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Resumen

Argentina, ha tenido un aumento en la produccién de soja en los dltimos afios, algunas de las
causas que podrian explicar este proceso es: la expansion de la frontera agricola, el aumento de
las hectareas sembrada con soja, de la mano con la utilizacion de tecnologias como la siembra
directa. En nuestro pais, el trigo posee un rol muy importante en la intensificacion y aumento de
la superficie destinada a cultivares de soja. La rotacion trigo-soja se ha adaptado
adecuadamente, siendo el trigo quien aporta la materia organica para mantener la
sustentabilidad del sistema suelo-planta. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
inoculacion en trigo con Azospirillum brasiliense bajo distintas dosis de fertilizacion. El ensayo
se realiz6 en el campo de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, en localidad de “Las
Higueras”, a 5 km. al noreste de la ciudad de Rio Cuarto, el perfil descrito corresponde a un
Hapludol Tipico. Los tratamientos se inocularon con Azospirillum brasiliense, bajo distintas
dosis de fertilizacion nitrogenada. El ensayo se llevé a cabo utilizando labranza convencional,
con una mano de doble accién e implantada con una sembradora de grano fino de tres puntos. El
mismo se desarrollé con un disefio experimental prospectivo en bloques al azar, en donde cada
tratamiento tuvo 4 repeticiones. Se realizaron mediciones de longitud radical, biomasa aérea y
radical y rendimiento. Con respecto a los parametros evaluados se encontraron incrementos
significativos en la longitud radical, asi como también en la biomasa aérea y radical en los
tratamientos inoculados en estadios iniciales. A los 50 dias solo se observan diferencias
significativas entre lo inoculado y el testigo. No hubo diferencias estadisticamente significativas
respecto a los diferentes niveles de fertilizacion. La mayor densidad radical se expreso en el
tratamiento inoculado y con media dosis de fertilizacién, al igual que la biomasa radical, sin
embargo, la biomasa aérea se mantuvo constante entre los tratamientos inoculados sin marcar
diferencia segun los niveles de fertilizacion que tuvieron a la siembra. En cuanto, a los
componentes del rendimiento todos los tratamientos inoculados muestran valores absolutos
mayores al testigo pero sin diferencias estadisticas, asi mismo los tratamientos con mayor dosis
de fertilizacién no mostraron diferencias con los de media fertilizacion. Los mayores valores en
granos por metro cuadrados se observaron en los tratamientos inoculados con dosis completa y
sin fertilizacion (sin diferencias estadisticas), el mayor peso obtenido en el recuento de mil
granos fue en el tratamiento de media fertilizacion inoculado y el maximo rendimiento
numérico del cultivo (kg/ha) se obtuvo en el tratamiento inoculado con dosis méaxima de

fertilizante, sin embargo no existieron diferencias significativas con el resto de los tratamientos.



Abstract

Argentina in the last few years, have had an important increase in soyben production, some of
the causes of this phenomenon soybean crops and the frequent use of could be: agricultural
frontier expansion, increase new technology as well as direct seeding. On the other hand, in our
country, wheat has a very important role in strengthening and increasing the area devoted to
soybean cultivars. The wheat-soybean rotation has been aligned properly, with the wheat that
provides organic matter to maintain the sustainability of the soil-plant system. The aim of this
study was to evaluate the effect of inoculation with Azospirillum brasiliense wheat under
different fertilizer rates. The trial was conducted in the field of Rio Cuarto State University,
"Las Higueras", 5 km. northeast of the city of Rio Cuarto, the profile described corresponds to a
typical Hapludoles. The treatments were inoculated with Azospirillum brasiliense, under
different nitrogen rates. The test was conducted using conventional tillage, with a double action
hand and implanted with three points fine grain drill. This experiment was developed with a
prospective and randomized blocks experimental design, where each treatment was replicated 4
times. Measurements were made of root length, and root biomass and yield. With regard to the
evaluated parameters were found significant increases in root length, as well as aerial and root
biomass in treatments inoculated at early stages. At 50 days are not significant differences
between inoculated and the witness, and were no statistically significant differences with
different levels of fertilization. The greatest root density was expressed in the inoculation and
treatment with half dose of fertilizer, as root biomass, however, the biomass remained constant
between treatments inoculated unmarked difference according to level of fertilization at planting
were. In yield components of all inoculated treatments, absolute values are higher than the
control but without significant differences. However, treatments with increased fertilizer rates
did not differ than those with medium fertilization rate. The highest values in grains per square
meter were observed in treatments inoculated with full dose and without fertilization (no
statistical difference), the highest weight in a thousand grains were seen in half fertilization and
inoculated treatment and maximum performance was obtained in the high dose fertilization and

inoculated treatment, however, this data was not statistically different.
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Introduccion

En el siglo pasado el aumento de la poblacién del globo agudizé 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, potasicos, fosfatados y, en menor proporcion, con elementos como azufre,
hierro y boro, como medio para aumentar la productividad de los cultivos (Montaner, 2005).
Esta tendencia comenz6 a evidenciarse primero en los paises dominantes pero,
especialmente en la década del 70 durante la llamada revolucién verde, se hizo extensiva a
los paises en vias de desarrollo. En la actualidad, tanto en estos Gltimos como en las naciones
desarrolladas, la practica de la fertilizacion mineral es de uso corriente. Por supuesto que 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 edéafico, entre
otros efectos estos compuestos provocan alteraciones sobre el pH y potencial osmotico, lo
que resulta perjudicial para la actividad de las especies microbianas predominantes. En la
busqueda de variantes para el uso de fertilizantes minerales, la investigacién cientifica se ha
orientado hacia el estudio de sistemas alternativos con capacidad de aumentar la produccion,
pero con menores problemas de contaminacion y costos de produccion mas reducidos. La
identificacion y posible manipulacién de las asociaciones entre bacterias fijadoras de N
atmosférico (diazotrdficas) y plantas ha sido investigada durante muchos afios (Olmedo,
2003). 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 riz6sfera de dichas plantas (Ddbereiner y Pedroza, 1987).

La utilizacién de fertilizantes bioldgicos es una practica que ha despertado interés en los
Gltimos afos. Se trata de la incorporacion al cultivo por diversas vias, siendo la mas comin
la inoculacion de la semilla con microorganismos favorables que generalmente existen en el
suelo, incrementando su concentracidn en una zona cercana a la raiz y de facil acceso para el
cultivo, por lo general de la rizdsfera. Los efectos del uso de los tratamientos bioldgicos
pueden ser tanto directos, favoreciendo la nutricion de las plantas y su disponibilidad de
agua, como indirectos (promoviendo un mejor desarrollo y sanidad). En la préactica, la
inoculacion es una metodologia razonable de adoptar, con la finalidad de proveer al cultivo
aportes de la fijacién biologica del nitrogeno y otros estimuladores biol6dgicos del
crecimiento. Se conoce gran numero de bacterias de vida libre o0 asociativa que fijan
nitrégeno, pero solo algunas se destacan por su potencial como biofertilizantes o promotoras

del crecimiento (Beringer, 1984; Ferrera-Cerrato, 1995; Rodriguez, 1995). Dentro de las



bacterias asociativas mas estudiadas se encuentran las pertenecientes al género Azospirillum,
que ha sido objeto de estudio desde la década del 70 (Olmedo, 2003).

