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RESUMEN

La salinizacion de los suelos disminuye la frontera agricola generando suelos de baja
productividad. Esta situacion justifica la basqueda de nuevas alternativas destinadas a ampliar la
superficie de siembra en condiciones edaficas limitantes y/o incrementar la productividad de las
mismas. Una posible alternativa para mejorar la respuesta vegetal en condiciones de salinidad, se
basa en la inoculacién con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) del género
Azospirillum, a fin de mejorar la implantacion y productividad de los cultivos. En tal sentido, se
propone la utilizacion de microorganismos capaces de regular el crecimiento vegetal, destinados
a mejorar el balance hidrico de la planta en suelos con alto contenido de NaCl o Na,SO,. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de crecimiento y el estado hidrico de plantulas
de maiz (Zea mays L.) inoculadas con la cepa Az39 de Azospirillum brasilense sometidas a
estrés salino en condiciones controladas (cdmara de crecimiento) y semi-controladas
(invernaculo) de cultivo hidroponico en medio sdlido. Se utilizaron frutos de maiz de un hibrido
simple Morgan, MASS 484 MG, correspondiente a un ciclo de crecimiento intermedio/precoz,
inoculadas con la cepa PGPR, Az39 de Azospirillum brasilense . Los tratamientos salinos fueron
NaCl, Na,SO, y su mezcla isoosmética, el medio nutritivo fue Hoagland 25%, y la bacterizacion
se llevo a cabo con micropipeta a nivel radicular en un experimento y directamente sobre el fruto
en el otro. Los resultados obtenidos nos permiten corroborar que la inoculacion en condiciones
controladas contrarresta el estrés salino incrementando el peso fresco, peso seco, y puede ser
considerada como una alternativa tecnol6gica viable para aliviar al menos en parte, el efecto

toxico de la salinidad de los suelos.

Palabras clave: Zea mays L; salinidad; Azospirillum brasilense; inoculacién.
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SUMMARY

Soil salinization diminishes the agricultural frontier generating soils of low productivity.
This situation justifies the search of new alternatives destined to extend the agricultural practice
in restrictive soils and/or to increase the productivity in optimal conditions. A possible strategy
to improve the soybean answer in salinity conditions is based on the seed inoculation with the
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) Azospirillum brasilense under both, optimal and
abiotic stress conditions. In this regard, the use of rhizospheric microorganisms capable of
promote or regulate the plant growth, improving the plant water balance in saline soils with high
concentration of NaCl or Na,SO, could be proposed as a suitable method for this purpose. The
principal aim of this work was to evaluate the plant growth and water state of maize (Zea mays
L.) seedlings inoculated with the strain Az39 of A. brasilense and cultivated under saline stress
conditions generated by NaCl, Na,SO, or their combination, in both, growth chamber and
greenhouse hydroponic conditions. In this work, we used a single hybrid Morgan, MASS 484
MG maize seeds, corresponding to a early/intermediate growth cycle. Seeds were inoculated
with the PGPR strain Az39 of A. brasilense in concentration and dose recommended for field
conditions. Inoculation was conducted with micropipette over the natural seeds for germination
and early growth state assays, or over the root seedlings for late growth state assays. Saline
conditions were generated by addition of 100-150 mM of NaCl, an isosmotic concentration of
Na,SO, or their isosmotic combination into the complete Hoagland (25%) nutritive solution.
Results of this work allow us to corroborate that maize inoculation with Azospirillum sp. under
experimental controlled conditions, could alleviate the plant’s saline stress improving the water
stress (fresh weight) and biomass production (dry weight). In this sense, this simple and not
expensive practice could be considered as a potential alternative technology to alleviate the toxic

effect of soil salinity in many important regional crops.

Key words: Zea mays L; salinity; Azospirillum brasilense; inoculation.
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1. Fundamentacion

A medida que la poblacion mundial incrementa, se hace necesario encontrar nuevas
alternativas tecnoldgicas destinadas a mejorar la productividad agricola y aprovechar
eficientemente los recursos disponibles. Una manera de lograrlo, se basa en el desarrollo de
cultivos tolerantes a diferentes tipos de estrés abidtico, como sequia, inundaciones, altas y bajas
temperaturas, radiacion excesiva, congelamiento, salinidad, etc. con el fin de que las tierras
marginales puedan ser cultivables. En nuestro pais, fundamentalmente en las provincias de
Buenos Aires, Cdrdoba, Santa Fe y San Luis, este concepto tiene una fuerte connotacion debido
a que la salinizacién de los suelos disminuye de manera progresiva su frontera agricola y
ganadera, generando asi condiciones de baja productividad. La generacién de nuevas estrategias
destinadas a mejorar la implantacién de cultivos de alto interés econémico, como lo es el maiz
(Zea mays L.) y otras especies de alta produccion nacional, asi como la obtencion de alternativas
destinadas a incrementar su productividad y rendimiento, aln en condiciones edaficas limitantes
(salinidad y déficit hidrico), representa una importante area de investigacion y una variante
tecnoldgica para el sector agricola-ganadero de la region centro del pais. Una posible alternativa
tecnoldgica de bajo costo para mejorar este cultivo en condiciones de salinidad, se basa en la
inoculacion con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) del género Azospirillum capaces de mejorar su implantacién y productividad en
condiciones Optimas como restrictivas. En numerosas especies la inoculacién con PGPRs ha
determinado una mejor implantacién y una mayor productividad en los cultivos, comparadas con
tratamientos no inoculados. Si bien estos incrementos son de considerable valor comercial, la
falta de informacion del sector agricola nacional es una de las mayores barreras que restringe su
aplicacion a gran escala. Actualmente, la industria de inoculantes nacional esta centralizada en la
obtencion de bioformulados para tierras de alto potencial de produccion, a pesar del avance
progresivo en la desertificacion por problemas de sequia o salinidad. Debido a su capacidad de
sintetizar compuestos reguladores del crecimiento vegetal, Azospirillum sp. ha sido descripto
como participe directo en el establecimiento de la plantula en el sustrato y su desarrollo en los
primeros estadios de crecimiento. Estas bacterias asi como sus compuestos reguladores, podrian
ser la segunda piedra angular del desarrollo de una nueva tecnologia, de bajo costo en la
industria de inoculantes para gramineas y podrian servir como modelo experimental para
modificar la formulacion convencional de inoculantes para otras especies. La integracion del

