UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO
FACULTAD DE AGRONOMIA'Y VETERINARIA

“Trabagjo Final paraoptar a Grado de Ingeniero Agrénomo”

Respuesta de la soja (Glycinemax L.) a salinidad mediada por la
inoculacién con rizobacterias promotoras del crecimiento vegeta
(PGPR)

Mariano Ezequiel RamadU
30.597.532

Director: Dr. Fabricio Cassan
Co-Directora: Dra. Virginia Luna

Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina, Abril del 2008



UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO
FACULTAD DE AGRONOMIA'Y VETERINARIA

CERTIFICADO DE APROBACION

Respuesta de la soja (Glycinemax L.) asainidad mediada
por lainoculacion con rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR)

Autor: Mariano Ezequiel Ramadu
DNI: 30.597.532

Director: Dr. Fabricio Cassan
Co-Director: Dra. VirginiaLuna

Aprobadoy corregido de acuerdo a las sugerencias del
jurado evaluador:

Ing. Agr. Adriana Marindli
Dr. Javier Andrés
Ing. Agr. Letizia Petryna

Fecha de presentacion:  / /
Aprobado por Secretaria Académica: [/ |/

Secr etario Académico



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, le doy las gracias a mi director de tesina Dr. Fabricio Cassan por su
gpoyo incondicional, quien con su pensamiento critico y toda su energia, me guio,
encamind y aportd todas las herramientas basicas necesarias para recorrer € camino
cientifico en larealizacion de este trabgjo.

A mis padres, Eliday Americo, quienes me dieron la vida, y la educacion que tengo la
oportunidad de gozar. Por su apoyo y confianza constante que me aportaron las fuerzas
necesarias para no bgjar los brazos en los momentos mas dificiles, y poder asi, llegar a

cumplir la meta que me propuse a iniciar la carrera

A mis hermanas, Marisa y Claudia, quienes con pequefios momentos cotidianos
compartidos demuestran los grandes sentimientos dificiles de expresar.

A mis compafieros de Investigacion, Matias, David y Lucas, que con buen humor y

dedicacion me facilitaron la tarea de experimentacion.

A laDra. Virginia Luna por € apoyo académico y humano que me brind6 desde €l primer

momento en que llegué a laboratorio.

Al Mic. Oscar Masciardlli, por su desinteresada ayudo en la investigacion durante la
realizacion dd trabgo.

A Nadin por acompafiarme, aconsgjarme y compartir tantos momentos en esta etapa de
mi vida.
A la Secretaria de Ciencia 'y Técnica de b UNRC por los fondos otorgados para este

desarrollo experimental, asi como la beca de fomento alainvestigacion que se me otorgo,

permitiéndome realizar nuevos experimentos sobre e tema investigado.

Y finalmente, a otra tanta gente que forma o formé parte de mi vida, contribuyendo a lo
gue hoy en dia soy, pero seria muy extenso nombrar.



INDICE

Resumen

VI

Summary

VII

Fundamentacion

Antecedentes Generales

Origen e historiadel cultivo

La sojaen nuestro pais

La sdinidad de los suelos y € rol de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) en respuesta a estrés saino e hidrico

Wl N N N P

Carecterizacion de la capacidad promotora y biocontroladora de Azospirillum| 5
brasilense
Hipdtesis 5
Objetivo generd 6
Objetivos especificos 6
Materiales, Técnicasy M éodos 7
Materia Vegetal 7
Inoculante comercia 7
Condiciones generales ddl ensayo de germinacion en camara 7
Condiciones generdes del ensayo de crecimiento temprano en camara 8
Condiciones generales del ensayo de crecimiento en invernaculo 9
Resultados y Discusion 12
Ensayo de germinacién en camara de cultivo 12
Cuadro 1 12
Figural 14
Cuadro 2 14
Figura2 15
Cuadro 3 16
Figura3 18
Ensayo de crecimiento temprano en camara de cultivo 18
Figura4 20
Figura5 22
Figura 6 24
Ensayo de crecimiento en invernéculo hasta floracion 25
Figura7 25
Figura8 26




Figura 9 28
Figura 10 29
Conclusiones 30
Bibliografias 32




RESUMEN

La salinizacion de los suelos disminuye la frontera agricola generando suelos de baja
productividad. Esta situacion justifica la busgueda de nuevas dternativas destinadas a
ampliar la superficie de sembra en condiciones edéficas limitantes y/o incrementar la
productividad de las mismas. Una posible aternativa para megjorar la respuesta vegetal en
condiciones de salinidad, se basa en la co-inoculacion con rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) dd género Azospirillum y bacterias fijadoras de nitrégeno
(RFN) del género Bradyrhizobium afin de mgorar laimplantacion y productividad de los
cultivos. En tal sentido, la utilizacién de microorganismos capaces de regular € crecimiento
vegeta, destinados a mejorar e balance hidrico de la planta en suelos con ato contenido de
NaCl o Na,SO, se propone como un método apto para este propdsito. El objetivo de este
trabgo fue evaluar la respuesta de crecimiento y e estado hidrico de plantulas de soja co-
inoculadas con la cepa Az39 de Azospirillum brasilense sometidas a estrés sdino en
condiciones controladas (camara de crecimiento) y semi-controladas (invernaculo) de cultivo
hidropdnico en medio sdlido. Se utilizaron semillas de soja (Glycine max. L) A 5901 RG
(transgénica tolerante a glifosato, NIDERA), de ciclo intermedio-largo de crecimiento
determinado, inoculadas con la cepa E109 de Bradyrhizobium japonicum Los tratamientos
sdinos fueron NaCl, Na,SO, y su mezclaisoosmatica, € medio nutritivo fue Hoagland 25%
sin N, y labacterizacion se llev6 a cabo con micropipeta anivel radicular en un experimento
y directamente sobre la semilla en e otro. Los resultados obtenidos nos permiten corroborar
que la co-inoculacion en condiciones controladas contrarresta el estrés salino incrementando
el peso fresco, peso seco, nimero de plantas noduladas y nimero de nédulos por planta, y
puede ser considerada como una alternativa tecnol gica viable para aiviar d menos en parte,
el efecto toxico de la salinidad de los suelos.

Palabras Clave: Gyicine max L.; sdinidad; Bradyrhizobium japonicum; Azospirillum

brasilense; co-inoculacion.
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SUMMARY

Soybean (Glycinemax L.) responsesto salinity asinfluenced by inoculation with plant
growth promoter rhizobacteria (PGPR)

Soil salinization diminishes the agricultura frontier generating low productive areas.
This situation justifies the search for new alternatives to enlarge the cultivated surface under
restrictive conditions and to increase their productivity. A possible alternative to improve
plant responses under salinity conditions is based on the co-inoculation with plant growth
promoters rizobacterias (PGPR) such as Azospirillum sp. and nitrogen fixing bacteria (RFN)
such as Bradyrhizobium sp. In this sense, the use of microorganisms able to regulate plant
growth through improving the hidric balance of the plant in soils highly salinized with NaCl
or Na2S04 is considered as a promising method for this purpose. The objective of this work
was to evaluate the growth response and the hydric state of soybean seedlings co-inocul ated
with Az39 dtrain from Azospirillum brasilense to saline stress under controlled conditions
(growth chamber) and semi-controlled conditions (greenhouse). Soybean seeds of (Glycine
max. L) A 5901 RG (tolerant to glifosato, NIDERA) with intermediate-long cycle inocul ated
with E109 Bradyrhizobium japonicum strain were used. The saline treatments were NaCl,
N&S0, and their isoposmotic mixture, the nutritive medium was Hoagland 25% without N,
and the bacterization was carried out with a micropipete at radicular level in one experiment,
and directly on the seed in the other. The obtained results allow us to corroborate that the co-
inoculation under controlled conditions counteracts the saline stress increasing the fresh
weight, dry weight, number of nadulated plants and number of nodules per plant, and it can
be considered as a viable technological aternative to alleviate at least partly, the toxic effect
of soil salinity.