El notable incremento de la superficie agricola y su productividad, se origin6 debido a la
elevada demanda de productos provenientes de esta actividad, produciendo un aumento de
la intervencion del hombre sobre los recursos naturales, fundamentalmente el suelo y el
agua. Las &reas mas productivas han sido sometidas a mayor diversidad y presiones en su
uso a través de rigurosas practicas de manejo como la fertilizacion con sales quimicas y
aquellas areas no utilizadas anteriormente por su marginalidad, hoy, son transformadas y
ocupadas para su aprovechamiento (Cantero y Cholaky 1997). Como resultado de su uso y
manejo irracional, se ha llegado a una degradacion parcial y en ciertos casos total, con las

consecuencias gue esto acarrea.

Biologia de Azospirillum sp.

Azospirrillum sp. es uno de los microorganismos con caracteristicas de promocion del
crecimiento vegetal disponible en tratamientos de inoculacion y que ha sido intensamente
estudiado en las ultimas décadas. Son bacterias aerobias cuando crecen con N combinados y
poseen principalmente un tipo respiratorio de metabolismo con O, como aceptor terminal de
electrones. La fijacion de nitrégeno la realiza en condiciones de micro aerofilia debido al
dafio que el oxigeno le causa a la nitrogenasa (Dobereiner y Pedrosa, 1987). Es un baston
curvo de 0,8 a 1,0 micrones de didmetro y 2 a 4 de largo. Una caracteristica tipica es su gran
movimiento y la presencia en el interior de las células de granulos de polibetahidroxibutirato
(PHB) y que puede llegar a representar hasta el 50 -70% del peso seco de las células bajo
condiciones de fijacion de N,, en cambio cultivadas en sales de amonio solo alcanzan el 1%
(Monzén de Asconegui, 2003). La gran movilidad de Azospirillum favorece su acercamiento
a la superficie radicular y la distancia que puede recorrer se considera de unos pocos
micrones hasta unos pocos centimetros (Monzén de Asconegui, 2003). Aparentemente el
movimiento de Azospirillum es un primer paso esencial para que la bacteria sea reconocida
por la planta y se considera como un proceso no especifico donde se involucra la quimiotaxis
bacterial; a su vez ésta estaria afectada por el balance de sustancias atractivas y repelentes de
la raiz (Monzo6n de Asconegui, 2003). Los sitios de adhesion de las células de Azospirillum
son particularmente la zona de elongacion de las raices, los pelos radiculares y los lugares de
emergencia de las raices laterales (Monzén de Asconegui, 2003). Algunas especies de
Azospirillum colonizan sélo la superficie radicular pero otras avanzan hacia el interior del
tejido radicular (Monzon de Asconegui, 2003) multiplicandose en el cortex y adn, llegar a la
zona vascular. Trabajando con raices esterilizadas e inoculadas de maiz, (Monzén de

Asconegui, 2003) demostré por primera vez la presencia de Azospirillum en los vasos



xilematicos y actividad de nitrogenasa en los plantines de maiz medida por el método de

reduccién de acetileno etileno.

También influye en la colonizacion el tipo de planta; experiencias en trigo y mijo
demostraron que una misma cepa tenia modos de accion distinta mientras en el primer
vegetal la mayor parte de la poblacion se distribuia en el interior de la raiz, en la segunda
planta se concentraba en las raices (Monzon de Asconegui, 2003)

Azospirillum como PGPR

Cuando hablamos de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) nos referimos a todas
aquellas bacterias que habitan el entorno de las raices y que ejercen efectos positivos a través

de diferentes mecanismos.

Fue reconocido por su capacidad de fijar nitrogeno libremente pero en la actualidad se
reconocen otros mecanismos de promocion vegetal mas importantes. Entre estos se destaca
la produccion y liberacion de hormonas promotoras del crecimiento radical como auxinas,
giberelinas, citoquininas; de enzimas pectinoliticas distorsionando la funcionalidad de
células de las raices y el aumento en la produccién de exudados, promoviendo el crecimiento
de otros organismos rizosfericos. También se ha descripto la liberacidén de "moléculas sefial”,
afectando el metabolismos de las células vegetales y desencadenando eventos que resultan

en alteraciones, promocién y crecimiento de raices y de la parte aérea de la plantas.

Los microorganismos PGPR de la rizosfera son capaces de promover el crecimiento de un
cultivo. Ademéas algunos de estas microorganismos pueden transformar el nitrégeno
atmosférico en amonio (fijacion bioldgica del nitrégeno) una especie quimicamente

aprovechable por la plantas. (Okdn y Labandera-Gonzalez, 1994).

Las bacterias del genero Azospirillum son organismos que 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 significado agrondmico de lo que se esperaba
inicialmente, uno de los efectos de estas bacterias estd en la promocion del crecimiento
radicular de las plantas, por la produccion de sustancias promotoras del crecimiento. (Okon
& Labandera-Gonzalez, 1994).

Como mecanismos PGPR estos microorganismos, ademas de otras propiedades son
solubilizadores de fosfatos inorgénicos, por lo que desempefian un importante papel en el
suplemento de fosforo para las plantas. Este factor viene despertando la atencién para la

utilizacion de estos 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. (Silva Filho & Vidor 2001).

Mecanismos de accion de Azospirillum

En cuanto a lo nombrado anteriormente sobre la accién promotora en el desarrollo de las
plantas que produce Azozpirillum es debido a 4 beneficios: 1) fijacién de nitrdgeno, 2)
efectos hormonales, 3) accién de las nitrato reductasas asimiladoras en la bacteria, y 4)

produccién antimicrobiana y anti fungica.
1) Fijacion Biolbgica del Nitrogeno

La fijacion del nitrégeno fue el primer mecanismo considerado como responsable del mejor
desarrollo de los vegetales inoculados en base a los compuestos nitrogenados en los tallos y
granos y a la actividad de la nitrogenasa medida por la reduccion del acetileno a etileno en
las plantas inoculadas (Cassan, et al. 2007). Los informes obtenidos sostenian que del 5 al
18% del nitrogeno de la planta provenia de la fijacion (Monzén de Asconegui, 2003). Por
otra parte las plantas inoculadas crecieron normalmente con solo una parte del nitrégeno del

fertilizante que se necesitaba para el desarrollo éptimo (Cassan, et al. 2007).
2) Produccion de Fitohormonas

Se ha demostrado que la inoculacién con esta bacteria o la aplicacion de sustancias
fitohormonales puras inducen a la formacion de pelos radiculares y raices laterales
(Albanesi, 2003;Glick 1995). Uno de los eventos iniciales mas conocidos y mejor descriptos
en la colonizacién de raices por Azospirillum sp. es el impacto sobre el crecimiento y
desarrollo radical (Cassan, et al. 2007, Kapulnik et al. 1985); estos cambios ha sido
atribuidos a los efectos de Azospirillum sp. que mejora la absorcién de la planta en NO3-,
NH4+, PO4H2-, K+, Rb+2 y Fe+3. El incremento en la absorcion de minerales por las
plantas se debe directamente a un aumento en volumen del sistema radical, especialmente de
la zona de pelos funcionalmente activa, y no a aumentos especificos en el mecanismo de
absorcién de iones (Cassén, et al. 2007). Mediante este mecanismo se podria incluso explicar
la acumulacién de N en la planta, sin que exista FBN. Sin embargo, los experimentos
realizados en general no demuestran si estos efectos son causales per se, 0 mas bien el

resultado de otros mecanismos tales como cambios en el balance hormonal de las raices.

