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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta del cultivo de soja a la
coinoculacion con Pseudomonas aurantiaca SR1, para ello se establecio un ensayo en el
campo experimental perteneciente a la Universidad Nacional de Rio Cuarto, donde se
evaluaron diferentes parametros de crecimiento y componentes de rendimiento.

Pseudomonas. aurantiaca SR1 mejoré la longitud radical y aérea, como asi también
la nodulacioén, en raiz principal y raices laterales. Los valores de media reflejaron diferencias
estadisticamente significativas para el tratamiento de coinoculacion (T5: Semillas inoculadas
con Bradyrhizobium japonicum E109 y coinoculada con Pseudomonas aurantiaca SRI,
suelo sin fertilizar) respecto de los demas tratamientos (T1: Semillas inoculadas con
Bradyrhizobium japonicum E109, suclo sin fertilizar; T2: Semillas inoculadas con
Pseudomonas aurantiaca SR1, suelo sin fertilizar; T3: Semillas sin inocular, suelo
fertilizado con 100 kg/ha de Urea; T4: Semillas inoculadas con Pseudomonas aurantiaca
SR1, suelo fertilizado con 100 kg/ha de Urea; T6: Semillas sin inocular, suelo sin fertilizar).
Durante los primeros estadios del cultivo, la coinoculacion promovid el crecimiento, sin
embargo en la etapa reproductiva, no mostré diferencias estadisticamente significativas, pero
aquellos tratamientos inoculados o coinoculados con P. aurantiaca SR 1 superaron al testigo.
La falta de respuesta pudo haberse debido a factores edafoclimaticos que incidieron durante

el periodo de desarrollo del cultivo.

Palabras claves: soja, coinoculacion, Pseudomonas aurantiaca SR1.



SUMMARY

EFECT OF COINOCULATION BY PSEUDOMONAS AURANTIACA IN
SOYBEAN

This study aimed to evaluate the response of the soybean crop to the coinoculation
with Pseudomonas aurantiaca SR1, this will set a trial in the experimental field belonging
to the Universidad Nacional de Rio Cuarto, where different parameters were evaluated for
growth and yield components.

Pseudomonas aurantiaca SR1 root length and improved the air, as well as
nodulation, in main root and lateral roots. The average values showed statistically significant
differences in the treatment of coinoculacion (TS5: Seeds inoculated with Bradyrhizobium
japonicum E109 and coinoculada with Pseudomonas aurantiaca SR1, unfertilized soil)
compared to other treatments (T1: Seeds inoculated with Bradyrhizobium japonicum E109,
soil without fertilize, T2: Seeds inoculated with Pseudomonas aurantiaca SR1, unfertilized
soil, T3: uninoculated seeds, soil fertilized with 100 kg / ha of Urea and T4: Seeds inoculated
with Pseudomonas aurantiaca SR1, soil fertilized with 100 kg / ha of Urea; T6: uninoculated
seeds, unfertilized soil). During the early stages of cultivation, coinoculation fueling growth,
however in the reproductive stage, the evaluations showed no statistically significant
differences. The lack of response could be due to soil and climate factors that influenced the
period of crop development.

Keywords: soybean, coinoculation, Pseudomonas aurantiaca SR1.



INTRODUCCION

La agricultura organica es un sistema productivo que propone disminuir el uso de
fertilizantes y pesticidas sintéticos en la produccién agricola. Este sistema apunta a
reemplazar fuentes externas, tales como sustancias quimicas y combustibles adquiridos
comercialmente por recursos que se obtienen dentro del mismo predio o en sus alrededores.
Dichos recursos internos incluyen la energia solar, edlica y los microorganismos PGPR
(plant growth promotion rizobacteria) (Altieri et al., 1999).

Los ecosistemas agronémicos dependen directamente del uso de microorganismos
benéficos, los cuales estan presentes en el suelo y suelo rizosférico, que median la sanidad e
incremento de la productividad de los cultivos. Los microorganismos son determinantes de la
salud de las plantas y fertilidad de los suelos, ya que ellos participan como llave de muchos
procesos en el ecosistema, los cuales involucran el control bioldgico, ciclo de nutrientes y
establecimiento de la plantula (Jeffries et al., 2003).

El efecto de las bacterias PGPR ha sido atribuido al incremento de la movilizacion
de nutrientes insolubles y el subsiguiente mejoramiento de la toma de nutrientes por la planta
(Lifshitz et al., 1987), produccion de reguladores del crecimiento de la planta, (Dubeikovsky
et al., 1993), supresion de bacterias de suelo deletéreas y hongos fitopatogenos (Weller,
1998; Weller y Thomashow, 1993), y mejor establecimiento y supervivencia como resultado
de la produccion de antibidticos (Hebbar et al.,1992; Thomashow et al., 1990), compuestos
secuestrantes de hierro, tales como sideroforos (Loper y Buyer, 1991), enzimas liticas
extracelulares (Fridlender et al., 1993), otros metabolitos secundarios como el HCN (Voisard
et al., 1989) e induccion de la resistencia sistémica inducida (ISR) (Andrade et al., 1989) 6
competencia por los sitios de infeccion y nutrientes (Bull et al., 1991). Todos estos
mecanismos suponen un contacto directo entre la bacteria y la superficie o interior de tejidos
de la raiz y un activo estatus de la bacteria inducida (De Weber et al., 1995; Hoflich et al.,
1995). La supervivencia de las bacterias PGPR inoculadas en la rizosfera de las plantas es,
en muchos casos, una precondicion para un efecto potencial estimulatorio durante el periodo
del crecimiento o durante el desarrollo de la planta joven (Ho6flich et al., 1995).

Se ha demostrado que las bacterias PGPR muestran incrementos en rendimiento
entre un 5-30% en diferentes cultivos, con efectos positivos reportados en maiz (Fulchieri y
Frioni, 1994), garbanzo (Del Gallo y Fabbri, 1990), algodon (Backman y Turner, 1989;
Greenough y Batson, 1989), lenteja (Chanway et al., 1989) y soja (Dashti et al., 1998). Otros

trabajos muestran los efectos de las bajas temperaturas radiculares sobre estas asociaciones y



observan los mismos resultados de incremento de nodulaciéon y fijacion de N por la co-
inoculacion de una PGPR junto con Bradyrhizobium (Zhang et al., 1996).

La soja (Glycine max L. Merr.) es considerada una de las plantas mas antiguas
cultivadas en el mundo, siendo citada en la literatura china y posiblemente cultivada
extensivamente en este pais, unos 2.500 afios AC (Morse et al., 1950). La importancia
econdémica de la soja reside, principalmente, en el elevado tenor proteico de sus granos.
Como el nitrégeno es un elemento clave en la sintesis de proteinas, la demanda de éste es
elevada en el cultivo, acumulando cerca de 100 a 200 Kg de N/ha (Ventimiglia et al., 2000),
de alli la importancia de la inoculacion. En Argentina las primeras plantaciones de soja se
hicieron en 1862, pero no encontraron eco en el campo argentino (Piquin, A. 1968, Zeni E.
R. 1971). En 1909 se comenzd a ensayar en distintas escuelas agricolas argentinas el cultivo
de la soja, pero recién para 1965 se intensificaron los trabajos de investigacion sobre el tema.
Si bien los resultados de los ensayos realizados fueron buenos, el cultivo no logré obtener
difusion entre los productores (Pascale, A. J. 1989).