Key words: Glycine max L.; sdinity; Bradyrhizobium japonicum; Azospirillum
brasilense; co-inoculation.
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FUNDAMENTACION

A medida que la poblacion mundia incrementa, es necesario encontrar nuevas
alternativas para mejorar la productividad agricola 'y aprovechar eficientemente los recursos
disponibles. Una manera de lograrlo, se basa en & desarrollo de cultivos tolerantes a
diferentes tipos de estrés abiotico, tal como sequia, inundaciones, atasy bajas temperaturas,
radiacion excesiva, congelamiento, salinidad, etc. con € fin de que las tierras marginadas
puedan ser convertidas en cultivables, fundamentalmente de las provincias de Buenos Aires,
Cordoba, Santa Fé'y San Luis, en las que la salinizacion de los suel os disminuye de manera
progresiva su frontera agricola y ganadera, generando suelos de baja productividad. La
generacion de nuevas estrategias destinadas a mejorar la implantacion de cultivos de ato
interés econdmico, como lo es soja (Glycine max L.) y otras especies de ata produccion
nacional, asi como la obtencién de aternativas destinadas a incrementar su productividad y
rendimiento, alin en condiciones edaficas limitantes (salinidad y déficit hidrico), representa
una importante area de investigacion y una variante tecnoldgica para € sector agricola-
ganadero de la regién centro dd pais. Una posible aternativa para mejorar este cultivo en
condiciones de salinidad, se basa en la co-inoculacion con rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) del género Azospirillumy rizobacterias fijadoras de nitrégeno
(RFN) del género Bradyrhizobium, con e objeto de megorar la implantacion y la
productividad del cultivo. En numerosas especies, la inoculacion con PGPR o RFN, asi
como la co-inoculacion con ambos tipos de microorganismos ha determinado una mejor
implantacion y una mayor productividad de los mismos. Si bien estos incrementos son ce
considerable vaor comercia, la fata de informacidn del sector agricola nacional, es una de
las mayores barreras que restringe su aplicacion a gran escala. Actualmente, la industria
naciona de inoculantes esta centralizada, en e caso de la soja, en la obtencion de
bioformulados a base de cultivos puros de Bradyrizobium japonicum, sin considerar la
potencialidad de la utilizacién de rizobacterias promotoras del crecimiento y su capacidad de
producir compuestos reguladores del crecimiento vegetal. Estas bacterias asi como sus
compuestos reguladores, podrian ser la segunda piedra angular del desarrollo de una nueva
tecnologia en la industria de inoculantes para leguminosas y servir como modelo
experimental para otras especies de leguminosas. La integracion del conocimiento obtenido
de este trabajo, permitira no solo un avance notable en la comprension de la fisiologia de la
interaccion planta-rizobacterias-salinidad, sino que ademas permitird en etapas posteriores, la
implementacion de précticas extensivas de tratamiento de cultivos con bacterias PGPR, |o
gue sugiere una fuerte insercién Instituciona de la UNRC en € sector productivo regional,
mediante la vinculacién cientifico-tecnolégica de la ingtitucién con empresas o productores

agricolainteresados en aplicar @ desarrallo.



ANTECEDENTES GENERALES

Origen eHistoriadd cultivo

La palabra soja proviene de un vocablo chino: sou y fue descubierta por un emperador
chino llamado Sheng Nung, duefio de grandes extensiones de cultivos de soja. Al ser un
producto practicamente desconocido se dedico a estudiarlo en profundidad, describiendo sus
propiedades nutricionales y medicinales. La soja cultivada (Glycine max L.) es nativa del
este asi@tico, probablemente originaria del norte y centro de China. Hacia e afio 3000 AC los
chinos ya consideraban a la soja como una de las cinco semillas sagradas. Su produccion
estuvo localizada en esa zona hasta después de la guerra chino-japonesa en 1894, época en
gue los japoneses comenzaron a importar tortas de aceite de soja para usarlas como
fertilizantes. Es e adimento fuerte de los pueblos del oriente. La primera referencia Europea
gue se tiene de la soja se remonta a siglo XVII, a mano de los misioneros, que introducen
las primeras habas de soja para su cultivo, sin gran éxito a parecer. A principios del siglo
XIX se empezd a cultivar en Estados Unidos; sin embargo, en Europay en Norteamérica, no
se introdujo en la dieta dimenticia hasta bien entrado & siglo XX. La primera cosecha
comercia se planté en 1929 con la idea de suministrar semillas para hacer salsa de esta

leguminosa (www.monografias.com/traba og/lasoja.html).

L a soja en nuestro pais

Las primeras plantaciones en nuestro pais se hicieron en 1862, pero no encontraron
eco en los productores agricolas de aguellos afios. En 1925, el Ministro de Agricultura Le
Bretdn, introdujo nuevas semillas desde Europay tratd de difundir su cultivo, conocido en
esa época entre |os agronomos del Ministerio como arveja peluda o soja hispida. Hacia 1956
en la Argentina no se conocian aln los aspectos béasicos de la soja como un cultivo. La
primera vez que Argentina exportd esta leguminosa fue € 5 de Julio de 1962, a través del
bugue “Alabama’, que partié en esa fecha llevando en su interior 6.000 toneladas con
destino a Hamburgo (Alemania). Su produccion se increment6 notoriamente en los afios 70
hasta alcanzar en la actudidad més de 15.600.000 de hectareas cosechadas con una
produccion de més de 40.500.000 de toneladas, convirtiendo a la Argentina en el tercer
productor mundial de grano, € primer exportador mundia de aceite y harina de soja
(www.monografias.com/trabg og/lasoja.html). Este cultivo ocupa una amplia zona ecol égica

gue se extiende desde los 23° (en € extremo norte del pais) a los 39° de latitud sur,
concentrandose principalmente en la Regién Pampeana, con cerca dd 94% de la superficie
sembrada y € 95% de la produccion total del pais. Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires
representan las provincias de dicha region con mayor produccion por area sembrada y
magnitud de rendimientos (Diaz-Zorita, 2004). No debe sorprender, entonces, que este



cultivo represente en la actualidad € rubro de exportacién de mayor incidencia en €
Producto Bruto Agropecuario del pais y € mayor generador de divisas en € mercado
agricola nacional.

La salinidad de los suelos 'y d rol de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) en respuesta al estrés salino e hidrico.

La sdinidad de los suelos representa la mayor causa de estrés abiético en plantas
cultivables en e mundo. En la actualidad, cerca del 20 % de las tierras cultivables y cas la
mitad de las tierras irrigadas en todo e planeta estén afectadas por salinidad (Rhoadesy
Loveday 1990). En nuestro pais a menos 34.000.000 Ha estan sometidas a exceso de aguay
sdes minerales y por ello sujetas a condiciones ecoldgicas extremas y a una dréstica
reduccién en su productividad. Desde € punto de vista fisiologico, la salinidad determina
dos tipos de estrés en los tgjidos vegetaes. un estrés hidrico ocasionado por € aumento
relativo de la concentracion de solutos y la consecuente disminucion en la disponibilidad de
aguaen € suelo y un estrés ionico que resulta de la modificacion en larelacion de K'/Na'y
en las concentraciones de Na" y CI” que son perjudiciales para la planta. Resulta evidente que
la exposicién de un organismo a estrés, trae apargadas importantes modificaciones
fisiolégicas, que afectan & normal crecimiento y desarrollo del individuo. Con € aumento de
la poblacién mundial, es necesario encontrar formas aternativas de mejorar la productividad
agricola y re-utilizar los recursos disponibles. Una de estas estrategias se focaliza en la
obtencién de cultivos tolerantes a diferente tipo de estrés con € objeto de introducirlos en
las tierras marginales 6 no utilizadas.

Los suelos sdinizados aumentan su superficie afio tras afio, 1o que produce una
disminucién de la productividad y disponibilidad de los mismos para su explotacion. De esta
manera, la busgueda de poblaciones vegetales tolerantes, asi como la comprensién de la base
fisiologica de su respuesta a la salinidad, se considera como un tema prioritario de estudio.
En este sentido, Holmberg y Biilow (1998) consideran que la estrategia basica para transferir
la capacidad de respuesta a un estrés, de una planta tolerante a una no tolerante comienza
con: i) La busqueda y seleccion de organismos que naturalmente viven en condiciones
extremas de estrés y i) El estudio fisiologico y bioquimico del organismo bagjo condiciones
estresantes y no estresantes. En nuestro pais existen poblaciones de leguminosas
exitosamente adaptadas a ambientes salinos y diferenciadas evolutivamente en su estrategia
detoleranciaalasal. Ta esd caso de Lotus glaber que habita en suelos heterogéneos de la
Pampa Deprimida del Salado, considerada una glicdfita tolerante o Prosopis strombulifera
gue habita naturalmente suelos sainizados del sur de la provincia de Cordoba y suroeste de
la provincia de San Luis. Esta especie, en particular, posee diversos mecanismos fisiol 6gicos

y bioguimicos que le permiten un crecimiento éptimo en condiciones de salinidad elevada o



tolerancia en condiciones de salinidad extrema. En ambos casos, parte del éxito adaptativo
de los individuos de ambas leguminosas dependeria de su capacidad de establecer y
mantener efectivas asociaciones simbidticas con RFN del género Rhizobium y/o
rizobacterias de vida libre promotoras del crecimiento. En este Ultimo caso, resultarian en
una eficiente explotacion de las fuentes minerales por un aumento del volumen radica y bio-
proteccion contra patdgenos presentes en la rizésfera, 1o que indefectiblemente inducird un
aumento en e crecimiento y una mejor implantacion en € sustrato. Considerando la
importancia econdmica de nuestro modelo experimental (Glycine max L.), lainteraccion con
bacterias del género Bradyrhizobium ha sido extensamente estudiada, fundamentalmente
desde |a perspectiva de la fijacién biol6gica de nitrogeno, sin embargo la asociacion de esta
especie con rizobacterias promotoras del crecimiento se presenta como un area de trabajo
poco estudiada, sobre todo desde |a perspectiva de la capacidad de estos microorganismos de
mejorar e crecimiento vegetal en condiciones de estrés abidtico. En tal sentido, todavia no
se conoce s la colonizacion por PGPR modificalatoleranciaalasa en unaleguminosa. En
genera y para otras especies, los esfuerzos se han focaizado slo en € modelo de
microorganismo o de la planta en forma independiente y solo desde la perspectiva de la
produccion de materia seca, con € objeto de verificar modificaciones de la capacidad de fijar
nitrégeno en condiciones de salinidad extrema (Serrg) et al., 1999). No se describen hasta el
momento ensayos que permitan comparar la respuesta a sdinidad de leguminosas co-
inoculadas con PGPRs capaces de estimular in situ su crecimiento por medio de diferentes
mecanismos fisioldgicos, tales como la produccién o metabolismo de fitohormonas, dentro
de las que se destacan las auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscisico (Cassan et al.,
2003, Perrig et al., 2005). Por otro lado, en sistemas naturales, € grado de salinizacon y €
tipo de sales presentes varia en los diferentes tipos de suelo y con la fuente de provision de
agua de los mismos. En la mayoria de los casos, los principales cationes presentes en la
solucién son Na', Ca™ y Mg™, mientras que los principales aniones son CI, SO,* y COsH
. En base a esto, Grattan y Grieve (1999) manifiestan que resulta sorprendente que la
mayoria de los estudios sobre salinidad se lleven a cabo considerando a CINa como € Unico
agente sdinizante, limitando la posibilidad de etrapolacion de resultados a condiciones
reales de campo. En los suelos salinizados del sur de Cordoba, las sales predominantes son
CINay SO,Na, (Cisneros et al., 1997). Segin Egan y Ungar (1998), muy pocos estudios
enfocan los efectos del SO,Na; en el crecimiento vegetal, a pesar de ser de interés creciente
la comparacion de los mismos con los del CINa



Caracterizacion de la capacidad promotora y biocontroladora de Azospirillum
brasilense.

