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RESUMEN

La inoculacién con diferentes bacterias (PGPRs), se debe a que producen un aumento en
las etapas tempranas del desarrollo del cultivo, como también en el rendimiento, indicando que
el uso de microorganismos en no leguminosas es una alternativa como practica agricola para
mejorar el desarrollo de los cultivos. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la
inoculacion con Azospirillum brasilense en maiz a campo bajo distintas formulaciones y con
diferentes dosis de fertilizantes. El ensayo se realizd en un campo ubicado a 25 Km. de la
localidad de Sampacho y a 70 Km. al sudoeste de la Ciudad de Rio Cuarto. Durante el ciclo de
desarrollo del cultivo se realizaron las siguientes evaluaciones: longitud de tallos, didmetro de
tallos, peso seco aéreo y radical (todo ello a los 90 dias post-siembra), y a cosecha se evalu6
rendimiento en qg/ha. La longitud de tallos y el didmetro de tallos a los 90 dias post-siembra,
mostraron diferencias importantes entre los testigos y los tratamientos inoculados, sucediendo lo
mismo con el peso seco aéreo y radical. A cosecha, los rendimientos entre los testigos y los
tratamientos inoculados, mostraron en general diferencias estadisticamente significativas. La
inoculacién con Azospirillum brasilense promovio6 el crecimiento del cultivo de maiz a campo.

Palabras claves: inoculacién, Azospirillum brasilense, promocion, crecimiento.



SUMMARY

The inoculation with different bacteria (PGPRs), must to that they produce an increase in
the early stages of the development of the culture, like also in the yield, indicating that the use of
microorganisms in nonleguminosas is an alternative as practices agricultural to improve the
development of the cultures. The objective of the work was to evaluate the effect of the
inoculation with brasilense Azospirillum in maize to field under different formulations and with
different doses from fertilizers. The test was made in a field located to 25 km of the locality of
Sampacho and to 70 km to the southwest of the City of Rio Cuarto. During the development
cycle of the culture the following evaluations were made: length of stems, diameter of stems,
aerial and radical dry weight (all it to the 90 days post-sowing), and to harvest evaluated yield in
gg/ha. The length of stems and the diameter of stems to the 90 days post-sowing, showed to
important differences between the witnesses and the inoculated treatments, happening the same
to the aerial and radical dry weight. Harvest, the yields between the witnesses and inoculated
treatments, showed in general statistically significant differences. The inoculation with
brasilense Azospirillum promoted the growth of the culture from maize to field.

Key words: inoculation, brasilense Azospirillum, promotion, growth.
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INTRODUCCION
El maiz es un cereal de origen americano cultivado antiguamente por los Mayas, Aztecas
e Incas, constituyendo la base de su alimentacion, posteriormente se extendié por todo el mundo.

El maiz actual (Zea mays) es descendiente de una planta silvestre antigua llamada
Teosinte (Euchlena mexicana), la cual presentaba una estructura con 12 o méas macollos,
portadores de numerosas espigas pequefias y una sola hilera de granos de forma triangular.

A través de miles de afios de seleccion y a medida que fue cultivado por las comunidades
aborigenes, fue cambiando su estructura como por ejemplo el acortamiento de los entrenudos de
los numerosos tallos, constituyendo la espiga que conocemos hoy. Luego este cultivo ha sido
objeto de un intenso mejoramiento genético, lo que permitié multiplicar su rinde al desarrollarse
hibridos convencionales y transgénicos.

Actualmente, junto al trigo y el arroz, se encuentra entre los tres cereales mas importantes
en cuanto a volimenes de produccion e importancia en la alimentacion humana y animal.

El maiz es un cultivo de gran potencialidad, asi lo demuestran mas de 600 subproductos,
gue abarcan desde alimentos hasta plasticos, papeles y biocombustibles, en la Argentina, el valor
bruto de la produccion es de 1500 millones de dolares, cifra a la que hay que agregarle la
facturacion de su agroindustria: alrededor de 4500 millones (Alvarez y Mulin, 2004).

La cosecha 2004-2005 report6 una superficie sembrada que sobrepaso las 3.420.000 ha, de
las cuales 2.740.000 ha se destinaron a la produccién de granos y 680.000 ha. a la produccion de
forrajes, concretando un aumento del 14.6% por encima de la campafia anterior.

En el siglo pasado el aumento de la poblacién mundial agudiz6é notablemente el problema
de la distribucién de alimentos, lo que ha tenido un impacto indudable sobre la agricultura. La
tendencia mundial fue inclinarse hacia el uso de fertilizantes minerales, sobre todo nitrogenados,
potésicos, fosfatados y, en menor proporcién, a elementos como azufre, hierro y boro, para
aumentar la productividad de los cultivos.

Esta tendencia comenz6 a evidenciarse primero en los paises desarrollados pero,
especialmente en la década del 70 durante la llamada “revolucion verde”, se hizo extensiva a los
paises en vias de desarrollo. En la actualidad, tanto en estos Gltimos como en las naciones
desarrolladas, la préactica de la fertilizacion mineral es de uso corriente. El exceso en la
utilizacion de los fertilizantes minerales es cuestionable por su impacto contaminante sobre el
aire, agua y suelo. En el caso especifico del sustrato edafico, entre otros efectos éstos
compuestos provocan alteraciones sobre el pH y potencial osmotico, lo que resulta perjudicial
para la actividad de las especies microbianas predominantes. En la bisqueda de variantes para el

uso de fertilizantes minerales, la investigacion cientifica se ha orientado hacia el estudio de



sistemas alternativos con capacidad de aumentar la produccion; pero con menores problemas de
contaminacioén y costos (de produccién) mas reducidos. La identificacion y posible aplicacién de
las asociaciones entre bacterias fijadoras de N, atmosférico (diazotroficas) y plantas ha sido
investigada durante muchos afios. En la naturaleza se destacan como mas exitosas las
asociaciones de leguminosas con bacterias simbiontes de los géneros Rhizobium y
Bradyrhizobium, y de gramineas con bacterias de vida libre como Pseudomonas sp., Bacillus
sp., Azotobacter sp. y Azospirillum sp., que proliferan en la rizosfera de dichas plantas
(Dobereiner y Pedroza, 1987). Entre estas Gltimas, la bibliografia en general considera a
Azospirillum como uno de los géneros bacterianos mas importantes por su capacidad de mejorar
significativamente el crecimiento y desarrollo asi como el rendimiento de ciertas gramineas
forrajeras (Okon, 1985, Fulchieri y Frioni, 1994), y por su aplicacién (por ahora mas potencial
que real) en la agricultura para aumentar la produccién de cereales (Okon y Labandera-
Gonzalez, 1994).

