8 mL kg semilla™, y sulfato de Zn, ZnSO,, aplicado al
voleo con el fertilizante arrancador MicroEssentials® SZ® (MESZ), a una dosis de 135 kg ha
! que ademas aporta nitrogeno (N), fosforo (P) y azufre (S) (Espésito et al., 2014). Los
fertilizantes empleados y las correspondientes dosis se detallan en la Tabla 7, indicandose tipo,
grado, cantidad y momento de aplicacion, lo cual fue analizado y consensuado con Ingenieros
Agronomos de la Cétedra de Cereales de la FAyV, UNRC. Para el céalculo de las dosis de
fertilizacion se utilizo el balance de P y la correspondiente recomendacion de fertilizacion con
fosfato di aménico (FDA) y MESZ, en funcion de la disponibilidad de nutrientes en el suelo y
la demanda estimada del cultivo (Tabla 8). Ademas, se considerd la recomendacion del
modelo de Interaccion entre densidad de siembra y dosis de N (mg kg~ 1), proporcionado por
la mencionada Catedra, con el fin de ajustar la cantidad de N aplicada de acuerdo con la

densidad de cultivo y las condiciones edaficas (Tabla 9).
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Tabla 7 Grado, cantidad y momento de aplicacion de los fertilizantes utilizados en los ensayos

Fertilizante Grado Cantidad Momento de aplicacion
Fosfato diamonico 18N-46P-0K 80 kg ha™ Linea de siembra
(FDA)

MicroEssentials® SZ® N12-40P-0K-S10-Znl 135 kg ha™ Voleo a la siembra
(MESZ)

YaraVita Teprosyn Zn Zn 60% 8 mL kg™ semilla Curasemilla

Urea 46N-0P-0K 200 kg ha™ Voleo en V6

Tabla 8 Balance de fosforo y recomendacion de fertilizacion con FDA y MESZ

Campafia Pen P Dosis Dosis Dosis Dosis  Balance con  Balance con
suelo Critico  suficiencia Reposicion FDA  MESZ FDA MESZ
2020-21 15 15 0 22,4 16 22,2 -6,4 0
2021-22 14,5 15 0,5 22,4 16 22,2 -6,4 0
2022-23 21,7 15 0 22,4 16 22,2 -6,4 0
2023-24 17,9 15 0 22,4 16 22,2 -6,4 0

P: mg kg™; Dosis: mg kg™
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Tabla 9 Recomendacion del modelo de Interaccion Nitrégeno por Densidad de Siembra.

Campana Densidad Profundidad N-NO3 N-NO3 N-NO Requerimiento Dosis N a Dosis
(semillas (cm) (mgkg?) (kg ha™) (0-60 cm) (kg ha™) aplicar Urea
ha™ 1) (kg ha™) (kg ha™)
2020-21 54840 0-20 19,7 51,22 93,86 126,13 32,272 70
20-40 10,2 26,52
40-60 6,2 16,12
2021-22 60000 0-20 20 52 89,18 138 48,82 106
20-40 9,8 25,48
40-60 4,5 11,7
2022-23 62000 0-20 16,9 43,94 73,84 142,6 68,76 149
20-40 8 20,8
40-60 3,5 9,1
2023-24 65000 0-20 17,3 44,98 78 149,5 71,5 155
20-40 8,5 22,1
40-60 4,2 10,9
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De acuerdo con lo sefialado previamente (Tabla 8), los célculos de concentracion de P
se realizaron bajo el criterio de suficiencia, considerando como umbral critico de respuesta el
valor de 15 mg kg™ (Echeverria y Garcia, 2015), con el propésito de asegurar que el
rendimiento del cultivo no se vea limitado por deficiencias de este elemento. Asimismo, para
evitar un balance negativo de P asociado a la extraccion de nutrientes durante la produccion de
granos, la dosis de fertilizacion se estimé en funcion de un rendimiento objetivo de 8.000 kg
ha™. Considerando que la extraccién promedio de P en maiz es de aproximadamente 2,8 kg
por tonelada de grano producido, la dosis tedrica requerida seria de 22,4 kg de P. Sin embargo,
la dosis aplicada se vio condicionada por el sistema de fertilizacion de la sembradora, que
deposita el fertilizante en la linea de siembra, estableciéndose un limite maximo de 80 kg ha™
para evitar efectos de fitotoxicidad. Dicho riesgo se asocia principalmente al contenido de N
amoniacal del FDA (18 %), que puede generar una alcalinizacion localizada del suelo durante
la transformacion del amonio a nitrato. En consecuencia, y debido a estas restricciones

operativas, la dosis finalmente aplicada fue de 16 kg de P como FDA en la linea de siembra.

En el caso del fertilizante arrancador MESZ, que contiene un 12 % de N en forma
amoniacal, se aplico una dosis de 135 kg ha™ , asegurando una adecuada provision de P, N y
Zn. La bibliografia sefiala un umbral critico de Zn de 1 mg kg™ (Barbieri et al., 2017),
mientras que, estudios regionales de Espdsito et al. (2010 y 2014) recomiendan considerar
dosis de Znentre 1y 1,5 kg ha™ * de Zn. Con base en estos antecedentes, se establecid la dosis
de MESZ a emplear, equivalente a 1,35 kg ha™ 1 de Zn (Tabla 7).

En todas las campafas el maiz se sembr6 con soja como cultivo antecesor. El
requerimiento de N del cultivo se estim6 considerando el rendimiento objetivo de 8.000 kg ha
'y un requerimiento aproximado de 20-25 kg de N por tonelada de grano producido, valor
comunmente reportado para maiz en la literatura (Ciampitti y Vyn, 2012). En funcion de las
densidades de plantas utilizadas en cada campafia, este requerimiento corresponde
aproximadamente a 2,3 g de N por planta (Espdsito, comunicacion personal, 2020). Teniendo
en cuenta el contenido de N en suelo (a una profundidad de 0 a 60 cm, en kg ha™ 1) y el
requerimiento de N por parte del maiz, se calculd la dosis a aplicar. Al emplearse urea como
fuente de este nutriente, la dosis de fertilizante se determin6 en funcion del contenido de N de

la fuente (46 % N). Si bien, en la Tabla 9 se indica que la dosis aplicada en los ensayos (200
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kg ha™ 1) fue superior a la calculada, se considerd que cubrié los requerimientos del cultivo sin
provocar fitotoxicidad en las plantas.

A lo largo de las diferentes campafas experimentales algunas combinaciones de
tratamientos se mantuvieron, mientras que otras fueron incorporadas progresivamente en
funcion de los aprendizajes previos y/o para evaluar nuevas alternativas de manejo. Estas
variaciones permitieron explorar distintas interacciones entre el biofertilizante (Az39) y las
formas de Zn, asi como identificar posibles respuestas diferenciales en el cultivo. En la Tabla
10 se detallan los tratamientos ensayados en cada campafia agricola. Asimismo, es importante
aclarar que durante la campana 2020-21 se realizaron aplicaciones foliares de compuestos con
Zn; sin embargo, dichos tratamientos debieron excluirse del andlisis de la tesis por razones

econdmicas.

Tabla 10 Tratamientos experimentales aplicados en cada campafia agricola (2020-2024).

Camparias
2020-21 2021-22 2022-23 2023-24

Tratamientos

C

FDA

ZnO+Az
FDA+ZnO+Az
FDA+Az
ZnS0Oqy
ZnSO4+Az

Nota: Las celdas sombreadas en azul indican los tratamientos que fueron realizados en cada

campafa experimental.

