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Resumen

El girasol (Helianthus annuus L.) es una oleaginosa importante para nuestro pais. A partir de
ello, nuestro grupo de trabajo aislé de raices de plantas de girasol cultivadas a campo
bacterias de Bacillus pumilus (Bp) y Achromobacter xylosoxidans (Ax), las cuales
presentaron capacidad de promover el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés
hidrico in vitro, actividad ACC-deaminasa y produccion de hormonas vegetales entre otras
caracteristicas. EI objetivo propuesto fue evaluar el efecto de las dos cepas a campo. Los
ensayos de inoculacion se realizaron durante 2 ciclos agricolas consecutivos en el campo de
INTA Manfredi. Los tratamientos realizados fueron: testigo; plantas sin inocular y con urea
(280 Kg. ha™); plantas inoculadas con cepa Ax; plantas inoculadas con cepa Bp; plantas
inoculadas con cepa comercial de Azospirillum (Azo); plantas inoculadas con Azo y urea;
plantas inoculadas con cepa Ax y urea; plantas inoculadas con cepa Bp y urea. Las plantas
inoculadas con Ax y Bp presentaron una mejora en el rendimiento de granos de alrededor de
300 Kg. ha, con un mayor rendimiento que el testigo en un 15% para la cepa Ax y un 17%
para la cepa Bp. EIl rendimiento de materia grasa fue mejor en las plantas inoculadas con la
cepa Bp, siguiendo las plantas inoculadas con Ax y Azo. Ninguno de los dos parametros
evaluados present6 diferencias estadisticamente significativas respecto al testigo. Por otra
parte, la influencia de las inoculaciones con estas estirpes bacterianas sobre el rendimiento
del cultivo super6 a los de los cultivos fertilizados quimicamente y en algunos casos a las
plantas inoculados con bacterias no nativas. Estos nuevos productos podrian mejorar la
eficiencia del cultivo de girasol en condiciones agro-ecoldgicas marginales y presentar la

ventaja de ser amigables con el medio ambiente.
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Summary

The sunflower (Helianthus annuus L.) is very important oilseed in our county. Therefore, our
working group isolated bacterias of Bacillus pumilus (Bp) y Achromobacter xylosoxidans
(Ax) from roots of sunflower plants grown under field, which showed ability “in vitro” to
promote plant growth in water stress conditions, ACC-desaminase activity, production of
plants hormones and other features. The proposed objective was to evaluate the effect of the
two straits to field. Inoculation was made by two consecutive seasons in the field of INTA
Manfredi. The treatments tested were: control; uninoculated plants plus urea (280 Kg. ha™);
plants inoculated with strain Ax; plants inoculated with strain Bp; plants inoculated
with commercial strain of Azospirillum (Azo); plants inoculated with Azo plus urea; plants
inoculated with strain Ax plus urea and plants inoculated with strain Bp plus urea. Plants
inoculated with Ax and Bp showed an improvement in grain yield of about 300 Kg. ha*, with
higher yields than control by 15% for strain Ax and 17% for strain Bp. The yield of oild was
higher in plants inoculated with the strain Bp, following the plant inoculated with the strains
Ax and Azo. Neither evaluated parameters showed statistically significant differences
compared with the control. Moreover, the influence of inoculations with these bacterial
strains on crop yield exceeded those chemical fertilized crops and in some cases to the
inoculation of plant with exotic strain. These new products could improve the efficiency
of sunflower crop in marginal agro-ecological conditions and have the advantage of being

friendly to the environment.
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INTRODUCCION

Importancia econdmica del girasol

El girasol (Helianthus annuus L.) es una de las oleaginosas més ampliamente
cultivadas en el mundo, siendo Argentina el primer exportador mundial de aceite de girasol.
En la campafia 2007/2008, nuestro pais vendié 1,45 millones de toneladas (ton) (41,4% del
total) de aceite. Junto a sus otros dos competidores (Ucrania, el 33,4%, y la Federacion Rusa,
el 12%) suman el 87% de la oferta. Algo similar ha ocurrido en las ventas de harina de
girasol. Con 1,33 millones de toneladas, nuestro pais ha aportado el 37,7% al mercado
mundial. Ucrania, con el 33,5% y la Federacion Rusa, con el 18%, son nuestros principales
competidores (ASAGIR, 2008).

En la campafia 08/09, la superficie implantada fue de 1.967.420 hectéareas (has), (Fig.
1), mientras que en la campafia 09/10 solo se implantaron 1.556.945 has. lo que implico que
en este Gltimo ciclo solo se cosechara en una superficie de 1.505.842 has (Fig. 2), la cual fue

la mas baja de los Gltimos afios.
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Fig. 1: Superficie implantada de girasol 1969-2010 Fuente: (MAGyP, 2010)
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Fig. 2: Superficie cosechada de girasol 1969-2010 Fuente: (MAGyP, 2010)