La capacidad de Azospirillum sp. para estimular el crecimiento de las plantas ha sido
demostrada en muchos experimentos en condiciones muy variadas. Varios mecanismos se han
sugerido como responsables del efecto estimulante observado en las plantas inoculadas; entre
ellos se mencionan fijacion bioldgica del nitrégeno, actividad nitrato reductasa, mejoramiento
del sistema de absorcidn radical y relacién agua-planta, produccién de sider6foros y produccion
de fitohormonas.

La practica de la inoculacion puede ser una metodologia razonable de adoptar, con la
finalidad de proveer al cultivo aportes de la fijacion biol6gica del nitrégeno y otros
estimuladores bioldgicos del crecimiento (Iglesias et al., 2001).

Las bacterias del género Azospirillum son organismos fijadores de nitrégeno, los cuales
pueden vivir en asociacién en la rizosfera de plantas, pudiendo estar presentes tanto dentro como
fuera de las raices. La contribucion de la fijacion atmosférica de nitrogeno por Azospirillium
localizado en el sistema radicular de plantas tiene menor relevancia agronémica de lo que se
esperaba inicialmente, uno de los efectos de estas bacterias esta en la promocién del crecimiento
radicular de las plantas, por la produccion de sustancias promotoras del crecimiento (Okon 'y
Labandera-Gonzalez, 1994).

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos inorgénicos desempefian un importante
papel en el suministro de fésforo para las plantas. La utilizacion de esos microorganismos como
inoculante comercial o el manejo de sus poblaciones como forma de promover una mejor
utilizacion del fésforo existente en el suelo o el adicionado como fertilizante es tema de diversas

investigaciones (Silva Filho y Vidor, 2001).



La solubilizacion de fosforo mineral y orgénico se produce por la capacidad que presenta
la bacteria de producir acidos organicos y fosfatasa, respectivamente. Ademas produce
estimulacion del crecimiento vegetal por la presencia de citoquininas, giberelinas y &cido
indolacético, asi como proteccion fitosanitaria a los cultivos debido a la produccion de
antibidticos y presencia de sideroforos en la cepa (Bashan y Levanony, 1990; Okon y
Labandera-Gonzalez, 1994).

Los resultados obtenidos por Rodriguez Céaceres et al. (1996) mostraron que la respuesta a
la inoculacion varia en funcion del grado de fertilidad y la disponibilidad de agua de los suelos,
observando la gran importancia que puede adquirir la relacion cepa - cultivar.

(Thuar y Salvagno, 2003) demostraron en el cultivo de maiz que la longitud de raices, el
peso seco de raiz y aéreo se incrementd con la inoculacién de A. brasilense en relacién con el
testigo fertilizado y sin fertilizar, como también el rendimiento (con diferencias estadisticamente
significativas).

La inoculaciéon lleva a un aumento significativo del sistema radical, induce resistencia a
agentes patogenos y provee elementos como el nitrdgeno, ademas inhibe la proliferacion de
plantas parasitas y produce hormonas que estimulan el crecimiento vegetal, lo que permite un
desarrollo mas econdémico y saludable de los cultivos (Bouillant, 1997).

En el ambito mundial, con datos que se han acumulado durante los Gltimos 20 afios, se
pudo concluir que esta bacteria es capaz de promover el crecimiento de cultivos de interés
agrondémico (maiz, sorgo, trigo, gramineas y leguminosas forrajeras) en diferentes suelos,
regiones climaticas, diferentes cultivares y con el uso de varias cepas de Azospirillum brasilense
y Azospirillum lipoferum. El éxito de inoculacion con Azospirillum en campo resulta en un orden
del 60 — 70 %, incrementos significativos en rendimiento de 5 — 30 % sobre los controles no
inoculados. Estos valores son adecuados para maiz, sorgo, trigo y gramineas forrajeras. La
magnitud de la respuesta es en general mas alta que los costos de la inoculacién, lo cual hace a
ésta técnica atractiva para los agricultores (Okon, 1985; Fages, 1992; Sumner, 1990; Okon y
Labandera-Gonzalez, 1994).



Importancia del cultivo de Maiz

El cultivo de maiz (Zea mays), junto al cultivo de soja son los cultivos que mayor area de
siembra ocupan en la Republica Argentina, esto los convierte en los cultivos mas importantes
desde el punto de vista de la generacion de divisas.

En el caso especifico del maiz, ademas, es uno de los cultivos que aportan una importante
cantidad de rastrojos en la rotacion. Estos rastrojos voluminosos y de lenta descomposicién,
contribuyen a la sustentabilidad de los sistemas de produccién agropecuaria.

Desde comienzo de los afios 90, Argentina pasé a ocupar un lugar relevante en la
produccién y comercializacion de granos, destacandose los logros alcanzados por el cultivo de
maiz, que a comienzo de la década citada (campafia 1990/91) totalizaba 7,7 millones de
toneladas, mostrd un constante crecimiento llegando a recolectarse en el ciclo agricola 1997/98
19,4 millones de toneladas, es decir un volumen 152,9 % superior al de siete afios atras. En
materia de rendimientos y para el mismo periodo, la mayor variacion porcentual en las
producciones medias por hectérea le corresponde al maiz con un 41,2 % de aumento.

Varias son las causas del crecimiento en la produccion nacional. Entre las principales
podemos citar: el aumento de la superficie dedicada a su cultivo, la disponibilidad en el mercado
de nuevos hibridos de mayor potencial de rendimiento y mejor resistencia a enfermedades y
plagas, el aumento en el area fertilizada, la creciente utilizacion del sistema de siembra directa,
la incorporacion de la préctica de riego complementario, el recambio del parque de cosechadoras
con la incorporacion de maquinas recolectoras de Gltima generacién y, a partir del ciclo agricola
1998/99, el uso de materiales vegetales transgénicos.