Las determinaciones que se realizaron, en los diferentes estadios fenoldgicos de maiz

(post siembra, V13 y madurez de cosecha y fueron las siguientes:
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3.2 Post-siembra
Porcentaje de emergencia

Se evalu6 desde los 5 dias post-siembra, hasta la total emergencia de las plantas. Se
realiz6 un recuento del ndmero de plantulas emergidas en cada parcela experimental
(conformada por 4 surcos), considerando como plantula emergida aquella que presentaba
coleoptilo visible por encima de la superficie del suelo (Taylor et al., 2014; Haque, 2024). El
porcentaje de emergencia se calculé en funcion del nimero de plantulas emergidas respecto al

total de semillas sembradas, aplicando la siguiente formula:

Numero total de plantulas emergidas

Emergencia x 100

Numero total de semillas sembradas

3.3 Estadio vegetativo V13
Area foliar

Se tomaron 4 muestras de ldmina de hoja de la espiga de plantas diferentes en una
misma parcela por cada tratamiento, a las cuales se les midié el largo (L) por ancho (A) (en
cm, empleando una regla) multiplicado por el factor de correccion 0,75 segun la siguiente

ecuacion (Oliveira et al., 2016):

Area foliar (AF)= 0,75 (LxA)

Contenido de N

Se determino el contenido de N de las muestras de hojas de la espiga, segun método de
Kjeldahl (Kjeldahl, 1883), realizado en el Laboratorio de Servicios de Nutricion Animal,
FAyV-UNRC.
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3.4 Madurez de cosecha

Se cosecharon en cada tratamiento las espigas de 5 m lineales de plantas en
competencia perfecta (n=4), a una humedad de grano del 13%, y se determinaron las
siguientes variables (Andrade et al., 1999):

NUmero de granos por espiga

Estimacion indirecta del nimero total de granos por espiga, realizada a partir del
recuento del nimero de hileras por espiga y del nimero de granos por hilera, cuyo producto
permitié obtener el valor total de granos por espiga.

Peso de granos por espiga

Se desgrané manualmente cada espiga y se peso en balanza analitica el total de los

granos de cada una, el resultado se expreso en gramos.
Peso de 1000 granos (p1000)

A partir de cada muestra, se contaron y pesaron 1000 granos, utilizando balanza

analitica, expresando el resultado en gramos.
Rendimiento

Se determinG peso de grano por cada espiga, para luego con el dato de densidad

calcular el rendimiento del cultivo, expresando el resultado en kg ha™ *.
NUamero de granos por metro cuadrado

Se estimo utilizando los valores de peso de 1000 granos y rendimiento y se expresé

como n° granos m.
Concentracion de nutrientes en granos

A partir de los granos obtenidos mediante la cosecha manual en cada parcela
experimental, se conformaron tres submuestras de 100 g de granos por tratamiento. Estas
fueron conservadas a 4 °C y enviadas al Laboratorio “Suelo Fértil”, ubicado en Pergamino,

Bs. As., donde se determinaron las concentraciones de nutrientes de acuerdo con las
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metodologias empleadas por el propio laboratorio.

La concentracion de nitrégeno (N) se determind mediante el método de Kjeldahl, que
incluye la digestion del material vegetal con acido sulfarico (H, SO, ), seguida de destilacion
y valoracion para cuantificar el N total. Las concentraciones de fosforo (P), azufre (S) y zinc
(Zn) se obtuvieron a partir de la digestion de las muestras con una mezcla de acido nitrico
(HNO;3 ) y écido perclorico (HCIO, ). Posteriormente, las concentraciones de P y S se
determinaron por espectrofotometria UV-visible, mientras que el Zn se cuantific6 mediante
espectrofotometria de absorcion atdmica (AAS).

Ademas, se registraron los datos de precipitaciones acontecidas durante los meses de
septiembre a abril de cada campafia agricola. Los mismoss se obtuvieron del Servicio de
Agrometeorologia de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Las figuras se elaboraron
utilizando el software Microsoft Excel® (version 2016, Microsoft Office Professional Plus,
E.E. U.U).

3.5 Analisis estadisticos

Para el analisis comparativo de los valores de rendimiento obtenidos entre las cuatro
campafas se utiliz6 un modelo lineal mixto (MLM), ajustado el método de Maxima
Verosimilitud Restringida (REML; Restricted Maximum Likelihood), que incluy6 como
efectos fijos los Tratamentos, los afios de campafia y su interaccion, y como efecto aleatorio
los blogues anidados dentro del afio. Las comparaciones multiples de medias se realizaron
mediante la prueba de Di Rienzo-Guzman-Casanoves (DGC) (p < 0,10) para realizar las
comparaciones multiples de las medias (p<0,10). Las figuras se elaboraron utilizando el

software GraphPad Prism (version 8.0.2.0).

Con el propdsito de explorar la estructura multivariada de los datos y reducir la
dimensionalidad de las diferentes variables analizadas dentro de cada campafia agricola en
particular, se realizd un Analisis de Componentes Principales (ACP) utilizando el software
InfoStat (Di Rienzo et al., 2020). Este analisis permitio identificar los componentes que

explican la mayor proporcion de la variabilidad total del conjunto de variables consideradas,
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facilitando la interpretacion de las relaciones entre tratamientos y variables. Las figuras
obtenidas de ACP se realizaron empleando el software InfoStat.

4. Resultados y Discusion
4.1 Respuesta productiva del maiz a lo largo de las campafias agricolas

La evaluacion de la produccion agricola en distintos ambientes y campafias permite
comprender la estabilidad productiva y la influencia de factores climéticos sobre la respuesta
de los tratamientos. La variabilidad ambiental y su interaccion con el manejo o el genotipo
suelen explicar gran parte de las diferencias observadas en la productividad (Gauch, 2006;
Ogutu et al., 2024). En cultivos extensivos como el maiz, la magnitud de estas interacciones
cobra particular relevancia, ya que las variaciones en temperatura, precipitacion y
disponibilidad de nutrientes entre campafias pueden modificar significativamente la expresion

del rendimiento y de otras variables fisioldgicas y agronémicas.

En este contexto, y con el propdsito de fortalecer el analisis de la interaccion Ambiente
x Tratamiento, se implementé un modelo lineal mixto (REML) que incorporé explicitamente
el efecto de ambiente a través del factor Afio y su interaccion con los Tratamientos,
considerando ademas la estructura aleatoria de bloques dentro de cada Ambiente. Este enfoque
permitid reflejar de manera adecuada la variabilidad interanual y mejorar la capacidad

explicativa del modelo, evidenciando un ajuste robusto.

Los resultados inferenciales del modelo se presentan en la Tabla 11, donde se observa
que el efecto de Afio fue estadisticamente significativo (p < 0,0001), evidenciando un marcado
control ambiental sobre el rendimiento del cultivo. Por su parte, el efecto principal de
Tratamiento no resultd significativo en forma aislada (p = 0,0794), aunque mostré una
tendencia a la significancia. En contraste, la interaccion Tratamiento x Afio fue altamente
significativa (p = 0,0017), lo que indica que la respuesta en rendimiento dependié del contexto

ambiental en el que se evaluaron los tratamientos.

El andlisis estadistico comparativo de las campafias mostro, ademas, que las medidas

de ajuste del modelo presentaron un buen desempefio para explicar la variabilidad del
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rendimiento. Se observaron valores elevados de Rz marginal (R% = 0,93) y R? condicional (R
= 0,96), indicando que el modelo explico el 93% de la variabilidad considerando sélo los
efectos fijos y hasta el 96% al incorporar los efectos aleatorios. Asimismo, los valores de
Criterio de Informacién de Akaike (AIC = 842,90) y Criterio de Informacion de Bayesian
(BIC =884,06) evidenciaron un modelo parsimonioso y bien especificado.

Tabla 11 Resultados inferenciales del modelo lineal mixto (REML) para el rendimiento de

maiz: efectos de Tratamiento, Afio y su interaccion.

Efecto gl F p-valor
Tratamiento 4,45 2,24 0,0794
Afio (Ambiente) 3,45 98,15  <0,0001
Tratamiento x Afio 12,45 3,30 0,0017
Bloques dentro de camparia considerados efecto aleatorio.