La bibliografia en genera considera a Azospirillum sp. como uno de los géneros
bacterianos responsable de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo asi como
el rendimiento de numerosas especies cultivables (Okon, 1985, Badani et al., 1987).
Inicidmente, estas bacterias llamaron la atencion de los investigadores por dos
caracteristicas distintivas. (a) la capacidad de colonizar de maneras endofitica los tgjidos de
ciertas gramineas y otras especies, ocupando nichos ambientales protegidos y (b) la
capacidad de aumentar significativamente e crecimiento radical y aéreo de plantas
inoculadas. Las propiedades de esta bacteria para estimular € crecimiento de plantas
inoculadas han sido comprobadas en decenas de experimentos en condiciones sumamente
contrastantes. Los mecanismos por los que Azospirillum sp. modifica € desarrollo y la
productividad vegetal ain son motivo de debate dentro de la comunidad cientifica; sin
embargo, entre los mas destacados se han postulado mecanismos directos, en los que €
efecto promotor depende del aporte bacteriano de compuestos capaces de regular €
crecimiento, e indirectos, en los que € efecto depende de la capacidad del microorganismo
para impedir € crecimiento de bacterias u hongos fitopatogénicos. Dentro de los
mecanismos directos se destacan: la fijacion biolégica del nitrégeno (FBN), actividad nitrato
reductasa (NR), mineralizacion de nutrientes esenciales y produccién o metabolismo de
fitohormonas y compuestos reguladores del crecimiento tales como auxinas (Patten y Glick,
1996), citocininas (Tien et al., 1979) y giberelinas (Cassan et al., 2003), ademés de ciertas
poliaminas como la cadaverina (Cassén et al., 2005), con capacidad de regular el crecimiento
0 la respuesta de una planta a situaciones desfavorables. Dentro de los mecanismos
indirectos, se destacan: la capacidad biocontroladora sobre otras bacterias 0 sobre hongos
fitopatogénicos por medio de la biosintesis de antibiéticos y antifingicos, o por competencia
directa con los patégenos de la rizésfera. En la actudidad, la comunidad cientifica ha
considerado su aplicacion tecnoldgica dentro de un modelo de agricultura sustentable,
basado en la utilizacion de este y otros microorganismos como estrategia para incrementar
la productividad de cultivos de interés econdémico o ecolégico (Okon y Labandera-Gonzal ez,
1994) alin en condiciones desfavorables (Barass € al., 2006).

Hipdétesis
La hip6tesis de trabajo sostiene que la co-inoculacion con rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal del género Azospirillum, en semillasy plantulas de soja (Glycine max L.)
tratadas con NaCl, Na,SO, 0 la mezcla isosmética de ambas sales, determinard una mayor
eficiencia en € uso del agua, mayor crecimiento y acumulacion de materia seca, en
comparacion con las no inoculadas e inoculadas solamente con Bradyr hizobium japonicum



Objetivo general

Evauar larespuesta de crecimiento y € estado hidrico de plantulas de soja (Glycine
max L.) inoculadas con rizobacterias del género Azospirillumy sometidas a condiciones de
estrés sdlino por NaCl, Na,SO,4 0 su mezcla isosmotica, en condiciones controladas (camara
de crecimiento) y semi-controlados (invernéaculo) de cultivo hidroponico.

Obj etivos especificos

1-Evaluar la germinacién de semillas de soja (Glycine max L.) inoculadas con
Bradyrhizobium japonicum o Azospirillum brasilense en condiciones de -cultivo
recomendadas para la especie 0 modificadas por la adicion de concentraciones equivalentes
de NaCl y Na,SO, 0 su combinatoria isosmética.

2-Evaduar peso fresco y peso seco aéreo y radicd, asi como e nimero de nédulos en
plantulas de soja (Glycine max L.) inoculadas con rizobacterias del género Azospirillumy
cultivadas en condiciones controladas (camara de crecimiento), en sistemas hidroponicos
suplementados con concentraciones equivalentes de NaCl y N&SO, o su combinatoria
isosmética, en comparacion con las pléntulas no inoculadas e inoculadas con
Bradyr hizobium japonicum

3-Evaluar peso fresco y peso seco aéreo y radical, longitud final de tallo principa y
raiz primariay curva de crecimiento de tallo en plantas de soja (Glycine max L.) inoculadas
con rizobacterias del género Azospirillum y cultivadas en condiciones semi-controladas
(invernaculo) en sistemas hidroponicos suplementados con concentraciones equivalentes de
NaCl y NaSO, 0 su combinatoria isosmética, en comparacion con las plantulas no
inoculadas e inoculadas solamente con Bradyr hizobium japonicum



MATERIALESY METODOS

Material Vegetal

En todos los experimentos se utilizaron semillas de soja (Glycine max. L) A 5901 RG
(transgénica tolerante a glifosato, NIDERA), de ciclo intermedio-largo de crecimiento
determinado. Antes del comienzo del ensayo se evalud su energia 'y poder germinativo de

acuerdo anormas de la International Seed Test Asociation (ISTA) parala especie.

I noculante comercial

Las semillas se inocularon con la cepa E109 de Bradyrhizobium japonicum
recomendada por € Instituto de Microbiologiay Zoologia Agricola, IMY ZA-INTA Castelar
y registrada nacionamente ante e SENASA para la formulacion de inoculantes para soja en
la Republica Argentina. La forma de aplicacion y la cantidad de bacterias por unidad de
siembra se gusté de acuerdo a las recomendaciones del marbete del producto CELLTECH®
para soja de la empresa Nitragin Argentina SA. Adicionalmente, aquellos tratamientos que lo
requirieron, fueron co-inoculados con la cepa Az39 de Azospirillum brasilense, recomendada
por e Ingtituto de Microbiologiay Zoologia Agricola, IMYZA-INTA Castelar y registrada
nacionadmente ante e SENASA para la formulacion de inoculantes para gramineas en la
Republica Argentina. La forma de aplicacion y la cantidad de bacterias por unidad de
siembra se gustod de acuerdo a las recomendaciones del marbete del producto BONUS®
para soja de la empresa Nitragin Argentina SA. Esta cepa fue recientemente testeada por
Perrig et al., (2005) sobre su capacidad de promover € crecimiento vegetal en medio
definido. Laforma de aplicacion y la cantidad de bacterias por unidad de siembra se gjustara

de acuerdo a las recomendaciones del marbete del producto BONUS® de la misma empresa.

Condiciones generales del ensayo de germinacion en camara

Para d desarrollo del experimento, se utilizaron cajas de petri de 10 cm de didmetro
con papel de filtro como soporte impregnado con 10 ml de H,O como control o soluciones
-0,2; -0,3; -0,4y -0,6 MPa de NaCl; NaS0, o la mezcla isosmética de ambas sales, de
acuerdo a cada tratamiento. Previo a la siembra, las semillas fueron inoculadas con dosis
recomendadas de los productos mencionados a base de cada microorganismo y
adicionalmente se considerd un tratamiento sin bacterizacion. La preparacion de cada sal y
su equivalencia en concentracion de iones se detalla a continuacion en las Tablas A y B:



Cuadro A: Preparacion de soluciones entre 0,05 y 0,15 M de NaCl, a partir de una solucion 1M y su

equivalencia en términos e potencial osmético, de acuerdo a Sosa et al., (2005).

MOLARIDAD POTENCIAL SOLUCIONIM | H,O destilada
OSMOTICO NaCl (ml) (ml)
0,05 -0,1MPa 45 85,5
0,075 -0,3MPa 6,72 83,25
01 -0,4MPa 9 81
0,15 -0,6MPa 135 775

Cuadro B: Preparacion de soluciones entre 0,05 y 0,15 M de Na,SOy, a partir de una solucion 1M y

su equivalencia en términos e potencial osmético, de acuerdo a Sosa et al., (2005).