En el contexto internacional en la actualidad, ocupamos el sexto lugar como pais

productor y el tercer puesto en el ranking de paises exportadores.

El maiz es, sin lugar a dudas, el grano forrajero por excelencia, presentando ademas como
una de sus principales caracteristicas las multiples posibilidades de utilizacién en diversos
procesos industriales, de los que se obtiene una amplia gama de productos derivados de su
procesamiento Y, si bien es cierto que esté sufriendo los embates de la expansion del cultivo de

la soja, no se ha puesto en riesgo su supervivencia (SAGPyA, 2006).



Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) son bacterias aisladas de la
rizosfera y cuando son inoculadas sobre los cultivos o en el suelo colonizan las raices de las
plantas, incrementan el crecimiento de la planta o reducen el dafio de algunas enfermedades. El
manejo de estos microorganismos del suelo, que estan involucrados en varios ciclos
biogeoquimicos (C, N, P, S, etc.), salud de las plantas, y recuperacion de los suelos ofrece
nuevas posibilidades de tratamientos bioldgicos. En suelos agricolas, el mejoramiento de la
calidad y la diversidad de las poblaciones microbianas a partir de la incorporacion de cepas
seleccionadas segun sus funciones especificas es un proceso relevante que contribuye al mejor
establecimiento, desarrollo y rendimiento de los cultivos siendo una alternativa para lograr

mejores cultivos (Caballero-Mellado, 2002).

Basicamente, son dos los mecanismos que explican las respuestas de los cultivos a la
inoculacion con cepas de PGPR: (a) procesos directos favoreciendo el estado nutricional de los
cultivos (incluyendo agua) basados en incrementos en la disponibilidad de nutrientes o
aumentando la superficie de raices para una mejor captacion de agua y nutrientes, y (b)
indirectos a partir de la interaccion con otros microorganismos o cambios en el metabolismo de

las plantas que facilitan su crecimiento (Dobbelaere et al., 2001).

Algunas PGPR han sido aisladas y multiplicados permitiendo la formulaciéon de
inoculantes y su aplicacion bajo condiciones extensivas de produccién (Bashan, 1998; Lucy et
al., 2004). Uno de estos es Azospirillum brasilense y como resultado de su aplicacién se
muestran efectos positivos sobre el crecimiento y los rendimientos de cultivos a partir de la
accion de fitohormonas, estimulaciones genéticas y también por su contribucion en la fijacién
libre del nitrégeno (Bashan y Levanony, 1990, Okon y Labandera-Gonzélez, 1994). Por
ejemplo, en Argentina algunos estudios en trigo han mostrado beneficios sobre su crecimiento
aéreo y de raices, en los componentes del rendimiento (aumento en el nimero de granos) y en la
produccion de grano luego de la aplicacion de una formulacion liquida sobre las semillas;
resultados similares se han descripto a partir de la aplicacion de formulaciones liquidas
especificas y con variados métodos de tratamiento en maiz, algodon, cafia de azlcar, girasol y

otros cultivos (Diaz-Zorita et al., 2006).



Mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden actuar sobre las plantas de dos
maneras diferentes, directa o indirectamente. La influencia directa, consiste en que las bacterias
le proporcionan a la planta compuestos sintetizados por ellas mismas, produciéndole un
beneficio a la planta. Estos compuestos pueden ser: produccion de fitohormonas, liberacion de
fosfatos y micronutrientes, fijacion de nitrogeno y produccion de sideréforos. El efecto indirecto
gue causan las PGPR es la alteracion de la ecologia y el ambiente de la raiz (Bowen and Rovira,
1991; Glick, 1995; Hornby, 1990; Kapulnik, 1991; Lynch, 1990a, 1990b, 1990c; Okon and
Hadar, 1987) por ejemplo, actuando como agentes de biocontrol y reduciendo las enfermedades
mediante la liberacion de sustancias antibiéticas que matan microorganismos nocivos, por
competencia con agentes deletéreos y metabolismo de productos toxicos.

Estos métodos suponen una alternativa potencial porque es un método de control biolégico
y su utilizacién como herramienta biotecnolégica parece una esperanzadora realidad que reduzca
los impactos adversos de agroquimicos, y permita una gestion mas razonable y sostenible del

suelo.

Mecanismos de promocion directa del crecimiento

¢+ Produccion de fitohormonas:

Las PGPRs pueden beneficiar directamente el crecimiento vegetal a través de la
produccién de fitohormonas (Lippman et al., 1995), entre ellas se encuentran auxinas,
citocininas y giberelinas. Estos compuestos incrementan el nimero de raices laterales y pelos
radicales, aumentando notablemente la superficie de la raiz y, en consecuencia, favoreciendo
una mayor absorcién de nutrientes (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000).

La atencidn principal ha sido enfocada en las auxinas (Brown, 1974; Tien et al., 1979).
Dentro de estas, la mas comdn y mejor caracterizada, ha sido el &cido 3-indol acético (AlA), el
cual se ha observado que estimula la respuesta vegetal, tanto en velocidad (por ejemplo,
incrementando la elongacion celular), como en tiempo (por ejemplo, la division celular y la
diferenciacion) (Cleland, 1990; Hagen, 1990).

La inoculacion de plantas de trigo con la mutante de A. brasilense nif-AlA+ incrementa el
namero de raices laterales comparado con la cepa salvaje, la cual no produce AIA (Barbieri et
al., 1986).



La sintesis de auxinas y giberelinas por microorganismos, incrementa la tasa de
germinacion de las semillas y el desarrollo de pelos radicales, siendo esta la principal
caracteristica de Azospirillum (Brown, 1974).

% Solubilizacion de Fosfatos:

El fosforo es un elemento quimico esencial para la vida y muy abundante en la corteza
terrestre, sin embargo una pequefia proporcion esta disponible para las plantas (5 %), por lo que
debe ser suministrado por medio de fertilizantes minerales, pero gran parte de éste tiende a
acumularse en el suelo en forma de compuestos insolubles (Richardson, 1994).