Nota: gl: grados de libertad; F: estadistico de Fisher; p-valor: nivel de significancia asociado.

Los efectos corresponden a pruebas marginales (SC tipo 111) del modelo lineal mixto.

En lo que respecta al analisis comparativo de los valores de rendimiento obtenidos en
este trabajo, se observaron diferencias marcadas entre campafas agricolas, con rendimientos
promedio que oscilaron entre aproximadamente 1830 kg ha™ (2022-23) y 9550 kg ha™ (2023-
24), evidenciando una fuerte influencia de las condiciones ambientales sobre la productividad.
La evaluacion de medias ajustadas indicd que el tratamiento MESZ+Az present6 el mayor
rendimiento promedio (26387 kg ha™), diferenciandose del resto de los tratamientos, aunque
su superioridad se manifestd principalmente en ambientes favorables, donde alcanzé valores
méximos superiores a 11000 kg ha™. En contraste, en ambientes restrictivos las diferencias
entre tratamientos tendieron a disminuir, e incluso a desaparecer, como se evidencio en la

campafa 2022-2023, donde no se detectaron diferencias estadisticas entre tratamientos.

Este comportamiento indica que, bajo condiciones de estrés hidrico severo, la
disponibilidad de agua se constituye en el principal factor limitante del rendimiento,
enmascarando los efectos de la fertilizacion y de la inoculacién. Sin embargo, es importante
destacar que este patron no es universal. En la region pampeana, se ha reportado que la brecha

de rendimiento del maiz puede alcanzar valores del orden del 30 al 50% del rendimiento

81



potencial, y que practicas de manejo como la fertilizacion balanceada con N, P, S'y Zn pueden
reducir dicha brecha en aproximadamente un 10 al 20%, incluso en ambientes con cierto grado
de restriccion (Espésito et al., 2015; Esposito et al., 2017; Cerliani et al., 2018a; 2018b). Estas
diferencias en la respuesta pueden atribuirse a la intensidad del estrés y al momento de
ocurrencia del mismo dentro del ciclo del cultivo. En situaciones de restriccion moderada, la
mejora en la nutricion puede favorecer la exploracion radical, la eficiencia en el uso del agua y
la captacion de recursos, permitiendo expresar incrementos de rendimiento. En cambio, bajo
condiciones de estrés extremo y sostenido, como las registradas en la campafia 2022-2023, la
limitacién hidrica domina la respuesta del cultivo, reduciendo significativamente la capacidad
de respuesta a los insumos aplicados.

En este sentido, los resultados obtenidos ponen de manifiesto un comportamiento
dependiente del ambiente, lo cual resulta clave para la interpretacion agronomica y la
proyeccion de la tecnologia. La respuesta positiva a la inoculacion y fertilizacion con Zn se
expresa principalmente cuando las condiciones ambientales permiten al cultivo alcanzar, al
menos parcialmente, su potencial productivo. Desde el punto de vista de la escalabilidad
comercial, esto implica que la adopcién de estas practicas deberia priorizar situaciones con
suficiente disponibilidad de agua, donde el retorno esperado es mayor, mientras que en
condiciones de mayor limitacion hidrica su impacto seria mas acotado. En conjunto, la
inclusion explicita del ambiente como factor y la evaluacion de su interaccion con los
tratamientos permiten una interpretacion mas precisa y realista de los resultados, fortaleciendo

la validez de las conclusiones y su aplicabilidad en distintos escenarios productivos.

Asimismo, el analisis del rendimiento del maiz a lo largo de las cuatro campafias
evaluadas evidencidé una marcada variabilidad interanual, asociada a las condiciones
ambientales y a la respuesta diferencial de los tratamientos (Tabla 12). Esta variabilidad se
reflejo no solo en los valores absolutos de rendimiento, sino también en su relacion con los
rendimientos promedio departamentales informados para cada campafia (MAGyP, 2025b). En
las campafias 2020-2021 y 2021-2022, los rendimientos maximos registrados en los ensayos
fueron levemente superiores a los promedios departamentales correspondientes. En particular,
durante la camparfia 2020-2021 se alcanzaron valores cercanos a 7.000 kg ha™ 1, superando el

rendimiento medio regional de 6.500 kg ha™ 1, mientras que en la campafia 2021-2022 los
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rendimientos maximos se aproximaron a 7.500 kg ha™ %, por encima del promedio
departamental de 5.500 kg ha™ . No obstante, en ambos ciclos no se detectaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados, que integraron un mismo grupo
estadistico (c). Estos resultados indican que, aun en ausencia de diferencias estadisticas entre
tratamientos, las practicas de manejo implementadas en los ensayos permitieron alcanzar
rendimientos iguales o superiores al promedio regional, en un contexto ambiental que limito

parcialmente el potencial productivo del cultivo.

La campafia 2022-2023 se caracteriz6 por una marcada reduccion del rendimiento, con
valores comprendidos entre 1.383 y 2.356 kg ha™ %, sin detectarse diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados (grupo estadistico d). Estos rendimientos resultaron
sustancialmente inferiores al promedio departamental registrado para dicha campafia (3.900 kg
ha™ t; MAGyYP, 2025b), lo que evidencia el fuerte condicionamiento impuesto por las
condiciones ambientales, en particular por la escasez de precipitaciones ocurrida a lo largo de
todo el ciclo del cultivo. En este sentido, se ha documentado que el cultivo de maiz presenta
una elevada sensibilidad al déficit hidrico, con efectos especialmente criticos durante el
periodo de floracion, etapa determinante para la fecundacion y el establecimiento del nimero
final de granos (Andrade y Sadras, 2002; Irigoyen et al., 2020). Bajo condiciones de
disponibilidad hidrica limitada, la imposibilidad de sostener tasas de transpiracion acordes a la
demanda atmosférica conduce al desarrollo de estrés hidrico y a una marcada reduccion del
rendimiento (Wang et al., 2019; Song et al., 2020). Asimismo, la disminucién del contenido
de agua en el suelo reduce la conductividad hidraulica en la interfase suelo-raiz, incrementa la
resistencia al flujo de agua hacia la planta y puede inducir el cierre estomatico incluso antes de
que se manifiesten alteraciones hidricas a nivel interno (Affortit et al., 2024). Sin embargo, en
la region pampeana se han reportado incrementos en el rendimiento del cultivo de maiz
asociado a la fertilizacion con Zn, particularmente cuando este micronutriente se aplica como
fertilizante arrancador. En estos estudios se observaron respuestas del orden del 4 al 7 %, con
aumentos que pueden superar los 700 kg ha™ e incluso alcanzar valores cercanos a 2000 kg ha”
! en situaciones de deficiencia de Zn, especialmente en ambientes de loma (Michiels y Ruffo,
2012; Esposito et al., 2015). Estos antecedentes ponen de manifiesto el potencial del Zn para
incrementar el rendimiento del cultivo en contextos donde su disponibilidad resulta limitante,

incluso en ambientes con menor oferta hidrica. En este sentido, los resultados obtenidos en la
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campafia 2022-2023, caracterizada por un déficit hidrico severo y persistente, aportan
evidencia sobre el comportamiento de estas précticas bajo condiciones de alta restriccion
hidrica, donde no se registraron respuestas productivas diferenciales.

En contraste con las campafias previas, los resultados de la campafa 2023-2024
evidenciaron un comportamiento marcadamente diferente. En este ciclo se observaron
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, con rendimientos que oscilaron entre
7.738 y 11.217 kg ha™, superando ampliamente el rendimiento promedio departamental
informado para la campafia (6.320 kg ha™; MAGyP, 2025b). Los tratamientos que incluyeron
la aplicacion de fertilizantes fosfatados con Zn y/o la inoculacion con Azospirillum
argentinense Az39 presentaron los mayores valores de rendimiento. En particular, el
tratamiento combinado ZnSO, +Az alcanz6 el valor més alto (11.216,69 kg ha™ 1), seguido
por el tratamiento con ZnSO, solo (10.361,72 kg ha™ 1), ambos agrupados estadisticamente
dentro del grupo a. En un segundo nivel de rendimiento (grupo b) se ubicaron los tratamientos
FDA+ZnO+Az y FDA, mientras que el tratamiento control presentd el menor rendimiento
(7.738,80 kg ha™ *; grupo c).
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Tabla 12 Rendimiento promedio ajustado por Tratamiento y Afio de campafia (kg ha~*a 13%
de humedad). Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas dentro de cada afio
(DGC, o = 0,10).