En el caso de la soja es comin la inoculacion con cepas de Bradyrhizobium para la
fijacion bioldgica del nitrogeno, lo cual disminuye la necesidad de utilizacion de fertilizantes
nitrogenados e incrementa el rendimiento del cultivo. En soja, cepas de otros géneros
bacterianos como Azospirillum, Pseudomonas y Azotobacter, tienen actividad PGPR y se
establecen en las rizosfera de las plantas. Los beneficios sobre las plantas debidos a la
inoculacion con estas bacterias, incluyen aumentos en la tasa de germinacion, crecimiento
radical, rendimiento, contenido de proteinas, tolerancia a la sequia y micorrizacion, entre

otros (Bowen y Rovira, 1999; Villegas y Fortin, 2001; Babana y Antoun 2006).



MARCO TEORICO

A) Interaccion benéfica microorganismo-planta

Kloepper y Schroth, definieron en 1978 como PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria), a aquellas bacterias altamente eficientes para aumentar el crecimiento de las
plantas e incrementar su tolerancia a otros microorganismos causantes de enfermedades. En
aflos recientes se ha creado cierta controversia respecto de cuando considerar a una
rizobacteria como PGPR, por lo que se han establecido algunas caracteristicas que definen a
este grupo:

1. que tengan una elevada densidad poblacional en la rizésfera después de su inoculaciéon en
las plantas, ya que una poblacion que declina rapidamente tiene una baja capacidad
competitiva con la microflora nativa del suelo;

2. que posean capacidad de colonizacion efectiva en la superficie de la raiz y, como
consecuencia, puedan influir positivamente en el crecimiento de la planta;

3. que puedan controlar de manera natural y eficiente a otros microorganismos patégenos
del suelo capaces de infectar a las plantas (Fusarium sp., Nematodos, entre otros); y

4. que no produzcan dafio en el hombre.

La aplicacion de este tipo de rizobacterias ha dado como resultado la promocion
evidente del crecimiento en plantas, observandose un incremento en la emergencia, vigor,
biomasa, desarrollo en sistemas radiculares e incrementos de hasta 30% en la produccion de
cultivos de interés comercial, tales como papa, rabano, jitomate, trigo y soya, entre otros

(Okon y Labandera-Gonzalez, 1994; Dashti et al., 1997; Lucy et al., 2004).

B) Mecanismos promotores del crecimiento vegetal mediados por microorganismos

A continuacion se listan los mecanismos de promocion vegetal, y se hara hincapié en

aquellos posiblemente relacionados con las cepas en estudio:

B1) Produccion de sideroforos

B2) Solubilizacion de fosforo

B3) Sintesis de antibioticos

B4) Competencia en la rizosfera

BS5) Sintesis de sustancias antimicrobianas

B6) Induccion de la resistencia sistémica
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B7) Produccién de fitohormonas

Ademas de las plantas, muchas bacterias pueden producir sustancias tipo
fitohormonas como auxinas, giberelinas y citocininas. Estos compuestos pueden actuar en la
planta de forma diferente; las auxinas favorecen el desarrollo y alargamiento del sistema
radical, la emergencia de raices laterales y también aumentan la permeabilidad de las
membranas celulares. Dentro de ellas se destaca el acido indol acético (AIA), estimulador de
la elongacion, division y diferenciacion celular. Por otra parte, las giberelinas provocan un
mayor desarrollo de la parte aérea, incrementandose los procesos fisiologicos y la actividad
enzimatica (Hernandez et al., 1998).

Es evidente que aumentar la densidad de los pelos radiculares de las plantas
inoculadas mejora el sistema de absorcidon de nutrientes y en este sentido numerosas
experiencias en invernaculo y a campo lo han confirmado (Glick, 1995).

B8) Fijacion de nitrégeno

El Nitrégeno (N) es un elemento necesario en la composicion de proteinas, acidos
nucleicos y otros componentes celulares, siendo asi una molécula esencial para el
crecimiento de todos los organismos. En la atmosfera el N ocupa aproximadamente el 80%,
existiendo en la forma N=N; sin embargo, el N2, debido al triple enlace entre los dos atomos
de nitrégeno, que hace a la molécula casi inerte, no puede ser aprovechado por la mayoria de
las formas vivientes, sino so6lo por un pequefio grupo de microorganismos altamente
especializados, que incluyen algas, bacterias y actinomicetes. Para ser utilizado en el
crecimiento, este debe ser primero reducido y luego “fijado” (combinado) en la forma de
iones amonio (NH;") o nitrato (NO;3). El proceso a través del cual esos microorganismos
reducen el nitrobgeno hasta una forma utilizable es conocido como Fijacion Biologica de
Nitrogeno (FBN). El proceso puede ser llevado a cabo por los microorganismos en vida libre
0 en simbiosis con plantas, y el mismo no s6lo permite usar el nitrogeno atmosférico sino
también revertir o reducir la degradacion del suelo (Allan y Graham, 2002; Parsons, 2004).

La FBN es mediada por el complejo nitrogenasa, presente en los organismos

fijadores, el cual cataliza la conversion del N2 a NH4+ bajo la reaccion general:

N2 + 10H" + 8¢ + nMgATP — > 2NH4" + H2 + nMgADP + nPi (n >16)

Esta requiere de grandes cantidades de poder reductor y energia (ATP), y la
reduccion obligada de protones con un minimo de 1 mol de H2 producido por mol de N2
reducido (Halbleib y Luden, 2000). La actividad del complejo enzimatico puede ser
mermada por el oxigeno, de tal manera que los organismos fijadores poseen mecanismos (E;.
alta tasa respiratoria, compartamentalizacion, proteccion conformacional) que les permiten

mantener bajas concentraciones de éste a fin de mantener la enzima funcionando (Ureta y
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Nordlund, 2002; Lee et al., 2004). Hiltner en 1904 observd por primera vez la acumulacion
de microorganismos en la zona radical y propuso el término “rizosfera”. Los exudados
radicales, conformados por substancias diversas crean alrededor de las raices (rizosfera) un
ambiente nutricional enriquecido que favorece el crecimiento bacteriano. Smith (1976) y
Martin y Kemp (1980) reportan la presencia de carbohidratos y aminoacidos, y sefialan que
la composicion y cantidad de exudados varia con la especie presente y las condiciones

abidticas, tales como agua y temperatura.