La disponibilidad de fésforo en el suelo depende principalmente de la actividad
microbiana. Los estudios para mostrar que se podia mejorar la disponibilidad de fosforo fueron
realizados con Bacillus megaterium y P. fluorescens mostrando que estas bacterias pueden
incrementar la disponibilidad de fésforo para las plantas porque ellas solubilizan fosfato
organico por la accion de fosfatasas (mineralizacion) o por solubilizacion de fosfatos inorganicos
no disponibles con &cidos organicos. (Gerretsen, 1948, Katznelson y Bose, 1959, Kloepper,
1993), han propuesto que se produce un mejor desarrollo del sistema radical de la planta y
mejora la sanidad. Otros investigadores sugieren que mejora la absorcion del mineral (Bashan et
al., 1990).

Diversos estudios han mostrado que la solubilizacién del fosfato por microorganismos
solubilizadores es una importante caracteristica de diversas cepas PGPR (Kloepper et al., 1989,
Kucey et al., 1989).

En experimentos de invernaculo (Thuar, 2005), demostré que algunos microorganismos
solubilizadores estimulan el crecimiento de maiz. La solubilizacion de fosfato puede ser

importante para la planta porque es un elemento esencial y por su baja disponibilidad.

¢+ Fijacion de Nitrégeno:

La fijacion bioldgica del nitrégeno es el proceso por el cual las plantas se asocian con
bacterias capaces de transformar el nitrogeno atmosférico en amoniaco, y de esta forma las
plantas asimilan el nitrégeno previamente fijado por las bacterias (Frioni, 1999).

La fijacion de nitrogeno no simbidtica, es realizada por microorganismos como
Azospirillum; estas son bacterias de vida libre que fijan nitrégeno bajo ciertas condiciones
ambientales y de suelo, en asociacion con las raices (Frioni, 1999) y que influyen positivamente

en el crecimiento y rendimiento de los cultivos.



Mecanismos indirectos de promocion del crecimiento — Supresion de agentes fitopatdgenos

¢ Produccion de sideréforos:

Dado que la cantidad de hierro del suelo que es aprovechable es demasiado baja para
mantener el crecimiento microbiano, los microorganismos del suelo excretan moléculas
quelantes (sideréforos) que se unen al Fe'3, transportandolo al interior de la célula microbiana y
luego lo hacen aprovechable para el crecimiento de la bacteria (Neilands and Leong, 1986;
Briat, 1992). Una via por la cual las PGPRs pueden evitar la proliferacion de fitopatdgenos, y
por lo tanto facilitar el crecimiento vegetal es a través de la produccidén y secrecion de

sider6foros con una alta afinidad por el hierro (Castignetti and Smarelli, 1986).

++ Induccion de Resistencia Sistémica:

Las Rizobacterias no patdgenas pueden inducir una resistencia sistémica en las plantas
similar a la resistencia sisttmica adquirida (SAR) cuando son atacadas por patégenos. La
medicion de diferentes cepas bacterianas en la resistencia sistémica inducida (SIR) ha sido
demostrada contra hongos, bacterias y virus en diversos cultivos (Van Loon et al., 1998).

Determinadas bacterias inducen la resistencia sistémica, produciendo diferentes
compuestos tales como los lipopolisacaridos, sider6foros y acido salicilico; sin embargo, esta
induccién depende de que las bacterias colonicen el sistema radical en nimero suficiente (Van
Loon et al., 1998).

¢+ Produccidn de Antibi6ticos:
Son sustancias organicas sintetizadas por bacterias para eliminar o inhibir el crecimiento
de organismos infecciosos para las plantas.
Uno de los mecanismos mas efectivos que puede emplear una PGPR para prevenir la
proliferacion de fitopatdgenos es la sintesis de antibidticos, un gran nimero de compuestos

antibioticos producidos por Pseudomonas fluorescens han sido caracterizados quimicamente.

¢ Produccién de Cianida de Hidrégeno:
Este compuesto puede producir dos efectos antagonicos, por un lado induce mecanismos
de defensa frente a organismos fitopatdgenos y por otro induce alteraciones en las actividades

fisiologicas de las plantas.



La facultad de algunas Pseudomonas de sintetizar este compuesto (al cual ellas mismas
son resistentes), puede estar vinculada a la capacidad de estas cepas para inhibir algunos hongos
patdgenos (Voisard et al., 1989).



HIPOTESIS:

La inoculacién con Azospirillum brasilense en el cultivo de maiz a campo, favorece el

crecimiento en biomasa y los rendimientos en grano.

OBJETIVOS:

Obijetivo general:

* Evaluar el efecto de la inoculacion con Azospirillum brasilense en maiz a campo, bajo

distintas formulaciones y con diferentes dosis de fertilizantes.

Objetivos especificos:

* Evaluar los efectos de promocion del crecimiento sobre el cultivo (medicién de: longitud
de tallos, didmetro de tallos, peso seco aéreo y radical a los 90 dias post-siembra).

* Evaluar rendimiento en Kg/Ha en madurez fisiolégica.

* Determinar el efecto de la inoculacion con Azospirillum brasilense sobre los

rendimientos en grano del cultivo de maiz segun diferentes inoculantes.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 en un campo ubicado a 25 Km. de la localidad de Sampacho y a 70
Km. al sudoeste de la Ciudad de Rio Cuarto (por la ruta nacional nimero 8), provincia de
Cordoba, Argentina. El suelo corresponde a un Haplustol tipico.

El régimen de precipitaciones es monzonico; aproximadamente el 80 % de las
precipitaciones se concentran en el semestre més célido (Octubre a Marzo). El valor medio anual
de las mismas es de 800 mm.

En la figura N°1 se presentan las precipitaciones ocurridas en el periodo comprendido
entre Octubre 2005-Abril 2006, dichos datos fueron tomados por el duefio del campo, logrando
de esta manera tener un mejor registro de lluvias, ya que esta es una zona de precipitaciones

irregulares.