conocimiento obtenido de este trabajo, permitira no sélo un avance notable en la comprensién de



la fisiologia de la interaccién planta-rizobacterias-salinidad, sino que ademas permitira en etapas
posteriores, la implementacion de practicas extensivas de tratamiento de cultivo, lo que sugiere
una fuerte insercion institucional de la UNRC en el sector productivo regional, mediante la
vinculacion cientifico-tecnoldgica con empresas o productores agricola interesados en aplicar

nuevas innovaciones tecnoldgicas.

2. Antecedentes generales
2.1. Origen e historia del cultivo

El maiz pertenece a la familia de las Poaceas (gramineas), es una de las especies
domesticadas de mayor antigliedad en el continente americano. Su origen se estima en 6000-
7000 afios AC. Fue la base de la alimentacion de las antiguas civilizaciones americanas, como
Mayas, Aztecas e Incas. Los colonizadores tuvieron contacto con el maiz en 1492 con la llegada
de Coldn. Los indigenas hicieron la seleccion para los diferentes ambientes debido a que esta
especie no se distribuye por si misma (la espiga cae y muere por competencia), fueron los
aborigenes los encargados de mantener su evolucion. Durante este tiempo se obtuvieron
variedades de maices amilaceos dulces, reventones, duros, y dentados. Es una de las bases de la
alimentacion mundial junto con el trigo y el arroz y sus principales paises productores son:
EE.UU., China, Brasil, México, Francia, Argentina con una produccién total mundial de

alrededor de 600 millones de Tn.afio™ (www.monografias.com/trabajos/elmaiz.html).

2.2. El cultivo de maiz en nuestro pais

Se siembra fundamentalmente en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Cordoba,
Entre Rios, La Pampa y San Luis, de acuerdo a las diferentes caracteristicas agrocliméticas. La
superficie actualmente sembrada es de 4.000.000 has, representando un 32.2% de la superficie
total sembrada con cereales (12.407.000 has) y generando una produccion de 20.500.000
toneladas.afio™. Esta especie participa de las exportaciones agroindustriales con un 7 % del total
(durante el 2004) y con el 38% del total de granos exportados en 2007. En cuanto a la posicion
de nuestro pais en el mercado tiene una importante relevancia porque es el segundo exportador y
el sexto productor mundial de maiz. El cultivo de maiz est4 -muy influenciado por el régimen
térmico e hidrico siendo el ultimo el de mayor importancia en el desarrollo del cultivo y en la
determinacion del rendimiento y productividad. Desde el punto de vista de su plasticidad, se
adecua a un amplio rango de tipos de suelo aunque los mejores resultados se obtienen en

aquellos con mayor fertilidad y capacidad de retencion de agua (www.sagpya.mecon.gov.ar).
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2.3. Caracteristicas morfofisioldgicas

El maiz (Zea mays L.) es una especie de crecimiento anual que alcanza una altura de 3
m, las hojas forman una larga vaina arrollada intimamente al tallo y un limbo méas ancho,
alargado y flexuoso, con nervaduras paralelas; las espiguillas masculinas y femeninas se
encuentran en inflorescencias separadas. La masculina en una panoja apical y las femeninas en
espigas axilares protegidas por bréacteas folidceas. Requiere climas tropicales, subtropicales y
templados, se cultiva en altitudes hasta 4000 msnm. En cuanto a la variacion de pH el 6ptimo se
encuentra entre 6 - 7.5 y desde el punto de vista nutricional, los nutrientes que requiere por
tonelada de grano son: 25 kg. de Nitrogeno, 4 kg de Fdsforo, 19 kg de Potasio, 6 kg de
Magnesio y 3 kg de Azufre. Se han conseguido rendimientos potenciales que superan los 20

Tn.Ha®* (www.inta.gov.ar).

2.4. La salinidad de los suelos y el rol de las rizobacterias en respuesta al estrés

La salinidad de los suelos representa la mayor causa de estrés abidtico en plantas
cultivables en el mundo. En la actualidad, cerca del 20 % de las tierras cultivables y casi la mitad
de las tierras irrigadas en todo el planeta estan afectadas por salinidad (Rhodes y Hanson, 1993).
En nuestro pais al menos 34.000.000 has estan sometidas al exceso de agua y sales minerales y
por ello sujetas a condiciones ecoldgicas extremas y a una drastica reducciéon en su
productividad. Desde el punto de vista fisiol6gico, la salinidad determina dos tipos de estrés en
los tejidos vegetales: un estrés hidrico ocasionado por el aumento relativo de la concentracién de
solutos y la consecuente disminucion en la disponibilidad de agua en el suelo, y un estrés iénico
que resulta de la modificacion en la relacion de K*/Na" y en las concentraciones de Na" y CI” que
son perjudiciales para la planta. Shannon y Grieve (1999) afirman que el factor osmético de la
salinidad es responsable de reducir la tasa de crecimiento (principalmente en los estadios de
germinacion y crecimiento de plantula) y de modificar la arquitectura vegetal (proporcion
raiz/tallo). El efecto idnico se manifiesta generalmente como dafio generalizado en el meristema
y hojas jovenes, o como sintomas tipicos de desordenes nutricionales. Segin Gadallah (1996),
ademés de reduccion en el crecimiento, se producen efectos antagonicos o sinérgicos en la
absorcién de iones que son de interés particular y que estan en elevada concentracion en la
solucién externa (por ej. Na* CI" o Ca*?). Estos son incorporados a gran velocidad y se acumulan
en el tejido, inhibiendo la incorporacién de otros iones por la raiz (por €j. K*). En sistemas
naturales, el grado de salinizacion y el tipo de sales presentes varia en los diferentes tipos de