Esta reduccion en la implantacion en la Gltima campafa agricola, implicé una magra
produccion de granos, que se ubico en las 2.249.540 ton (Fig. 3), aunque el impacto en la
reduccion de rendimiento por Ha, no fue tan importante, ubicandose en promedio en 1.493
Kg ha® (MAGyP, 2010) (Fig. 4). Esta reduccion en las implantacion de este cultivo se
deberia a la sequia que afect6 a la zona de cultivo de esta especie y por otra parte al avance
del cultivo de soja, este ultimo ha desplazado al girasol hacia zonas agricolas marginales,

donde son més frecuentes los periodos de sequia.
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Fig. 3: Produccién de girasol 1969-2010 Fuente: (MAGyP, 2010)
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Fig. 4. Rendimiento de girasol 1969-2010 Fuente: (MAGyP, 2010)

Para la campafia actual (2010/2011) “creemos que esta holgura en los niveles de
produccién en el mercado de oleaginosas continuaria y los stock finales serian mas altos que
los de la 2009/2010, llegando a los 86,9 millones de ton”, seglin anticipé Jorge Dominguez
Branco, representante de Molinos Rio de la Plata, en base a los niameros del Oil World. En lo
que hace a los 17 principales aceites y grasas, en la campafia 2009/2010 se esperaria una
fuerte recuperacion de la producciéon y el consumo.”Hacia septiembre de 2010 los stock
finales no crecerian tanto como en el caso de las semillas, pero igualmente experimentarian
una recuperacion (18,18 millones de toneladas en la campafia 2009/2010, versus los 17,8
millones del ciclo previo). La produccion total, en tanto, llegaria a los 168,67 millones de
toneladas™, agrego el representante de Molinos Rio de la Plata. Entretanto, el consumo para
biodiesel también creceria, con cotizaciones al compas de los precios de los futuros del
gasoil y el petréleo (Agrositio, 2010).

El &rea potencial del cultivo se extiende desde Chaco en el norte hasta el sur de la
region pampeana (Fig. 5 mapa), siendo el segundo cultivo oleaginoso en importancia a
escala nacional. Se lo utiliza principalmente para la produccion de aceite y en menor medida
para confiteria, alimentacion de aves y como ornamental (Diaz-Zorita et al., 2003),
habiéndose desplazado por el cultivo de soja a zonas marginales desde el punto de vista
agronoémico, que implica que sufra periodos de estrés hidrico, tanto en implantacién, como
en estadios posteriores, lo que finalmente impacta en una disminucion del rendimiento del

mismo que puede llegar a 1500 Kg ha™.
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Fig. 5. Principales &reas de cultivo de girasol en Argentina. Fuente: (MAGyP, 2010)

Caracteristicas del girasol

El girasol pertenece a la familia Asteraceae, cuyo nombre cientifico es Helianthus
annuus L., en griego helios, significa sol, y anthos flor; y el nombre de la especie (annuus)
alude a la caracteristica de anualidad del ciclo vegetativo - reproductivo de la planta (Alba-
Ordodnez y Llanos-Company, 1990). Procede del oeste de América del Norte y se adapta
facilmente a diferentes ambientes por lo que actualmente se lo cultiva en los 5
continentes. Ingres6 a la Argentina desde Rusia, en el siglo XIX, y su cultivo se expandi6

hasta convertir a nuestro pais en el primer productor de su aceite.



Las fases fenoldgicas del cultivo estan constituidas por:

La primera etapa del ciclo de vida del girasol comienza con la germinacion y el
establecimiento de las plantas en el cultivo. La segunda etapa o vegetativa, se caracteriza por
el rapido desarrollo de las raices, tallos y hojas. La tercera etapa o reproductiva, es el periodo
comprendido entre la diferenciacion floral y la antesis hasta la fecundacion, ocurre el
desarrollo de la inflorescencia y también se observa un gran desarrollo en altura y en la masa
foliar y del tallo. Esta etapa es de suma importancia para fijar los componentes del
rendimiento ya que durante la misma, no solamente se forma el capitulo, sino que también se
construye el maximo potencial de almacenaje de carbohidratos y minerales de la planta. La
cuarta etapa es la de la fecundacidon (cuajado), el llenado de los frutos y su posterior
maduracion (Pedraza et al., 2000).

Se pueden considerar cuatro fases fenoldgicas, que refieren a los cambios relevantes

gue sufren las plantas en cada una de ellas (Trapani y Lopez Pereira, 2004).

A- SIEMBRA - EMERGENCIA: es la fase de establecimiento del cultivo en la que
tienen lugar la imbibicion de las semillas, la emergencia de la radicula, el
crecimiento de la plantula y la emergencia de la misma. La temperatura es el factor
mas importante en el control de la germinacion de semillas no dormidas, en suelos
no compactados y con adecuada provision hidrica. La temperatura 6ptima para la
germinacion es cercana a los 26°C, con temperaturas maximas de 40°C y minimas en
el rango de entre 3°C y 6°C (Connor y Hall, 1997). En situaciones sin limitaciones
hidricas se puede predecir la fecha de emergencia de las plantulas de girasol,
conociendo la profundidad de siembra y la temperatura (Villalobos et al., 1994). El
agua afecta la emergencia a través de multiples vias. Directamente, actla sobre la
imbibicién de la semilla y sobre el crecimiento posterior de la plantula e
indirectamente, condicionando la temperatura y la presién parcial de oxigeno en la
fase gaseosa del suelo. Semillas y plantulas toleran en menor medida el estrés si las
comparamos con la planta adulta; por lo tanto, la habilidad de las semillas para
convertirse en una planta joven esta fuertemente reducida por diferentes tipos de
estrés.