Existen tres tipos de sustancias promotoras de desarrollo vegetal que podrian ser detectadas
en el sobrenadante de cultivos de Azospirillum: auxinas (la mas importante desde el punto
cuantitativo), citoquininas y giberellinas (Dobelaere et al. 1999), ademas del etileno y acido

abscisico.



a) Auxinas
La produccion de auxinas afecta la morfologia y morfogénesis radicular (Cassan, et al.
2007; Patten y Glik, 1996) algunos cambios morfoldgicos observados en la raiz de maiz,
trigo y sorgo estan caracterizados por la presencia de bifurcaciones de los extremos de los
pelos radiculares (Cassén, et al. 2007) aunque esta propiedad no es privativa de
Azospirillum . Auxinas es el nombre genérico que denomina a un grupo de compuestos,
naturales o sintéticos, que se caracterizan por su capacidad de inducir la elongacion de las
células del tallo en la region subapical en plantas vasculares. La produccion bacteriana de
AlA (Acido Indol Acetico) se ha estudiado extensamente desde dos puntos de vista: i) por el
efecto fisioldgico que ocasiona en plantas al modificar el balance de fitohormonas y producir
estimulacién del crecimiento (Cassan, et al. 2007) v, ii) por el efecto sobre la interaccion
planta-microorganismo (Costacurta y Vanderleyden 1995). Desde este Gltimo punto de vista
los miembros del género Azospirillum proporcionan un excelente sistema para investigar el
papel desempefiado por las hormonas en la asociacion bacteria cereal.
Se ha propuesto que Azospirillum tiene mas de una via de sintesis de AIA dependiente de
triptofano (Costacurta y Vanderleyden 1995). En cultivos puros de Azospirillum sp., ademas
de AIA se han encontrado otros compuestos indélicos y metabolitos relacionados tales como
el &cido indol piravico, &cido indol Iéctico, indol acetamida, indol acetaldehido, indol etanol
e indol metanol, triptamina, antranilato y otros compuestos inddlicos no identificados
(Cassan, et al. 2007). Actualmente se conoce que Azospirillum puede sintetizar AlA a través
de tres vias metabdlicas. En tanto que las vias del &cido indol pirdvico y la de indol
acetamida son dependientes del triptofano, la tercera es una via independiente de este
aminoacido, desconociéndose el precursor (Cassan, et al. 2007).
Resultados recientes permiten sugerir que la indol piruvato decarboxilasa es una enzima
comun tanto a la via del indol pirGvico como a la via no dependiente de triptofano (Cassan,
et al. 2007). En medio liquido, la produccion de AlA por parte de Azospirillum brasilense se
incrementa rapidamente a partir del inicio de la fase estacionaria, lo que sugiere que la
produccion de este compuesto en el microorganismo responderia a la cinética de un
metabolito secundario.

i) Rol Fisioldgico de las Auxinas

Las auxinas pueden ser sintetizadas en el suelo por microorganismos de vida libre y luego
absorbidas por la raiz ¢ producidas in situ por microorganismos endofiticos con accién
directa sobre el tejido del hospedador. La respuesta de la planta al AIA exdgeno puede variar
de benéfica a perjudicial, dependiendo de la concentracién incorporada. En este sentido,
algunos autores consideran que el aumento del contenido endégeno de la hormona por la

actividad microbiana, podria suplementar transitoriamente los niveles sub-Gptimos del



hospedador y modificar parcialmente el metabolismo celular con la consecuente promocion
del crecimiento. Un aumento excesivo del contenido de auxinas, pondrd en marcha un
mecanismo homeostatico para reducir la concentracion enddgena de la hormona. La
interaccion comienza en la rizosfera, donde son producidos la mayoria de los sustratos
necesarios para el crecimiento microbiano y sintesis de AIA como aminoéacidos, acidos
organicos, azucares, vitaminas nucleétidos y otros metabolitos con actividad biolégica como
las auxinas (Rovira, 1970). La presencia de AIA y compuestos derivados en los exudados
vegetales induce en el microorganismo un incremento en la expresion del gen ipdC con el
consecuente aumento de la sintesis de AIA. Siempre que las cantidades de precursores
(como el triptofano) sean suficientes (Van de Broek et al. 1999). El resultado se traducira en
un incremento del contenido enddgeno de la hormona que dard inicio a la respuesta celular
luego de su interaccién con sus receptores en la membrana los que desencadenaran una
cascada de sefializacion que tendra como sitio primario de actividad la pared celular (Hagen,
1987) y el nucleo (Cleland, 1987) dando lugar a la modificacion del patrén de crecimiento y
desarrollo tisular que determina la respuesta de la formacion de nédulos y modificacién del

crecimiento de la raiz.

b) Giberelinas

Sobre las 126 Giberelinas (Gas) conocidas en la actualidad (Crozier, et al 2000), 13 son
especificas de hongos, 100 son exclusivas de plantas y 13 son ubicuas. A pesar de la amplia
distribucion entre reinos y de la cantidad de formas conocidas cabe destacar que sélo algunas
pocas tienen actividad biol6gica per se (Cassan, et al. 2007). La evidencia cientifica
determina que la produccién de AIA y GAs incrementa rapidamente al comienzo de la fase
estacionaria de crecimiento en el medio de cultivo bacteriano, jugando un rol importante en
la estimulacion del crecimiento de las plantas inoculadas. (Omay et al 1993). Ensayos de
inoculacion con Azospirillum sp. demostraron que incrementd el crecimiento y la produccion
de cultivos de cereales y al menos, parte de este efecto, podria atribuirse a la produccion de
fitohormonas por la bacteria y dentro de ellas, especificamente a las giberelinas (Okon et al.
1994). Parece l6gico pensar que el estimulo en el crecimiento de plantas superiores puede ser
benéfico para la bacteria desde el punto de vista de la disponibilidad de nutrientes a nivel

rizosférico (Rademacher 1994)
i) Rol fisioldgico de las giberelinas

La giberellina también tiene efectos semejantes a las auxinas promoviendo el aumento de los
pelos radiculares (Picoli y Bottini, 1994). Dentro de los cambios metab6licos que genera

Azospirillum en su asociacion con los vegetales, se sugirié que podria activar la hidrolisis de



fitohormonas (compuesto orgénico que influencian los procesos fisiologicos de las plantas a
muy bajas concentraciones) y flavonoides conjugados permitiendo la liberacién de
compuestos en su forma activa (Fulchieri, et al. 1993; Cassan, et al. 2007). Recientemente
Cassan, et al (2003) han informado que esta bacteria no solo produce giberellinas sino
también puede hidrolizar y metabolizar los precursores de giberellinas a formas activas. Las
giberelinas (GAs) constituyen un amplio grupo de compuestos naturales (diterpenos acidos
tetraciclicos), algunos de los cuales poseen actividad hormonal y regulan diversos aspectos
del crecimiento y desarrollo de las plantas, como la germinacién, el alargamiento caulinar, la
floraciéon y la fructificacion (Davies 1995). El uso de métodos fisicoquimicos de alta
sensibilidad ha revelado que las giberelinas son un amplio grupo de productos naturales,
constituido al menos por 126 compuestos producidos tanto por plantas, hongos y bacterias
(Cassan, et al. 2007) y que son esenciales para el normal crecimiento y desarrollo de todas

las plantas superiores (Mander, 1991).