Tratamiento Campafia | Rendimiento promedio | e.s. g.e.
ZnS0O4+Az 2023-24 11216,69 585,97 a
ZnS0Oy 2023-24 10361,72 585,97 a
FDA+ZnO+Az 2023-24 9479,34 58597 b
FDA 2023-24 8954,40 58597 b
Control 2023-24 7738,80 58597 ¢
FDA+ZnO+Az 2020-21 6906,55 414,34 ¢
Control 2020-21 6646,71 41434 ¢
ZnSO4+Az 2020-21 6467,24 41434 ¢
FDA 2021-22 6141,60 41434 ¢
FDA 2020-21 6083,22 468,05 ¢
ZnSO4+Az 2021-22 6075,55 41434 ¢
Control 2021-22 5807,43 41434 ¢
ZnS0Oqy 2020-21 5755,12 468,05 ¢
ZnS0Oqy 2021-22 5556,20 41434 ¢
FDA+ZnO+Az 2021-22 5337,18 41434 ¢
Control 2022-23 2356,69 41434 d
FDA 2022-23 2085,46 41434 d
ZnSO4+Az 2022-23 1786,59 41434 d
FDA+ZnO+Az 2022-23 1543,94 41434 d
ZnS0Oqy 2022-23 1383,74 41434 d

Nota: e.s: Error Estandar; g.e.: Grupo estadistico. Tratamientos: C: Semillas sin inocular y sin
fertilizar (control); FDA: Fertilizacion con fosfato di aménico; ZnO+Az: Semillas de maiz
inoculadas con Az39 e impregnadas con 6xido de Zn; FDA+ZnO+Az: Semillas de maiz
inoculadas con Az39 e impregnadas con éxido de Zn, ademas de fertilizacién con fosfato di

amonico; FDA+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y fertilizacién con fosfato di
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amonico; ZnSO,: Fertilizacién del suelo con el fertilizante arrancador MESZ; ZnSO,+Az:
Semillas de maiz inoculadas con Az39 y fertilizacion del suelo con el fertilizante arrancador
MESZ.

Los resultados obtenidos sugieren que la aplicacion de fertilizantes de Zn en
combinacion con inoculantes microbianos puede contribuir a potenciar el rendimiento del
cultivo de maiz cuando las condiciones ambientales permiten que el cultivo exprese, al menos
parcialmente, su potencial productivo. En este sentido, durante la campana 2023-2024 las
respuestas agronémicas a los tratamientos fueron mas evidentes que en campafias previas, lo

cual coincide con los mayores rendimientos registrados en ese ciclo productivo.

Diversos estudios han demostrado que la inoculacion con cepas de Azospirillum en
combinacion con el suministro de Zn puede mejorar la eficiencia en el uso de este
micronutriente y favorecer la acumulacion de biomasa y el rendimiento de los cultivos. En un
sistema de rotacion maiz-trigo, se observaron incrementos de rendimiento del maiz de
alrededor del 6 % cuando la inoculacion con A. brasilense se combiné con la fertilizacion con
Zn, ademés de mejoras en la eficiencia de uso del micronutriente (Galindo et al., 2021). De
manera similar, se ha observado que la inoculacion bacteriana en combinacion con distintas
dosis de Zn puede incrementar la colonizacidn micorricica y el rendimiento de grano. En
particular, se ha reportado que la inoculacién con Azospirillum brasilense, junto con dosis
cercanas a 4 kg Zn ha™ %, aumento la colonizacion por hongos micorricicos arbusculares
(AMF), registrandose los valores mas altos en el rango de 3,5-4,4 kg Zn ha™ ! segun la
condicion de inoculacion. Asimismo, el rendimiento de grano y sus componentes se
incrementaron bajo dosis intermedias de Zn, evidenciando una relacion no lineal entre este
micronutriente y la respuesta del cultivo (Silva et al., 2022). En concordancia con estos
antecedentes, se ha demostrado que la aplicacion foliar de nano-Zn en combinacion con
bacterias promotoras del crecimiento vegetal mejora el rendimiento y la nutricion del cultivo
de trigo. En particular, la inoculacién con Azospirillum brasilense junto con 5 kg Zn ha™ 1,y
con Pseudomonas fluorescens en combinacion con 1,5 kg Zn ha™ %, gener6 los mayores
incrementos en el rendimiento de grano. Asimismo, la inoculacion con P. fluorescens
promovié un aumento en la biomasa aérea, evidenciando el efecto positivo de estas

interacciones sobre el crecimiento y la productividad del cultivo (Jalal et al., 2023).
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Asimismo, en maiz se ha observado que la aplicacion de ZnSO,4 en combinacion con bacterias
solubilizadoras de Zn puede incrementar significativamente el rendimiento del cultivo y
mejorar la eficiencia en el uso del agua bajo condiciones de estrés hidrico. En este sentido, se
han reportado aumentos de rendimiento comprendidos entre aproximadamente 24 % y 48 %
respecto al control, dependiendo del método de aplicacion del Zn y de la cepa bacteriana
empleada, con las mayores respuestas registradas bajo condiciones de sequia cuando el Zn se
combind con bacterias del género Pseudomonas (Khaledi et al., 2025).

Los resultados obtenidos en su conjunto ponen de manifiesto que la respuesta del
cultivo de maiz a los tratamientos evaluados estuvo fuertemente condicionada por las
caracteristicas ambientales propias de cada campafia, en particular por la disponibilidad
hidrica durante las etapas criticas del ciclo fenolégico. En este marco, la interaccion
significativa entre Tratamiento y Afio de campafia resalta la necesidad de ajustar las
estrategias de fertilizacion e inoculacion en funcion del contexto ambiental, con el propdsito
de potenciar la eficiencia agrondémica y contribuir a la sostenibilidad del sistema de
produccién. Sin embargo, la evidencia obtenida en este trabajo, indica que la nutricion
integrada con Zn y la inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento vegetal, como
Azospirillum argentinense Az39, pueden manifestar efectos positivos aun cuando las
condiciones ambientales no sean Optimas. En escenarios caracterizados por estrés ambiental
moderado, estas estrategias contribuyen a atenuar las limitaciones impuestas por el ambiente y
a sostener el rendimiento del cultivo. Asi, se destaca el potencial de la biofertilizacion y la
nutricion integrada con Zn para mejorar la productividad del cultivo de maiz, especialmente en

suelos con deficiencia de este micronutriente.

4.2 Asociacién entre variables productivas y morfofisioldgicas en las distintas camparias

agricolas

La interpretacion de la productividad del maiz requiere considerar tanto las
condiciones edafoclimaticas mencionadas previamente como el conjunto de variables
morfofisiol6gicas y de manejo que, en interaccion con el ambiente, se asocian con la respuesta

del cultivo. Estas variables se relacionan entre si y con el contexto ambiental, configurando
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patrones diferenciales en el crecimiento, el desarrollo y la eficiencia en el uso de recursos
(Ljubic¢i¢ et al., 2023). Con el propoésito de evaluar dichas relaciones, se llevé a cabo un
analisis de componentes principales (ACP) para los tratamientos evaluados en cada campafa
agricola. Asimismo, se incorporaron en el mismo, los datos de precipitaciones registradas en

cada ciclo.