B- EMERGENCIA-INICIACION FLORAL: esta fase comienza con la emergencia
de la plantula y finaliza cuando el &pice del véastago, productor de primordios
foliares, cambia su forma y actividad, pasando a diferenciar la inflorescencia y sus
flores. Durante esta fase, se define la capacidad potencial del cultivo en producir
area foliar, pues queda fijado el nimero de hojas por planta. En paralelo, comienza
el proceso de establecimiento del canopeo del cultivo, asociado a la expansion de las

hojas emergidas. La duracion de la fase emergencia - iniciacién floral, depende



principalmente del cultivar, la temperatura y el fotoperiodo. La duracion de este
periodo serd generalmente menor con temperatura, radiacion alta y dias largos
(Trépani y Lopez Pereira, 2004).

C- INICIACION FLORAL — FLORACION: la fase comienza con la aparicion de
los primeros primordios florales en el &pice y finaliza con el comienzo de la antesis
de las flores de la periferia de la inflorescencia. Durante el primer tercio de esta fase
se diferencian los primordios florales. Una vez finalizada la diferenciacién floral y
hasta la antesis, las flores crecen y adquieren funcionalidad: los estigmas adquieren
receptividad y el polen viabilidad. La duracion de la fase iniciacion floral — floracién
dependen principalmente del cultivar, la temperatura y el fotoperiodo. La
temperatura tiene efectos sobre la duracion del periodo de diferenciacién de flores y
sobre la tasa de diferenciacion de las mismas: a mayor temperatura, la tasa aumenta,
pero se acorta el tiempo durante el cual se diferencian las flores. El rango de
temperaturas apropiado para obtener el mayor nimero de flores que llegaran a dar
granos, se extiende entre los 20 y los 30°C (Chimenti et al., 2001).

D- FLORACION — MADUREZ FISIOLOGICA: esta fase comienza con la antesis
de las flores periféricas del capitulo y finaliza con la madurez fisiol6gica, cuando los
granos alcanzan su maximo peso seco. Para definir madurez fisioldgica en forma
practica (aunque menos precisa), se utilizan criterios que toman en cuenta los
cambios de color del envés del capitulo (pasa de verdoso a amarillento) y de sus
bracteas (se tornan marrones). La madurez comercial se determina segin el
contenido de humedad del fruto adecuado para la cosecha mecénica (13% a 15%) y
teniendo en cuenta que la base para su comercializacion es de 11%. La duracion de
la fase floracion — madurez fisioldgica depende principalmente del cultivar y de la
temperatura. La sequia y las enfermedades puede generar un estrés severo que
acelere la pérdida de hojas, interrumpiendo el crecimiento de los granos,

determinando asi, una menor duracion de esta fase (Trépani y Lopez Pereira, 2004).

El periodo de siembra del girasol se extiende durante octubre-noviembre, variando la
fecha Optima de siembra segun la zona del pais y el cultivar seleccionado. El rendimiento
(peso de frutos por unidad de superficie) puede ser dividido en diferentes componentes.
Estos componentes son: el nimero de capitulos por unidad de superficie, el nimero de frutos
llenos por capitulo y el peso individual de esos frutos. (Pedraza et al., 2000). Segun lo
explicitado por Trapani et al. (2003), el nimero de granos es el componente que explica en
mayor medida las variaciones en rendimiento, las variaciones en peso de los granos tienen

una mayor importancia relativa que en otras especies como trigo y maiz. Es importante



acotar que el nimero de granos por unidad de superficie es el principal determinante del
rendimiento (Aguirrezabal y Andrade, 2002).

El nimero de capitulos por unidad de superficie resulta del nimero de plantas por
unidad de superficie capaces de desarrollar una inflorescencia. Dicho componente del
rendimiento, depende por lo tanto, del nimero de semillas sembradas y de la proporcién de
éstas que germinan, emergen, crecen y se desarrollan. Este componente del rendimiento se
define principalmente durante la germinaciéon y la emergencia de la planta, ya que las
pérdidas posteriores de plantas o capitulos son menos frecuentes, produciéndose en casos de
ataques de enfermedades, quebrado o vuelco (Pedraza et al., 2000).

El rendimiento en aceite del cultivo puede ser expresado en términos de sus
componentes numéricos: nimero de granos por unidad de superficie, peso por grano y

concentracion de aceite (Trapani et al., 2003).