suelo y con la fuente de provision de agua de los mismos. En la mayoria de los casos, los
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principales cationes presentes en la solucién son Na*, Ca™ y Mg™", mientras que los principales
aniones son CI', SO,* y HCOj3. En base a esto, Grattan y Grieve (1999) manifiestan que resulta
sorprendente que la mayoria de los estudios sobre salinidad se lleven a cabo considerando al
NaCl como el Unico agente salinizante, limitando la posibilidad de extrapolacién de resultados a
condiciones reales de campo. En los suelos salinizados del sur de Cordoba, las sales
predominantes son NaCl y Na,SO, (Sosa et al., 2005). Segun Egan y Ungar (1998), muy pocos
estudios enfocan los efectos del Na,SO, en el crecimiento vegetal, a pesar de ser de interés
creciente la comparacién de los mismos con los del NaCl. Resulta evidente que la exposicién de
un organismo a estrés, trae aparejadas importantes modificaciones fisiol6gicas que afectan el
normal crecimiento y desarrollo del individuo. La estrategia de las plantas para tolerar esta
condicion, esta direccionada a la activacion de multiples vias metabdlicas, tendientes a: (1)
facilitar la retencion y/o adquisicion de agua, (2) proteger la funcionalidad de las células, (3)
modificar la estrategia de crecimiento y (4) mantener la homeostasis en general. Frente al estrés
salino se observa el aumento de suculencia (Reimann y Breckle, 1995), adaptacion desarrollada
aparentemente mas para la reduccién de la pérdida de agua que para el mantenimiento de la
actividad fotosintética (Fischer y Turner, 1978; Longstreth y Nobel, 1979). Sobre la base de la
tolerancia relativa a la condicién impuesta por la salinizacion, se han considerado cuatro niveles
de respuesta para diversos cultivos: tolerantes (T), moderadamente tolerantes (MT),
moderadamente sensibles (MS) y sensibles (S). De esta manera, la busqueda de poblaciones
vegetales tolerantes (T), asi como la comprension de la base fisioldgica de su respuesta a la
salinidad, se considera como un tema prioritario de estudio.

Con el aumento de la poblacion mundial, es necesario encontrar nuevas alternativas
para mejorar la productividad agricola y aprovechar eficientemente los recursos naturales
disponibles. Una de estas estrategias se focaliza en la obtencion de cultivos tolerantes a
diferentes tipos de estrés con el objeto de introducirlos en las tierras marginales o no utilizadas.
A nivel nacional, los suelos salinos aumentan su superficie afio tras afio, lo que produce una
disminucién de la productividad y disponibilidad de los mismos para su explotacion. En este
sentido, Holmberg y Bulow (1998) consideran que la estrategia basica para transferir la
capacidad de respuesta a un estrés, de una planta tolerante a una no tolerante comienza con: i) La
basqueda y seleccion de organismos que naturalmente viven en condiciones extremas de estrés y
i) El estudio fisiolégico y bioquimico del organismo bajo condiciones estresantes y no
estresantes. De esta manera, la blsqueda de poblaciones vegetales tolerantes, asi como la
comprension de la base de su respuesta a la salinidad, se considera como un tema prioritario de

estudio. En nuestro pais existen poblaciones vegetales exitosamente adaptadas a ambientes de



baja disponibilidad hidrica o salinidad y diferenciadas evolutivamente en la estrategia de
tolerancia a tales condiciones. Estas poblaciones, poseen diversos mecanismos fisiologicos y
bioquimicos que le permiten un crecimiento dptimo en condiciones de salinidad elevada y quizés
parte de su éxito adaptativo podria depender de la capacidad de establecer y mantener efectivas
asociaciones con rizobacterias promotoras del crecimiento. Ello les permitiria una eficiente
explotacion de las fuentes minerales e hidricas por un aumento del volumen radical, asi como de
una regulacién compartida de la respuesta de la planta al estrés, lo que indefectiblemente
inducird un aumento en el crecimiento y una mejor implantacion en condiciones limitantes de
crecimiento (Creus et al., 1998). Si bien la interaccion con bacterias del género Azospirillum sp.,
ha sido extensamente estudiada, fundamentalmente desde la perspectiva de la promocién del
crecimiento vegetal en condiciones no restrictivas, la asociacion del cultivo de maiz con
rizobacterias promotoras del crecimiento en condiciones de salinidad, se presenta como un area
de trabajo poco estudiada, sobre todo desde la perspectiva de la capacidad de estos
microorganismos de mejorar el crecimiento vegetal en condiciones de estrés abiotico. En tal
sentido, sabemos que la colonizacion por PGPRs modifica la tolerancia a la sequia de plantulas
de trigo (Creus et al., 1998). No se describen hasta el momento ensayos que permitan comparar
la respuesta a la inoculacién de Z. mays con rizobacterias del género Azospirillum sp. en
condiciones de salinidad. En la actualidad, este género microbiano es considerado como un
participe directo en establecimiento efectivo de ciertas especies cultivables y en la promocién de
su desarrollo en los primeros estadios de crecimiento (Bashan et al., 2004) y en numerosas
especies, la inoculacion con Azospirillum sp. ha determinado una mejor implantacion en el
sustrato, asi como un consecuente aumento de su productividad (Okon and Labandera Gonzalez,
1994). En tal sentido, se considera que la capacidad de este microorganismo para promover el
crecimiento vegetal, tanto en condicones Optimas como restrictivas, dependeria de al menos dos
mecanismos fisioldgicos primarios, la fijacion biologica de nitrdgeno y la produccion o
metabolismo de fitohormonas y reguladores del crecimiento, dentro de las que se destacan las
auxinas (AlA), citocininas (Z), giberelinas (GAs), poliaminas (PAs), Etileno (E) y é&cido
abscisico (ABA) (Cassén et al., 2003; Perrig et al., 2005).