Cabe aclarar que, durante la campafia agricola 2022-2023, el desarrollo del cultivo de
maiz estuvo fuertemente condicionado por las condiciones climaticas. La sequia persistente,
registrada a lo largo de gran parte del ciclo, limitd de manera significativa la expresion del
potencial productivo. En este contexto, los rendimientos fueron significativamente inferiores a
los de campafas previas, reflejando el fuerte impacto de las restricciones ambientales.
Asimismo, las variables nutricionales y morfofisiologicas evaluadas mostraron asociaciones
débiles y poco consistentes con el rendimiento, lo que indicaria que las condiciones
ambientales habrian dominado la respuesta del cultivo, dificultando la identificacion de
patrones claros vinculados a los tratamientos. En funcion de esta elevada variabilidad y de la
limitada diferenciacion entre tratamientos, los datos de esta campafia no fueron incluidos en

los andlisis multivariados con la finalidad de preservar la consistencia interpretativa.
4.2.1 Campafa agricola 2020-2021

Durante esta campafia se analizo la asociacion entre el rendimiento del cultivo de maiz

y las concentraciones de nutrientes en grano (P, N, S y Zn) mediante un ACP.

El analisis permitié reducir la dimensionalidad de los datos conservando una alta
proporcion de la varianza total (88,6 % acumulada en CP1 y CP2, Fig. 24). EI CP1 se asoci6
positivamente con el rendimiento y con las concentraciones de Zny N en grano, lo que indica
que estas variables tienden a variar conjuntamente y contribuyen a la diferenciacion entre
tratamientos. Por su parte, el CP2 mostré una asociacién positiva con la concentracion de S,

mientras que el P present6 una contribucién menor.

En el biplot, el tratamiento FDA+ZnO+Az se ubic6 proximo a las variables
rendimiento y concentraciones de N y Zn, lo que indica una asociacion positiva con estos
atributos. En contraste, el tratamiento control (C) se posiciond en el cuadrante opuesto,

evidenciando su asociacién con menores valores de estas variables. El tratamiento ZnSO4+Az

88



se ubicd cerca del origen, reflejando un comportamiento intermedio. Por su parte, los
tratamientos FDA y ZnSO4 mostraron mayor proximidad a la variable S, sin una asociacién

marcada con las variables de mayor peso en CP1 (Fig. 24).

En términos generales, el ACP permitid describir patrones de asociaciéon entre el
rendimiento y la concentracion de ciertos nutrientes en grano. En este marco, el tratamiento
FDA+ZnO+Az se presentd como el mas préximo a variables productivas y nutricionales

relevantes, mientras que el tratamiento control se asocid con los valores més bajos.
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Figura 24 Analisis de componentes principales - Campafia agricola 2020-2021.
Tratamientos: C: Semillas sin inocular y sin fertilizar (control); FDA: F fertilizacion con
fosfato di aménico; FDA+ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 e impregnadas con
oxido de Zn, ademas de fertilizacion con fosfato di aménico; ZnSO,: Fertilizacion del suelo
con el fertilizante arrancador MESZ; ZnSO4+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y

fertilizacién del suelo con el fertilizante arrancador MESZ.

Por su parte, el anlisis de las precipitaciones durante la campafia agricola mostré una
distribucién irregular respecto al promedio historico regional (Fig. 25). Se observaron deéficits

hidricos en los meses iniciales del ciclo del cultivo (septiembre-noviembre), con valores por
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debajo de la media histérica, lo que pudo haber condicionado la emergencia y el
establecimiento inicial del cultivo. En diciembre y enero se registraron eventos puntuales de
elevada precipitacion, destacandose un registro superior a 90 mm en los Gltimos dias del mes
de enero, que superaron ampliamente el promedio histérico mensual. Si bien esta variabilidad
en la oferta hidrica pudo haber afectado distintos momentos del desarrollo del cultivo, los
resultados productivos indican que dichos efectos no se vieron reducidos. Efectivamente, el
rendimiento obtenido durante esta campafia (6.500 kg ha™) se ubicé dentro del rango esperado
para la regién y result6 comparable al promedio regional para el ciclo 2020-2021 (MAGyYP,
2025b). Esto sugiere que el impacto potencial de las condiciones climéticas desfavorables fue,
al menos en parte, atenuado por las estrategias de manejo y nutricién implementadas, lo que

permitié sostener niveles productivos adecuados pese a la irregularidad climatica registrada.
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Figura 25 Precipitaciones (mm) ocurridas en los meses de septiembre de 2020 a abril de 2021

en la localidad de La Aguada, Cdrdoba, Argentina. PP Decadicas: Precipitaciones

decadicas; Normal/Hist.: Precipitaciones normales e historicas de la zona estudiada.
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4.2.2 Campafa agricola 2021-2022

El ACP realizado para esta camparfia, permitio explicar el 66,5 % de la variabilidad
total mediante los dos primeros componentes. EI CP1 se asoci6 positivamente con el
rendimiento, la concentracion de Zny P, y el peso de mil granos, lo que sugiere que estas
variables tienden a variar conjuntamente. EI CP2, en cambio, se relacion6 con el porcentaje de
emergencia y el nimero de granos m~ 2 (Fig. 26).

En el biplot, el tratamiento ZnSO4+Az se ubicd préximo a las variables rendimiento,
concentracion de Zn y P en grano, indicando una asociacion positiva con estos atributos.
Asimismo, los tratamientos FDA y ZnSO4+Az mostraron una proximidad relativa entre si,
sugiriendo comportamientos similares en términos de las variables consideradas. Por otro
lado, el tratamiento FDA+Az se asocié principalmente con el porcentaje de emergencia,
mientras que FDA+ZnO+Az se posicioné alejado de las variables de mayor peso en CP1. El
tratamiento control volvié a ubicarse, al igual que en campafias previas, alejado del grupo de
variables productivas y nutricionales principales, posicionandose en sentido opuesto a estas en
el eje CP1, lo que refleja su asociacion con valores relativamente mas bajos de rendimiento y
calidad nutricional (Fig. 26). En conjunto, estos resultados permiten inferir que el tratamiento
ZnSO4+Az se asocio con un conjunto favorable de variables agrondmicas y nutricionales en

esta campafia, aunque sin implicar necesariamente una relacién causal directa.
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Figura 26 Andlisis de componentes principales - Campafia agricola 2021-2022.
Tratamientos: C: Semillas sin inocular y sin fertilizar (control); FDA: Fertilizacion con
fosfato di aménico; FDA+ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 e impregnadas con
Oxido de Zn, ademés de fertilizacion con fosfato di amonico; FDA+Az: Semillas de maiz
inoculadas con Az39 y fertilizacion con fosfato di aménico; ZnSO,: Fertilizacion del suelo con
el fertilizante arrancador MESZ; ZnSO,+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y
fertilizacion del suelo con el fertilizante arrancador MESZ.

En cuanto a las condiciones climéticas, el andlisis de las precipitaciones registradas
durante esta campafia muestra un comienzo de ciclo con precipitaciones irregulares
(septiembre-diciembre), caracterizado por la alternancia de eventos de alta precipitacion con
periodos secos (Fig. 27). Durante el mes de enero, las precipitaciones fueron
considerablemente inferiores a los valores normales, coincidiendo con la etapa previa al
periodo critico de floracion. Esto podria haber limitado transitoriamente la disponibilidad
hidrica para el crecimiento del cultivo y disminuido parcialmente el potencial de fijacion de
granos. Sin embargo, en el mes de febrero se registraron dos eventos de precipitaciones que
superaron ampliamente el promedio historico, coincidiendo con la floracion y los dias
inmediatamente posteriores. Estas lluvias habrian contribuido a mitigar el estrés hidrico
durante la polinizacién y el cuajado, permitiendo sostener la fecundacion y el inicio del
llenado de granos. Posteriormente, durante los meses de marzo y abril, las precipitaciones
fueron variables y en algunos momentos inferiores a lo normal, aungue sin llegar a generar un

estrés hidrico severo.