Accidn de las bacterias promotoras del crecimiento rizosférico

Las bacterias promotoras del crecimiento rizosférico (PGPR) asociadas durante varios
afios con plantas sometidas a condiciones estresantes del medio ambiente, podrian estar
mejor adaptadas y proveer un beneficio importante a la planta. Ha sido demostrado que las
bacterias crecidas en sitios donde el agua es limitada o donde se suceden frecuentes periodos
de sequia promueven mejor el crecimiento, que si crecieran en sitios donde el agua es
abundante (Mayak et al., 2004). Muchas PGPR del suelo, tales como Azospirillum sp.,
Azotobacter sp., Pseudomonas y Bacillus producen fitohormonas tales como &cido indol
acético (Srinivasan et al., 1996; Zakharova et al., 1999; Khalid et al., 2004), &cido indol
butirico (Martinez-Morales et al., 2003), giberelinas (Gutierrez-Mafiero et al., 2001),
citoquininas (Dobbelaere et al., 2003), octadecanoicos y compuestos con funciones similares
a la de jasmonatos (JAs) (Ping y Boland 2004).

A las rizobacterias benéficas que estimulan en forma directa el crecimiento de las
plantas se las conoce como Plant Growth Promotiong Rizobacteria (PGPR), denominadas asi
por Kloepper et al., (1989). Actualmente ha surgido otra denominacién Plant Growth
Promoting Bacteria (PGPB), reconociendo ademéas a las BIOCONTROL-PGPB como las
bacterias capaces de promover el crecimiento vegetal por mecanismos indirectos propuesta
por Bashan y et al. (2008). La introduccion de bacterias benéficas puede normalizar y en
algunos casos mejorar el funcionamiento de la planta bajo condiciones estresantes del
medioambiente, y ademas preservar o incrementar el rendimiento de los cultivos (Bensalim
et al, 1998).



Los mecanismos benéficos PGPR resultan de la suma de efectos favorables parciales
tales como aumento del crecimiento, mineralizacion de materia orgénica, mejoramiento de la
disponibilidad de nutrientes, detoxificacion y cambios benéficos en el balance hormonal de
las plantas. Otro efecto remarcable de las PGPR es su habilidad como agente de control
bioldgico contra patégenos, particularmente hongos (Kloepper et al., 1992; Linderman,
1994; Edwards et al., 1998). Existen diversas especies bacterianas con capacidad PGPB,
siendo las mas conocidas Acetobacter sp., Achromobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Herbaspirillum y Pseudomonas (Weller y Thomashow, 1994; Glick,
1995; Probanza et al., 1996). A continuacion, se mencionan las principales caracteristicas de
cada microorganismo:

1-Bacillus es una bacteria Gram-positiva; formadora de esporas y con alta tolerancia a
condiciones ambientales adversas. Las especies de Bacillus comprenden uno de los grupos
de bacterias del suelo mas comunes y son aisladas frecuentemente de la rizésfera de la planta
y también como microorganismos endofiticos (Liu y Sinclair, 1989; Misaghi vy
Donndelinger, 1990; Sturz y Christie, 1995; Kobayashi y Palumbo, 2000; Araujo y et al.,
2001). Debido a su capacidad de formar esporas, las cepas de Bacillus son facilmente
adaptables a formulaciones comerciales y a su aplicacién a campo (Liu y Sinclair, 1993). El
uso de biopesticidas basado en bacterias endofiticas para el control de enfermedades de
plantas es considerado una alternativa ecolégica promisoria en relacion al uso de compuestos
quimicos. Las cepas de Bacillus tienen varias ventajas sobre otras bacterias biocontroladoras,
y ellas son: (1) méas faciles de cultivar y almacenar; (l) las esporas pueden ser aplicadas
como esporas o sobre las semillas como inoculantes; (111) cumplen un rol protectivo contra
varios microorganismos patdgenos; (I\V) promueven el crecimiento de la planta.

2-Achromobacter spp. es un bacilo Gram-negativo, aerobio, no fermentativo, catalasa
y oxidasa positiva. Este género fue citado por (Koch et al., 1974) como fijador de nitrégeno
de vida libre.

Las PGPR pueden afectar directa o indirectamente el crecimiento de la planta. La
estimulacion directa incluye aquellos mecanismos en los cuales la bacteria sintetiza
compuestos que benefician al vegetal o facilita la incorporacion de nutrientes desde el
medioambiente (Sivan y Chet, 1992, Glick et al., 1997). Dentro de estos mecanismos
podemos mencionar la fijacién del nitrogeno atmosférico (James, 2000), la sintesis de
fitohormonas (Burdman et al., 2000; Lambrecht et al., 2000), la produccion de sider6foros
(Richardson, 2001, Wandersman y Delepelaire, 2004) y la solubilizacién de fosforo
(Nautiyal et al., 2000). La estimulacidén indirecta incluye una variedad de mecanismos a
través de los cuales las bacterias disminuyen o previenen los efectos deletéreos o dafiinos de
uno 0 mas organismos fitopatdgenos, via produccion de siderdforos (Richardson, 2001;