MOLARIDAD POTENCIAL SOLUCION 1M H.O destilada
OSMOTICO NaS0, (ml) (ml)
0,044 -0,1MPa 4 86
0,066 -0,3MPa 6 84
0,088 -0,4MPa 8 82
0,132 -0,6MPa 12 78

La experiencia se desarrollé con un disefio aeatorio de dos replicas por tratamiento
(n=10) y en cada capsula se colocaron 10 semillas de soja (Glycine max L.). Las placas
conteniendo las semillas fueron colocadas en una cadmara de germinacién mantenida a 25 °C
y condiciones de oscuridad hasta la finalizacion del ensayo. El pardmetro determinado en
todos los casos fue e nimero de semillas germinadas por réplica, considerando como tales a
aquellas que presentan mas de 0.5 cm de longitud la radicula. Los intervalos de evaluacion
fueron establecidos inicidmente a las 48 h y luego cada 24 h hasta e momento de la
evaluacion de la energia germinativa (5 d), de acuerdo a normas ISTA (2007) (Internacional
Seed Test Asossiation), mas una evaluacion fina (8 d) considerado e tiempo de evaluacion
de poder germinativo, para la misma especie. En ambos casos se consider6 € promedio (P)
asi como su desvio standard (SD) para € total de semillas germinadas sobre € total de
semillas existentes en la placa.

Condiciones generales del ensayo de crecimiento temprano en cdmara de cultivo
Laexperienciase llevd a cabo con un disefio aleatorio, de tres réplicas por tratamiento
(n=10) y los datos fueron analizados por ANOVA y test de Tuckey a posteriori con p<0.05.




Para ello, 300 semillas fueron sembradas en bandgjas plésticas conteniendo arena y agua
destilada estéril (60 % de capacidad de campo). Las semillas fueron cultivadas en cAmara de
germinacion con un fotoperiodo de 16 h de luz a30° Cy 8 h de oscuridad a 25° C con 80 %
de HR durante 72 h. Transcurrido este periodo, se seleccionaron los individuos con
crecimiento y caracteristicas morfolégicas uniformes y se implantaron en un sistema de
bandgjas plasticas con receptaculos individuales de 100 ml de capacidad, conteniendo
vermiculita estéril como Unico sustrato y solucion nutritiva de Hoagland (25 % modificaday
sin adicion de N) suministrada por riego capilar. Las semillas fueron inoculadas luego de 48
h desde la implantacion, con una dosis de 2.0 x 10° UFC.mlI* de la cepa E109 de
Bradyr hizobium japonicum formulada en el producto CELLTECH® de la empresa Nitragin
Argentina SA. o co-inoculadas con 1 x 10° UFC.mI* de la cepa Az39 de Azospirillum
brasilense formulada en € producto BONUS® de la empresa Nitragin Argentina SA. en los
tratamientos pertinentes. La bacterizacion se llevd a cabo utilizando una micropipeta 'y a
nivel radicular y luego las plantulas fueron cultivadas por 12 dias en las condiciones
ambiental es descriptas anteriormente, de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1-Semillas sin inocular

2-Semillas inoculadas con B. japonicum E109.

3-Semillas co-inoculadas con B. japonicum E109y A. brasilense Az39.

4-Semillas tratadas con 100 mM de NaCl e inoculadas con B j E109.

5-Semillas tratadas con 100 mM de N&,S0, e inoculadas con B j E109.

6-Semillas tratadas con 100 mM de NaCl y N&SO, e inoculadas con B j E109.

7-Semillas co-inoculadas con Bj E109y Ab Az39en 100 mM de NaCl.

8-Semillas co-inoculadas con Bj E109y Ab Az39en 100 mM de NaS0,.

9-Semillas co-inoculadas con Bj E109y Ab Az39en 100 mM de NaCl y Na,SO,

La salinizacién comenzo luego de 48 h desde la inoculacion y co-inoculacion. Para
ello, la solucion nutritiva de Hoagland (25 %, sin N) fue modificada por la adicion de 100
mM de NaCl (-0,4 MPa); una concentracion equivalente de Na, SO, o la mezcla isosmética
de ambas sdles. Al findlizar la experiencia, fueron evaluados los siguientes parametros de
crecimiento: (a) peso (fresco y seco) aéreo y radical (b) nodulacion en raiz principal (Test de

Burton) y (c) nimero de plantas noduladas.

Condiciones generales del ensayo de crecimiento en inver naculo

La experiencia fue desarrollada en € invernaculo de la Universidad Naciona de Rio
Cuarto, que se encuentra emplazada sobre la ruta nacional n° 36 Km. 601, Las Higueras,
Cordoba (33° 07" Latitud Sur, 64° 14'Longitud Oeste, 421 m.s.n.m.) durante la campafia
2005-2006. El ensayo se llev6 a cabo con un disefio experimenta “anidado” que consistio en



8 tratamientos con tres repeticiones cada uno. Cada tratamiento consistié de tres receptacul os
0 macetas plasticas flexibles de 20 cm de diametro x 20 cm de longitud, con una mezcla de
perlita:arena (2:1) estéril como soporte inerte segiin Somasegaran et al., (1994), conteniendo
5 samillas de soja. Para asegurar € crecimiento sin deficiencias nutricionales, todas las
semillas fueron inoculadas con la cepa E109 de Bradyrhizobium japonicum, recomendada
por € Instituto de Microbiologiay Zoologia Agricola, IMYZA-INTA Castelar y registrada
nacionalmente ante e SENASA para laformulacion de inoculantes para soja en la Republica
Argentina. Debido a la imposibilidad de obtener un producto de la misma firma comercia
gue d utilizado en los ensayos en condiciones controladas, la forma de aplicacion y la
cantidad de bacterias por unidad de siembra se gjust6 de acuerdo a las recomendaciones del
marbete de un producto de similares caracteristicas de la empresa Laboratorios Lopez SRL
de la ciudad de Jeslis Maria (Cordoba), que recomienda la aplicacion de 10 ml de
formulacién concentrada con un titulo de 1 x 10° UFC.ml™, para 50 kg de semillas. A los
fines de comprobar nuestros objetivos, se redizd, de acuerdo a tratamiento, la co-
inoculacion con la cepa Az39 de Azospirillum brasilense en concentraciones gjustadas a lo
indicado por el marbete comercial de la misma empresa, que recomienda la aplicacion de 10
ml de formulacion concentrada con un titulo de 1 x 10° UFC.mI*, para 50 kg de semillas.
Cada maceta recibio por capilaridad agua destilada estéril hasta € momento de la
emergencia. A partir de este momento, €l riego capilar se realizd con solucion nutritiva de
Hoagland 25% (sin N), que se renovO cada 7 dias hasta la finadlizacion del ensayo. Las
variantes para cada tratamiento se resumen a continuacion:

1-Semillas sin inocular

2-Semillas inoculadas con B. japonicum E109.

3-Semillas co-inoculadas con B. japonicum E109y A. brasilense Az39.

4-Semillas tratadas con 150 mM de NaCl einoculadas con B j E109.

5-Semillas tratadas con 150 mM de N&, S0, e inoculadas con B j E109.

6-Semillas tratadas con 150 mM de NaCl y NSO, e inoculadas con B j E109.

7-Semillas co-inoculadas con Bj E109y Ab Az39en 150 mM de NaCl.

8-Semiillas co-inoculadas con Bj E109y Ab Az39en 150 mM de NaSO,.

9-Semillas co-inoculadas con Bj E109y Ab Az39en 150 mM de NaCl y Na,SO.,.

La salinizacién comenzo alos 15 dias posteriores ala siembra, mediante pulsos de 50
mM de lasal correspondiente, cada 7 dias hasta que alcanz6 una concentracion final de 150
mM. La experiencia completa finaliz6 cuando las plantas alcanzaron € estado fenoldgico
correspondiente a R1 seglin la escala de desarrollo de Fehr y Caviness (1977) (comienzo de
floracion), evaluandose los siguientes pardmetros de crecimiento: (a) longitud aérea y
radical; (b) peso seco y fresco aéreo y radicd; (c) sstema de nodulacion (nimero de
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nodulos, porcentge de plantas noduladas y test de Burton); (d) longitud fina de tdlo

principal y raiz primaria (cm) y (€) velocidad de crecimiento de la fraccién aérea de la planta
(cm.d). Los datos obtenidos se analizaron mediante un andisis de varianza (ANOVA)

seguido por un test de Tukey a posteriori con p<0.05.
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RESULTADOSY DISCUSION

Ensayo de ger minacion en cadmar a de cultivo

Cuadro 1: Porcentaje (%) de semillas germinadas en placas de Petri impregnadas con volimenes
constantes de agua (control), soluciones de NaCl, Na,SO, o0 la mezcla isosmética de ambas sales en

concentraci ones creci entes.

C MPa de NaCl MPa de NaSO,4 MPa de NaCl+ Na,SO,4
Lectura T 0o |02|-03|-04|-06|-02|-03]|-04]|-06]|-02|-03]|-04]| -0,6
1 48 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 72 85| 40| 4| 55| 25| 50| 40| 2|20| 8| 50| 30 20
3 96 100 70 | 60 | 70| 60 | 80 | 60 | 35 | 45 | 0| 75 | 65 55
4-EG 120 | 100 90 [ 80| 95| 95 | 20 80| 70 | 70 | 95| 8 | 80 60
5-PG 192 | 100 90 | 95 | 100|100 | 95 | 95| 80 | 80 [ 100| 95 | 90 80

C : Concentracién osmética de las soluciones expresadas como Mpa.

T : Tiempo de evaluacién desde tiempo 0 (comienzo del ensayo).