REGISTRO DE LLUVIAS
(oct.2005 - abril 2006)

B PRECIP.(mm)

Diciembre
Enero
Fefrero
Marzo

&
S
Q
=
B
>
o
Z

Fig. N°1: Precipitaciones ocurridas durante el ciclo del cultivo.

Previo a la siembra se realiz6 una caracterizacion inicial del suelo a través de un
andlisis fisico-quimico del mismo. Para ello se tomd una muestra compuesta de 20 submuestras
de los primeros veinte centimetros de suelo. EI muestreo se realizo siguiendo el tipo de muestreo
simple al azar buscando obtener una muestra homogénea y representativa. Se determind Materia
Organica (%), Nitrogeno de Nitratos (ppm), Nitratos (ppm), Fésforo (ppm), pH en agua y

Humedad actual (%).

11



Analisis fisico-guimico del suelo

Materia Organica 1,10 %
Nitrégeno de Nitratos 7,40 ppm
Nitratos 32,8 ppm
Fosforo 15,20 ppm
pH (en agua) 6,30
Humedad 9,00 %
Metodologia utilizada:
* Materia Organica —  —  Meétodo Walkley-Black.
* N-Nitratos ——— Reduccién por cadmio.
* Fosforo Método Kurtz y Bray 1.
*pH Potenciometria 1:2,5.

El ensayo se llevo a cabo en 42 parcelas de 5 metros de ancho por 15 metros de largo, a

una distancia entre hileras de 0.7 metros; con tres repeticiones por cada tratamiento.

Los tratamientos gue se realizaron son los siguientes:

Tratamiento 1: Testigo semilla sin fertilizar.

Tratamiento 2: Testigo con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 0 Kg. de UREA.
Tratamiento 3: Testigo con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 60 Kg. de UREA.
Tratamiento 4: Testigo con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 120 Kg. de UREA.

Inoculante comercial (Noctin)

Tratamiento 5: Azospirillum con 0 Kg. Fosfato Diaménico y 0 Kg. de UREA.
Tratamiento 6: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diamonico y 0 Kg. de UREA.
Tratamiento 7: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 60 Kg. de UREA.
Tratamiento 8: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 120 Kg. de UREA.

12



Inoculante comercial (Graminosoil L;)

Tratamiento 9: Azospirillum con 0 Kg. Fosfato Diamoénico y 0 Kg. de UREA.
Tratamiento 10: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diamdnico y 60 Kg. de UREA.
Tratamiento 11: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diamonico y 120 Kg. de UREA.

Inoculante comercial (Graminosoil L,)

Tratamiento 12: Azospirillum con 0 Kg. Fosfato Diamonico y 0 Kg. de UREA.
Tratamiento 13: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 60 Kg. de UREA.
Tratamiento 14: Azospirillum con 90 Kg. Fosfato Diaménico y 120 Kg. de UREA.

La siembra se realizo el 27 de octubre de 2005. El sistema de siembra utilizado fue el de
labranza cero (o directa), con una distancia entre hileras de 0.70 metros y con una disposicién de
5 (cinco) semillas por metro lineal (71500 semillas/ha). La semilla utilizada es un maiz hibrido
“Los Prados” cultivar Faradn, con curasemilla.

Todos los tratamientos estan ubicados en el mismo lote, sobre rastrojo de soja de la
campafia anterior (2004-2005). Previo a la emergencia del cultivo se realiz6 una aplicacion de
glifosato (herbicida sistémico de amplio espectro, no selectivo) a razén de (3 Its./ha.), atrazina
(herbicida sistémico, selectivo para maiz, controla algunas gramineas anuales y latifoliadas) a
razén de (2 Its./ha.) y acetoclor (1,5 Its./ha.) herbicida sistémico, controla gramineas anuales y
algunas latifoliadas; estos herbicidas fueron aplicados mezclados y pulverizados en una sola
aplicacion, ademas junto con estos, se coloco 100 cm®ha. de cipermetrina (insecticida, para el
control de gusanos cortadores) para la prevencion y control de isocas cortadoras durante los
primeros estadios del cultivo.

La inoculacion en todos los casos se realiz6 al momento de la siembra, de forma manual,
teniendo en cuenta la dosis a utilizar y la cantidad de semilla a inocular en cada uno de los
tratamientos respectivamente.

Todos los inoculantes estan formulados con Azospirillum brasilense. El inoculante
“Noctin” es a razon de 250cc/25 Kg. de semillas y los otros dos inoculantes “Graminosoil L; y

Graminosoil L,” es a razon de 1 litro / ha.
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Métodos de Cuantificacion de la promocién del crecimiento

Determinaciones a los 90 dias post-siembra
* Longitud del tallo:

Se midid la longitud en centimetros desde la base de la planta (sin incluir la raiz) hasta
la punta.
* Didmetro del tallo:

Se midi6 el diametro en centimetros con un calibre, a 5 cm. de la base del tallo.
* Determinacion del peso seco aéreo y de la raiz:

Las plantas a las que se le efectuaron las mediciones antes mencionadas, fueron
cortadas a fin de dividir la parte aérea y la raiz. Ambas se colocaron en estufa, por separado,

durante 48 horas a 60° C, hasta peso constante. Luego de este tiempo se determind el peso seco.

Determinaciones a cosecha

* Rendimiento de grano en qg/ha:

Para la determinacion del rendimiento de cada tratamiento se tomaron 3 metros de surco a
0.70 metros entre linea (totalizando una superficie de 2.10 m?), luego se desgranaron todas las
espigas recolectadas de las plantas extraidas de dicha superficie y se pesaron los granos (sin

incluir el marlo), posteriormente se realizé la extrapolacion a 10.000 m?.

Andlisis de datos

El rendimiento fue la variable analizada estadisticamente mediante andlisis de varianza,
con el programa estadistico Infostat, con una (p = 0,05) con el cual se realizd6 ANOVA, (disefio
experimental que se utilizo es el simple al azar), y se compararon los promedios con el Test de

Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciones a los 90 dias post-siembra

A los fines practicos de poder realizar las comparaciones correspondientes entre los
distintos tratamientos, se los agrupd de la manera que figura a continuacion; para que de este
modo dentro de cada grupo se encuentren los diferentes inoculantes empleados con su

correspondiente testigo.