Wandersman y Delepelaire, 2004), sintesis de antibidticos (Thomashow y Weller, 1995), y



accion de enzimas liticas en la zona de la rizésfera y en la degradacion de paredes celulares
de fitopatogenos, como ser quitinasas, proteasas, 3-1,3-glucanasas y celulasas. Las enzimas
celulasas son producidas por una variedad de bacterias y hongos aerdbicos o anaerdbicos,
mesofilas o termdfilos; sin embargo, sélo algunos, producen enzimas celulasa extracelular
capaz de hidrolizar la celulosa. Entre las bacterias que producen estas enzimas liticas,
encontramos al género Bacillus, el cual presenta basicamente actividad endo-f-1,4-glucanasa
y exo-B-1,4-glucanasa (Ljungdahl y Eriksson, 1985) y en el caso de Bacillus pumilus es
ademas productor de proteasa alcalina (Feng et al., 2001), lo cual lo posiciona como un
microorganismo con capacidad de biocontrol de fitopatdgenos en el suelo. Especies de
Bacillus spp. producen compuestos con efecto antifungal contra los hongos patdgenos de
plantas (Chitarra et al., 2003; Kajimura et al., 1995; Souto et al., 2004; Yu et al., 2002); la
cepa BNM112 de Bacillus spp. aislada de un esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum del
capitulo de girasol, excreta metabolitos antifungicos que inhiben el crecimiento del hongo
(Souto et al., 2004).

La accion conjunta de los mecanismos directos e indirectos resulta en un incremento
del crecimiento de las plantas, a través de un incremento en la emergencia, vigor y peso de
plantulas, asi como un mayor desarrollo de sistemas radiculares y un incremento hasta del 30
% en la produccioén de cultivos de interés comercial como papa, trigo y soja (Dashti et al.,
1997).

De todas maneras, muchos intentos de introducir bacterias benéficas no residentes en
la riz6sfera de cultivos agricolas han fracasado debido a dificultades de establecimiento y
aclimatacion con comunidades microbianas nativas. A partir de esta dificultad, es que
nuestro grupo de trabajo aisl6 29 cepas bacterianas de raices de plantas de girasol crecidas en
irrigacion y sequia, las cuales fueron caracterizadas morfol6gicamente y posteriormente por
sus caracteristicas PGPR, para lo cual se evalu6 la capacidad de fijacién de nitrogeno,
solubilizaciéon de fosfatos, produccion de sider6foros, actividad 1-aminocicloropropano 1
carboxilo desaminasa (ACCd), actividad celulolitica, proteolitica e inhibicién de hongos
fitopatogenos (Forchetti et al., 2007).

En base a la capacidad de fijar de nitrgeno, nutriente esencial para el crecimiento y
desarrollo de la planta y limitante de la produccion agricola en grandes extensiones del pais,
se seleccionaron 8 cepas, denominadas SF1, SF2, SF3, SF4, SF5, SF6, SF7 y SF8
(Sunflower). Posteriormente, mediante la caracterizacion genotipica (16S rDNA) se
diferenciaron las 8 cepas bacterianas de la siguiente manera, la cepas SF1, SF3, SF4, SF5,
SF6, SF7 y SF8 presentaron una analogia del 99.9% a Bacillus pumilus, y la cepa SF2 a
Achromobacter xiloxosidans (Forchetti et al., 2007).

Las cepas de Achromobacter sp. (SF2) y Bacillus sp. (SF4) se eligieron por su mayor

capacidad de solubilizar fosfatos, lo cual contribuye a una mayor disponibilidad de un



nutriente que es muy importante para el rendimiento del cultivo. Por otra parte, tales cepas
inhibieron el crecimiento de hongos especificos de girasol, siendo mayor la inhibicion del
crecimiento de Verticillium orense que de Sclerotinia sclerotiorum, mientras que el efecto
inhibitorio en Alternaria sp. no fue significativo. Esta capacidad biocontroladora, podria
mejorar indirectamente el crecimiento de las plantas en condiciones ambientales normales y
estresantes.
Hipotesis

Bacterias de Acrhomobacter xiloxosidans y Bacillus pumillus con caracteristicas PGPR
capaces de crecer en condiciones de escasez de agua, promoveran el crecimiento y

rendimiento de plantas de girasol en condiciones controladas a campo.

Objetivo

Evaluar en condiciones de campo el efecto PGPR (rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal) sobre plantas de girasol, utilizando bacterias de Achromobacter
xiloxosidans, cepa SF, y Bacillus pumillus, cepa SF,, aisladas de la rizosfera del mismo

cultivo a campo en condiciones de secano.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevdo a cabo en el campo experimental de la Estacion
Experimental del INTA Manfredi, ubicado en Ruta Nac. N° 9., km. 636, Manfredi, Cérdoba,
Argentina, durante las campafas agricolas 07/08 y 08/09.

Se utiliz6 germoplasma comercial de girasol Paraiso 24. Los ensayos de inoculacién se
realizaron durante dos ciclos agricolas consecutivos, las cepas evaluadas fueron la SF2 de
Achromobacter xiloxosidans (Ax) y la SF4 de Bacillus pumilus (Bp), en las campafias
agricolas 2007/2008 y 2008/2009.