Al igual que para las auxinas, la produccion bacteriana de GAs se ha estudiado desde dos
puntos de vista: i)como la capacidad bacteriana de producir 6 metabolizar formas activas de
GAs in vitro, es decir en medio quimicamente definido (Piccoli y Bottini 1994a, 1994b y
1996, Piccoli et al. 1996 y 1998) v, en funcién de la modificacion del balance hormonal y
estimulacidn del crecimiento de plantas por la inoculacién con este microorganismo, es decir
in vivo (Fulchieri et al. 1993, Lucangeli y Bottini 1996, Cassan, et al. 2001).

Ensayos de inoculacién con Azospirillum sp. demostraron que incrementé el crecimiento y
la produccién de cultivos de cereales y al menos, parte de este efecto, podria atribuirse a la
produccién de fitohormonas por la bacteria y dentro de ellas, especificamente a las
giberelinas (Okon et al. 1994). Parece l6gico pensar que el estimulo en el crecimiento de
plantas superiores puede ser benéfico para la bacteria desde el punto de vista de la

disponibilidad de nutrientes a nivel rizosférico (Rademacher, 1994).

¢) Citocininas

Son un grupo de compuestos naturales que regulan la division y diferenciacion celular en
tejidos no meristematicos de plantas superiores. Quimicamente son purinas, en su mayoria
derivadas de la adenina, sustituidas en el N° que incluyen sus respectivos ribtidos, ribosidos
y glucésidos. Estas fitohormonas se han asociado a un gran nimero de procesos fisioldgicos
entre los que se encuentran el retardo de la senescencia, la acumulacion de la clorofila, la neo
formacion de 6rganos en una gran variedad de cultivos de tejidos vegetales, el desarrollo de
la raiz, la formacion de pelos radicales, la iniciacion del brote y la expansion de las hojas.
Por definicion las citocininas, son compuestos que inducen la citocinesis, es decir, la

formacion del fragmoplasto que daré origen a la nueva pared entre dos células cuyos nicleos



acaban de dividirse. En presencia de concentraciones 6ptimas de auxinas inducen la division
celular en cultivos de vegetales. El primer regulador con actividad citocinica fue descubierto
por Miller et al. (1955) y se denominé cinetina (Kin) la cual es una forma no natural. En
1963, Letham identificd una forma natural que denomind zeatina (Z) por ser descubierta en
maiz y desde entonces mas de 40 citocininas y sus metabolitos han sido clasificados. Las
formas con mayor actividad biol6gica son la Zeatina (Z), isopentenil-adenina (IPA). cinetina

(Kin) y benziladenina (BAP), siendo las dos ultimas sintéticas.

i) Rol Fisioldgico de las Citocininas

Muchos microorganismos de la rizosfera, entre los que se detallan bacterias y hongos son
capaces de sintetizar citocininas en cultivos quimicamente definidos Barea et al. (1976)
encontraron que al menos el 90 % de las bacterias aisladas de la rizésfera de cultivos de
interés agrondémico, fueron capaces de producir compuestos tipo citocininas. Como resultado
de la intima relacion entre estos organismos y la superficie de la raiz, el aporte exdgeno de
esta hormona puede tener un profundo efecto sobre el crecimiento de la planta. Al igual que
lo reportado para las auxinas la produccion microbiana de esta hormona, podria suplementar
el contenido enddgeno de la planta y en ciertos casos promover el crecimiento vegetal o
resultar fototoxica. En la actualidad sabemos que las plantas responden a la adicion exdgena
de citocininas, lo cual representa un punto de gran interés debido a que no se conoce la
significacion ecoldgica de la sintesis microbiana en los tejidos vegetales. A pesar de que la
produccion microbiana de citocininas en plantas superiores comenz6 con modelos de
microorganismos fitopatogenos, en la actualidad los investigadores se han volcado a la
comprension de este proceso en grupos de bacterias promotoras del crecimiento. EI modelo
mas estudiado ha sido el de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, donde se ha investigado
tanto la produccién de la hormona en el micro simbionte como en la planta. En este sentido,
Cassan, et al. 2007 vieron que el efecto de la adicion exdgena de K promovia la iniciacion
del nédulo e incrementaba el contenido de leg hemoglobina en porotos. En otros ensayos
Yahalom et al. (1990), probaron que tanto la adicién exégena de BAP con la co-inoculacion
con Rhizobium y Azospirillum spp. incrementaba el nimero de nédulos formados en

Medicago polymorpha

d) Etileno

Junto con auxinas, giberelinas y citocininas, el etileno es una hormona muy importante en
el crecimiento y desarrollo de las plantas (Burg et al. 1966). Debido a su composicion

gaseosa por mucho tiempo no acepto como una fitohormona, sin embargo diferentes trabajos



demostraron que su sintesis y accidn sobre la planta era critica para determinados procesos
fisioldgicos. A pesar de que existen numerosas publicaciones relacionadas a la sintesis de
esta hormona en plantas superiores (Glick, 1999) muy pocos trabajos han sido publicados
sobre la biosintesis microbiana (Arshad y Frankenberger 1993). El etileno es una molécula
muy simple y simétrica, compuesta por 2 atomos de C (unidos en doble ligadura) y 4 &tomos
de H. Soluble en agua en aproximadamente 140 ppm. 25° C y 760 mm Hg (15 veces mas que
el oxigeno). Es muy activo y puede ejercer sus efectos fisiol6gicos a concentraciones muy

bajas en el tejido vegetal (0,1 ppm).
i) Rol Fisiologico del Etileno

Existe muy poca informacién disponible que relacione la produccion de etileno en
bacterias y la promocidn del crecimiento vegetal. Trabajos de Primrose and Dilworth (1976)
determinaron la capacidad de bacterias promotoras del crecimiento vegetal de vida libre
Azotobacter y Bacillus de producir etileno en medio de cultivo quimicamente definido. Esto
indujo a Strzelczyk et al. (1994) a probar la capacidad de Azospirillum de producir este
compuesto in vitro sobre diferentes fuentes carbonadas. Sus resultados determinaron que la
bacteria podia sintetizar etileno y que la produccién dependia de la presencia de metionina
en el medio de cultivo. Diversos trabajos han presentado evidencia de que esta hormona
tiene un rol decisivo en el establecimiento de las relaciones simbidticas en leguminosas tal
como la formacion de nddulos y la fijacion biolégica de nitrdgeno. En la interaccion con
Rhizobium, la aplicacion exdégena de etileno ha mostrado un efecto negativo sobre la
formacién y funcionalidad de los nédulos. En tal sentido, Grobbelar, N, et al. (1971)
demostraron que la nodulacién se reducia en un 90 % en esplantos de poroto (Phaseolus
vulgaris L.) tratados en forma ex6gena con 0,4 ppm de etileno. En contrapartida, Ribaudo et
al. (2006), evaluaron la respuesta de crecimiento de plantulas de arroz inoculadas con
bacterias de vida libre del género Azospirillum y correlacionaron el aumento en el nimero y
longitud de raices adventicias con la biosintesis bacteriana de auxinas y el aumento de los

niveles de etileno por parte de las plantas inoculadas.