GRUPO N°1
Tratamiento 1 (Testigo) Testigo semilla sin fertilizar.
Trat.5 (Inoculante Noctin) Azospirillum con 0 Kg. FDA y 0 Kg. de UREA

Trat.9 (Inoc. Graminosoil L;) Azospirillum con 0 Kg. FDA y 0 Kg. de UREA

Trat.12 (Inoc. Graminosoil L,) Azospirillum con 0 Kg. FDA 'y 0 Kg. de UREA

GRUPO N°2
Tratamiento 2 (Testigo) Testigo con 90 Kg. FDA 'y 0 Kg. de UREA

Trat.6 (Inoculante Noctin) | Azospirillum con 90 Kg. FDA y 0 Kg. de UREA

GRUPO N°3
Tratamiento 3 (Testigo) Testigo con 90 Kg. FDA y 60 Kg. de UREA
Trat.7 (Inoculante Noctin) Azospirillum con 90 Kg. FDA y 60 Kg. de UREA

Trat.10 (Inoc. Graminosoil L) Azospirillum con 90 Kg. FDA 'y 60 Kg. de UREA
Trat.13 (Inoc. Graminosoil L,) Azospirillum con 90 Kg. FDA 'y 60 Kg. de UREA

GRUPO N°4
Tratamiento 4 (Testigo) Testigo con 90 Kg. FDA 'y 120 Kg. de UREA
Trat.8 (Inoculante Noctin) Azospirillum con 90 Kg. FDA 'y 120 Kg. de UREA

Trat.11 (Inoc. Graminosoil L,) Azospirillum con 90 Kg. FDA y 120 Kg. de UREA
Trat.14 (Inoc. Graminosoil L,) Azospirillum con 90 Kg. FDA y 120 Kg. de UREA

En el grupo 1, se observé que ninguna de las variables evaluadas (longitud de tallos,
diametro de tallos, peso seco de la parte aérea y radical), arrojaron valores diferentes al testigo,
aqui el inoculante no ejerci6 efecto alguno, puede haber influido las caracteristicas del perfil del

suelo, tales como el bajo contenido de materia organica de un 1,10 % que se determino del
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andlisis de suelo 6 bien un nivel deficitario de nutrientes y acompafiado con esto la falta de
fertilizacion. En los otros grupos en los cuales si se fertilizd, se observd una muy buena
respuesta de la bacteria Azospirillum. Esto nos demuestra la complementariedad que existe entre

la aplicacion de fertilizantes e inoculantes.

La longitud de tallos (Fig. N°2), fue diferente en los distintos tratamientos evaluados, el
promedio de los tratamientos inoculados fue de 108,7 cm. y el promedio en los testigos fue de
96,7 cm. lo que equivale en porcentaje un incremento del 12,4 % esto es debido al efecto de
Azospirillum brasilense, el cual actu6é promoviendo el crecimiento. Si realizamos la comparacion
por grupos a los cuales se les aplico diferentes dosis de fertilizantes, los resultados son los
siguientes: en el grupo 2 el testigo arroj6 97,4 cm. y el inoculado 108,2 cm. lo que equivale a un
11 % de incremento, en el grupo 3 el testigo arroj6 98,2 cm. y entre los tratamientos inoculados
el mas elevado arroj6 122,3 cm. lo que equivale a un 25 % de incremento, y dentro del grupo 4
el testigo arrojo 94,7 cm. y entre los tratamientos inoculados el méas elevado arroj6 119,6 cm. lo
que equivale a un incremento del 26 %. Esto coincide con lo demostrado por Lucangelli y
Bottini (1996), que observaron un incremento en el largo de los entrenudos en maiz y arroz

cuando se inoculé con microorganismos fijadores de vida libre.
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Fig. N°2: Longitud de tallos, segun distintos tratamientos.

Con respecto al diametro de tallos (Fig. N°3), fue diferente en los distintos tratamientos
evaluados, el promedio de los tratamientos inoculados fue de 7,2 cm. y el promedio en los

testigos fue de 6,5 cm. lo que equivale en porcentaje a un incremento del 11 %. si realizamos la
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comparacion por grupos a los cuales se les aplico diferentes dosis de fertilizantes, los resultados
son los siguientes: en el grupo 2 el testigo arrojé 6,53 cm. y el inoculado 7,94 cm. lo que
equivale a un 22 % de incremento, en el grupo 3 el testigo arrojé 6,48 cm. y entre los
tratamientos inoculados el mas elevado arrojé 7,8 cm. lo que equivale a un 20 % de incremento,
y dentro del grupo 4 el testigo arroj6 6,43 cm. y entre los tratamientos inoculados el més elevado
arrojo 7,24 cm. lo que equivale a un incremento del 13 %,; estos resultados ponen en evidencia

la promocion del crecimiento que tiene Azospirillum sobre el cultivo de maiz.
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Fig. N°3: Didmetro de tallos, segun distintos tratamientos.

En cuanto al peso seco de la parte aérea (Fig. N°4) se observaron diferencias en todos los
tratamientos, habiendo una tendencia al aumento de peso de la parte aérea, principalmente en
aquellos tratamientos que fueron inoculados; el promedio de los tratamientos inoculados fue de
77 gr. y el promedio de los testigos fue de 64 gr. lo que equivale en porcentaje un incremento del
20 %. Si realizamos la comparacién por grupos a los cuales se les aplicd diferentes dosis de
fertilizantes, los resultados son los siguientes: en el grupo 2 el testigo arroj6 82,98 gr. y el
inoculado 86,32 gr. lo que equivale a un 4 % de incremento, en el grupo 3 el testigo arrojé 59,11
gr. y entre los tratamientos inoculados el més elevado arroj6 91,25 gr. lo que equivale a un 54 %
de incremento, y dentro del grupo 4 el testigo arroj6 51,36 gr. y entre los tratamientos inoculados
el més elevado arroj6 88,42 gr. lo que equivale a un incremento del 72 %. Esto coincide con lo
observado por Tien et al. (1979) quien observo que la inoculacion con Azospirillum tuvo efectos
favorables sobre el crecimiento de mijo, al igual que Bellone et al. (1999) quien registr6 en maiz

mejoras en los parametros de la parte aérea. De igual manera, Chabot et al. (1993); y Kucey et
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al. (1989) demostraron que inocular las plantas con microorganismos solubilizadores de fosforo,

estimula el crecimiento vegetal.
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Fig. N°4: Peso seco parte aérea, segun distintos tratamientos.