2.5. Caracterizacion de la capacidad promotora del crecimiento de Azospirillum sp.

La bibliografia en general considera a Azospirillum sp. como uno de los géneros
bacterianos responsable de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo asi como el
rendimiento de numerosas especies cultivables (Okon, 1985; Baldani et al., 1987). Inicialmente,

estas bacterias llamaron la atencion de los investigadores por dos caracteristicas distintivas:



(a) la capacidad de colonizar de maneras endofitica los tejidos de ciertas gramineas y otras
especies, ocupando nichos ambientales protegidos y (b) la capacidad de aumentar
significativamente el crecimiento radical y aéreo de plantas inoculadas. Las propiedades de esta
bacteria para estimular el crecimiento de plantas inoculadas han sido comprobadas en decenas de
experimentos en condiciones sumamente contrastantes. Los mecanismos por los que
Azospirillum sp. modifica el desarrollo y la productividad vegetal ain son motivo de debate
dentro de la comunidad cientifica; sin embargo, entre los mas destacados se han postulado dos
mecanismos: 1) directos, en los que el efecto promotor depende del aporte bacteriano de
compuestos capaces de regular el crecimiento, 2) indirectos, en los que el efecto depende de la
capacidad del microorganismo para impedir el crecimiento de bacterias u hongos
fitopatogénicos. Dentro de los mecanismos directos se destacan: la fijacion bioldgica del
nitrégeno (FBN), actividad nitrato reductasa (NR), mineralizacién de nutrientes esenciales y
produccién o metabolismo de fitohormonas y compuestos reguladores del crecimiento tales
como auxinas (Patten and Glick, 1996), citocininas (Tien et al., 1979) y giberelinas (Cassan et
al., 2003), ademas de ciertas poliaminas como la cadaverina (Cassan et al., 2008b), con
capacidad de regular el crecimiento o la respuesta de una planta a situaciones desfavorables.
Dentro de los mecanismos indirectos, se destacan: la capacidad biocontroladora sobre otras
bacterias o sobre hongos fitopatogénicos por medio de la biosintesis de antibi6ticos y
antiflngicos, o por competencia directa con los patégenos de la rizésfera. En la actualidad, la
comunidad cientifica ha considerado su aplicacion tecnoldgica dentro de un modelo de
agricultura sustentable, basado en la utilizacion de este y otros microorganismos como
estrategia para incrementar la productividad de cultivos de interés econémico o ecolégico (Okon

and Labandera-Gonzalez, 1994) aun en condiciones desfavorables (Barassi et al., 2006).

3. Hipdtesis

La inoculacién con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal del género
Azospirillum, en semillas y plantulas de maiz (Zea mays L.) tratadas con NaCl, Na,SO, o la
mezcla isosmoética de ambas sales, determinara una mayor eficiencia en el uso del agua, un

mayor crecimiento y una mayor acumulacion de materia seca.



4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la respuesta de crecimiento y el estado hidrico de plantulas de maiz (Zea mays
L.) inoculadas con rizobacterias del género Azospirillum y sometidas a condiciones de estrés
salino por NaCl, Na,SO, o su mezcla isosmética, en condiciones controladas (camara de

crecimiento) y semi-controlados (invernaculo) de cultivo hidropénico.

4.2. Objetivos especificos

1-Evaluar la germinacion de semillas de maiz (Zea mays L.) inoculadas con
rizobacterias del género Azospirillum en condiciones de cultivo recomendadas para la especie o
modificadas por la adicion de concentraciones equivalentes de NaCl y Na,SO, o su combinatoria

isosmética.

2-Evaluar peso fresco y peso seco aéreo y radical, en plantulas de maiz (Zea mays L.)
inoculadas con rizobacterias del género Azospirillum y cultivadas en condiciones controladas
(cdmara de crecimiento), en sistemas hidroponicos suplementados con concentraciones
equivalentes de NaCl y Na,SO, 0 su combinatoria isosmética, en comparacion con las plantulas

no inoculadas.

3-Evaluar peso fresco y peso seco aéreo y radical, longitud final de tallo principal y raiz
primaria y curva de crecimiento de tallo en plantas de maiz (Zea mays L.) inoculadas con
rizobacterias del género Azospirillum vy cultivadas en condiciones semi-controladas
(invernaculo) en sistemas hidropénicos suplementados con concentraciones equivalentes de

NaCl y Na,SO, 0 su combinatoria isosmética, en comparacion con las plantulas no inoculadas.

5. Materiales y Métodos

5.1. Material Vegetal

En todos los experimentos se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.), hibrido simple
Morgan MASS 484 MG, de ciclo de crecimiento intermedio. Antes del ensayo se evalud su
energia y poder germinativo de acuerdo a normas de la International Seed Test Asociation

(ISTA) para la especie.