Como seobservaen el Cuadro 1 y en la Figura 1, la meor respuesta a nivel de
velocidad de geminacion, se obtuvo en las semillas del tratamiento control sin salinizar. En
tales condiciones, se obtuvo € maximo valor de germinacion, que se consiguio luego de 96 h
de incubacion y se mantuvo hasta la finadizacién del ensayo. En lo que se refiere a las
soluciones salinas, podemos destacar que € tratamiento de semillas con cualquiera de las
sales 0 su mezclaisosmética a potenciales osmaticos (P,) mayores a -0.2 MPa determing una
disminucion significativa, tanto del porcentaje de semillas germinadas, como de la velocidad
de germinacion. Al respecto, Shannon (1997), mencionan que en presencia de saes, la
germinacion y crecimiento temprano se ven principamente inhibidos por € componente
osmético delasal. En e caso particular de la mezcla isosmética, se determind una velocidad
de germinacién smilar a tratamiento control a un Py=-0.2 MPa pero a diferencia del
anterior, € incremento c la germinacion fue sostenido (mayor a 90%) a partir de las 96
horas y acanzé un valor maximo al momento de evaluar €l poder germinativo (192 h). A
pesar de que en e Cuadro 1 se comprueba un comportamiento maximo de germinacion
(solo sostenido luego de 120 h) en semillas tratadas con NaCl para Po= -0.4y -0.6 MPa,
cuando los valores se gjustaron a un modelo exponencia de crecimiento, como indica la
Figural, fueron menores que € control no salinizado; sin embargo, su comportamiento fue
superior a de las semillas tratadas con Na,SO, y la mezcla isosmética de sales. Cuando las
semillas fueron tratadas con soluciones Py= -0.3 MPa, no se determinaron diferencias
considerables en € patron de respuesta poblacional y solo en la fase de crecimiento lined
(Figura 17 =% se podria considerar una velocidad de germinacion superior de aquellas
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semillas tratadas con la mezcla isosmética de sadles y una velocidad inferior de aquellas
tratadas con Na,S0O, y NaCl respectivamente. En € caso de las semillas tratadas con
soluciones Py= -0.4 MPa se determind una respuesta diferencial, de acuerdo a tipo de
solucion salina. Las semillas tratadas con la solucion de Na,SO, mostraron una respuesta
inferior, tanto a nivel de lavelocidad (Figura 1" ™=°%) como del porcentgje (Cuadro 1)
de semillas germinadas. Ta efecto fue parciamente revertido cuando se adicion6 N&,SO,
junto con NaCl en una solucion isosmética, asi como por la adicion independiente de NaCl,
gue determiné & mejor comportamiento de las semillas salinizadas. Al respecto, estudios de
la respuesta germinativa de Prosopis strombulifera, una leguminosa arbustiva de la
subfamilia Mimosoideae, demostraron que € anién sulfato en soluciones monosalinas
isoosmoaticas, era considerablemente mas inhibitorio que e anion cloruro. Adicionalmente se
demostré que la toxicidad ocasionada por sulfato era revertida cuando € sulfato era
combinado con € cloruro en soluciones bisalinas de sodio (Sosa et al.,2005). En € caso de
las semillas tratadas con las soluciones Py=-0.6 M Pa se determind unarespuestasimilar ala
obtenida en P= -0.4 MPa sobre e efecto de las diferentes combinaciones de sa; sin
embargo, la fase inicia de crecimiento determind un porcentgje de germinacién superior a
50 % de las semillas posterior alas 96 h desde la incubacion y alcanzd valores comparables
en € caso de las semillas tratadas con la mezcla bisalinay e Na,SO,. Esto se deberia, tanto
a incremento del anidén sulfato en la mezcla de sales a vaores comparables a los
establecidos en la solucién Py= -0.4 MPa como alaincapacidad del NaCl de revertir € efecto
de toxicidad.
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Figura 1: Comportamiento germinativo agjustado a un crecimiento exponencial (>0.95) de semillas

de soja impregnadas con volimenes constantes de agua (negro), solucién de NaCl (rojo), Na,SO4

(azul) o la mezcla isosmotica de ambas (verde). INSET: Velocidad de crecimiento en fase lineal (r?

>0.99).

Cuadro 2: Porcentaje (%) de semillas inoculadas con B. japonicum E109 germinadas en placas de

Petri impregnadas con vollimenes constantes de agua (control), soluciones de NaCl, Na,SO, o la

mezclaisosmotica de sales en concentraci 6n creciente.

C NaCl (M Pa) Na,SO, (M Pa) NaCl+ Na,SO4 (M Pa)

Lectura T 0 [-02|-03]-04]-06]-02[-03[-04]|-06]-02]-03]-04][-06
1 48 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 72 | 70| 50[5|3|7)]30)] 30| 5([60(| 3| 4] 15

3 96 B | % | 7|70 5|8 |50)| 5| 2([8 | 7| 65| 40
4-EG 120 9% |100| 90 [ 80 [ 80| 90| 70 | 65| 45 [ 95 | 8 | 75 | 55
5-PG 192 95 | 100|100 8 [ 90 [100] 90| 80| 8 [ 95 | 90| 90 | 80

C: Concentracion osmética de las soluciones expresadas como Mpa.

T : Tiempo de eval uaci6n desde tiempo 0 (comienzo del ensayo).
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Figura 2: Comportamiento germinativo ajustado a un crecimiento exponencial (*>0.95) de semillas
de soja inoculadas con Bradyrhizobium japonicum e impregnadas con volimenes constantes de agua

(negro), soluciones de NaCl (rojo); Na,SO, (azul) o la mezcla isosmotica de ambas sales (verde).

Como se observaen el Cuadro 2y enlaFigura 2, podemos decir que € tratamiento
inoculado y no sdlinizado (control) tuvo una mayor velocidad de germinacion solo en las
primeras 72 h de incubacion, en las que alcanzé un porcentaje del 90 %. Esta tendencia fue
revertida luego de ese periodo de tiempo y hasta la finalizacion del ensayo por todas las
semillas tratadas con soluciones Py= -0.2 MPa. En € caso particular del NaCl, alcanz6 un
valor maximo de 100% al momento de la evaluacion de la Energia germinativa (120 h) y su
comportamiento fue comparativamente superior a control no salinizado. Comparando esta
respuesta, con aquella obtenida en las semillas sin inocular (Figura 1) para un PO de -0.2
MPa podemos destacar que la bacterizacion determind un menor impacto sobre la
germinacion de cada una de las sdes adicionadas de manera independiente, no
diferenciandose de la respuesta obtenida por la adicién de la mezcla isosmética de sales. Para
el caso de las semillas tratadas con soluciones de P, de -0.3, -04 y -0.6 MPa, podemos
discriminar un patron de crecimiento similar a determinado en las semillas no inoculadas, en
las que & Na,SO, determind una respuesta inferior, tanto a nivel de lavelocidad (Figura 2),
como del porcentgje de germinacion Cuadro 2. De la misma manera, este efecto fue

15



parciamente revertido por la adicién de Na,SO, con NaCl en una solucion isosmatica, asi
como por la adicion independiente de NaCl. Particularmente en agquellas semillas tratadas

con soluciones P, de -0.6 MPa de Na,SO,, se comprob6 una respuesta altamente inhibitoria
de la velocidad de germinacién, comparada con los mismos tratamientos de las semillas no

inoculadas (Figura 1 y Cuadro 1) lo que determinaria que en condiciones de ata
concentracion del anion SO,7, la inoculacion de semillas de soja con Bradyrhizobium
japonicum podria tener un efecto aletargador de la velocidad de germinacion que no afectaria
significativamente el porcentgje de semillas geminadas a momento de considerar su poder
germinativo. Esto se pone en evidencia en la Cuadro 2, en la que se comprueba que las
semillas tratadas con P, -0.6 MPa de Na,SO, acanzan un porcentgje de germinacion del

85% luego de 192 horas de incubacion; sin embargo € 50 % de la poblacion de semillas
germina luego de la evauacion de la energia germinativa a las 120 h. Una hipétesis de este
comportamiento podria estar relacionada con la incapacidad de Bradyrhizobium japonicum
de sobrevivir a potenciales osméticos de soluciones de Na,SO, inferiores a Py -0.3 MPay

con dlo la incapacidad de regular cuaquier proceso en la semilla. En tal sentido, es
necesario destacar que a igua que lo que sucede en plantas superiores, es escasa la

informacién disponible del efecto del S0, 2 sobre d crecimiento microbiano.

Cuadro 3: Porcentaje (%) de semillas de soja inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y
germinadas en placas de Petri impregnadas con volimenes constantes de agua (control), soluciones de

NaCl, Na,SO, 0 la mezcla isosmotica de ambas sales en concentracion creciente.

C NaCl (M Pa) Na,SO, (M Pa) NaCl+ Na,SO,4 (M Pa)

Lectura T 0 |-02(-03|-04]|-06|-02|-03]|-04]|-06]|-02]-03]|-04][-06
1 48 10] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 72 | 60] 20|40 | 5| 3HB|3H| 10| 15| 45|30 3] 15

3 96 100| 90| 70 | 60 | 50| 70 | 60 | 60 | 55 [ 8 | 70| 70 | 35
4-EG 120 [100) 20| 8 [ 8 | 70| 75 | 8 | 70| 70 | 95 [ 75| 8 | 55
5-PG 192 (100| 90| 95 95 | 90 | 100 95 | 90| 8 |100| 5 | %5 | 75

C : Concentracién osmética de las soluciones expresadas como Mpa.