En cuanto al peso seco de la raiz (Fig. N°5) se observd, al igual que en el punto anterior,
diferencias en todos los tratamientos; el promedio de los tratamientos inoculados fue de 14 gr. y
el promedio de los testigos fue de 11 gr. lo que equivale a un 27 % de incremento. Si realizamos
la comparacion por grupos, como en los puntos anteriores, los resultados son los siguientes: en el
grupo 2 el testigo arrojé 11,78 gr. (tratamiento N°2) y el inoculado 18,07 gr. (tratamiento N°6) lo
gue equivale a un 53,4 % de incremento (ver foto N°1), en el grupo 3 el testigo arrojé 11,38 gr.
(tratamiento N°3) y entre los tratamientos inoculados el méas elevado arroj6 18,12 gr.
(tratamiento N°7) lo que equivale a un 59,2 % de incremento (ver foto N°2), y dentro del grupo 4
el testigo arrojé 10,37 gr. (tratamiento N°4) y entre los tratamientos inoculados el més elevado
arrojo 16,88 gr. (tratamiento N°8) lo que equivale a un incremento del 63 % (ver foto N°3). Esto
coincide con Nieto y Frankenberger (1989) quienes afirman que la produccién de fitohormonas
tales como auxinas, citocininas y giberelinas por las PGPRs como Azospirillum, incrementan el
numero de raices laterales y pelos radicales lo que hace aumentar notablemente la superficie de

la raiz favoreciendo una mayor absorcion de nutrientes.
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Foto N°3

Tratamiento
N°4

Tratamiento
N°g

Determinaciones a cosecha

El rendimiento depende de numerosos factores tales como la densidad de siembra, la
temperatura, los niveles de radiacion, las precipitaciones (Fig. N°1), disponibilidad de nutrientes
y el genotipo. Durante el periodo critico del cultivo (esta etapa se extiende 20 dias antes de
floracion y unos 15 dias posteriores a la misma), la ocurrencia de estrés hidrico o luminico, asi
como deficiencia de nutrientes provocarian una merma importante en el rendimiento, es por ello
que se deberia recurrir a todas las herramientas disponibles para que este periodo coincida con
las condiciones Optimas.

Las condiciones climéticas transcurridas en la campafia 2005-2006 (Fig. N°1) no fueron
las Optimas ya que se registraron 426 mm. en el periodo comprendido de octubre 2005 - abril
2006, mientras que en la campafia anterior se habian registrado 787 mm. esto permitiria afirmar
que el cultivo no pudo expresar su maximo potencial, ademas, si se tiene en cuenta que la
floracion de este cultivo ocurri6 entre el 25 y 30 de diciembre aproximadamente, se deduce que
el cultivo estuvo extremadamente afectado durante el periodo critico, esto explica el porque de
los rendimientos tan bajos que expresd dicho cultivo.

En cuanto al rendimiento se puede observar que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos inoculados y el testigo. En el grupo 1, el tratamiento 12
presenta diferencias estadisticamente significativas en relacion a los demas, del mismo modo los
tratamientos 5 y 9 muestran diferencias estadisticamente significativas en relacion con el

tratamiento 1, sin observar diferencias entre ellos.
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Es importante mencionar que lo observado en los datos de rendimientos de este grupo no
se condise con los resultados obtenidos en las determinaciones que se efectuaron a los 90 dias
post-siembra, dado que aqui no se encontraron diferencias. Por tal motivo cabe aclarar que lo
que puede haber ocurrido es que no se hizo un seguimiento por las diferentes etapas fenoldgicas
por las que atraviesa el cultivo, logrando tener asi mas informacion para analizar y poder arribar

de esta manera a un mejor resultado.

GRUPO 1
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Fig. N°6: Rendimiento en quintales por hectérea a cosecha, segun distintos tratamientos.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun el Test de Tukey.

En el grupo 2, se han encontrado diferencias estadisticamente significativas con lo cual se
evidencia que a una misma dosis de fertilizante, el tratamiento 6 (inoculado) arrojo un rinde

promedio de 4876 Kg/Ha. Mientras que el testigo arrojé un rinde promedio de 3478 Kg/Ha.

21



GRUPO 2

RENDIMIENTO (qg/ha)

TRATAMIENTOS

Fig. N°7: Rendimiento en quintales por hectarea a cosecha, segun distintos tratamientos.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun el Test de Tukey.

En el grupo 3, a diferencia del anterior se le incorporo urea. El tratamiento 13 presenta
diferencias estadisticamente significativas en relacion a los demas tratamientos, del mismo modo
el tratamiento 7 muestra diferencias estadisticamente significativas con los tratamientos 3 y 10.

Entre estos dos Gltimos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

GRUPO 3
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Fig. N°8: Rendimiento en quintales por hectérea a cosecha, segun distintos tratamientos.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun el Test de Tukey.

En el grupo 4, el tratamiento 14 fue el que arrojo el mayor rendimiento, sucediendo lo
mismo con los tratamientos 12 y 13 nombrados anteriormente, ambos se corresponden con el

inoculante que a diferentes dosis de fertilizantes evaluadas arrojo el mayor rendimiento en qg/ha.
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El tratamiento 11 muestra diferencias estadisticamente significativas con los tratamientos 4 y 8.

Entre estos dos ultimos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

GRUPO 4
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Fig. N°9: Rendimiento en quintales por hectarea a cosecha, segun distintos tratamientos.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun el Test de Tukey.