5.2. Inoculante comercial

Las semillas se inocularon con la cepa Az39 de A. brasilense, recomendada por el
Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola, IMYZA-INTA Castelar y registrada
nacionalmente ante el SENASA para la formulacion de inoculantes para gramineas en la
Republica Argentina. La forma de aplicacion y la cantidad de bacterias por unidad de siembra se
ajustd de acuerdo a las recomendaciones del marbete del producto BONUS® para maiz, de la
empresa Nitragin Argentina SA. (Iml.kg™ semillas). Esta cepa fue recientemente testeada por

Perrig et al. (2007) sobre su capacidad de promover el crecimiento vegetal en medio definido.

5.3. Condiciones generales del ensayo de germinacion en camara

Para el desarrollo del experimento, se utilizaron cajas de Petri de 10 cm de didametro con
papel de filtro como soporte impregnado con 10 ml de H,O como control o soluciones -0,2; -0,3;
-0,4 y -0,6 MPa de NaCl; Na,SO, o la mezcla isosmética de ambas sales, de acuerdo a cada
tratamiento. Previo a la siembra, las semillas fueron inoculadas con dosis recomendadas de los
productos mencionados a base de microorganismos y adicionalmente se consideré un
tratamiento sin bacterizacion. La preparacion de cada sal y su equivalencia en concentracion de

iones se detalla a continuacion en las Tablas Ay B:

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

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

MOLARIDAD L oL C(’r':l)l M| 1,0 destilada (ml)
0,05 20,1 Mpa 45 85,5
0,075 20,3 Mpa 6.72 83,25
0,1 -0,4 Mpa 9 81
0,15 -0,6 Mpa 13,5 77,5




Tabla B: Preparacion de soluciones entre 0,05 y 0,15 M de Na,SO,, a partir de una solucién 1M y su

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

MOLARIDAD AL . I\S/IONLaljSC(;?(I;InI) H,0 destilada (ml)
0,044 0,1 Mpa 4 86
0,066 0,3 Mpa 6 84
0,088 0.4 Mpa 8 82
0,132 20,6 Mpa 1 78

La experiencia se desarroll6 con un disefio aleatorio de dos réplicas por tratamiento
(n=10) y en cada cépsula se colocaron 10 semillas de maiz. Las placas con las semillas fueron
colocadas en una camara de germinacién mantenida a 25 °C y condiciones de oscuridad hasta la
finalizacion del ensayo. El pardmetro determinado en todos los casos fue el nimero de semillas
germinadas por réplica, considerando como tales a aquellas que presentan mas de 0.5 cm de
longitud la radicula. Los intervalos de evaluacion fueron establecidos cada 24 horas hasta el
momento de la evaluacion de la energia germinativa o EG (4 dias), de acuerdo a normas ISTA
(Internacional Seed Test Asossiation), mas una evaluacion final a los 7 dias correspondiente a la
evaluacion de poder germinativo o PG, para la misma especie. En ambos casos se considero el
porcentaje expresado como el ndmero de semillas germinadas sobre el total de semillas
existentes en la placa. Adicionalmente, para la construccién del comportamiento poblacional
expresado como crecimiento sigmoideo, se considerd el valor promedio asi como su desvio

standard (SD) para el total de semillas germinadas en cada placa y cada tratamiento.

5.4. Condiciones generales del ensayo de crecimiento temprano en cAmara de cultivo

La experiencia se llevé a cabo con un disefio aleatorio, de tres réplicas por tratamiento
(n=10) y los datos fueron analizados por ANOVA vy test de Tuckey a posteriori con p<0.05. Para
ello, 300 semillas fueron sembradas en bandejas plésticas conteniendo arena y agua destilada
estéril (60 % de capacidad de campo). Las semillas fueron cultivadas en cdmara de germinacion
con un fotoperiodo de 16 h de luz a 30° C y 8 h de oscuridad a 25° C con 80 % de HR durante
72 h. Transcurrido este periodo, se seleccionaron los individuos con crecimiento y caracteristicas
morfoldgicas uniformes y se implantaron en un sistema de bandejas plasticas con receptaculos
individuales de 100 ml de capacidad, conteniendo vermiculita estéril como Unico sustrato y
solucion nutritiva de Hoagland 25% (Hoagland y Arnon, 1950) suministrada por riego capilar.

Las plantulas fueron inoculadas luego de 48 h desde la implantacién, con una dosis de 2 x 10°



UFC.ml™ de la cepa Az39 de A. brasilense formulada en el producto BONUS® de la empresa
Nitragin Argentina SA. en los tratamientos presentes. La bacterizacion se llevé a cabo utilizando
una micropipeta y a nivel radicular y luego las plantulas fueron cultivadas por 12 dias en las

condiciones ambientales descriptas anteriormente, de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1-Plantulas sin inocular.

2-Plantulas inoculadas con A. brasilense Az39.

3-Plantulas tratadas con 100 mM de NaCl.

4-Plantulas tratadas con 100 mM de Na,SO,

5-Plantulas tratadas con 100 mM de NaCl y Na,SO,.

6-Plantulas inoculadas con A. brasilense Az39y tratadas con 100 mM de NaCl.
7-Plantulas inoculadas con A. brasilense Az39y tratadas con 100 mM de Na,SO,.

8-Plantulas inoculadas con A. brasilense Az39y tratadas con 100 mM de NaCl y Na,SO,,

La salinizacion comenzé luego de 48 horas desde la inoculacion. Para ello, la solucién
nutritiva de Hoagland 25 %, fue modificada por la adicion de 100 mM de NaCl (-0,4 MPa); una
concentracion equivalente de Na,SO, o la mezcla isosmética de ambas sales. Al finalizar la
experiencia, fueron evaluados los siguientes parametros de crecimiento: (a) peso (fresco y seco)
aereo y radical (b).