e) Acido Abscisico

Es una hormona vegetal involucrada en diferentes procesos fisioldgicos del crecimiento y
desarrollo de la planta. Esta relacionada con la capacidad de las plantas superiores para
adaptarse a condiciones de estrés a través de distintos procesos fisioldgicos y moleculares
que incluyen alteraciones en la expresion de genes relacionados con distintos tipos de estrés
y cierre de estomas. Desde el punto de vista fisioldgico, el ABA favorece la economia del

agua dentro de la planta por su efecto regulador sobre la apertura y cierre de estomas a nivel
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de las hojas (Davies 1991); ademas participa en la dormicién de yemas y semillas, en la
acumulacioén de proteinas de reserva en semillas (soja), en la inhibicion del crecimiento y
germinacion inducido por auxinas y GAs, en la inhibicion del crecimiento foliar en
situaciones de estrés y en la regulacion de la sintesis proteica en respuestas de aclimatacion a
diferentes tipo de estrés; sin embargo, todas estas funciones estan relacionadas a un objetivo

comun, la defensa del sistema vegetal en condiciones ambientales desfavorables.
i) Rol Fisiologico del ABA

Es muy escasa la informacién documentada sobre la identificacién de ABA en cultivos
guimicamente definidos de rizobacterias promotoras del crecimiento y su correlacién con el
estado fisiolégico de la planta. La mayor parte de los ensayos han sido realizados en sistemas
de cultivos e inoculaciones de hongos y bacterias fitopatogénicas 6 en asociaciones
simbi6ticas por bacterias nodulantes. En tal sentido, Cassan, et al. 2007 probaron que la
aplicacién exdgena de ABA a plantas disminuye la cantidad de nddulos establecidos en

plantas de Trifolium repense y Lotus japonicum inoculadas.

f)  Actividad Nitrato Reductasa

En cuanto a la accion de las nitrato reductasa de Azospirillum se especula que la NR (nitrato
reductasa) de Azospirillum contribuiria con las NR de las raices en la reduccion de NO3
absorvido y es lo que se ha observado en experiencias que mostraron una interaccion
positiva entre las nitrato reductasas y la inoculacion con esta bacteria.

Este mecanismo podria ser alternativo o complementario a la FBN para explicar la
acumulacién de N en plantas inoculadas con Azospirillum. En experiencias con el cv.
BH1146 de trigo, la inoculacién con una cepa salvaje de A. brasilense provoc6 un aumento
de la actividad NR de hojas, comparada con la actividad observada en los tratamientos
inoculados con su mutante isogénico (Monzon de Asconegui, 2003). Estos resultados
podrian explicar, al menos en parte, la acumulacion e incremento de N en plantas inoculadas.
Algunos investigadores (Bothe et al. 1992), postulan al nitrito (producto de la respiracion
bacteriana del nitrato), como el responsable del incremento en la formacion de raices

laterales de trigo.

g) Solubilizacion de fosfatos y Produccion de sideroforos
Los microorganismos solubilizadores de fosfatos inorganicos desempefian un importante
papel en el suplemento de fésforo para las plantas. Este factor viene despertando la atencion
para la utilizacion de esos microorganismos como inoculante comercial o el manejo de sus
poblaciones como forma de promover una mejor utilizacion del fosforo existente en el suelo

o el adicionado como fertilizante. (Silva Filho & Vidor 2001)



11

La solubilizacion de fosforo mineral y orgénico se produce por la capacidad que presenta la
rizobacteria de producir &cidos orgénicos y fosfatasa, respectivamente. Ademas produce
estimulacion del crecimiento vegetal por la presencia de citoquininas, giberelinas y acido
indolacético, asi como proteccion fitosanitaria a los cultivos debido a la produccion de
antibidticos, resistencia sistémica inducida y presencia de sider6foros en la cepa. (Informe
Rizobacter). Se considera sideroforo a toda sustancia de bajo peso molecular, producida por
microorganismos con alta afinidad por el catién hierro (Fe*™), y que tiene la particularidad de
actuar como transportador de ese elemento en condiciones de baja disponibilidad en el suelo
(Neilands y Leong 1986). De esta forma complejan casi todo el hierro disponible en la
rizosfera dificultando la proliferacion de patdégenos (Cassan, et al. 2007). Las bacteriocinas
(produccion de antibidticos) son sustancias de naturaleza proteica y que actlan como
bactericidas, son sintetizadas por algunas cepas bacterianas, actlan sobre otra cepa de la
misma especie 0 especies relacionadas, manteniendo un equilibrio entre las poblaciones
diferentes en un mismo ambiente. Su mecanismo de accion es muy diverso y puede
involucrar bloqueos metabdlicos, cambios de permeabilidad en la membrana celular, dafio o
degradacion de DNA, etc. Cassan, F. et al. 2007 testearon la capacidad de producir
bacteriocinas en sesenta cepas seleccionadas de Azospirillum spp. Y determinaron que
veintisiete de ellas (45%) eran capaces de producir moléculas de este tipo e inhibir el
crecimiento de cepas marcadoras. En algunas de las estirpes testeadas, pudo diferenciarse el
efecto inhibitorio adicional de la produccion de sideréforos, lo que llevo a los autores a
pensar que el antagonismo entre Azopirillum spp. y el resto de la poblacion rizosférica

dependeria de la produccion de ambos compuestos.
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Antecedentes

Jaime et al. (1999) concluyeron gue la inoculacion con diferentes cepas de fijadores libres de
nitrégeno se lograba incrementos en el cultivo de maiz, en especial con Azospirillum. Y
Creus et al. (1996) encontraron que la presencia de Azospirillum sp 245 mejora el estado
hidrico de plantulas de trigo.

Lucangelli y Bottini (1996) demostraron que la presencia de la bacteria A. lipoferum sp 33 0
A. brasilense cd increment6 positivamente el largo del primer entrenudo tanto en maiz (Zea
mays) como en arroz (Oriza sativa). También en maiz Bellone et al. (1999) registraron

mejoras en el peso seco del sistema radical y en los pardmetros de la parte aérea.

La inoculacion con Azospirillum brasilense a raices de cafia de azlcar increment6 el peso
seco de las mismas y la produccién de Jasmonatos.( Bellone y Bellone, 2001) Ruiz et al.
(1996) sostienen que la inoculacion con Azospirillum puede modificar parametros del
crecimiento vegetal asociados o no con el rendimiento del cultivo y en un ensayo realizado
en la misma zona en 1999, con inoculante mixto conteniendo Azotobacteriaceas,
Saccharomyces spp y Endogone spp marcd diferencias favorables a partir de los 100 dias y el
mayor desarrollo radicular mostr6 su efecto en lo que hace a estado general de la planta 'y a
las perspectivas futuras de rendimiento. (Olmedo, et al. 2003)

Olmedo, et al. 2003 realizaron en algodén la co-inoculacion con Azospirillum vy
Saccharomyces manifestando un mayor incremento en altura y nimero de pimpollos por

plantas.