T : Tiempo de evaluacion desde tiempo 0 (comienzo del ensayo).

Como seobservaen el Cuadro 3 y en la Figura 3, la megjor respuesta a nivel
de la velocidad de geminacion, se obtuvo en las semillas del tratamiento control sin
sdinizar e inoculado con la cepa Az39 de Azospirillum brasilense. En tales
condiciones, se obtuvo e méximo valor de germinacién, que se consiguio alas 96 h

de incubacion y se mantuvo hasta la finalizacion del ensayo. En lo que se refiere alas
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soluciones salinas, podemos destacar que e tratamiento de semillas con cualquiera
de las sales 0 su mezcla isosmética a potenciales osméticos (P,) mayores a -0.2 MPa
determinG una disminucion significativa, tanto del porcentge de semillas
germinadas, como de la velocidad de germinacion, comparados con € control no
salinizado. A diferencia de lo que ocurrié en e tratamiento sin inocular (Figura 1),
la presencia de NaCl determin6é e menor porcentaje de semillas germinadas; sin
embargo, este tratamiento Ilegd a un méximo porcentgje de germinacion (90 %)
dentro de las primeras 96 h de incubacion a diferencia de aguellos en los que se
adicionaba NgSO, para los que e méximo porcentaje de germinacion se consiguié a
las 192 h de incubacion. A diferencia de lo observado en las semillas no inoculadas
de la Figura 1y de las inoculadas con Bradyrhizobium japonicum de la Figura 2
gue fueron tratadas con soluciones de P, de-0.3, -04y -0.6 MPa, no evidenciamos un
efecto deletereo del Na,SO4 sobre e resto de los tratamientos, 10 que determinaria
que la incorporacion del microorganismo a las semillas permitiria regular
benéficamente el proceso de germinacién en condiciones de salinidad por NgSO;.
Al respecto, ensayos realizados con semillas de lechuga inoculadas con Azospirillum
demostraron que, tanto la energia germinativa (ISTA 2007) como e PG fueron
significativamente superiores a los controles sin inocular, tanto a 50 como 80 mM
NaCl (Barass et al., 2006). Otros ensayos adicionalmente han probado la tolerancia
de este género microbiano a concentraciones mayores a 200 mM de NaCl en medio
guimicamente definido (Fisher et al., 2000) y quizas parte de la respuesta reguladora
observada, en primera instancia se deba a la capacidad del microorganismo de tolerar
tales concentraciones de la sal. Por otro lado es necesario destacar que no existen
referencia relacionadas con la supervivencia de la bacteria en soluciones de N& SO,
en las que suponemos deberia darse una respuesta similar a la observada en la sal de
sodio. Por otro lado, parte de la regulacion sobre el sistema vegetal, se deberia a la
adiciéon conjunta del microorganismo y de compuestos reguladores del crecimiento
vegetal, del tipo fitohormonas producidos por la bacteria durante su fermentacion,
que amortiguarian el estrés ionico ocasionado por € anion sulfato a embrion. En ta
sentido, Perrig et al., (2007) comprobaron la capacidad de la cepa Az 39 de
Azospirillum brasilense para producir &cido giberelico (GA3), abscisico (ABA), indol
3-acético (AlA), zeatina (Z) y etileno, asi como ciertas poliaminas (PAs) en medio
guimicamente definido. Esta hipotesis supone la incorporaciéon de estas moléculas a

la semilla en e momento de la inoculacién y en la actualidad se apoya sobre la

17



consideracion de que la mayoria de los inoculantes a base de esta bacteria del
mercado nacional, ademés de aportar un nimero considerable de microorganismos
viables, aportarian estas moléculas con un efecto a corto plazo sobre la semilla
(Cassén et al., 2007). Si bien existio una respuesta uniforme a los diferentes
tratami entos de salinizacion, es necesario destacar que |la respuesta fue disminuyendo

en la medida que disminuia € potencial osmético de la solucion.
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Figura 3: Comportamiento germinativo ajustado a un crecimiento exponencial (*>0.95) de semillas
de soja inoculadas con Azospirillum brasilense y germinadas en placas de Petri impregnadas con
volumenes constantes de agua (negro), soluciones de NaCl (rojo), Na,SO, (azul) o la mezcla

isosmotica de ambas sales (verde), como se describe en materiales y métodos.

Ensayo de crecimiento temprano en camar a de cultivo
Estado hidrico y produccién de biomasa

Como podemos observar en la Figura 4, € efecto de la inoculacidn
(Bradyrihizobium japonicum) y en mayor magnitud de la co-inoculacion
(Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense) en plantulas de soja,
determin6 un aumento significativo en del peso fresco de la parte aérea (PFA), con

respecto a control sin inocular. Esta respuesta se deberia, a menos en parte, a un
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mejor estado hidrico de las plantulas bacterizadas, determinado por la produccion
bacteriana de compuestos reguladores del crecimiento que le permitirian una mayor
retencion y absorcion de agua y nutrientes desde la solucion mineral (Hoagland).
Ensayos realizados en otras especies vegetales, tal como Lotus glaber, demostraron
que la presencia de Azospirillum sp. junto a la fijadora de nitrdgeno Mesor hizobium
loti en los tejidos vegetales, determinaba un mejor estado hidrico de las plantulas
inoculadas, comparadas con aquellas sin inocular (Cassan et al., 2006). Similares
resultados fueron obtenidos por la inoculacion de ambas estirpes bacterianas en
semillas de soja (Glycine max L.) y maiz Zea mays L.) en sistemas de cultivo
controlados (Cassan et al., 2007). A nivel de raices, en los tratamientos inoculados y
co-inoculados no se observé un aumento significativo del peso fresco radical (PFR)
producido por la bacterizacion. Cuando las plantulas inoculadas se sometieron a
sdinidad mediada por NaCl, NSO, o0 la mezcla de ambas, se observd una
disminucion significativa del peso fresco, tanto a nivel aéreo como radical en
comparacion con € control inoculado y no salinizado. En tal sentido, € peso fresco
aéreo y radical, asi como el estado hidrico de ambas fracciones vegetales, fue
mayormente afectado por |a presencia de Na,SO,. De acuerdo con Shannon y Grieve
(1999), este efecto se deberia, al menos en parte al componente osmético de las
diferentes sales adicionadas al medio de cultivo que seria el responsable de reducir
la tasa de crecimiento, principamente en los estadios de germinacion y crecimiento
temprano. En las plantulas salinizadas con NaCl y NaSO, que fueron co-inoculadas
con A. brasilense, se comprob6 un incremento significativo del peso fresco aéreo
(PFA), con respecto a los tratamientos salinizados e inoculados con B. japonicum.
Resultados similares se obtuvieron con plantulas de trigo (Alvarez et al., 1996; Creus
et al., 1998) y maiz (Casanovas et al., 2002), donde la inoculacion con Azospirillum
Sp245 aliviaba los efectos del estrés salino. También, esto se comprob6 en
condiciones extensivas de cultivo (Casanovas et al., 2003; Creus et al., 2004). Esta
diferencia se explicaria desde la capacidad de Azospirillum brasilense para
biosintesizar compuestos relacionados potencialmente con la tolerancia vegeta al
estrés abidtico, tales como é&cido abscisico (ABA) (Perrig et al., 2007) y poliaminas
(Cassan et al., 2003).
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PFPA (g)

PFR (9)

Figura 4. Peso fresco de la parte aérea (PFPA) (A) y peso fresco radical B) (parte inferior), de
plantulas de soja inoculadas con B. japonicum E109; co-inoculadas con A. brasilense Az39 'y
cultivadas en 100 mM de NaCl; una concentracion equivalente de Na,SO,4 0 la mezcla isosmética de
ambas sales. El orden de los tratamientos de la figura, se detalla en materiales y métodos. (T=SD para
p<0.05).