La siembra de la campafia 07/08 se realizd el 29 de Diciembre del 2007 y en la
campafia 08/09 la siembra se realiz6 el 20 de noviembre 2008 y los tratamientos evaluados
fueron: 1.- T, Testigo, plantas sin inocular; 2.- TF, plantas sin inocular y con nitrégeno en
forma de Urea (130 Kg./Ha) 3.- Ax, cepa SF2, plantas inoculadas con Ax, cepa SF2; 4.- Bp,
cepa SF4, plantas inoculadas con Bp, cepa SF4; 5.- Azo, cepa Azospirillum sp, plantas
inoculadas con Azo, cepa bacteriana comercial de Azospirillum sp; 6.- Azo + Nit, cepa
Azospirillum, plantas inoculadas con Azo, cepa bacteriana comercial de Azospirillum sp. y
Fertilizada con nitrogeno en forma de Urea (130 Kg./Ha); 7.- Ax + Nit, cepa SF2 , plantas
inoculadas con Ax, cepa SF2 y fertilizada con nitrégeno en forma de Urea (130 Kg./Ha) ; 8.-
Bp + Nit, cepa SF4, plantas inoculadas con Bp, cepa SF4 y fertilizada con nitrdgeno en
forma de Urea (130 Kg./Ha).

La inoculacidn se realizo con el agregado de 1 ml de cultivo bacteriano crecido en
medio LB (Luria-Bertani), a 28 °C/100 RPM, hasta alcanzar una densidad éptica a 564 nm
de 0.75-1 con (10% -10° ufc/ml), ello disuelto en 0.16 ml de adherente cada 100 g de semillas
de girasol; o sea, 500 cc de inoculante + 80 cc de adherente protector concentrado soluble
(Derivado celul6sico) de Laboratorio Lépez, por cada 50 kg de semillas.

En ambas campafias se realizaron los mismos controles de plagas y malezas. En pre-
emergencia se realiz6 la aplicacion de Flurocloridona 1.250 Its/ha con Acetoclor 1.250 Its/ha
y glifosato 3.5 Its/ha para control de malezas, y cipermetrina 150 cc®ha para control de
insectos de suelo. Como post-emergente, a los 40 dias de la siembra, se aplico (70 cc®/ha) de
Select y a los 60 dias de la siembra se aplicé 200 cc3/ha de cipermetrina + 600 cc3/ha
clorpirifos para el control de isoca medidora.

El disefio experimental se correspondié con un Alpha Lattice con 4 repeticiones al
azar, y colocadas en 2 hileras de 5.10 metros. Los datos fueron analizados mediante una test
ANNOVA, utilizando para ello el programa estadistico SAS (Statistical Analysis Software),
version 8.

Las cosechas se realizaron el 9 de abril del 2008 y 20 de marzo del 2009

respectivamente para las campafas agricolas 07/08 y 08/09. La evaluacién del efecto de las
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PGPR, se realiz6 midiendo entre 3 a 5 plantas por repeticion y tratamiento las siguientes

variables:

ESTADIO

)

ABREVIATURA VARIABLE

CAP Capitulos cosechados / parcela (n°.). R9
Rendimiento grano / ha (ajustado 11%
RENSH R9
humedad) (kg/ha.).
MG Contenido de aceite (%) R9
PS Peso de 1000 semillas (g). R9

Rendimiento materia grasa / ha
RENMGH R9
(S.M.SECA) (kg/ha.) **

PLH Plantas / ha (n°.). R9
HUM Humedad (%) R7
NSC NUmero de semillas por capitulo R9

*1 Determinado con un equipo de resonancia magnética nuclear, disponible en el INTA EEA Manfredi

*2 | os estados fonoldgicos fueron determinados segun clasificacion de (Schneiter & Miller., 1981).
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RESULTADOS

En el peso de mil semillas evaluado, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos con respecto al control (peso 73.98 g). Sin embargo,
aquellas plantas inoculadas con la cepa Bp méas Nitrdgeno (Nit + Bp) fue superior en 2.82 g
con respecto al control, mientras que con la cepa Ax tuvo una diferencia de 1.81 g y con la
cepa Azo solo mostré un incremento de 1.1 g por encima del control. Porcentualmente el
aumento del peso de mil semillas fue de 3.81%, 2.45% vy 1.5% para las plantas inoculadas
con las bacterias Nit + Bp, Ax y Azo respectivamente. Los demas tratamientos presentaron un

peso de mil semillas por debajo del control (Fig. 6).
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Testlgo Nit. Nit. + Azo Nit.+ Ax Nit. +Bp
Dif. (gr) -0.03 +1.11 +1.81 —1 -2.8 -0.95 +2.82

Dif. (%) (-0.03) | (15) | (245) | (-1.35) | (-3.78) | (-1.28) | (3.81)

Fig. 6. Peso de mil semillas de plantas de girasol tratadas con fertilizante nitrogenado (Nit), y/o
inoculadas con Azopirillum (Azo), Bacillus pumilus (Bp), Acrhomobacter xilosoxidans (Ax).
Valor medio campafias agricolas 2007/2008 y 2008/2009.
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En referencia al caracter nmero de semillas por capitulo, si bien no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con respecto al control (Fig.
7) (573.91 semillas por capitulo), algunos tratamientos se comportaron mejor que el control,
entre ellos podemos mencionar a las plantas inoculadas con las cepas Nit + Azo con un
numero de semillas por capitulo de 118.05 por encima del control, Bp con un nimero de
semillas por capitulo de 109.25 y Nit + Bp con un ndmero de semillas por capitulo superior
en 79.86 respecto al control, en porcentaje el nimero de semillas por capitulo representa el
20.59%, 19.03% y 13.91% para las plantas inoculadas con las bacterias Nit +Azo, Bp y Nit +