El Azospirillum brasilense Az 39 promovié en forma significativa el crecimiento de plantulas
de tomate. (Olmedo, et al. 2003).

La inoculacion deliberada de las microalgas Chlorella spp. con PGPR de origen terrestre no
ha sido reportada con anterioridad, tal vez debido al origen diferente de estos dos
microorganismos. Al inmovilizar de manera conjunta Chlorella vulgaris y Azospirillum
brasilense Cd en esferas de alginato, se obtuvo como resultado un aumento significativo en
varios parametros de crecimiento de la micro alga, como el peso fresco y seco, el nimero
total de células, el tamafio de las colonias de micro algas dentro de la esfera, el nimero de
organismos por colonia y la concentracion de pigmentos. Bacterias promotoras de
crecimiento de microalgas: una nueva aproximacion en el tratamiento de aguas residuales
(Olmedo, et al. 2003)

En promedio en 15 sitios de experimentacion, hubo respuestas al tratamiento de semillas con

Nitragin Girasol con Azospirillum con dosis de 10 ml/kg, independiente de la fertilizacion.
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En el afio 1999, se inocularon alrededor de 450.000 hectareas de maiz (Zea mays L.) y
150.000 hectareas de sorgo (Sorghum bicolor I.); cebada (Hordeum vulgare 1) y trigo
(Triticum aestivum 1.) con A. brasilense, demostrandose incrementos de aproximadamente
26% en los rendimientos cuando se implantaron en suelos pobres y con un bajo aporte de
nitrogeno (Dobbelacre et al., 2001). Cura J. et al. (2001), demostraron que la asociacion
entre Azospirillum y arroz promueven el crecimiento de esta planta. Reportes indican que
hay aumentos en el peso fresco, contenido de materia seca y de carbohidratos solubles tanto
en trigo, maiz y arroz inoculados con Azospirillum spp.

La inoculacion con Azospirillum brasilense a raices de cafia de azUcar increment6 el peso
seco de las mismas y la produccién de Jasmonatos (Bellone, C. et al. 2001) (Okén y
Lavandera-Gonzalez, 1994).Ha sefialado que se producen cambios en la actividad de varias
enzimas involucradas en el metabolismo del nitrégeno, hidratos de carbono y lipidos como

respuesta a la inoculacion con Azospirillum.

Hace varios afios se ha demostrado la potencialidad de la asociacion entre Azospirillum y los
cultivos para aumentar la produccion (Okon, 1985). Se han encontrado efectos favorables

sobre el crecimiento de mijo (Tien et al., 1979).

Olmedo et al., (2002) observaron que los tratamientos con bacterias PGPR del genero
Azospirillum, més urea y fosfato presentaron una mayor longitud radical y esas diferencias se
mantienen en los parametros peso seco del sistema radical y de la biomasa aérea en estado
V5 (escala Zadocks emergencia de inflorecencia) de un cultivo de trigo a campo. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Okon (1998), cuando inoculé semilla de trigo con
Azospirillum y encontré un marcado efecto en la proliferacion de pelos radicales, lo que
proporcion6 un mejor anclaje y un volumen de suelo explorado por parte del sistema

radical.

En un ensayo de trigo a campo inoculado con Azospirillum incrementd los rendimientos con

respecto al control no inoculado en un rango de 23 a 63%. (Olmedo, et al. 2002).

Olmedo et al. (2002), concluyeron que la inoculacién de semilla de trigo con Azospirillum
brasilense y en combinacién con media dosis nitrogenada y fosforada arroja los mismos
rendimientos en kg/ha que el tratamiento de nitrégeno y fésforo en dosis completa sin
inocular, lo que daria la pauta de que el empleo de esta rizobacteria reemplazaria en un 50%

a la fertilizacion quimica.

En experiencias realizadas por la Universidad Nacional de Rio Cuarto, con maiz inoculado
con Azospirillum se encontré un incremento del 50% del peso seco del grano, aumenté al

doble el numero de granos en la espiga y se observé un mayor volumen radical (Fulchieri et
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al. 1994) en trabajos realizados con sorgo y trigo inoculados con Azospirillum se estimul6 la

elongacion de raices laterales y adventicias (Cassan, et al. 2007).

En Argentina, a nivel experimental de comparacion de cepas, existen antecedentes de
mejoras en la produccion en grano en la region semiarida con Azospirillum brasilense en
varios cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) (Rodriguez Céceres et al., 1996). No
obstante, en ensayos de produccion se han observado resultados contradictorios, con
ausencia de respuesta en Cordoba (Olmedo. C, et al. 2002) y con respuestas medias de 325
kg./ha en Balcarce, Buenos Aires ( Cattaneo et al.,1996).

Azospirillum también es utilizada como co- inoculante, es decir una doble inoculacion con
otros microorganismos. Esta bacteria se puede asociar con una amplia variedad de bacterias
que degradan azlcares o polisacaridos, estos co-cultivos son considerados una asociacion
metabdlica donde la bacteria que produce degradacion o fermentacion del azlcar, libera
sustancias que pueden ser usadas por Azospirillum, este es un ejemplo de uno de los
mecanismos de como puede actuar un co-inoculante (Olmedo, 2003).

La inoculacién dual de leguminosas con Azospirillum mas rizobios, ha dado mejores
resultados en ciertos parametros que cuando se los compara en tratamientos de inoculacion
simple. Azospirillum ayuda a los rizobios porque estimula la nodulacién, la actividad de

nodulo y posiblemente el metabolismo de la planta (Olmedo, 2003).

Esto se explica ya que las fitohormonas que produce Azospirillum en su metabolismo
incrementa la diferenciacion de células epidérmicas en los pelos de las raices de leguminosas
aumentando potencialmente el nimero de sitios para la infeccién por los rizobios, y por lo

tanto mayor posibilidad de nodulacién (Olmedo, 2003).

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.

Con la finalidad de generar informacion local sobre el uso de inoculantes en base de
Azospirillum Sp. se desarroll6 una experiencia cuyo objetivo fue evaluar el efecto del
inoculante a base de Azospirillum sp. y su interaccion con diferentes dosis de fertilizantes

nitrogenados, sobre el rendimiento del cultivo de trigo.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacion con Azospirillum brasilense en trigo a secano, bajo

diferentes dosis de fertilizante nitrogenados.

Obijetivo especifico

Medir y analizar la promocién del crecimiento de Azospirillum en el cultivo de trigo a campo
a través de: longitud radical, biomasa aérea y radical, y rendimiento.