Fotografias 1 y 2. Condiciones generales del ensayo y estado fenoldgico de plantulas de maiz

(Zea mays L.), al momento de la salinizacion (izquierda) y luego de 7 dias desde la inoculacién
(derecha) con Azospirillum brasilense.
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5.5. Condiciones generales del ensayo de crecimiento en invernéculo

La experiencia fue desarrollada en el invernaculo de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, que se encuentra emplazada sobre la ruta nacional n® 36 Km. 601, Las Higueras,
Cordoba (33° 07’ Latitud Sur, 64° 14’Longitud Oeste, 421 m.s.n.m.) durante la campafia 2005-
2006 (Febrero-Abril 2006), bajo condiciones semi-controladas de temperatura y luz natural. El
ensayo se llevo a cabo con un disefio experimental “anidado” que consistio en 8 tratamient0S con
tres repeticiones cada uno. Cada repeticion (maceta) de cada tratamiento (3 macetas) contuvo 5
semillas que fueron colocadas en macetas plasticas flexibles de 20 cm de diametro x 20 cm de
longitud, conteniendo como soporte inerte una mezcla de perlita:arena (2:1) estéril segin
Somasegaran et al. (1994). Para asegurar el crecimiento sin deficiencias nutricionales, todas las
semillas fueron inoculadas con la cepa Az39 de A.brasilense, recomendada por el Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola, IMYZA-INTA Castelar y registrada nacionalmente ante el
SENASA para la formulacién de inoculantes para maiz en la Republica Argentina. Debido a la
imposibilidad de obtener un producto de la misma firma comercial que el utilizado en los
ensayos en condiciones controladas, la forma de aplicacion y la cantidad de bacterias por unidad
de siembra se ajusto de acuerdo a las recomendaciones del marbete de un producto de similares
caracteristicas producido en la ciudad de Jests Maria (Cérdoba), que recomienda la aplicacion
de 10 ml de formulacién concentrada con un titulo de 1E+9 UFC.ml™, para 50 kg de semillas
(0,2 ml.kg™). Cada maceta recibi6 por capilaridad agua destilada estéril hasta el momento de la
emergencia. A partir de este momento el riego capilar se realizd con solucion nutritiva de
Hoagland 25%, que se renovo cada 7 dias hasta la finalizacion del ensayo.

Las variantes para cada tratamiento se resumen a continuacion:

1-Semillas sin inocular.

2-Semillas inoculadas con la cepa Az39.

3- Semillas tratadas con 150 mM de NaCl.

4- Semillas tratadas con 150 mM de Na,SO,.

5- Semillas tratadas con 150 mM de NaCl y Na,SO,

6-Semillas tratadas con 150 mM de NaCl e inoculadas con la cepa Az39.
7-Semillas tratadas con 150 mM de Na,SO, e inoculadas con la cepa Az39.

8-Semillas tratadas con 150 mM de NaCl y Na,SO, e inoculadas con la cepa Az39.

La salinizacion comenzo a los 15 dias posteriores a la siembra, mediante pulsos de 50

mM de la sal correspondiente, cada 7 dias hasta que alcanzé una concentracién final de 150 mM.
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La experiencia completa finaliz6 cuando las plantas alcanzaron el estado fenolégico
correspondiente a V6-V7 segun la escala de desarrollo de Rithchie-Hanway. (1982),
evaluandose los siguientes parametros de crecimiento: (a) nimero de plantulas establecidas, (b)
peso seco y peso fresco aéreo y radical. Los datos obtenidos se analizaran mediante un andlisis
de varianza (ANOVA) seguido por un test de Tukey a posteriori con p<0.05, en el software para

disefio estadistico, Prism 4.0 para Windows.

Fotografias 3 y 4. Condiciones generales del ensayo y estado fenoldgico de plantulas y plantas
de maiz (Zea mays L.), al momento de la emergencia (Ve) (parte superior) y en el momento de la
salinizacion, luego de 15 dias desde la siembra, con un estadio vegetativo correspondiente a V3-

V4 (parte inferior).
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6. Resultados y Discusién

6.1. Ensayo de germinacion en camara de cultivo
Cuadro 1. Porcentaje (%) de semillas germinadas en placas de Petri embebidas con volimenes constantes

de agua (control), soluciones de NaCl, Na,SO, o la mezcla isosmotica de ambas sales, de acuerdo al
tratamiento, como se describe en materiales y métodos.

C MPa de NaCl MPa de Na,SO, MPa de NaCl+ Na,SO,

Lectura T 0 (-02]-03]-04|-06]-02]-03]1-04(-06]-021-03]-04]( -06
1 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 48 90| 60| 65| 35| 20| 60| 55| 50 0| 65| 35| 25 50
3 72 95| 95( 95| 90| 85| 85| 80| 7O 60| 100( 85 90 80
4-EG 96 95| 95( 95| 95| 85| 95| 85| 75| 75| 100 95 95 85
5-PG 168 | 100( 100( 100 100( 100 95 90 95 95| 100 95( 100 100

C: Concentracién osmotica de las soluciones expresadas como Mpa.