B8.1) Asociaciones simbioticas - Rhizobio-Leguminosas

El género Rhizobium (Frank 1889), familia Rhizobiaceae (Conn 1998), esta
representado por bacterias de forma bacilar, Gram negativas, habitantes del suelo, que tienen
la capacidad de formar nddulos en varias leguminosas y en Parasponia spp. (e. j. P.
andersonii, P. rigida). Esta relacion simbiotica es controlada genéticamente tanto por la
planta como por la bacteria y ocurre a través de una secuencia de estados de desarrollo que
culminan en el establecimiento de una simbiosis efectiva: el nodulo fijador de nitrogeno. El
primer nombre dado a las bacterias de los nodulos de las raices de las leguminosas fue
Phytomyxa, el cual lo propuso Schroeter en 1886, considerando la relacion de estas bacterias
con los hongos mucosos. Sin embargo, en 1970, la Comision Judicial del Comité
Internacional de Nomenclatura Bacteriana (Opinién 34) aprobd como nombre genérico
Rhizobium Frank 1889 (nombre conservado) en vez de Phytomyxa Schroeter 1886 (nombre
prioritario). Esto se hizo en base a que el nombre Rhizobium, tiene la ventaja de enfatizar la
importancia agronémica de las bacterias de los nodulos de las raices (rhiza: raiz, bius: vida,
Rhizobium: vida en las raices) y a su vez guarda tributo a la extensa literatura publicada con
ese nombre (Mayz, 1997). Actualmente, ademas de Rhizobium, existen otros géneros de
bacterias fijadoras de nitrogeno: Ensifer (Casida, 1982), Bradyrhizobium (Jordan 1982),
Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) y Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997). Weir (2004) hace
una revision exhaustiva de la taxonomia actual de los rizobia.

El enigma de las leguminosas fue aclarado cuando Hellriegel y Wilfarth en 1888
probaron la fijacioén de nitrégeno en plantas noduladas, esto fue seguido por el aislamiento de
la primera bacteria de los noédulos por Beijerinck ese mismo afio. En 1932, Fred y
colaboradores publicaron una monografia que ha recorrido el mundo, donde revisaron y
analizaron la informacidén existente sobre la simbiosis; sus consideraciones tuvieron una
profunda influencia en la practica y teoria subsiguientes. Para las décadas posteriores y hasta
la actualidad los avances tecnologicos han permitido estudios mas detallados y por lo tanto

un mejor conocimiento y entendimiento de la simbiosis leguminosas-rizobia.
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Para que se establezca la relacion simbiotica deben ocurrir las siguientes etapas:
multiplicacion de las bacterias en la rizosfera,
colonizacion de la rizosfera,

adsorcion de las bacterias a la raiz,

L b =

ensortijamiento de los pelos radicales, ocurre en las raices cuando la infeccion es via

pelos radicales y en algunas donde acontece via union raices laterales-raiz principal,

9,

formacion de los hilos o zonas intercelulares de infeccion,
6. crecimiento del hilo de infeccion hacia las células corticales o invasion directa de las
mismas, y

7. diferenciacion tisular y desarrollo del nédulo (Figura 1).

Los cambios morfoldgicos y fisioldgicos que ocurren a nivel de los puntos de
desarrollo nodular van acompanados de sefiales moleculares inducidas por genes propios del
proceso (genes nod) (Mayz, 1997; Perret et al., 2000; Gonzalez y Marketon, 2003; Gage,
2004).

El tipo y estructura nodular es dependiente de la planta hospedera, asi se tienen:

a. Nodulos determinados, en los cuales la actividad meristematica cesa temprano en su
formacion y su aspecto final resulta del alargamiento de las células. Este tipo de desarrollo
origina nodulos esféricos o globosos (Figura 2A), que pueden organizarse alrededor de la
raiz para formar los denominados nédulos en collar (Figura 2B) (Hirsch, 1992; Mayz,

1997).

b. Noédulos indeterminados, los cuales presentan un meristema persistente, que puede
producir nodulos ramificados o coraloides, puesto que constantemente se afiaden nuevas
células a la parte distal del noédulo; de tal manera que todos los estados de desarrollo estan asi
representados, debido a que ocurre un gradiente de formacidén desde la parte distal a la
proximal en el punto de unidn a la raiz. Este tipo de desarrollo da lugar a nddulos elongados
o cilindricos (Figura 2C) y ramificados o coraloides (Figura 2D) (Hirsch, 1992; Mayz,
1997).

La utilizacion del nitrogeno atmosférico en la simbiosis, requiere de la integracion de
las vias metabdlicas de la fijacion (bacteroides) y de la asimilacion (planta hospedera) del
nitrogeno. La bacteria emplea compuestos carbonados oxidables suplidos por la planta para
su metabolismo y desarrollo y para la sintesis de ATP y del poder reductor usados en la
reaccion de fijacion catalizada por la nitrogenasa, la cual genera el nitrogeno asimilable
(NH4"), que es metabolizado en las células nodulares a amidas o ureidos, que luego son
exportados via xilema al resto de la planta, donde son usados (Mayz, 1997).

El primer producto de la reaccion de fijacion es NH; (amoniaco), pero este es

rapidamente protonado, formandose NH,', lo cual es favorecido por el pK (9,25) de la
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reaccion, de tal manera que amonio es la especie predominante a los pHs fisiologicos y la

que toma parte en las reacciones de asimilacion (Sprent y Sprent, 1990).

Figura 1. Invasion de pelos radicales por Rhizobium sp. (A) rizobia (rh) coloniza la rizosfera y se adhiere al pelo radical (r).
(B) “Factores Nod” inducen el ensortijamioento del pelo radical y permiten la penetracion bacteriana al centro de infeccion
(ci). El nucleo del pelo radical (n) precede el crecimiento del hilo de infeccion (it). (C) El hilo de infeccion alcanza la base
del pelo radical (it), ain acompafiado del nucleo (n). (D) El pelo radical (r) se ramifica (rit) cerca del primordio nodular
formado por las células corticales en division. (E) Los bacteroides (b) son liberados desde el hilo de infeccion (it) y forman
simbiosomas (s) donde se acumulan granulos de poly-hidroxibutarato (phb) rodeados por la membrana peribacteroidal
(phb). Otras abreviaturas: c, corteza; d, vacuola digestiva; ep, epidermis; ed; endodermos (Perret et al., 2000).

3 4

A. Esféricos B. En collar

1 cm
‘.-‘ -
5 6
" : :
C. Cilindricos D. Ramificados

Figura 2: Formas nodulares presentes en algunas especies de leguminosas. 1. Vigna
unguiculata, 2. Desmodium canum, 3. Centrocema brasilianum, 4. Cannavalia ensiformis, 5.
Indigofera hirsuta, 6. Cajanus cajan, 7-8. Crotalaria retusa, 9. Gliricidia sepium (Mayz, 1997)

El amonio es un inhibidor de la sintesis de nitrogenasa, por lo que es imperativa su

rapida asimilacion en el citosol de las células infectadas. Este es asimilado por el acido
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glutamico, en cuya reaccion interviene la enzima glutamina sintetasa dependiente de ATP y
donde se forma glutamina, la cual puede ser exportada ¢ utilizada para restaurar el acido
glutdmico, a través de una reaccion con el acido 2-oxoglutarico (proveniente del ciclo de los
acidos tricarboxilicos) catalizada por la glutamato sintasa dependiente del NADH, también
denominada glutamina-2- oxoglutarato aminotransferasa o GOGAT (Sprent y Sprent, 1990;
Ortega et al., 2004). Las leguminosas simbidticas pueden ser separadas en dos grupos de
acuerdo a los productos exportados desde los nddulos: las exportadoras de amidas
(asparragina, glutamina) y las exportadoras de ureidos (alantoina y acido alantoico). El
primer grupo incluye varias especies de regiones templadas, entre estas Lupinus
subcarnosus, Pisum sativum y Medicago sativa y el segundo varias especies tropicales, tales
como Glycine max, Phaseolus vulgaris y Vigna unguiculata (Scott et al., 1976; Miflin y
Habash, 2002; Harrison et al., 2003).

C) Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium japonicum es una bacteria gram negativa, en forma de baston, la
cual fija nitrégeno de forma simbidtica cuando se asocia con Glycine max. Se localiza en la
superficie de las raices y eventualmente forma nodulos en ellas. Dentro de estos nodulos,
Bradyrhizobium japonicum se encuentra en la planta rodeada de una membrana
peribacteroidal, en este estado la bacteria se encuentra como simbiosoma. En esta relacion
simbidtica, la planta proporciona un entorno seguro y constante suministro de nutrientes,
como carbono, que se utiliza para el crecimiento y la energia. Esas fuentes de carbono se
presentan en forma de acidos dicarboxilicos, succinato, fumarato y malato. Las bacterias a su
vez, proporcionan a la planta nitrégeno fijado, el cual es facilmente utilizable por la planta.
Esto permite que la planta crezca significativamente en ausencia de fertilizantes externos.
Actualmente se cuenta, con la secuenciacion del genoma de Bradyrhizobium japonicum, el
cual es de suma importancia ya que la manipulacion del genoma puede mejorar la
produccion de cultivos de soja. Originalmente esta bacteria, fue aislada de un nodulo de soja

en Florida, EE.UU., en 1957 (Kaneko et al., 2002).

D) Género Pseudomonas

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas, son microorganismos Gram-
negativos, siempre moéviles con flagelacion polar. Se encuentran normalmente en el suelo,
aunque pueden ser patdgenos oportunistas en animales como Pseudomonas aeruginosa y
patogenos de plantas, Pseudomonas syringae. Su metabolismo es respiratorio, aerobio (la
mayoria usa como aceptor de electrones O,) o anaerobio (algunos usan NO’). Presentan una
versatilidad metabolica muy grande que se traduce en su capacidad de utilizar como fuente

de carbono substratos muy variados. Por otra parte, hay algunos individuos del grupo que
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son quimiolitétrofas usando H, o CO como donadores de electrones. El metabolismo central
de azlicares en este grupo se desarrolla por la via de Etner-Doudoroff, y disponen de un ciclo
de acidos tricarboxilicos normal (Holt et al., 1994).

Durante los ultimos 20 afios, han sido numerosos los trabajos referidos a
Pseudomonas fluorescentes que ejercen efectos beneficiosos sobre el crecimiento de las
plantas, independientemente de la presencia del patogeno (Cook, 1993). De esta manera se
han descripto distintas especies de Pseudomonas que se han mostrado muy eficaces a la hora
de controlar enfermedades radiculares producidas por hongos en el suelo (O'Sullivan y
O'Gara. 1992) 6 en cultivo hidropénico (Gamard et al., 1997), e incluso controlando otras
enfermedades producidas por otras bacterias (Cronin et al., 1997).

Algunas cepas de Pseudomonas colonizan de manera efectiva los oOrganos
subterraneos de las plantas y promueven el crecimiento de manera consistente, reduciendo
también la incidencia de enfermedades causadas por un amplio rango de hongos patogenos
del suelo. Estd generalmente aceptado que uno de los mecanismos mas importantes, por el
que las Pseudomonas fluorescentes promueven el crecimiento vegetal, es mediante la
supresion de microorganismos patogenos (Nielsen et al., 2002; Raaijmekens et al., 2002; De
Souza et al., 2003ab). También se ha sugerido que las Pseudomonas pueden manifestar sus
efectos promotores del crecimiento indirectamente, estimulando la accion beneficiosa de
otros microorganismos asociados a las raices, como las micorrizas (Andrade et al., 1998;
Berti et al., 2007). Cuando la estimulacion del crecimiento vegetal se produce en ausencia de
otros microorganismos, €sta se ha atribuido al incremento de la disponibilidad de nutrientes
minerales, como el fosfato o el nitrogeno, debido a la produccion de fitohormonas
estimuladoras del crecimiento vegetal o a la degradacion de precursores del etileno en la raiz
por parte de estas bacterias (Glick, 1995).

La inhibicion del patégeno por la produccion de metabolitos antimicrobianos 6
queladores de hierro son los principales mecanismos implicados en el biocontrol. Otros
factores importantes son la degradacion de factores de virulencia del patégeno, como
toxinas, por parte de las Pseudomonas (Toyoda et al., 1988), la inactivacion de factores de
germinacion del patdgeno, presentes en los exudados radiculares (Nelson, 1992) y la
produccion de enzimas extracelulares, como quitinasas, laminarasas y glucanasas, que
pueden degradar las paredes de las células fungicas (Fridlender et al., 1993).

Existen trabajos en los que se ha puesto de manifiesto que algunas Pseudomonas que
estan intimamente asociadas con la raiz pueden inducir los mecanismos de resistencia
sistémica contra patdgenos fingicos, bacterianos, provocando la proteccion de toda la planta
frente a la enfermedad, con la consecuente reduccion en el uso de productos fitosanitarios

(Maurhofer et al., 1994).
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Pseudomonas benéficas han logrado un incremento en la productividad de los
cultivos y una reduccion de las poblaciones de microorganismos deletéreos bajo condiciones
de campo, como asi también en invernaculo (Bakker et al., 1991; Loper y Buyer, 1991). Por
estas caracteristicas el Género Pseudomonas ha sido ampliamente estudiado (Sastry et al.,
2000, Vazquez et al., 2000). Bajo condiciones de campo algunas PGPR incrementan la
nodulacion y fijacion de nitrégeno, que resulta en un aumento del nitrégeno total y nitrégeno

obtenido en el rendimiento (Dashti et al., 1998).

D1) Pseudomonas aurantiaca

Cepa aislada de la rizésfera de soja (Glycine max), en Argentina, tiene la capacidad
de promover el crecimiento vegetal (Altamirano y col., 1996). Ensayos “in vitro” indican
que tales actividades estan asociadas a la produccion de un pigmento color naranja. Su
expresion en los medios de cultivo estd influenciada por la composicion quimica de los
mismos; no se produce en medios minimos y si en medios peptonados. La adicion de
triptona induce la sintesis del pigmento, mientras que la misma es inhibida por el agregado
de glucosa por encima de 5 g/l (Rosas et al., 2000). El/los compuestos involucrados en la
actividad biocontroladora de P. aurantiaca SR1 son estables frente a la accion de proteasas
y al tratamiento térmico (100°C, 20 min). Los primeros estudios de caracterizacion quimica
demostraron que el metabolito bioactivo es de naturaleza hidrofobica y presenta
caracteristicas quimicas similares al 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) (Rovera, M. et al.,
2000, et al., 2004). P. aurantiaca SR1 ha sido evaluada como promotora de crecimiento bajo
condiciones de invernaculo y campo, en cultivos como maiz, alfalfa y trigo (Rovera et al.,

2008; Carlier et al., 2008; Rosas et al., 2008).