En la Figura 5 podemos observar que a nivel de los tratamientos no
salinizados, se mantiene un comportamiento similar al obtenido por la evaluacién del
estado hidrico de la planta, expresado como peso fresco (PF). En tal sentido,
podemos destacar un incremento de la produccion de biomasa, expresado como peso
seco (PS) de las plantulas de soja inoculadas @radyrihizobium japonicum) y en
mayor medida, co-inoculadas (Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum
brasilense), comparadas con € control sin bacterizar. A diferencia de lo expresado
en la Figura 1, este incremento se comprob6 con diferencias significativas tanto a
nivel aéreo como radical. Al respecto, Cassan et al., (2007) informaron que la
inoculacion de semillas de soja con Bradyrhizobium japonicum E109, produce un
incremento significativo del crecimiento, expresado como peso seco de laraiz y dela
parte aérea, como consecuencia de dos mecanismos de la interaccion bacteriana con
la planta, un efecto temprano mediado por la presencia de compuestos reguladores

del crecimiento del tipo hormonal en el medio de cultivo (Boiero et al., 2006). En tal

20



sentido, Kaneshiro y Kwolek (1985) observaron que la inoculacion de semillas de
soja con una cepa de Bradyr hizobium japonicum productora natural de AIA mostraba
un incremento significativo del nimero de nodul os establecidos en raices inoculadas,
asi como € aumento en volumen y peso de los 6rganos vegetales en desarrollo. El

segundo efecto considerado estaria determinado a mediano plazo y seria mediado por
la capacidad de la cepa inoculada de aportar nitrogeno atmosférico por medio de la
fijacion biologica de este elemento (FBN). Cuando las pléntulas inoculadas se
sometieron a condiciones de salinizacion, se observo una inhibicién del crecimiento
en todos los tratamientos, independientemente de la sal adicionada, en comparacion
con aquellos controles inoculados y co-inoculados. Adicionalmente, las plantulas que
se expusieron a NaCl y NaSO, fueron mas afectadas, que aquellas sometidas a la
exposicion con la mezcla isosmética de sales. En este sentido, ensayos realizados por
Lunaet al., (2006) con las mismas salesy en la leguminosa haléfita P. strombulifera,
demostraron que en la fraccion aérea de plantulas tratadas con la mezcla isosmaética
de sdles (a baja concentracién), se obtenia un crecimiento comparable a de los
tratamientos monosalinos. Con respecto a las plantulas co-inoculadas en condiciones
de estrés salino, se manifesté una menor inhibicion del crecimiento con respecto alas
mismas plantas inoculadas, siendo estas diferencias solo significativas para los
tratamientos con NaCl y NaSO, y no para la mezcla isosmética de sales. En
primera instancia, esto respuesta se deberia a que la asociacion de la planta con

Azospirillum podria favorecer la mitigacion del estrés salino, por una mayor
promocion del crecimiento de plantas afectadas (Barassi et al., 2000) o por la
capacidad de la bacteria de producir compuestos capaces de regular € crecimiento de
la misma en condiciones de estrés abidtico, tal como ABA ( Perrig et al., 2007) o
cadaverina (Cassan et al., 2005). En tal sentido, plantulas de zanahoria inoculadas
con A. brasilense Sp245 y mantenidas durante 23 dias en soluciones de hasta 80 mM
de NaCl, mostraron ventgjas significativas en el crecimiento expresado como peso

seco radical y aéreo con respecto alos controles sin inocular (Ayrault, 2002).
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PSR (g)

Figura 5: Peso seco de la parte aérea (PSPA) (A) y peso seco radical (PSR) (B), de plantulas de soja
inoculadas con B. japonicum E109; co-inoculadas con A. brasilense Az39 y cultivadas en 100 mM de
NaCl; una concentracién equivalente de Na,SO,4 0 la mezcla isosmética de ambas sales. El orden de

los tratamientos de lafigura, se detalla en materiales y métodos. (T=SD para p<0.05).

Par ametros de nodulacion

Desde @ punto de vista fisiologico, € desarrollo y la ontogenia del nddulo en
leguminosas, es uno de los eventos que més se ve afectado por los componentes iénico y
osmético de una sal. Esto se debe a que la simbiosis Rhizobiumleguminosa es uno de los
eventos mas compleos y costosos de la naturaleza y esta sujeto a un riguroso sistema de
regulacion tanto de la planta como del microorganismo (Serrg et al., 1999).

Como se observaen la Figura 6 lainoculacion con B. Japonicum en plantulas de
soja, comparadas con las plantulas sin inocular fue morfol6gicamente diferenciable y
determind un incremento significativo del porcentgje de nédulos por planta (PNP); €
promedio de plantas noduladas (PPN) y € Test de Burton (1972). De manera similar, las
plantulas co-inoculadas con A. brasilense mostraron un incremento significativo sobre las
plantulas inoculadas con Bradyrhizobium a nivel del PNP y del PPN y sobre los controles
sin inocular en todos los pardmetros. Esta respuesta ha sido probada en otros sistemas

experimentales (Cassan et al., 2007) y se deberia, en parte, a la capacidad de Azospirillum
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para regular € establecimiento de la smbiosis; la nodulacién y eventualmente la fijacion
biol6gica de nitrégeno (FBN), a través de la promocion directa del crecimiento radical,
mediada por la biosintesis de compuestos reguladores del crecimiento del tipo fitohormonas,
tales como, AlA; Z y GA; (Parig et al., 2007). Al respecto, Okon (1985) menciona la
capacidad de Azospirillum para promover e crecimiento radical de |as plantas inoculadas, asi
como la FBN, por medio de un modelo predominantemente hormonal. Existen numerosos
antecedentes en sistemas de co-inoculacién de leguminosas con bacterias del genero
Rhizobiumy rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas del género Azospirillumen
los que se ha probado un aumento significativo del nimero, peso y actividad nitrogenasa de
los nddulos formados en las raices de las plantas co-inoculadas con respecto a aquellas solo
inoculadas con Rhizobium (Yahalom et al., 1990, Kaneshiro y Kwoleck 1985; Fukuhara et
al., 1994). Cuando las semillas fueron co-inoculadas con Azospirillumy sometidas a estrés
abidtico mediado por NaCl o Na,SO,, se observo una disminucién significativa de los
pardmetros de nodulacion, comparados con e control inoculado y co-inoculado no
salinizado. En el caso de la exposicién a soluciones de NaCl, ensayos realizados en cultivos
de soja (Glycine max L.), sometidos a estrés salino en condiciones a campo, han determinado
el efecto deletereo de lasd anivel delanodulacion y dela FBN (Velagaeti y Marsh, 1989).
En otras leguminosas, como Lotus graber se determind que tanto la nodulacién, como la
fijacion biologica de nitrégeno eran significativamente inhibidas por concentraciones
crecientes (100, 150 y 200 mM) de la sal en condiciones hidropénicas de cultivo (Cassan et
al., 2006). En @ caso de Viciafaba, Yousef y Sprent (1983) mostraron que 100 mM de NaCl
afectaban significativamente la nodulacion, sobre todo a nivel del proceso de infeccion. La
disminucién generalizada de la capacidad de la plantay €l microorganismo para consumar la
simbiosisy la consecuente FBN en condiciones de salinidad dependeria mayoritariamente de
laregulacién de la planta, por la activacion de un mecanismo de conservacion de la energia
disponible, con € fin de regular de la homeostasis en condiciones de estrés (Cordobilla et al.,
1999). Respecto al efecto del Na,SO, sobre la nodulacion y FBN en leguminosas, podemos
decir que no hay referencias bibliogréficas sobre e temay que este aspecto seria novedoso
para este trabgo. En e caso de las plantulas sometidas a salinizacion por la mezcla
isosmética de sdes, se determind un incremento significativo de los paréametros de
nodulacion. Este efecto seria considerado una reversion de la toxicidad que tanto e NaCl

como € NaSO, ocasionarian de manera independiente y seria comparable a obtenido

cuando las plantulas fueron co-inoculadas con Azospirillumy sometidas a estrés salino. En
tales tratamientos, se comprob6 un aumento significativo de los parametros de nodulacion
con respecto a los tratamientos inoculados y salinizados con NaCl y N&SO, que no
determind una diferencia de aguno de ellos de manera particular y en los que solo se

comprobd un efecto mas deletereo, a nivel del Test de Burton (1972), en aquellas plantulas
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sometidas a salinizacion por Na,SO, comparados con € NaCl o la mezcla isosmética de
sales (Figura 6).
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Figura 6: Porcentgje de nédulos por planta (PNP) (A) y porcentaje de plantas noduladas (PPN) (B) y
Test de Burton (1972) (C), de pléntulas de soja (Glycine max L.) inoculada con B. japonicum E109,
co-inoculadas con A. brasilense Az39 y cultivada en 100 mM de NaCl; una concentracion equivalente

de Na,SO, 0 la mezcla isosmética de ambas sales. El orden de los tratamientos de la figura, se detalla

en Materiales y métodos. (T=SD para p<0.05).
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Ensayo de crecimiento tardio en invernaculo

PFPA(g)

Figura 7: Peso fresco de la parte aérea (PFPA) (A) y peso fresco radical (PFR) (B), de plantulas de
soja inoculadas con B. japonicum E109; co-inoculadas con A. brasilense Az39 y cultivadas en 150
mM de NaCl; una concentracién equivaente de Na,SO4 0 la mezcla isosmética de ambas sales. El

orden de los tratamientos de la figura, se detalla en materialesy métodos. (T=SD para p<0.05).

Como se observaen laFigura 7, las semillas y/o plantulas de los tratamientos control
(1); inoculado con B. japonicum (2) y co-inoculado con A. brasilense (3) presentaron un
estado hidrico (expresado como peso fresco de la raiz y de la parte aérea) superior a la
mayoria de los tratamientos salinizados, con excepcion de aquellas plantulas no inoculadas y
sometidas a estrés por Na,SO, en las que se determind una reversion significativa sobre estos
pardmetros. Seguin Shannon y Grieve (1999), tal condicidn se deberia, a menos en parte, ala
disminucion de la disponibilidad de agua en € sustrato mediada por € componente osmaético
de cada sal, con la consecuente disminucion de la capacidad de redlizar trabajo en la solucion
acuosa de Hoagland. Si comparamos € efecto de la sdinizacion en agquellas semillas que
fueron co-inoculadas, podemos observar que no se presentaron diferencias significativas en
ambas fracciones vegetales (PFR y PFPA) debidas a la presencia de la bacteria y
adicionalmente & estado hidrico de aquellas plantulas sometidas a salinizacién por Na,SO,
fue significativamente inferior cuando se co-inocul 6. Este comportamiento, s bien determina
un efecto benéfico de la inoculacion e condiciones normales, no se correlaciona en
condiciones de salinidad y no determina continuidad con los resultados obtenidos a nivel de
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la germinacion o del crecimiento temprano evaluado en cdmara de crecimiento. Las causas
posibles de este comportamiento se discutirdn al finadizar la exposicion de los resultados de

este ensayo.