En este contexto, si bien la irregularidad climética podria haber influenciado en
determinados momentos del desarrollo del cultivo, los rendimientos obtenidos durante la
campafa 2021-2022 se mantuvieron dentro del rango esperado para la region y fueron
comparables con el promedio regional del periodo (5.500 kg ha™ 1; MAGYP, 2025b). Esto
sugiere que el impacto negativo potencial de las condiciones hidricas desfavorables fue
moderado Yy, probablemente, atenuado por las estrategias de manejo nutricional e inoculacién
bacteriana implementadas, permitiendo sostener niveles productivos adecuados pese a la

variabilidad ambiental registrada.
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Figura 27 Precipitaciones (mm) ocurridas en los meses de septiembre de 2021 a abril de
2022 en la localidad de La Aguada, Cordoba, Argentina. PP Decéadicas: Precipitaciones

decadicas; Normal/Hist.: Precipitaciones normales e historicas de la zona.

4.2.3 Campafa agricola 2023-2024

En esta camparia, el ACP explico el 79,8 % de la variabilidad total mediante los dos
primeros componentes, siendo CP1 el principal eje de variacion (Fig. 28). Este componente
mostré asociacion positiva con el rendimiento, el numero de granos m~ 2, el porcentaje de
emergencia, el p1000 y el contenido de N en V13, indicando que estas variables tienden a

comportarse de manera conjunta en esta campana.

En cuanto a los tratamientos, ZnSO4+Az se ubicd préximo a las variables productivas
principales, evidenciando una asociacion positiva con las mismas. El tratamiento FDA+Az
también mostré proximidad a variables agrondmicas relevantes, mientras que otros

tratamientos se posicionaron mas alejados del eje principal de variacién. El tratamiento control
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se ubicd en el extremo opuesto a las variables productivas, en linea con su menor desempefio
relativo. En este contexto, el ACP sugiere que, bajo condiciones de mayor disponibilidad
hidrica, las variables fisioldgicas y nutricionales tienden a presentar patrones de asociacion
mas definidos, lo que permite una mejor diferenciacion entre tratamientos. Sin embargo, estos

resultados deben interpretarse en términos de asociacion y no de causalidad.

Finalmente, la mayor disponibilidad hidrica registrada durante esta campafa, en
relacion a las ya descritas anteriormente, habria generado un contexto en el cual las diferencias
entre tratamientos pudieron expresarse con mayor claridad. En este sentido, la proximidad
observada entre ciertos tratamientos (como ZnSO4+Az) y variables productivas indicaria una

asociacion favorable en este ambiente, sin que ello implique una relacién causal directa.

En cuanto a la ubicacion de los tratamientos, ZnSO4+Az se posiciond en estrecha
asociacion con las variables rendimiento, n° de granos m?, y porcentaje de emergencia,
indicando un efecto positivo general sobre la productividad del cultivo. El tratamiento
FDA+Az también mostrd una asociacion con variables agronomicas claves, confirmando que
la combinacion de fertilizacion fosfatada e inoculacién bacteriana resulta beneficiosa bajo
condiciones hidricas menos restrictivas respecto a campafias previas. Los tratamientos
ZnO+Az y FDA se posicionaron méas alejados del centro, con influencia limitada sobre las
variables de mayor peso en CP1, lo que sugiere una respuesta mas modesta en términos de
rendimiento. El tratamiento control (C) se ubicé en el extremo izquierdo del grafico, cercano a
la variable concentracion de Zn, pero claramente separado de los ejes de mayor influencia

productiva, reafirmando su bajo rendimiento y menor eficiencia fisiologica (Fig. 28).
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Figura 28 Analisis de componentes principales - Campafia agricola 2023-2024.
Tratamientos: C: Semillas sin inocular y sin fertilizar (control); FDA: Fertilizacion con
fosfato di amonico; FDA+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y fertilizacion con fosfato
di amonico; FDA+ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 e impregnadas con 6xido
de Zn, ademas de fertilizacion con fosfato di amoénico; ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas
con Az39 e impregnadas con oxido de Zn; ZnSQO,: Fertilizacion del suelo con el fertilizante
arrancador MESZ; ZnSO4+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y fertilizacion del suelo

con el fertilizante arrancador MESZ.

En relacion a los datos registrados de precipitaciones ocurridas durante esta campafa
permitieron observar que, en el periodo de los meses de noviembre 2023 y febrero 2024 se
registré una mayor disponibilidad de agua respecto a las campafias anteriores, presentando
varios picos de precipitaciones (Fig. 29). Si bien se registro cierta irregularidad en los meses
de febrero y marzo, las lluvias no llegaron a ser tan limitantes, lo que permitié que el cultivo
no enfrentara un estrés hidrico severo en floracion. Ello habria favorecido que los factores
nutricionales y de manejo tengan un efecto mayor en la determinacion del rendimiento. Como
ya se menciond anteriormente, este contexto promovid que tratamientos combinados como Zn
y Az39 se asociaran estrechamente con el rendimiento, nimero de granos por m? y
emergencia, evidenciando asi un efecto positivo integral en escenarios caracterizados por una

adecuada provision de agua durante el ciclo del cultivo.
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Figura 29 Precipitaciones (mm) ocurridas en los meses desde septiembre de 2023 a abril
de 2024 en la localidad de La Aguada, Cordoba, Argentina. PP Decéadicas:
Precipitaciones decédicas; Normal/Hist.: Precipitaciones normales e histéricas de la

Zzona.

4.3 Efecto de los tratamientos sobre la concentracion de zinc en el grano de maiz

El andlisis conjunto de las campafas agricolas evidencié una estabilidad en la
concentracion de Zn en grano entre tratamientos, sin detectarse diferencias estadisticamente
significativas. Este resultado adquiere particular relevancia considerando que, en sistemas
agricolas intensificados, los incrementos en el rendimiento suelen asociarse a un efecto de
dilucion de micronutrientes en los granos (Miner et al., 2022). En este sentido, en la Figura 30
se observa la relacion entre el rendimiento del cultivo (kg ha™) respecto a la concentracion de
Zn en grano (mg kg ™) determinado a madurez de cosecha. Los datos obtenidos indican que,

aun en situaciones con aumentos significativos en la productividad, especialmente durante la

96



campafia 2023-2024, la concentracion de Zn en grano se habria mantenido estable entre
tratamientos. Desde una perspectiva agrondmica, estos resultados sugieren que el incremento
en el rendimiento no habria implicado un deterioro detectable en la calidad nutricional del
grano en términos de su concentracion de Zn. No obstante, es importante sefialar que los datos
disponibles no permiten inferir de manera directa los mecanismos responsables de este
comportamiento. En este marco, la estabilidad observada en la concentracion de Zn en grano
podria estar asociada, en términos potenciales, tanto a la disponibilidad del nutriente en el
sistema como a procesos fisiologicos de absorcidn, transporte y redistribucion dentro de la
planta. En este sentido, se ha demostrado que el Zn absorbido es translocado hacia los 6rganos
reproductivos mediante mecanismos de transporte y homeostasis especificos (Mutambu et al.,
2023). Asimismo, diversos estudios han informado que incrementos en el rendimiento no
necesariamente se traducen en cambios en la concentracion de Zn en grano, lo que sugiere la
existencia de cierto grado de desacople entre productividad y acumulacion de este
micronutriente (Martinez-Cuesta et al., 2020).
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Figura 30 Rendimiento (kg ha™) y concentracién de Zn en grano (mg kg™) en los distintos
tratamientos durante la campafia 2023-24. El eje izquierdo corresponde al rendimiento y el
eje derecho la concentracion de Zn en grano. Letras diferentes sobre las barras del mismo
color indican diferencias significativas entre tratamientos (DGC, o = 0,10). Tratamientos:
C: Semillas sin inocular y sin fertilizar (control); FDA: Fertilizacion con fosfato di
amonico; FDA+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y fertilizacion con fosfato di
amonico; FDA+ZnO+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 e impregnadas con oOxido
de Zn, ademas de fertilizacion con fosfato di amonico; ZnO+Az: Semillas de maiz
inoculadas con Az39 e impregnadas con 6xido de Zn; ZnSQ,: Fertilizacion del suelo con el
fertilizante arrancador MESz; ZnSO,+Az: Semillas de maiz inoculadas con Az39 y