Se puede observar que en todos los tratamientos inoculados (promedio 48 gg/ha.) los
rendimientos fueron superiores en un 37 % en relacion con los testigos sin inocular (promedio
35 qg/ha.), esto coincide con lo observado por Caballero Mellado et al. (2002) que en un ensayo
de trigo a campo inoculado con Azospirillum, los rendimientos incrementaron con respecto al
control no inoculado en un rango de 23 a 63 %, lo mismo sucede con lo propuesto por Okon y
Labandera-Gonzales (1994), quienes afirman que la inoculacion y la fertilizacion producen un
incremento significativo en el rendimiento en el rango de 5-30%, o lo propuesto por Bashan y
Levanony (1990) quienes, en ensayos a campo, obtuvieron un incremento en el rendimiento del
10-30%.

Bouillant (1997), asegurd que la inoculacion lleva a un aumento significativo del sistema
radical, induce la resistencia a agentes patdgenos, provee elementos como el nitrégeno, inhibe la
proliferacion de plantas parasitas y produce hormonas que estimulan el crecimiento vegetal, lo
que permite un desarrollo mas econémico y saludable de los cultivos.

Rodriguez Caceres et al. (1996) demostraron que la respuesta a la inoculacién varia en
funcion del grado de fertilidad y la disponibilidad de agua de los suelos, observando la gran
importancia que puede adquirir la relacion cepa - cultivar.

Los resultados analizados a lo largo del ciclo del cultivo y confirmados en el rendimiento
nos permiten decir que la combinacion del fertilizante en diferentes dosis, con el inoculante son

significativas para el cultivo de maiz.

23



CONCLUSION

De los resultados obtenidos podemos concluir:

La longitud de tallos a los 90 dias post-siembra, mostré diferencias entre los
tratamientos inoculados-fertilizados y los no inoculados-fertilizados, dentro de los cuales
cabe destacar que la mayor diferencia se observé dentro del grupo 4 con un 26 % de
incremento.

El didmetro de tallos a los 90 dias post-siembra, también mostré diferencias entre los
tratamientos inoculados-fertilizados y los testigos-fertilizados, la mayor diferencia se
observo dentro del grupo 2 con un 22 % de incremento.

El peso seco aéreo y radical a los 90 dias post-siembra, sigue una tendencia similar
mostrando una diferencia a favor de los tratamientos inoculados, obteniéndose el mayor
porcentaje dentro del grupo 4 para ambas mediciones.

El rendimiento en general, presentd diferencias estadisticamente significativas entre
los testigos vy los diferentes tratamientos inoculados.

Podemos decir que: el efecto de la inoculacion con Azospirillum brasilense en el
cultivo de maiz a campo favorecié el crecimiento en biomasa y los rendimientos en

grano.
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ANexo

Tablas de resultados de rendimientos

GRUPO N°1
TRATAMIENTOS N° DE MUESTRA| RTO. Kg/Ha RTO. Kg/m?
1 2688 0,26876
Tratamiento 1 (Testigo) 2 2543 0,25428
3 2859 0,28585
1 3051 0,30509
Trat.5 (Inoculante Noctin) 2 4095 0,40952
3 4344 0,43442
1 3538 0,35380
Trat.9 (Inoc. Graminosoil L,) 2 3867 0,38666
3 3990 0,39904
1 5305 0,53047
Trat.12 (Inoc. Graminosoil L,) 2 7152 0,71523
3 3486 0,34857
GRUPO N°2
TRATAMIENTOS N° DE MUESTRA| RTO. Kg/Ha RTO. Kg/m®
1 3335 0,33347
Tratamiento 2 (Testigo) 2 3619 0,36190
3 3479 0,34795
1 4667 0,46666
Trat.6 (Inoculante Noctin) 2 5024 0,50238
3 4938 0,49380

29



GRUPO N°3

TRATAMIENTOS N° DE MUESTRA| RTO. Kg/Ha RTO. Kg/m?
1 3007 0,30071
Tratamiento 3 (Testigo) 2 4343 0,43428
3 4459 0,44590
1 5824 0,58238
Trat.7 (Inoculante Noctin) 2 5609 0,56095
3 4328 0,43285
1 3895 0,38952
Trat.10 (Inoc. Graminosoil L,) 2 4700 0,47
3 3971 0,39714
1 5062 0,50619
Trat.13 (Inoc. Graminosoil L,) 2 7095 0,70952
3 6400 0,64
GRUPO N°4
TRATAMIENTOS N° DE MUESTRA| RTO. Kg/Ha RTO. Kg/m®
1 4278 0,42780
Tratamiento 4 (Testigo) 2 4157 0,41571
3 3237 0,32366
1 4543 0,45428
Trat.8 (Inoculante Noctin) 2 3233 0,32333
3 4157 0,41571
1 4324 0,43238
Trat.11 (Inoc. Graminosoil L,) 2 5209 0,52095
3 5047 0,50476
1 4905 0,49047
Trat.14 (Inoc. Graminosoil L,) 2 5666 0,56666
3 6628 0,66285
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Tabla de resultados de determinaciones efectuadas a los 90 dias post-

siembra
(longitud de tallos, didmetro de tallos, materia seca parte aérea y materia seca de raiz)

N° de Tratamiento Long. de |Diametro de| Materia seca |Materia seca
tallos (cm) | tallos (cm) | parte aérea (gr.) | raiz (gr.)

GRUPO 2
Tratamiento 2 (Testigo) 97,4 6,53 82,98 11,78
Trat.6 (Inoculante Noctin) 108,2 7,94 86,32 18,07

GRUPO 3
Tratamiento 3 (Testigo) 98,2 6,48 59,11 11,38
Trat.7 (Inoculante Noctin) 122,3 7,8 89,22 18,12
Trat.10 (Inoc. Graminosoil L) 99,7 7,43 91,25 12,41
Trat.13 (Inoc. Graminosoil L,) 108,6 6,66 59,98 13,87

GRUPO 4
Tratamiento 4 (Testigo) 94,7 6,43 51,36 10,37
Trat.8 (Inoculante Noctin) 119,6 7,24 88,42 16,88
Trat.11 (Inoc. Graminosoil L;) 96,11 6,63 62,96 10,46
Trat.14 (Inoc. Graminosoil L,) 107 6,57 57,36 10,45
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