Bp respectivamente, mientras que los demas tratamientos muestran un peso de mil semillas
menor que el control.
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& 600 -
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% 400 -
200 -
Testlgo Nit. Nit. + Nit. + Nit. +
Azo AX Bp
Dif. (N?) +42,24 | +58,05 +71,74 | +109,25 | +118,05| +58,39 | +79,86
Dif. (%) (7,35) (10,11) (12,49) (19,03) | (20,59) | (10,17) | (13,91)

Fig. 7. Namero de Semillas por Capitulo de plantas de girasol tratadas con fertilizante nitrogenado
(Nit), y/o inoculadas con Azopirillum (Azo), Bacillus pumilus (Bp), Acrhomobacter xilosoxidans
(Ax). Valor medio campafias agricolas 2007/2008 y 2008/2009.
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Con respecto a la humedad de los granos se observOd poca variacion entre los
tratamientos, no presentando diferencias significativas (Fig. 8). Para determinar el
rendimiento de granos y materia grasa todos los tratamientos de ajustaron a una humedad del
11%, porque si partimos con diferentes humedades los que tengan un mayor porcentaje de la
misma van a expresar esa diferencia de humedad como peso de grano.
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Testlgo t Nit. + Azo Nit. + Ax Nit. +Bp
Dif. (%) +0.23 -0.15 -0.05 -0.21 +0.01 -0.19 -0.11
Dif. (%) (3.37) (-2.24) | (-0.74) | (-3.18) (0.18) (-2.80) | (-1.68)

Fig. 8. % Humedad de plantas de girasol tratadas con fertilizante nitrogenado (Nit), y/o inoculadas
con Azopirillum (Azo), Bacillus pumilus (Bp), Acrhomobacter xilosoxidans (Ax). Valor medio
campafias agricolas 2007/2008 y 2008/2009.

Los resultados obtenidos muestran que las plantas inoculadas con las 2 cepas
bacterianas nativas de girasol, si bien no presentaron diferencias significativas con respecto
al control (rindié 1864.31 Kg ha™), presentaron una mejora en el rendimiento de granos de
325.43 Kg ha™ por encima del control en las plantas inoculadas con Bp y de 294.78 Kg ha™
en las plantas inoculadas con Ax, lo cual en términos porcentuales implica un incremento del
rendimiento de granos por hectéarea del 17.45% y el 15.84% para las plantas inoculadas con
las bacterias Bp y Ax respectivamente (Fig. 9).
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Fig. 9. Rendimiento de grano ajustado por humedad de plantas de girasol tratadas con
fertilizante nitrogenado (Nit), y/o inoculadas con Azopirillum (Azo), Bacillus pumilus (Bp),

Acrhomobacter xilosoxidans (Ax). Valor medio campafias agricolas 2007/2008 y 2008/2009.

El porcentaje de materia grasa no present6 diferencias significativas entre tratamientos
(Fig. 10).

En cuanto al rendimiento de materia grasa, aunque no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos con respecto al rendimiento del control (704.66 Kg ha™),
las plantas inoculadas con la cepa Bp presentaron una mejora en el rendimiento de 127.8 Kg
ha™,
rindié 117.89 Kg ha™ por encima del control, lo que implica un incremento del rendimiento

siendo este parametro similar para aquellas plantas inoculadas con la cepa Nit + Bp que

de materia grasa por hectarea del 18.3% al 16.73% para las plantas inoculadas con las
bacterias Bp y Nit + Bp respectivamente (Fig. 11).
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Testigo Nit. Nit. + Azo Nit.+ Ax Nit. +Bp
Dif. (%) +0,93 +0,32 -0,38 +0,03 +0,13 +0,11 +0,88
Dif. (%) (2,27) (0,78) (-0,93) (0,07) (0,31) (0,26) (2,13)

Fig. N° 10: % Materia Grasa de plantas de girasol tratadas con fertilizante nitrogenado (Nit), y/o
inoculadas con Azopirillum (Azo), Bacillus pumilus (Bp), Acrhomobacter xilosoxidans (Ax). Valor
medio campafias agricolas 2007/2008 y 2008/2009.