fertilizacién del suelo con el fertilizante arrancador MESz.
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4.4 Integracion de procesos morfofisioldgicos, nutricionales y su interaccion con el ambiente

en la determinacién del rendimiento del cultivo

A partir de los ensayos a campo realizados durante las tres campafias analizadas (2020-
21, 2021-22 y 2023-24), el anlisis de componentes principales (ACP) permiti6 identificar de
manera consistente que los tratamientos que combinaron fertilizacion con Zn e inoculacion
con Azospirillum argentinense Az39 (en particular, ZnSO,+Az y FDA+Az) se asociaron con
variables clave de la nutricion del cultivo, como las concentraciones de Zn, N y P en grano, asi
como con parametros agronémicos relevantes como el porcentaje de emergencia y el nimero
de granos por m2. La elevada contribucion de estas variables al CP1 en cada campafia sugiere
que dichos tratamientos promovieron una respuesta integrada, en la cual los procesos
nutricionales y morfofisioldgicos actuaron de manera coordinada. En este sentido, la expresion
de la respuesta del cultivo estuvo estrechamente vinculada a las condiciones ambientales,
particularmente a la disponibilidad hidrica y su sincronia con etapas criticas. En las campafias
2020-21 y 2021-22, caracterizadas por déficits hidricos en torno a la floracién, se observaron
limitaciones en procesos clave del desarrollo reproductivo, en linea con antecedentes que
destacan la alta sensibilidad de este periodo al estrés hidrico (Borras y Vitantonio-Mazzini,
2018; Dong et al., 2021; Liu et al., 2022). En contraste, durante la campafa 2023-24, con una
mayor disponibilidad hidrica relativa, se evidencié una mayor expresion de los efectos de los
tratamientos, asociada a una mayor eficiencia en el uso de recursos y al desarrollo de
estructuras reproductivas. Estos resultados ponen de manifiesto la interaccion entre procesos
nutricionales, morfofisioldgicos y ambientales. A partir de este enfoque, es posible avanzar
hacia una interpretacion mecanicista de los resultados obtenidos en los distintos capitulos
experimentales. A nivel inicial, se demostré que la cepa Az39 mantiene su viabilidad en
semillas tratadas con Zn y es capaz de colonizar eficientemente la planta, lo que garantiza su
funcionalidad en condiciones productivas (Cassan et al., 2009; Bashan y de-Bashan, 2010).
Asimismo, los ensayos de germinacion y crecimiento temprano evidenciaron que la
combinacion de la cepa Az39 y Zn mejora la velocidad y uniformidad de la emergencia, asi
como el desarrollo inicial de raices y parte aérea. En particular, se observaron incrementos

relevantes en longitud radical y biomasa, lo que sugiere una mayor capacidad de exploracién
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del suelo. Este mayor desarrollo radical constituye un mecanismo clave para interpretar los
resultados a campo, ya que una arquitectura radical mas extensa y funcional mejora la
captacion de agua y nutrientes, especialmente en condiciones de disponibilidad heterogénea.
En este sentido, la arquitectura radical ha sido sefialada como un determinante central de la
eficiencia en la adquisicién de recursos, particularmente bajo condiciones de estrés (Lynch,
2013). A su vez, los incrementos observados en pigmentos fotosintéticos indicarian una mayor
capacidad potencial de asimilacién de carbono, lo que contribuye a sostener el crecimiento y
la generacion de biomasa (Hafeez et al., 2013). No obstante, los resultados a campo muestran
que esta mejora en la eficiencia fisiologica no siempre se traduce en incrementos de
rendimiento, particularmente bajo condiciones de estrés hidrico severo. En la campafia 2022-
23, caracterizada por rendimientos extremadamente bajos (~1.800 kg ha™ 1), no se detectaron
diferencias entre tratamientos, lo que indica que, bajo condiciones de mayor limitacion
sostenida, la disponibilidad de agua se convierte en el principal factor limitante, anulando la
capacidad de respuesta a los insumos aplicados. Este comportamiento ha sido ampliamente
documentado en la literatura, donde se reconoce que, bajo estrés severo, los factores abioticos
dominan la respuesta del cultivo por sobre el manejo nutricional (Passioura, 2007). En cambio,
en ambientes con restricciones moderadas o con adecuada disponibilidad de recursos, los
beneficios asociados a una mejor implantacién, nutricion y funcionamiento fisioldégico pueden
expresarse en incrementos productivos. En este sentido, trabajos realizados en la region
pampeana muestran que la respuesta a la fertilizacion balanceada (incluyendo micronutrientes
como Zn) depende fuertemente del nivel de limitacion ambiental, registrandose respuestas
incluso en condiciones restrictivas cuando estas no son extremas (Espdsito et al., 2014).
Asimismo, estudios experimentales indican que la fertilizacion con Zn puede mejorar la
eficiencia de uso de otros nutrientes y contribuir a incrementos de rendimiento en maiz bajo
distintos escenarios productivos (Alloway, 2008; Cakmak, 2008). Este comportamiento
diferencial permite interpretar que la discrepancia entre campafas, y entre estudios, se explica
principalmente por la intensidad y el momento de ocurrencia del estrés, mas que por la
ausencia de respuesta intrinseca del cultivo. En términos agronémicos, los resultados indican
que la co-aplicacion de Zn y la cepa Az39 actian como una tecnologia que mejoraria la
eficiencia fisioldgica y la capacidad de captacion de recursos del cultivo, pero cuya expresion

en rendimiento depende de la interaccion con el ambiente. En este sentido, la mayor
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consistencia de respuesta observada en ambientes favorables o de productividad media-alta
coincide con lo reportado en estudios de brecha de rendimiento, donde la reduccion de
limitantes permite una mayor expresion del potencial productivo (van Ittersum et al., 2013).

Desde una perspectiva de escalabilidad comercial, los resultados obtenidos permitieron
considerar la viabilidad de la co-aplicacion de Zn y Azospirillum argentinense Az39 como una
estrategia compatible con sistemas productivos reales. En primer lugar, se trata de tecnologias
ya disponibles en el mercado, tanto en forma de fertilizantes con Zn como de inoculantes
bacterianos, lo que facilita su adopcion sin requerir modificaciones sustanciales en las
practicas habituales de manejo. Asimismo, la aplicacion en semilla o como fertilizante
arrancador resulta operativamente sencilla y se integra facilmente a los esquemas de siembra
directa predominantes en la region. En términos productivos, si bien la magnitud de la
respuesta mostro variabilidad entre camparnias, los resultados evidencian que, en condiciones
de disponibilidad hidrica suficiente a favorable, estas practicas pueden contribuir a la mejora
del comportamiento agrondémico del cultivo, lo que sugiere un potencial retorno positivo. En
este sentido, la relacion costo-beneficio dependerd del contexto ambiental y del nivel de
respuesta alcanzado, siendo esperable una mayor eficiencia en ambientes donde el cultivo
pueda expresar su potencial productivo. Cabe destacar que la evidencia generada en este
trabajo se sustenta en un enfoque multiescala, que incluyé ensayos in vitro, en laboratorio, en
camaras de germinacion y crecimiento, y a campo, asi como en la evaluacion durante cuatro
campafas agricolas consecutivas. Esta aproximacion permitié validar los efectos observados
en distintos niveles de organizacion y bajo condiciones ambientales contrastantes,
fortaleciendo la consistencia de los resultados y su potencial extrapolacion a sistemas
productivos reales. En este marco, si bien algunas evaluaciones experimentales a nivel de
semilla implicaron condiciones controladas propias del ambito experimental, los ensayos a
campo se realizaron utilizando semillas en condiciones equivalentes a las empleadas en la
practica productiva, lo que refuerza la pertinencia agronémica de los resultados obtenidos. Por
otra parte, el uso combinado de fertilizacién con micronutrientes e inoculacién microbiana se
alinea con enfoques de intensificacion sustentable, orientados a mejorar la eficiencia en el uso
de nutrientes y a reducir la dependencia de insumos de mayor impacto ambiental. No obstante,

la variabilidad observada entre campafias pone de manifiesto la necesidad de continuar
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generando informacién en distintos ambientes y condiciones productivas, a fin de ajustar
recomendaciones y fortalecer la robustez de estas tecnologias a escala comercial.

5. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este capitulo, se concluye que la respuesta
productiva y nutricional del cultivo de maiz estaria fuertemente influenciada por la
variabilidad ambiental entre campafias agricolas, particularmente por la disponibilidad hidrica
durante los periodos criticos del ciclo. La interaccion significativa entre Tratamiento y
Campafia pone de manifiesto que la eficacia de la fertilizacion con Zn y de la inoculacién con
Azospirillum argentinense Az39 se expresa en estrecha relacion con el contexto ambiental, lo
que resalta la importancia de un manejo ajustado a las condiciones de cada campafia. En
condiciones de mayor disponibilidad hidrica o con restricciones moderadas, las mejores
respuestas productivas se observan con los tratamientos que incluyen el aporte de Zn,
especialmente en combinacién con la inoculacion con la cepa Az39. Estos resultados reflejan
el potencial de estas estrategias para mejorar el desempefio del cultivo cuando las condiciones
permiten una adecuada expresion de su crecimiento y desarrollo. Aun en escenarios mas
restrictivos, las précticas evaluadas aportan informacion valiosa sobre el comportamiento del
cultivo frente a condiciones adversas. En este sentido, los resultados respaldan que la co-
aplicacion de Zn y A. argentinense Az39 contribuye a promover una respuesta integrada del
cultivo, asociada a mejoras en la nutricion y en procesos morfofisiologicos claves, lo que
constituye una base solida para su incorporacion en esquemas de manejo agronomico.
Asimismo, se destaca que los incrementos de rendimiento observados se acompariaron del
mantenimiento de la calidad nutricional del grano, evaluada a través de su concentracién de
Zn. Este resultado refuerza la relevancia agrondmica de las précticas analizadas, al evidenciar
que es posible incrementar la productividad del cultivo sin comprometer su calidad nutricional

en términos de este micronutriente, bajo las condiciones experimentales evaluadas.
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CAPITULO 5:

Conclusiones finales
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Los resultados obtenidos en esta Tesis permiten confirmar la hip6tesis planteada y
ponen de manifiesto que, la inoculacién con Azospirillum argentinense Az39 en combinacién
con la fertilizacién con Zn, constituye una estrategia efectiva para mejorar el comportamiento

germinativo, el crecimiento, el rendimiento y la calidad nutricional del cultivo de maiz.

La evidencia generada se sustenta en un enfoque multiescala que integré ensayos in
vitro, en laboratorio, en cdmaras de germinacion y crecimiento, y a campo. Este abordaje
permitié analizar de manera consistente la respuesta del cultivo en distintos niveles de
organizacion y bajo diversas condiciones ambientales, consolidando la solidez de los
resultados alcanzados.

En este contexto, los ensayos iniciales demostraron la compatibilidad fisioldgica entre
la cepa Az39 y diferentes fuentes de Zn. La bacteria tiene la capacidad de crecer en presencia
de ambos compuestos dentro de rangos de 0,02 a 0,4 g L™. Con un crecimiento comparable al
control, alcanzando valores del orden de 10’ UFC mL™ con ZnO y de 108 UFC mL"~ * con
ZnSQ,, con reducciones en el crecimiento conforme aumentan las concentraciones. Esto
evidencia un umbral fisiolégico de tolerancia dependiente de la fuente y la dosis del
micronutriente. Es asi que, estos resultados confirman la factibilidad de su uso conjunto en

tratamientos de semillas, sin efectos antagdnicos en las etapas iniciales del cultivo.

Durante el estadio V3 del maiz, la inoculacion con la cepa Az39 junto con el aporte de
Zn, especialmente en aplicacion combinada, promueve una emergencia mas rapida y uniforme
y un mayor desarrollo inicial. En este sentido, la interaccion entre Az39 y Zn acelera la
germinacion, destacandose la combinacién con ZnSO,, que supera el 70 % a las 48 h. Estos
efectos se reflejan en una respuesta morfofisiologica integrada, con mayor expansion del
sistema radical, incremento de la biomasa aérea y mejoras en el estado fotosintético. En
particular, la combinacion de sulfato de Zn + Az39 incrementa aproximadamente un 20-25 %
el peso seco de la parte aérea, mientras que los pigmentos fotosintéticos muestran aumentos
significativos, con incrementos cercanos al 70-75 % en clorofila a, superiores al 100 % en
clorofila b y alrededor de 80-85 % en carotenoides. De manera complementaria, tanto la
combinacion de ZnSO, + Az39 como la de ZnO + Az39 incrementan el peso seco de la parte
radical en un 40-45 % respecto al control, mientras que el tratamiento con éxido de Zn + Az39

promueve aumentos en la longitud de la raiz primaria del orden del 35-40 %. Estos resultados,
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estadisticamente superiores al control y a las aplicaciones individuales, evidencian una
interaccion sinérgica entre la inoculacion microbiana y la nutricion con Zn, favoreciendo una

mayor eficiencia en la exploracion del suelo y en la captacion de recursos.

En condiciones de campo, la magnitud de las respuestas estd asociada a la
disponibilidad hidrica. En campafias con restriccion hidrica durante el periodo critico del
cultivo no se observan diferencias entre los tratamientos. Mientras que, con menor restriccion,
las estrategias combinadas de Az39 y Zn incrementan en un 40-50% el rendimiento del
cultivo. En particular, se destaca el tratamiento combinado de ZnSO, + Az39, con valores de
11.200 kg ha™ significativamente superiores al control con un promedio de 7.700 kg ha™. Aun
en este contexto de variabilidad, los incrementos productivos logrados no implican
detrimentos en la calidad nutricional del grano, lo que demuestra que es posible incrementar la
productividad sin comprometer la calidad nutricional, reforzando el valor de esta estrategia en

el marco de enfoques de biofortificacion.

Desde una perspectiva integradora, los resultados indican que la combinacion de la
inoculacion con la cepa Az39 vy fertilizacidn con Zn promueve una respuesta coordinada del
cultivo, en la que los procesos nutricionales, morfofisioldgicos y productivos interactian de
manera sinérgica. Esta articulacion se traduce en una mayor eficiencia en el uso de recursos y
en una mejor expresion del rendimiento cuando las condiciones ambientales son menos
restrictivas. En este sentido, el uso combinado de fertilizacion con micronutrientes e
inoculacion microbiana se presenta como una alternativa alineada con los principios de
intensificacion sustentable, orientada a mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes y a
promover el uso de insumos ambientalmente sostenibles. En funcién de estos resultados
obtenidos, se confirma el potencial de estas estrategias, ademas de delinear un camino claro
para su profundizacion. La variabilidad observada entre ambientes resalta la importancia de
continuar avanzando en la optimizacion de dosis, formulaciones y modalidades de aplicacion,
asi como en su evaluacion en distintos contextos productivos. Este proceso serad clave para
fortalecer su transferencia y consolidar su adopcion, contribuyendo al desarrollo de sistemas
agricolas mas eficientes, resilientes y sustentables, capaces de integrar productividad y calidad

nutricional de manera equilibrada.
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