Hipdtesis

La inoculacion con Azospirillum brasilense en el cultivo de trigo a campo, favorece el

crecimiento y desarrollo del cultivo.
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Materiales y métodos

En el campo experimental de la Universidad Nacional de Rio Cuarto se realizd un ensayo en
el cultivo de trigo utilizando un inoculante de la marca comercial Nitrap conteniendo
Azosprillum sp. Con una concentracion de 1x10° ufc ml con una dosis de 10 mit x 1 kg de
semilla. La fecha de siembra fue el 27 de julio del 2005, con la variedad de trigo Klein Chaja
de ciclo corto. El suelo es un hapludol tipico caracteristico de la zona. La fertilizacion
nitrogenada fue calculada de acuerdo al andlisis fisico — quimico del suelo empleandose 77
grs. de urea para parcelas con dosis completa y 38.5 grs para los tratamientos con media
dosis. Fertilizacion completa se refiere a una aplicacion de fertilizante requerida para
alcanzar el méximo rendimiento en el lote y media fertilizacion a la mitad de esa dosis. El
ensayo se llevo a cabo bajo labranza convencional, con una mano de doble accion e
implantada con una sembradora de grano fino de tres puntos. El ensayo se desarrollé con un
disefio experimental prospectivo en bloques al azar, en donde corresponde a cada tratamiento

4 repeticiones.
Tratamientos
= 1: Serael testigo sin fertilizar
= 2: Inoculado con Azospirillum sin fertilizar
= 3. Testigo con fertilizacion completa
* 4: Inoculado con Azozpirillumy dosis completa de fertilizacion nitrogenada
= 5. Testigo con media fertilizacion
= 6: Inoculado con Azospirillum con media fertilizacidn
Se realizaran mediciones en tres estadios fenoldgicos: macollaje, encafiazon y espigazon.

En macollaje se medira peso seco de biomasa aérea y radical, y longitud radical por el

método de insercion de lineas (Newman, 1966) que se explicara mas adelante.

En el segundo estadio, se medira solamente peso seco de biomasa aérea y radical; y por
altimo en encafiazon se estimara el rendimiento a través de sus componentes, (densidad de
plantas por unidad de superficie logradas, espigas por planta, granos por espiga, peso de los
1000 granos).

Con respecto al inoculante se realizard un recuento de bacterias en el inoculante y en la

semilla. Para el inoculante se realizaran diluciones seriadas de 1 ml. de inoculante con 9 ml.
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de buffer para luego sembrar 0.1 ml. de cada dilucién en medios NFB. Por otro lado para la
semilla se colocaron 10 ml. en un kg. de semillas, se mezclan y se toman 10 semillas
inoculadas y se colocan con 9 ml de buffer, realizandose las diluciones para luego

sembrarlas.

La medicion de la longitud total de raices se realizd por el método de la interseccion de
lineas. Para ello se requiri6 de un &rea rectangular, dentro de la cual se construy6 una
cuadricula. La raiz, luego de que se le removi6 el suelo adherido a ella, se coloco sobre la
grilla, y se procedio a contar el numero de intersecciones entre las lineas de ésta los pelos
radicales. A partir del nimero de intersecciones se puede estimar la longitud de la raiz a

partir de la siguiente ecuacion:

TN.A

2H

Donde: R = longitud de la raiz
N = numero de intersecciones entre los pelos radicales y las lineas de la cuadricula
A = é&rea del rectangulo (centimetros cuadrados)

H = longitud total de las lineas de la cuadricula (centimetros)

El tamafio de la muestra utilizada en la determinacién son 5 plantas por repeticion
correspondiente a cada tratamiento, es decir un total de 20 plantas. Las mismas fueron
llevadas al laboratorio donde se dividieron parte aérea y raiz, para ser secadas en estufa, a
temperatura constante (60 °C) durante 48 hs, luego se determind el peso seco de las

mismas, a través de una balanza de precision.



18

Resultados y Discusion

A los 30 dias de emergencia no se detectaron diferencias significativas, al 5 % con relacién
a la densidad media radical, entre los diferentes grados de fertilizacién nitrogenada, pero si
se encontrd una diferencia entre tratamientos (testigo e inoculado), siendo estas diferencias
significativas mayor al 5 %. Observando el grafico 1 podemos decir que hay incrementos en
la densidad radical en magnitudes que van del 45- 31% para las parcela inoculadas, y que
solo la mayor diferencia se observa en aquel tratamiento con la mitad de la dosis de
nitrdgeno (45%). Esto se debe a que mucha de la actividad bioldgica de las fitohormonas
producidas por los microorganismos tienen influencia directa sobre procesos claves del
desarrollo vegetal, tales como germinacidn, crecimiento temprano de plantulas, colonizacion

rizosferica y el establecimiento bacteriano en los tejidos.
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Grafico 1: Longitud radical expresada en cm. (Letras diferentes indican diferencias

significativas mayores al 5%) p>5%
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Grafico 2: Peso medio de la biomasa radical (gramos). (Letras diferentes indican diferencias

significativas mayores al 5%) p>5%

A diferencia del pardmetro anterior aqui se encontraron diferencias significativas mayor al 5
% dentro y entre tratamientos, es decir entre tratamientos el inoculado marco diferencias en
las parcelas que tenian la mitad de la dosis y en la que no tenian también, mientras que el
testigo superd al inoculado en las parcelas con fertilizacion completa pero sin diferencias
estadisticas. Por lo tanto se puede decir que esta diferencia entre tratamientos, es debida a la
capacidad de colonizar tejidos internos de las gramineas ocupando nichos ambientales
protegidos y por la capacidad de aumentar significativamente el crecimiento radical y aéreo
de plantas inoculadas, tanto por el suministro de diferentes compuestos promotores del
crecimiento vegetal especialmente hormonas, vitaminas, etc., como por la competencia
rizosférica con microorganismos fitopatogénicos. Influenciando directamente sobre los

procesos claves del desarrollo vegetal.
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Grafico 3: Peso medio biomasa aérea (gramos). (Letras diferentes indican diferencias

significativas mayores al 5%) p>5%

En cuanto a los resultados que podemos inferir de este grafico, es claro que el efecto del
aumento del volumen radical se ve reflejado en la produccién de biomasa aérea, debido a
una mayor eficiencia en la intercepcidon de nutrientes y agua, causado por el efecto del
inoculante sobre el cultivo, aunque solo hay diferencias significativas mayor al 5% entre
tratamientos (testigo e inoculado), y no entre los tratamientos de fertilizacion (cero
fertilizacion, media fertilizacion y fertilizacion completa). Pero también, estas diferencias
puede deberse al grado de fertilidad y disponibilidad de agua ya que el resultado de la

presencia de la bacteria depende de estos dos factores segiin Rodrigues — Caseres (1996).

El segundo muestreo se realizé en la etapa de encafiazon, y solo se midié biomasa aérea y

radical.
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Grafico 4: Biomasa radical medida a los 50 dias después de la siembra (dds). (Letras
diferentes indican diferencias significativas mayores al 5%) p>5%
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Grafico 5: Biomasa aérea medida a los 50 dias después de la siembra (dds). (Letras
diferentes indican diferencias significativas mayores al 5%) p>5%
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En cuanto al segundo muestreo también hay diferencias significativas entre tratamientos para
los dos parametros expresados en los gréaficos 4 y 5. No es tan marcada la diferencia entre
tratamientos como en el muestreo anterior, debido a que se podria decir que tampoco es la
misma cantidad de nitrégeno disponible, agua y condiciones eco fisiologicas en las que se
realiz6 el muestreo anterior, en consecuencia mejores condiciones de humedad y nutrientes
en estadios tempranos nos garantizarian un mayor sinergismo entre la promocion radical y la
produccién de biomasa aérea para lograr mejores resultados. EI hecho de que existan
diferencias entre tratamientos es una prueba de que la bacteria actud y que la promocion
vegetal es independiente del nivel de fertilizacion. Estos resultados refuerzan lo expresado
por la bibliografia, acerca de la promocién global del crecimiento vegetal inducido por
rizobacterias, permitiendo un mejor aprovechamiento de los recursos del ambiente y

provistos por préacticas de nutricion de los cultivos (Bashan y Holguin, 1997).