E) Importancia de la co-inoculaciéon

La necesidad de productos agricolas de maxima produccion y de excelente calidad,
presentan a la inoculacién como una herramienta util que puede complementar el sistema
productivo. Si esta alternativa pudiera reemplazar, aunque sea en parte, la fertilizacion
quimica, el productor y el pais se verian beneficiados, no sélo en términos de margenes de
produccidn, sino que evitarian los peligros de la contaminacion de aguas por infiltracion de
nutrientes, como nitratos, beneficiando de esta manera a la poblacion (Flores y Ferraris,
2001). La combinacién de una reduccion gradual en el uso de fertilizantes quimicos y
pesticidas por un lado y el gran uso del potencial bioldgico y genético de las plantas y
especies microbianas por otro lado, ofrecen la posibilidad de una ecologia sustentable (Flores
y Ferraris, 2001; Bashan y de-Bashan, 2005). El uso a gran escala de estos microorganismos
como biofertilizantes en cualquier sistema de produccion agricola traeria grandes beneficios,

puesto que son mas baratos que los de origen inorganico, tienen efectos positivos en las
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plantas (similares a los de un fertilizante quimico) y no ejercen un impacto ecologico
perjudicial en el ambiente ni en la salud humana. Adoptar este tipo de innovacion
tecnologica que se inclina hacia la conservacion del ambiente, incrementara la productividad
de los cultivos y bajara los costos de produccion, contribuyendo, en suma, a una agricultura
sustentable que trata de usar los recursos naturales sin comprometer a nuestras generaciones
futuras (Hernandez y Aguilar, 2003).

Estudios de coinoculacion con PGPR y Rhizobium/Bradyrhizobium spp. han
demostrado un incremento en el peso aéreo y radical, vigor de la planta, fijacion biologica de
N y rendimiento de grano en varias leguminosas, como alfalfa (Knight y Langston-Unkefer,
1988), frijol comun (Grimes y Mount, 1984), Vigna radiata (Sindhu et al., 1999), guisante
(Bolton et al., 1990) y soja (Dashti et al., 1998). A veces, las rizobacterias aisladas desde
cultivos, muestran una cierta variedad en la promocion del crecimiento de las plantas con
otros cultivos de leguminosas, y esto puede deberse a diferentes potenciales de colonizacion
(Anderson et al., 1988), su respuesta a diferentes cantidades y composicion de los exudados
radicales (Miller et al., 1989; Phillips y Streit, 1997), variacion en la temperatura (Seong et
al., 1991) y los diferentes tipos de interacciones con las cepas rhizobiales/ bradyrhizobiales
predominantes en la rizésfera de las leguminosas (Parmar y Dadarwal, 1999; Sindhu et al.,

1999).
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HIPOTESIS

La co-inoculacion con Pseudomonas aurantiaca incrementa la nodulacion y

promueve el crecimiento de plantas de soja.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto promotor del crecimiento de Pseudomonas aurantiaca SR1, en

plantas de soja, co-inoculadas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Evaluar biomasa aérea y radical de soja.
- Evaluar nimero de nodulos en raices primarias y en raices secundarias.

- Determinar biomasa nodular.

- Cuantificar rendimiento.
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MATERIALES Y METODOS

1. Area de estudio

El ensayo se realizd en una parcela perteneciente al campo experimental de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto Argentina (35°07°S y 64° 14" O, 421 m.s.n.m), situado
sobre la Ruta Provincial N° 36, Km. 601. El clima de la region es templado con un régimen
anual de precipitaciones de 800 mm y una temperatura media anual de 16-17 °C. Las
principales caracteristicas fisico-quimicas del suelo son: pH (en agua), 6.30; conductividad
eléctrica (dS/m), 0,28; materia organica, 2.56%; N total, 0.132 %; P disponible, 19.7 ppm.

La implantacién del cultivo de soja se llevd a cavo en el mes de Diciembre de 2006,
posterior a la cosecha de trigo ubicado en la misma parcela. Se utilizo el sistema de siembra
directa, perteneciente a la UNRC y se realizaron monitoreos semanales de plagas, malezas y
enfermedades, con el objetivo de que el cultivo se desarrolle en su maximo potencial.

Previo a la siembra se realizo un barbecho con Glifosato (48%) a una dosis de 2,5
It/ha, para que el cultivo se implante en un medio sin competencia. En cuanto a plagas, en

ningun estado fonoldgico alcanzé el umbral de dafio, por lo que no se realizaron controles.

2. Disefio experimental

El experimento se llevo a cabo con un disefio experimental en bloques aleatorizados
con 3 repeticiones para cada tratamiento. Cada tratamiento midio 15,6 m’ (15 de largo, 1,04
m de ancho), separados entre ellos por 1m. Se sembraron 3 hileras por tratamiento, separadas
entre si por 0.52 m.

Seis tratamientos fueron establecidos para la evaluacion del efecto promotor de P.

aurantiaca SR1:

Tratamiento 1: Semillas inoculadas con Bradyrhizobium japonicum E109, suelo sin fertilizar
Tratamiento 2: Semillas inoculadas con Pseudomonas aurantiaca SR 1, suelo sin fertilizar
Tratamiento 3: Semillas sin inocular, suelo fertilizado con urea (N)

Tratamiento 4: Semillas inoculadas com P. aurantiaca SR1, suelo fertilizado con Urea
Tratamiento 5: Semillas inoculadas con B. japonicum E109 y P. aurantiaca SR1(Coindculo),
suelo sin fertilizar.

Tratamiento 6: Semillas sin inocular, suelo sin fertilizar (control)

Las dosis de fertilizante aplicada fue de 100 Kg/ha de urea (aplicada al voleo
posterior a la siembra) y no se incluyeron tratamientos fertilizados con fosfato diamonico,
debido al alto contenido de P disponible, que se desprende como resultado de los analisis

previos a la implantacion del cultivo.

20



3. Cepas bacterianas:
Pseudomonas aurantiaca SR1 (cepa experimental) y Bradyrhizobium japonicum

E109 (cepa comercial), ambos formulados en soporte base turba (Laboratorios Biagro S.A).

4. Inoculacion de las semillas:

La inoculacion de las semillas se realizd de la siguiente manera, dependiendo del
tratamiento:
a- 5.3 g de P. aurantiaca + 2.7 g de turba estéril + 17.3 g de S2 + 4 g de SI + 40 ml. de
agua.
b- 2.7 g de B. japonicum + 5.3 g de turba estéril + 17.3 g de S2 + 4 g de S1 + 40 ml. de agua.
c- 2.7 g de B. japonicum + 5.3 g de P. aurantiaca + 17.3 g de S2 + 4 g de S1 + 40 ml. de
agua.