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

Como se observa en el Cuadro 1, la mayor respuesta a nivel de la velocidad de
geminacion, se obtuvo en el tratamiento control (C), en el que luego de 48 horas de incubacion,
se logré un 90% de semillas germinadas. Por otro lado, el mé&ximo porcentaje de germinacion se
obtuvo para la mayoria de los tratamientos salinizados, al momento de la evaluacion del poder
germinativo, luego de 7 dias desde la incubacidn. La Unica excepcidn para este comportamiento,
fue obtenida en la semillas tratadas con la solucién -0.2 Mpa de mezcla la isosmética, en las que
se determiné el maximo valor germinativo (100%) luego de 72 horas de incubacién. La
respuesta de germinacion en las condiciones experimentales propuestas, podria explicarse tanto
desde el comportamiento osmético como idnico de cada sal adicionada. Desde el punto de vista
osmatico, podemos observar que en todos los casos las semillas tuvieron capacidad de realizar
un ajuste osmotico para adaptar su potencial interno con el externo, incorporando de iones desde
la solucidn, hecho que determiné la posterior incorporacion de agua, imbibicién y finalmente
germinacion. Al respecto, Shannon (1997) menciona que en presencia de sales la germinacion y
crecimiento temprano se ven principalmente inhibidos por el componente osmético de la sal; sin
embargo, desde el punto de vista i6nico, podemos mencionar que la salinizacion determind una
disminucién, tanto del porcentaje de semillas germinadas, como de la velocidad de germinacion
y que cada sal tuvo un comportamiento diferencial. En tal sentido, podemos mencionar que tanto

para el control no salinizado como para las semillas tratadas con NaCl se obtuvo un maximo
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valor de germinacion (100 %); mientras que en las semillas tratadas con Na,SO, (de manera
individual o combinada) uno o més los tratamientos presentaron un porcentaje de germinacion
inferior (90-95 %). A partir de los datos presentados en el Cuadro 1, podemos mencionar que el
NaCl, tuvo una mayor toxicidad sobre la germinacion durante las primeras 72 horas en
concentraciones menores a Py=-0.4 Mpa. De la misma manera, podemos mencionar este
comportamiento para el Na,SO, pero en todas las concentraciones generadas. Por otro lado, la
mezcla isosmética de sales presentd un comportamiento intermedio y su respuesta se comparo6 a
la del cloruro o sulfato de sodio, dependiendo del potencial osmdtico generado, donde a
potenciales menores (-0.2,-0.3 Mpa) se determin6 una respuesta similar al sulfato de sodio y a
potenciales mayores (-0.4,-0.6 Mpa), una respuesta similar al cloruro de sodio. Desde el punto
de vista del tiempo de incubacién, podemos mencionar que durante las primeras 48 horas de
incubacion, la mezcla isosmética tuvo un comportamiento intermedio, mientras que luego de las
96 horas, su comportamiento se asemejo al de las semillas tratadas con NaCl.

Cuando los valores se ajustaron a un modelo exponencial de crecimiento, como indica la
Figura 1, los tratamientos salinizados, fueron inferiores que el control sin salinizar en la mayor
parte de los resultados; sin embargo, a un potencial osmético de -0.2 Mpa no se observaron
diferencias significativas entre el control y las semillas tratadas con NaCl y la mezcla isosmética
de sales. En el mismo potencial, las semillas tratadas con Na,SO, mostraron una respuesta
inferior a partir de las 72 horas de incubacién y tal respuesta se extendié hasta el final del
ensayo. Esta respuesta se intensifico a potenciales de -0.3 Mpa debido a que las semillas tratadas
con Na,SO, mostraron una efecto inhibitorio a partir de las 48 horas. Con un potencial de -0.4
Mpa, se observo que las semillas salinizadas, presentaron un comportamiento mas alejado del
tratamiento control sin salinizar, durante las primeras 96 horas de incubacidon y que esta
tendencia fue revertida hacia el final el ensayo solo en las semillas tratadas con NaCl y la mezcla
isosmotica de sales. Finalmente, con un potencial osmotico de -0.6 Mpa se determind una fuerte
inhibicion de la germinacion, en las semillas salinizadas y tratadas con NaCl o Na,SO, de
manera individual. Adicionalmente, la inhibicion se comprobo para las semillas tratadas con la
mezcla isosmotica durante las primeras 72 horas de incubacion; sin embargo, luego de este
periodo, el comportamiento de la poblacion fue similar al control no salinizado, por lo que se
supone que el comportamiento intermedio obtenido se deberia a la capacidad de las semillas para
mantener la homeostasis solo en presencia de ambas sales.

Para resumir, podemos mencionar que las semillas salinizadas con Na,SO, mostraron
una respuesta inferior, tanto a nivel de la velocidad (Figura 1), como en el porcentaje de semillas

germinadas (Cuadro 1) y que tal efecto fue igualado en las semillas tratadas con NaCl, en
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tratamientos de menor potencial osmético (-0.6 MPa). Al respecto, estudios previos realizados
en nuestro laboratorio por Quetglas et al. (2008) y Ramadu et al. (2007) a nivel de la respuesta
germinativa de soja (Glycine max L.) tratada con las mismas soluciones, determinaron solo una
respuesta inhibitoria en el caso del Na,SO,4, solo o en combinacion con el NaCl. Similares
resultados fueron informados por Lone, (1988), en los que determind la mayor toxicidad del i6n
SO, a nivel del crecimiento y desarrollo de embriones de cebada (Hordeum vulgare L.).
Similares resultados fueron informados por Warne et al. (1990) en la haléfita Chenopodium
rubrum, en la que el Na,SO, fue mas inhibitorio sobre el crecimiento y tdxico en los tejidos que
el NaCl. Por su parte, Shi and Sheng. (2005), determinaron una respuesta similar para girasol
(Helliantus annuus L.) tanto por la salinizacion con SO4Na,, como por la alcalinizacién del
medio con el consecuente aumento de pH. En el caso de la evaluacion de la germinacién de la
leguminosa haldfita Prosopis strombulifera, se demostré que la toxicidad ocasionada por el
Sulfato de sodio fue parcialmente revertida cuando sal era combinada con el Cloruro en
soluciones isosm@ticas bisalinas (Sosa et al., 2005).
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Figura 1. Comportamiento germinativo ajustado a un crecimiento exponencial (r*>0.95) de semillas de

maiz germinadas en placas de Petri impregnadas con volimenes constantes de agua (negro), soluciones de
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NaCl (rojo), Na,SO, (azul) o la mezcla isosmotica de ambas sales (verde), como se describe en materiales
y métodos.