Componentes del rendimiento:

Los rendimientos alcanzables por los cultivos dependen de la seleccion de factores que lo
determinan (genotipo, fecha de siembra, tipo de suelo) y del resultado del manejo de los
elementos limitantes (disponibilidad de agua y nutrientes) y reductores (enfermedades y
plagas) de la produccion. La accion de estos factores sobre el crecimiento y produccion de
los cultivos no es independiente y se definen abundantes interacciones que explican la brecha

entre los rendimientos logrados y los esperables al reducirse limitaciones en el rendimiento.

Numerosas evidencias han demostrado que de los dos componentes que forman el
rendimiento, el nimero de granos producidos es, el que mejor explica las variaciones en el

rendimiento final mas que cualquier cambio en el peso de los granos.

A continuacion realizaremos un analisis de estos componentes explicando lo sucedido en

cada uno de ellos:
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Grafico 6: Numero de granos por metro® (Letras diferentes indican diferencias significativas
mayores al 5%) p>5%

Las variaciones en la cantidad de granos por metro? radica en el hecho de que el crecimiento
de los granos en post floracién, sélo en casos muy poco frecuentes experimentan alguna
limitacion por fuente (ya sea luz, agua, carbohidratos, etc.). Dicho de otra manera los granos
entre si durante su crecimiento dificilmente generan competencia por carbohidratos. Este
componente esta ligado directamente a las condiciones ambientales y a los recursos
disponibles del cultivo, es decir la tasa de llenado, por la que atraviesa la planta, se va a
modificar por altas temperaturas o cualquier estrés hidrico o nutricional que experimente el
cultivo en ese momento y no podré ser revertido, ya que el cultivo esta llegando a su

madurez fisioldgica (Satorre et al., 2004).

Al analizar estos componentes podemos aseverar que el tratamiento (inoculado) super6 al
testigo. Cuando nos referimos a rendimiento estamos hablando de cantidad de granos por m?
y el peso de los mil granos. Como los tratamientos no mostraron diferencias significativas
(mayores al 5%) para el peso de los mil granos, nos detenemos en analizar el otro
componente del rendimiento anteriormente nombrado (cantidad de granos por m?), y que

mas peso tiene sobre el rendimiento final.

Estudiando la ecofisioligia del cultivo, vemos que una vez establecido el stand de plantas, el
inicio de macollaje dara comienzo a un periodo donde se generaran nuevos vastagos que
alcanzaran el maximo de produccion durante el periodo de espigazon, luego del cual
comenzara la mortandad de los mismos hasta establecerse el nimero final de vastagos
fértiles en floracion (numero de espigas m?) (Satorre et al., 2004). EI nimero de granos es el

resultante de nimero de espigas por m? que depende del macollaje y la supervivencia de los
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macollos; y flores fértiles, que cuajaran en un grano, por espiga y que a su vez depende de la
supervivencia y generacion de primordios florales. Entonces luego de hacer esta resefia
atribuimos a que la interacciéon de la bacteria con la planta en los primeros estadios del
cultivo mejoro las condiciones para que el tratamiento inoculado fije méas cantidad de granos

por superficie que el testigo, y consecuentemente mayor rendimiento.

Lo que observamos fue que la temperatura no fue la optima para esta etapa ontogénica
(espigazon), es decir altas temperaturas aceleran la velocidad de crecimiento por lo que el
cultivo no fija la mayor cantidad de sitios fértiles, y como este componente del rendimiento
se define en antesis es muy importantes las condiciones sobre las que se desarrolla el cultivo
en esta etapa. Por lo tanto, para un trigo de ciclo corto (que se supone que macolla menos)
sembrado unos dias fuera de fecha por falta de humedad, lo que implica que sus etapas
fisiologicas se desarrollen a una tasa mas acelerada; son las causas por las que no pudo

expresar su maximo potencial.

Entonces debemos encontrar una explicacion de por qué hay diferencias, y es a través de
este analisis que me resulta factible decir que el efecto de la inoculacion se observa en la
generacion de espigas por metro cuadrado y en los granos por espigas, que a su vez es una
consecuencia directa de la interaccion con la bacteria y las mejores condiciones que el
cultivo aprovecha en la implantacion, y por otro lado estos componentes son los que
variaron mas en los tratamientos. Asi mismo atribuyo que no hay diferencias significativas
para los tratamientos con respecto al rendimiento, debido a las condiciones hidricas en las
gue se desarrollo el cultivo, y a que se fertiliz6 a la siembra ya que luego podria no tenerse
humedad, por la razén misma que la zona de Rio Cuarto presenta un clima monzénico con
estacion invernal seca, por lo que esta practica cultural solo ejerce un efecto arrancador en el
cultivo mejorando las condiciones de implantacion y no como promotor de las condiciones
en el periodo critico de rendimiento del cultivo. A pesar de que las dosis de fertilizantes
estaban calculadas para un méximo rendimiento el testigo no supero al inoculado, y me
inclino a que este aumento de rendimiento por parte del tratamiento se debe a la accion

promotora de la bacteria mas que a la fertilizacion.
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Grafico 7: Rendimiento en kg/ha. (Letras diferentes indican diferencias significativas

mayores al 5%) p>5%

Asimismo concluimos que la inoculacién con Azospirillum y media dosis nitrogenada
produce los mismos resultados que con dosis completa como también Olmedo et al. (2002),
concluyeron que la inoculacion de semilla de trigo con Azospirillum brasilense y en
combinacion con media dosis nitrogenada y fosforada arroja los mismos rendimientos en
kg/ha que el tratamiento de nitrogeno y fésforo en dosis completa sin inocular, lo que daria
la pauta de que el empleo de esta rizobacteria reemplazaria en un 50% a la fertilizacion

quimica.
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Este componente del rendimiento es muy dependiente de las condiciones ambientales de el
periodo en el cual se lleva a cabo por lo que hacer un analisis de un solo afio no seria valido
porque puede haber estado influenciado por cualquier estrés y distorsionar los datos, sin

embargo para este afio particular no tuvimos diferencias significativas.
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Conclusion

Para los parametros evaluados en todos los estadios se comprobG que hay interaccién
positiva entre el cultivo y la bacteria, es decir la inoculacion con Azospirillum brasiliense
favorecié el crecimiento y desarrollo del cultivo, sobre todo en la implantacion, del mismo,
mejorando su capacidad de competir contra malezas y enfermedades, como consecuencia

directa de la capacidad de esta bacteria de estimular las plantas.

La inoculacién con Azospirillum brasiliense mas media dosis de fertilizacién produce los

mismos resultados que la dosis completa de fertilizacion nitrogenada.
Se comprobd que la bacteria actué en un amplio rango de condiciones ambientales.
El aumento de rendimiento se explicé por un aumento en el nimero de granos fijados.

Si bien todas las respuestas encontradas bajo las condiciones en que se realizé el ensayo
resultaron positivas sobre el crecimiento y desarrollo del cultivo de trigo, se deberia

continuar con la investigacion para explicar con mas exactitud los resultados obtenidos.
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