PSPA(g)

PSR(9)

Figura 8: Peso seco de la parte aérea (PFPA) (“A”) y peso seco radical (PFR) (“B”), de plantulas de
soja inoculadas con B. japonicum E109; co-inoculadas con A. brasilense Az39 y cultivadas en 150
mM de NaCl; una concentracién equivalente de Na, SO, 0 la mezcla isosmética de ambas sales. El

orden de los tratamientos de lafigura, se detallaen materialesy métodos. (T=SD para p<0.05).

Dd andlisis de laFigura 8, podemos deducir que las plantas del tratamiento control,
correspondiente a las semillas no inoculadas, presentaron un mayor crecimiento y una mayor
produccion de biomasa (PSPA y PSR) que € resto de los tratamientos evaluados. Dos
excepciones a este comportamiento se reportaron sobre € crecimiento aéreo y radical de las
semillas inoculadas o de las no inoculadas y tratadas con la solucion de Na,SO,, asi como en
aquellas co-inoculadas y sometidas a la mezcla isosmética de NaCl y NaSO,
respectivamente, en las que se demostré un crecimiento similar a control del ensayo. Una
posible hipbtesis de este comportamiento se presentara luego de la exposiciéon de todos los

resultados.
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Figura 9: Velocidad de crecimiento obtenida de la curva sigmoide (cm.d™) de plantulas de soja no

inoculadas; inoculadas con B. japonicum E109; co-inoculadas con A. brasilense Az39 (barras negras)

y cultivadas en 150 mM de NaCl (barras rojas); una concentracion equivalente de Na,SO, (barras

azules) o la mezcla isosmética de ambas sales (barras verdes). El parametro fue obtenido de una

regresion lineal de la fase de crecimiento constante de las curvas desarrolladas para cada tratamiento,

en base a la longitud total de la parte aérea, utilizando €l software PRISM® y considerando (T=SD

para p<0.05y r*> 0.95).
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Figura 10: Velocidad de crecimiento expresada como cm.d™ de plantulas de soja no inoculadas

(recuadro 1); inoculadas con B. japonicum E109 (recuadro 2); co-inoculadas con A. brasilense Az39

(recuadro 3) y cultivadas en 150 mM de NaCl (recuadro 4 y 7 de color rojo); una concentracion

equivalente de Na,SO4 (recuadro 5y 8 de color azul) o la mezcla isosmética de ambas sales (recuadro

6y 9 de color verde), utilizando el software PRISM® y considerando (T=SD para p<0.05y r*> 0.95).
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Como podemos observar en las Figuras 9 y 10, las plantas no inoculadas y no
salinizadas fueron las que presentaron una menor velocidad de crecimiento (cm.d™),
en relacion a resto de los tratamientos, con excepcion de las plantulas co-inoculadas
y salinizadas con la mezcla isosmética de NaCl y NaSQq4, en las que la velocidad fue
menor alas del primero. En el caso de las plantulas salinizadas con NaCl y con la mezcla
isosmética de sales que fueron inoculadas con Bradyrhizobium, podemos observar que la
velocidad de crecimiento fue menor ala del tratamiento control inoculado y a tratamiento
co-inoculado que mostré una velocidad comparable a tratamiento salinizado con N&,SO,.
En lo que se refiere a las plantas co-inoculadas con Azospirillumy sometidas a salinizacion
por NaCl, podemos decir que la velocidad de crecimiento fue superior a la obtenida en
aquellas no inoculadas y que adicionamente esta respuesta fue comparable a control co-
inoculado, sin salinizar y en tal sentido, Alvarez (1996) menciona que Azospirillum sp podria
incrementar la velocidad de crecimiento en plantulas de trigo bajo lainfluencia de estrés por
NaCl. En e caso de las plantas salinizadas con Na,SO, no se determiné una diferencia
significativa a nivel de lavelocidad de crecimiento entre aquellas co-inoculadas y no
co-inoculadas.

Uno de los parametros que inicialmente habiamos considerado para su evaluacion, fue
el dal establecimiento del sistema de nodulacion y la fijacidn bioldgica de nitrogeno, asi
como su modificacion por la presencia de sales; sin embargo, d redizar la evaluacion de este
pardmetro al findizar e ensayo, pudimos comprobar que € establecimiento de la smbiosis
habia sdo muy aeatorio y de mucho menor incidencia que en € ensayo de camara de
cultivo y que esta condicion indefectiblemente modificd € resultado de nuestro experimento
de manera negativa, debido a que las plantulas que acanzaron aformar a menos un nddulo
en su raiz principa pudieron tolerar la condicién de estrés de manera diferencia a aquellas
gue no lo hicieron. El patron de formacién de nédulos fue atamente irregular y en la
mayoria de los casos variable dentro de las réplicas dd mismo tratamiento, lo que
indefectiblemente determina que la eficiencia de los inoculantes utilizados para este ensayo
fueinferior ala que se esperaba inicia mente. De manera general, podemos establecer que €l
fracaso para probar la hipdtesis de trabgo del ensayo redizado en condiciones de
invernéaculo, se debi6 a un factor experimental que introdujo una fuerte aeatoriedad sobre
los resultados obtenidos. Los inoculantes utilizados en este experimento no eran
comercialmente aptos (de acuerdo alo requerido por SENASA para lainoculacion de maiz y
soja). Debido a la imposibilidad de obtener una muestra de igua caidad que aguella
utilizada para los ensayos desarrollados en camara de cultivo y debido a la urgencia
estaciona parainiciar e ensayo en e invernéculo, se decidio utilizar inoculantes comerciales
paramaiz y soja de otra empresa que fueron remitidos a nuestro laboratorio para €l recuento
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de microorganismos viables con cierta anterioridad a desarrollo del ensayo. Cuando estas
muestras comerciales fueron utilizadas para su evaluacion en € laboratorio presentaron un
recuento estimado en 5E+09 UFC.mi* de Bradyrhizobium y 8E+08 UFC.mI* de
Azospirillum respectivamente; sin embrago, luego de su almacenamiento mostraron una
rapida perdida de viabilidad que posteriormente fue corroborada con valores de 1E+8
UFC.mlI™* y 5E+7 UFC.ml™* respectivamente. A pesar de esta pérdida de viabilidad, podemos
destacar que ambos productos mantuvieron su condicion de monocultivo. Esta condicion
afectd considerablemente € nuimero de bacterias aportadas por unidad de propagacion
(semilla), que para la inoculacién de soja (SENASA) se estima en un titulo superior a las
8E+04 UFC.semilla®. Estudios recientes redizados por Penna et al., (2004), han
determinado que cerca del 90 % de las bacterias que se aplican sobre la semilla en una
formulacion liquida, mueren antes de las 4 horas (desde € momento de la inoculacion).
Teniendo en cuenta esta consideracion, la dosis comercid del inoculante que se utilizo para
el desarrollo de este ensayo realizd un aporte menor a recomendado por SENASA para soja
y que por efecto de la muerte celular ocasionada por la aplicacion, su aporte real fue
ampliamente inferior a 1E+04 UFC.semilla®. Bgo esta consideracion, la cantidad de
bacterias aportadas solo permitié € establecimiento de los microorganismos en condiciones
normales de cultivo y provoco una disminucion significativa del nimero de bacterias viables
en condiciones de salinidad, que imposibilitdé una colonizacion efectiva de larizésferay la
posterior FBN 0 promocion del crecimiento vegetal.
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CONCLUSIONES

L os resultados obtenidos por nuestros experimentos indican que:

1-La sdinizacion de plantulas o semillas de soja Glycine max L.) con soluciones
osméticamente comparables de NaCl o Na, S0, afectd considerablemente la germinacion; e
crecimiento y desarrollo temprano de la especie, asi como e establecimiento de la simbiosis
con Bradyrhizobium japonicum En € caso de la germinacion, tal efecto se correlacion6
ademés con un aumento de la concentracion de cada sal en € medio de cultivo. La
sdinizacion con NaSO, tuvo un efecto de mayor toxicidad a nivel de la velocidad de
germinacion y el nimero de plantas germinadas que en el caso del NaCl. Por contrapartida,
la salinizacion con mezclas isosmaticas de NaCl y Na,SO,, revertio parcialmente € efecto
individual de cada sal.

2- La co-inoculacion de soja Glycine max L.) con Azospirillum brasilense Az39
modifico significativamente la respuesta fisiologica de la semilla y de la planta a la
sainizacion y revirtio parcidmente la condicion de estrés impuesta A nivel de la
germinacion, la incorporacion de la bacteria mitigd € efecto de mayor toxicidad ocasionado
por € Na,S0, y las semillas presentaron una respuesta mas uniforme.

Estos resultados demostrarian que Azospirillumsp. podria mejorar la respuesta vegetal
a determinados tipos de estrés abidticos, por |0 que estos microorganismos podrian ser
incluidos en € grupo de rizobacterias denominadas PHRR, del inglés Plant Homeostasis

Regulator Rhizobacteria .
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