De todas las mezclas se colocaron 20.8 g de alicuota cada 2 Kg de semillas de soja.
S1 corresponde al adherente y S2 al protector celular, ambos provistos por Laboratorios

BIAGRO S.A..

5. Determinaciones sobre el cultivo:

1) Densidad de plantas por metro cuadrado en emergencia. Se evalud el numero de
plantas en 1 m*., para ello se contaron el ntimero de las mismas en 1.92 m lineales (equivale
a lm’.) y se expresé el valor promedio de cada tratamiento.

2) En estado de V6, se extrajeron al azar 5 plantas de cada unidad de muestreo y se
evaluaron los siguientes parametros:

-Altura de la planta: longitud desde la base del tallo hasta el extremo apical, con regla

milimetrada.

-Longitud radical: longitud de la raiz principal, con regla milimetrada.

-Numero de nodulos: en la raiz principal y en las raices laterales.

-Peso seco de la biomasa aérea y radical: Se separ6 la parte aérea de la radical y se colocaron

en estufa de secado, a 60 °C por 72 hs. Finalizado este tiempo se procedid al pesaje de las
mismas, con balanza analitica. Los resultados se expresaron en gramos.

-Peso seco de nédulos de raiz principal y de raices laterales: Los nodulos se separaron

cuidadosamente de la raiz utilizando un bisturi, se colocaron en estufa de secado, a 60 °C por
72 hs. Finalizado este tiempo se procedio al pesaje de las mismas, con balanza analitica. Los
resultados se expresaron en miligramos.

3) En el estadio R6 se tomaron 5 plantas de cada unidad de muestreo y se determino:

numero de frutos por planta, nuimero de granos por fruto y nimero de granos por planta.
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4) En el estadio R8 se determino rendimiento del cultivo: se cosecharon dos réplicas
de 1m”. por cada unidad de muestreo, y se determiné el peso por unidad de superficie (kg/ha)

y el peso de mil semillas (grs./1000 semillas).

6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de la varianza
(ANOVA). Se verifico el cumplimiento de los supuestos necesarios para la validez del
analisis estadistico. Se considerd diferencias estadisticamente significativas para p < 0.05.
Cuando se detecto diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos se aplico

el test a posteriori LSD (0=0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto de la coinoculaciébn en soja, con
Bradyrhizobium japonicum E109 - Pseudomonas aurantiaca SR1, siendo el mismo uno de
los primeros informes sobre el tema.

Durante la emergencia del cultivo (Tabla 1), no se evidenciaron problemas de
Damping off, pero la densidad de plantas/ha se vio disminuido, esto debido a que la semilla
se colocd a una gran profundidad y posteriormente sobrevinieron precipitaciones abundantes,
lo que produjo la muerte de varios simientes por la excesiva humedad. De todas maneras, el

cultivdé mostrd un 6ptimo crecimiento.

1) Tabla 1: Emergencia de soja (plantas por metro cuadrado — 1,92 m de surco).

TRATAMIENTOS EMERGENCIA
(PLANTAS/METRO)
1. Inoculado B. japonicum E 109 15,00 ns
2. Inoculado P. aurantiaca SR1 15,50 ns
3. Fertilizado con Urea (100 kg/ha.) 18,00 ns

4. Inoculado con P. aurantiaca SR1y

16,25 ns
fertilizado con Urea (100 kg/ha.)
5. Coinoculado 16,50 ns
6.Control 18,25 ns

Ref.: 1.semillas inoculadas con B. japonicum E109 y suelo sin fertilizar; 2. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y
suelo sin fertilizar; 3. suelo fertilizado con 100 Kg/ha de urea; 4. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y 100 Kg/ha
de urea 5. semillas coinoculadas (B. japonicum E109 + P. aurantiaca SR1) y suelo sin fertilizar; 6. control: semillas sin
inocular y suelo sin fertilizar.

Posteriormente, cuando el cultivo entré en su fase fenologica V5-6, se evaluaron
parametros de crecimiento: longitud aérea y radical, pesos frescos y secos (Tabla 2). Los
resultados de longitud aérea fue mayor en el tratamiento co-inoculado y las diferencias
fueron significativas seglin el analisis estadistico aplicado. Ademas cabe aclarar que todos
los tratamientos superaron al control, siendo los mas representativos: Tratamiento 4
(inoculado con P. aurantiaca SR1 + 100 Kg/ha de urea) 19.46%; Tratamiento 2 (inoculado
con P. aurantiaca SR1)-15.11%; Tratamiento 3 (Fertilizado con 100Kg/ha de urea) 7.1%;
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Tratamiento 5 (coinoculado con P. aurantiaca SR1 + B. japonicum E109) 9.56%, de los
cuales tres contenian P. aurantiaca SR1 (inoculada, coinoculada, inoculada + urea).

De la misma manera, la longitud de la raiz principal aument6é considerablemente,
comparada con el control (Tratamiento 6: Semillas sin inocular y suelo sin fertilizar), en
aquellos tratamientos que incluian a P. aurantiaca SR1 sola o bien como coinoculo, con o
sin fertilizacion (Tratamiento inoculado con P. aurantiaca SR1: 44%; Tratamiento inoculado
con P. aurantiaca SR1 + 100 Kg/ha de urea: 24%; Tratamiento coinoculado con P.
aurantiaca SR1 y B. japonicum E109: 23,5%), encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (Tabla N°2). Este efecto se ha observado ademas en trigo y otros cultivos
inoculados o co-inoculados con la misma bacteria, tanto en ensayos bajo condiciones de
invernaculo (Guifazu et al., 2007) como a campo (Pasluosta et al., 2007b; Avanzini et al.,
2007).

Las variables peso fresco aéreo y radical, resultaron similares a las anteriores,
mostrando diferencias significativas entre tratamientos. Aquellos inoculados con P.
aurantiaca SR1 (inoculada, coinoculada y/o fertilizada) fueron superiores al resto. Cabe
mencionar que si bien el peso seco aéreo no mostro diferencias estadisticamente
significativas con ninguno de los tratamientos, el Control (Tratamiento 6. Semillas sin
inocular y suelo sin fertilizar) arrojo valores mas bajos que los tratamientos que estaban
inoculados o coinoculados con P. aurantiaca SR1.

Por ultimo, la variable Peso Seco Aéreo no revelo diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo los tratamientos que incluyeron P. aurantiaca SR1 superaron a
los demas. Lo contrario ocurrio con el Peso Seco Radical, donde el estadistico mostro
diferencias significativas entre los tratamientos Coinoculado con B. japonicum E109 y P.
aurantiaca SR1, suelo sin fertilizar; Semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1, suelo sin
fertilizar, y el Tratamiento Control. El que mayor respuesta mostrd fue el Tratamiento
coinoculado con B. japonicum E109 y P. aurantiaca SR1, suelo sin fertilizar, superando al

Tratamiento Control en un 76,9%.
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Tabla 2: Parametros de crecimiento en estado fenologico V5-6.