Rendimiento Materia Grasa(kg . ha”

1500 -
1000 -
500 -
0_
Testigo Nit. Nit. + Nit. + Nit. +
Azo AX Bp
Dif.Kg/ha +43,42 | +102,7 | +101,26 | +127.8 | +107,19| +77,50 | +117,89
Dif. (%) (6.16) (1457) | (14,37) | (18.13) | (15,21) (11) (16,73)

Fig. N° 11: Rendimiento materia grasa ajustado por humedad de plantas de girasol tratadas con

fertilizante nitrogenado (Nit), y/o inoculadas con Azopirillum (Azo), Bacillus pumilus (Bp),

Acrhomobacter xilosoxidans (Ax). Valor medio campafias agricolas 2007/2008 y 2008/2009.
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DISCUSION

Tanto la inoculacion con cepas nativas (Bp y Ax) como la inoculacion con cepas
comerciales (Azo) mostraron incrementos en el rendimiento en granos y aceite en los cultivos
de girasol evaluados, ubicandose por encima de la fertilizacion quimica, lo que evidencia que
hay una asociacion benéfica por parte de estas PGPR con la especie vegetal estudiada. En
referencia a las cepas nativas Bp y Ax. que fueron utilizadas en estos ensayos de campo, las
mismas han mostrado caracteristicas PGPR, como la capacidad que tienen para solubilizar
fosfatos, producir sideréforos, por su actividad antiflngica, catalasa y oxidasa positiva,
proteasa y celulasa como la produccién de acido jasmonico, acido 12-oxo-fitodienoico y
acido abscisico (Forcheti et al., 2007).

Las plantas inoculadas con las cepas nativas Nit + Bp, Ax y Azo (Fig. 6), aumentaron
el peso de las mil semillas con respecto al control, mientras que el nimero de semillas por
capitulo se increment6 en las plantas inoculadas con las cepas Nit +Azo, Bp y Nit +Bp ( Fig.
7), lo cual concuerda con los resultados de Gholami et. al. (2009) en maiz, quién demostré
incrementos de peso de las semillas y nimero de semillas por espiga, utilizando distintos
géneros de Pseudomonas y Azospirillum en su inoculacién, y Yasari y Patwardhan (2007)
quienes mostraron incrementos en el peso de mil semillas en canola cuando las mismas
fueron inoculadas con otras PGPR como Azotobacter y Azospirillum.

A partir de lo expuesto y considerando que las variables que definen el rendimiento
son el nimero y peso de los granos (Trapani et al. 2003), se observo que en los tratamientos
de inoculacion efectuados con la cepa Bp las plantas presentaron bajo Peso de Mil Semillas
pero mayor cantidad de semillas por capitulo, lo cual implico que este tratamiento presentara
el mayor rendimiento en granos por ha. Por otra parte la cepa Ax si bien no presentd un
fuerte incremento en el ndmero de semillas por capitulo, mostré uno de los pesos por grano
mas altos, quedando como la segunda cepa que mas rindi6é en granos por ha. (Fig. 9). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Turan Metin et al., (2010), que demostraron
aumentos en el rendimiento total del cultivo de trigo por la aplicacion de cepas (PGPR)
fijadoras de N,y solubilizadoras del P, utilizando distintos géneros de Bacillus, Azospirillum,
Paenibacillus y Raoultell, como asi también lo informado por Yasari y Patwardhan (2007)
en canola, Gholami et al., (2009) en maiz y Zehra Ekin (2010) en girasol, trabajando este
ultimo autor con cepas de Bacillus.

Cabe aclarar, que si bien la cepa Azo tuvo un buen comportamiento en el peso de las
mil semillas, fue una de las cepas que tuvo el menor nimero de granos por capitulo, lo cual
implicé una disminucién del rendimiento de granos por ha. en referencia a las otras cepas

evaluadas.
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El rendimiento de materia grasa por hectarea fue mayor en el tratamiento que fue
inoculado con la cepa nativa Bp, y luego encontramos al tratamiento donde al cultivo se le
agrega a parte de esta cepa un fertilizante nitrogenado (Nit + Bp) segln se puede observar en
la Fig. 11, siendo un componente importante de este rendimiento el porcentaje de materia
grasa, el cual se mostro superior al control cuando se uso Nit y la cepa Nit + Bp (Fig. 10), lo
cual estd en concordancia con lo propuesto por Zehra Ekin (2010), que realiz6 su
investigacion con cepas de Bacillus y encontré6 aumentos del rendimiento y contenido de
aceite en el cultivo de girasol.

Teniendo en cuenta que uno de los componentes que determina el rendimiento de
materia grasa es el porcentaje de materia grasa (Trapani y et al., 2003), se observo que la
cepa Bp tiene menos porcentaje que Nit + Bp (Fig. 10), pero tiene el mayor rendimiento de

granos por ha., haciendo que la misma tenga el mayor rendimiento en materia grasa por ha.
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CONCLUSION

e El cultivo de girasol mostr6 mayor rendimiento de granos por ha., cuando fueron

inoculadas con cepas nativas de girasol (Ax y Bp).

e Las cepas bacterianas nativas y comercial (Azo) permitieron obtener un mayor

rendimiento de materia grasa por ha. en girasol.

¢ La influencia de las inoculaciones con estas estirpes bacterianas sobre el rendimiento
del cultivo supero a los de los cultivos fertilizados quimicamente y en algunos casos a los
inoculados con bacterias no nativas. Estos nuevos productos podrian mejorar la eficiencia del
cultivo en condiciones agro-ecolégicas marginales desde un punto de vista agricola al no
generar disminucién del agua uatil del suelo para uso de la planta y presentar ademas la

ventaja de ser amigables con el medio ambiente.
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