TRATAMIENTOS ALTURA DE | LONGITUD | PESO PESO PESO PESO
LA PARTE DE LA FRESCO | FRESCO | SECO SECO
AEREA RAiZ AEREO | RADICAL | AEREO | RADICAL
(CM) PRINCIPAL (G) G) ©G) G)
(™M)
1. Inoculado B. japonicum 52,20 20,63 27,08 5,24 8,12¢ 1,57ab
E109
2. Inoculado P. aurantiaca 57,20° 22,83° 37,24 5,83% 10,95 2,42°
SR1
3. Fertilizado con urea (N) 54,44 19,13% 29,06® 433° 9,16* 2,24ab
4. Inoculado con P. 53,20%° 23,32° 42,66™ 797 12,80* 2,39ab
aurantiaca SR1 y fertilizado
con N
5. Coinoculado 59,36 19,60 47,58 5,96 9,48° 2,53
6. Control 49,69° 15,87 25,74° 4,80 8,32 1,43b

Ref.: 1.semillas inoculadas con B. japonicum E109 y suelo sin fertilizar; 2. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo
sin fertilizar; 3. suelo fertilizado con 100 Kg/ha de urea; 4. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo fertilizado con
100 Kg/ha de urea; 5. semillas coinoculadas (B. japonicum E109 + P. aurantiaca SR1) y suelo sin fertilizar; 6. control: semillas
sin inocular y suelo sin fertilizar.

En cuanto a los nodulos, se observaron en todos los tratamientos, incluyendo el
control, tanto en raices principales como laterales. Los tratamientos que contenian B.
japonicum E109 ya sea inoculado o coinoculado, presentaron el mayor nimero de nodulos
(Tabla N° 3), superando ampliamente a los demas tratamientos, estos resultados se
correlacionaron con los obtenidos en el peso seco de los nodulos. Los nédulos observados en
las plantas no inoculadas con B. japonicum E109 no presentaron la morfologia tipica de un
nodulo efectivo (Frioni, 1999), lo cual nos indicaria una baja tasa de FBN por rizobios
nativos. Se ha informado que la coinoculacion en leguminosas con rizobacterias aument6 la
nodulacioén, la actividad nitrogenasa, materia seca de la planta, y rendimiento de granos
(Singh y Subba Rao 1979; Polonenko et al., 1987; Nishijima et al., 1988; Dashti et al., 1998;
Tilak et al., 2006). Este efecto favorable sobre la nodulaciéon ha sido ampliamente descrito
por otros autores utilizando a P. aurantiaca SR1 y Sinorhizobium melliloti (Pasluosta et al.,
2005.; Guinaza et al., 2007).
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Tabla 3: Afio 2006. Parametros nodulares en estadio V5-6.

TRATAMIENTOS N° NOD. N° NOD. PESO SECO PESO SECO
RAIZ 1° RAICES 2° (MG) NOD. (MG) NOD.
RAIZ 1° RAIZ 2°
1. Inoculado con B. japonicum E 109 13,25 a 16,50 b 86,42 a 4530 a
2. Inoculado con P. aurantiaca SR1 3,92b 475 ¢ 9,50 ¢ 10,50 b
3. Fertilizado 4,17b 592¢ 825¢ 9,16 b
4. Inoculado con P. aurantiaca SR1 y 3,58Db 4,75 ¢ 9,75 ¢ 10,58 b
fertilizado con Urea.
5. Coinoculado 14,25 a 23,67 a 68,42 b 47,42 a
6. Control 292b 5,33 ¢ 7,08 ¢ 9,83 b

Ref.: 1.semillas inoculadas con B. japonicum E109 y suelo sin fertilizar; 2. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo
sin fertilizar; 3. suelo fertilizado con 100 Kg/ha de urea; 4. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo fertilizado con
100 Kg/ha de urea; 5. semillas coinoculadas (B. japonicum E109 + P. aurantiaca SR1) y suelo sin fertilizar; 6. Control:
semillas sin inocular y suelo sin fertilizar.

Con respecto a los parametros evaluados durante el estadio fenoldgico R6, el
estadistico aplicado no revelo diferencias significativas, pero cabe aclarar que en las tres
variables analizadas (N° Frutos/Pl., N° Semillas/Fruto y N° Semillas/Pl.) los tratamientos
inoculados o coinoculados con P. aurantiaca SR1 superaron al tratamiento control (Tabla 4).
Haciendo referencia a la variable Frutos/planta, el tratamiento inoculado con P. aurantiaca
SR1 + 100 kg/ha de Urea superd al control en un 19%, mientras que el tratamiento inoculado
con P. aurantiaca SR1 y el tratamiento coinoculado con P. aurantiaca SR1 + B. japonicum
E109 lo superaron en un 14,5% y 12% respectivamente. Como fue discutido, el nimero de
noédulos evaluados en el estadio V5-6 fue superior en aquellos tratamientos inoculados con
B. japonicum E109, pero también en aquellos coinoculados, por lo que este aumento
probablemente favoreceria el crecimiento del cultivo. Se ha informado que el nitrégeno
bioldgico aumenta en proporcion al crecimiento del cultivo en las fases criticas (entre R2 y

R6), que son determinantes del rendimiento (Egli y Zhen-Wen, 1991; Andrade, 2000).
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Tabla 4: Numero de frutos y semillas por planta;

numero de semillas por fruto en R6.

TRATAMIENTOS Ne Ne Ne
FRUTOS/PL. SEMILLAS/FRUTO SEMILLAS/PL.

1. Inoculado B. japonicum E109 41,50 ns 2,87 ns 117,75 ns
2. Inoculado P. aurantiaca SR1 47,33 ns 2,81 ns 133,42 ns
3. Fertilizado con urea (N) 43,83 ns 2,74 ns 120,33 ns
4. Inoculado con P. aurantiaca SR1 y 49,33 ns 2,83 ns 139,42 ns

fertilizado con N

5. Coinoculado 46,25 ns 2,81 ns 130,08 ns

6. Control 41,33 ns 2,77 ns 115,17 ns

Ref.: 1.semillas inoculadas con B. japonicum E109 y suelo sin fertilizar; 2. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo
sin fertilizar; 3. suelo fertilizado con 100 Kg/ha de urea; 4. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo fertilizado con
100 Kg/ha de urea; 5. semillas coinoculadas (B. japonicum E109 + P. aurantiaca SR1) y suelo sin fertilizar; 6. control: semillas
sin inocular y suelo sin fertilizar.

Ademas, fueron evaluados los pardmetros: rendimiento en grano (kg/ha) y peso de
mil granos en el estadio R8 (Madurez de cosecha). En cuanto al rendimiento en grano, los
resultados obtenidos fueron alentadores, porque se demostré que la bacteria actud
positivamente (Tabla N° 5). Si bien el Tratamiento inoculado con B. japonicum E109 y suelo
sin fertilizar fue el que mayor valor arroj6 (5158,8 kg/ha), el tratamiento inoculado con P.
aurantiaca SR1 + 100kg/ha de Urea (4748,85 kg/ha) fue el de mayor respuesta entre los
tratamientos que incluian P. aurantiaca SR1 inoculada o coinoculada, superando al control
(3902,85 kg/ha) en un 22%, en tanto el tratamiento coinoculado con P. aurantiaca SR1 + B.
japonicum E109 (4478,79 kg/ha), lo hizo pero en un 15%. Estas diferencias de 846 y 575,94
kg/ha respectivamente, fueron suficientes para que el analisis estadistico las considerara
significativas, con una probabilidad de error menor al 5 % (p= 0,05). En pocas palabras, la
capacidad de esta bacteria para solubilizar fosforo, producir fitohormonas, y demas
cualidades (que la catalogan como un organismo PGPR), serian responsables de la respuesta
del cultivo en estudio. De todas maneras, como se observo en otros cultivos, como ser trigo,
la inoculacién con P. aurantiaca SR1 no mostrd diferencias en cuanto a rendimiento, debido
a que el cultivo en su etapa reproductiva se estabiliza (Carlier E. et al., 2008). Esto podria ser
una de las causas de porque en los primeros estadios (vegetativo), los Tratamientos con P.
aurantiaca SR1 inoculada o coinoculada fueron los de mayor respuesta, no manifestando lo

mismo en la etapa reproductiva del cultivo.
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El peso de mil semillas no mostr6é diferencias significativas. Generalmente este
parametro esta controlado genéticamente por parte de la planta y no se ve afectado
aparentemente por la inoculacion, estos resultados también han sido observados en otros
cultivos como trigo (Carlier et al., 2008).

Berti et al. (2007) reportaron que la coinoculacion de soja con P. fluorescens
BNM233 favorecid el rendimiento en grano, aunque no de manera significativa. Estos
autores lograron con la coinoculacion un aumento de 1,3% respecto de los ensayos con B.
japonicum E109. Numerosos trabajos muestran el beneficio de la inoculaciéon con P. putida
o P. fluorescens sobre el crecimiento y rendimiento en diferentes cultivos (Grimes y Mount,
1987; Polonenko, 1987).

El mejoramiento de los cultivos por estimulacion del crecimiento y la actividad de
microorganismos benéficos aparece como una alternativa promisoria para las practicas
agricolas que involucran extensiva aplicacion de pesticidas y fertilizantes (Kohler et al.,
2006). Un prerrequisito de los efectos de promocion de crecimiento por las bacterias es el
cercano contacto entre la planta y el organismo fitoefectivo (Hoflich et al., 1994); en estos y
otros ensayos previos realizados en invernaculo y campo con P. aurantiaca SR1 quedd
demostrada su estabilidad poblacional en rizosfera y presencia endofita, en diferentes
cultivos (Rosas, 2005; Pasluosta, et al., 2007a-b).

El aumento en la calidad de la microflora de suelos agricolas a partir de la
incorporacion de organismos seleccionados por sus funciones en diversos procesos que
contribuyen con la implantacion, desarrollo y produccion de cultivos, es una alternativa que

contribuye a la sustentabilidad de los agroecosistemas (Caballero-Mellado et al., 1992).
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Tabla 5: Componentes de rendimiento en estadio RS.

TRATAMIENTOS RENDIMIENTO PESO DE MIL
(KG./HA) GRANOS (G)

1. Inoculado B. japonicum E109 5158,80 a 169,83 ns

2. Inoculado P. aurantiaca SR1 3953,00 ¢ 170,65 ns

3. Fertilizado con urea (N) 4162,68 d 170,25 ns

4. Inoculado con P. aurantiaca SR1 y fertilizado con N. 4748,85b 171,58 ns

5. Coinoculado. 4478,79 ¢ 169,91 ns

6. Control 3902,85 ¢ 168,47 ns

Ref.: 1.semillas inoculadas con B. japonicum E109 y suelo sin fertilizar; 2. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo
sin fertilizar; 3. suelo fertilizado con 100 Kg/ha de urea; 4. semillas inoculadas con P. aurantiaca SR1 y suelo fertilizado con
100 Kg/ha de urea; 5. semillas coinoculadas (B. japonicum E109 + P. aurantiaca SR1) y suelo sin fertilizar; 6. control: semillas
sin inocular y suelo sin fertilizar.
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CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que la coinoculacion (previa inoculacion con B. japonicum
E109) con P. aurantiaca SR1 tiene una influencia benéfica potencial sobre soja,
favoreciendo su productividad, la cual permitiria reducir la dosis de fertilizacion, lo que
evitaria el exceso de la misma en las raices y contaminaciones de napas debido a que los
nitratos son facilmente lixiviables. Se destaca la longitud de las raices, esta fue mayor en
aquellos tratamientos inoculados o coinoculados con P. aurantiaca SR1 respecto del control
(Tratamiento inoculado con P. aurantiaca SR1: 44%; Tratamiento inoculado con P.
aurantiaca SR1 + 100 Kg/ha de urea: 24%; Tratamiento coinoculado con P. aurantiaca SR1
y B. japonicum E109: 23,5%), lo cual permitiria a la planta contar con una mayor area de
exploracion ante un estrés hidrico. En cuanto al rendimiento en grano (kg/ha), una de las
variables mas importantes analizadas, los tratamientos inoculados como coinoculados con P.
aurantiaca SR1 se vieron incrementados con respecto al control en un 22% para el
tratamiento Inoculado con P. aurantiaca SR1 + 100 kg/ha de Urea y un 15% para el
tratamiento coinoculado, donde ademas el estadistico aplicado reflejo estas diferencias como
significativas.

Cabe destacar que la cepa mostro variabilidad de respuesta, la cual puede asociarse a
condiciones ambientales y edaficas, sin embargo sus cualidades como bacteria PGPR
actuaron de forma positiva en varias de las variables analizadas.

En los ultimos afios nuestro pais ha pasado a ser practicamente productor de
commodities, mayormente de oleaginosas y cereales. Con esto, ya sea por cuestiones de
rentabilidad, politicas gubernamentales, precios internacionales, la produccion de carne
(bovina, porcina, aviar) ha disminuido y se ha confinado, lo que ha provocado una baja
importante en la implantacion de pasturas y verdeos para la alimentacion de los mismos y
con ello una caida en la fertilidad de los suelos. Como consecuencia de esto, las dietas
pasaron a ser a base de maiz (grano) y derivados de oleaginosas, por lo que se debio
aumentar la produccion de estos cultivos.

Todo esto llevo a incorporar nuevas tecnologias, las cuales se fueron empleando con
mas frecuencia y en algunos casos desmesuradamente, como es el caso de los fertilizantes,
ocasionando graves problemas al medio ambiente.

Una solucion a este problema fue el descubrimiento de los organismos PGPR y de
los efectos que provocaban en interaccion con las plantas. Gracias a esto el uso de
fertilizantes disminuy6 en algunos cultivos repercutiendo positivamente en el medio
ambiente.

Sin embargo no teniendo esta tecnologia una claridad en sus resultados, hace dificil

su aplicacion, por lo que seria muy interesante llevar a cabo este trabajo en distintos
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ambientes para evaluar como se comportan estas bacterias en diferentes condiciones

edafoclimaticas.
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