Cuadro 2. Porcentaje (%) de semillas de maiz inoculadas con A. brasilense Az39 germinadas en placas
de Petri embebidas con volimenes constantes de agua (control), soluciones de NaCl, Na,SO, o la mezcla

isosmatica de ambas sales, en concentraciones crecientes de acuerdo al tratamiento, como se describio.

C MPa de NaCl Mpa de Na,SO, Mpa de NaCl+ Na,SO,

Lectura T 0 (02]1-03]-041-06]-02]-03]1-04(-06]-021-03]-04]( -06
1 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 48 751 45( 25| 20 5] 30| 35 20 0] 50| 45| 20 10
3 72 95 85| 60| 80| 60| 90| 70| 80| 45| 90| 90| 85 80
4-EG 96 95( 85| 75| 90| 65| 100 80| 85| 50| 95| 95| 95 90
5-PG 168 95( 100| 85| 95| 85| 100| 85| 100 90| 95| 95| 100 100

C: Concentracién osmotica de las soluciones expresadas como Mpa.
T: Tiempo de evaluacion desde tiempo 0 (comienzo del ensayo).

Como se observa en el Cuadro 2 y en la Figura 2, la mejor respuesta a nivel de la
velocidad de geminacién, se obtuvo en las semillas inoculadas con la cepa Az39 de A. brasilense
del control (C). En tales condiciones, se comprobd el méaximo valor de germinacion, que se
consiguié a las 96 hs de incubacién y se mantuvo hasta la finalizacién del ensayo. En lo que se
refiere a las soluciones salinas, podemos destacar que el tratamiento de semillas con cualquiera
de las sales o su mezcla isosmédtica, a potenciales osméticos menores a -0.2 MPa determinaron
una disminucién significativa, tanto del porcentaje de semillas germinadas, como de la velocidad
de germinacion, comparados con el control no salinizado. A diferencia de lo observado en las
semillas no inoculadas de la Figura 1 y de las inoculadas con A. brasilense de la Figura 2 que
fueron tratadas con soluciones de Py de -0.3, -04 y -0.6 MPa, no evidenciamos un efecto
deletéreo del Na,SO, sobre el resto de los tratamientos, lo que determinaria que la incorporacion
del microorganismo a las semillas permitiria regular benéficamente el proceso de germinacion
en condiciones de salinidad por Na,SQO,. Al respecto, ensayos realizados con semillas de lechuga
inoculadas con bacterias del género Azospirillum demostraron que, tanto la (EG) energia
germinativa como el (PG) poder germinativo fueron significativamente superiores a los
controles sin inocular, tanto a 50 como 80 mM NaCl (Barassi et al., 2006). Otros ensayos
adicionalmente han probado la tolerancia de este género microbiano a concentraciones mayores

a 200 mM de NaCl en medio quimicamente definido (Fisher et al., 2000) y quizéas parte de la
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respuesta reguladora observada, en primera instancia se deba a la capacidad del microorganismo
de tolerar tales concentraciones de la sal. Por otro lado es necesario destacar que no existen
referencia relacionadas con la supervivencia de la bacteria en soluciones de Na,SO, en las que
suponemos deberia darse una respuesta similar a la observada en la sal de sodio. Por otro lado,
parte de la regulacion sobre el sistema vegetal, se deberia a la adicion conjunta del
microorganismo y de compuestos reguladores del crecimiento vegetal, del tipo fitohormonas
producidos por la bacteria durante su fermentacién, que amortiguarian el estrés ionico
ocasionado por el anion sulfato al embrion. En tal sentido, Perrig et al., (2007) comprobaron la
capacidad de la cepa Az 39 de A. brasilense para producir acido giberelico (GA3), abscisico
(ABA), indol 3-acético (AlA), zeatina (Z) y etileno, asi como ciertas poliaminas (PAs) en medio
guimicamente definido. Esta hipétesis supone la incorporacién de estas moléculas a la semilla en
el momento de la inoculacion y en la actualidad se apoya sobre la consideracion de que la
mayoria de los inoculantes a base de esta bacteria del mercado nacional, ademas de aportar un
namero considerable de microorganismos viables, aportarian estas moléculas con un efecto a
corto plazo sobre la semilla (Casséan et al., 2008). Si bien existi6 una respuesta uniforme a los
diferentes tratamientos de salinizacion, es necesario destacar que la respuesta fue disminuyendo

en la medida que disminuia el potencial osmotico de la solucion.
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Figura 2. Comportamiento germinativo ajustado a un crecimiento exponencial (r*>0.95) de semillas de
maiz inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 e impregnadas con volimenes constantes de agua

(negro), soluciones de NaCl (rojo); Na,SO, (azul) o la mezcla isosmética de ambas sales (verde).
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Como podemos observar en la Figura 3, el efecto de la inoculacion con A. brasilense en
plantulas de maiz, determind un aumento significativo del peso fresco de la parte aérea (PFA),
con respecto al control sin inocular. Esta respuesta se deberia, al menos en parte, a un mejor
estado hidrico de las plantulas bacterizadas, determinado por la produccién bacteriana de
compuestos reguladores del crecimiento que le permitirian una mayor retencion y absorcion de
agua y nutrientes desde la solucion mineral, tal como ha sido propuesto para este
microorganismo por Bashan et al. (2004). A nivel de raices, en los tratamientos inoculados se
observé un aumento significativo del peso fresco radical (PFR) producido por la bacterizacion.
Similares resultados fueron obtenidos a nivel de plantulas por la inoculacion de esta estirpe

bacteriana en semillas de soja y maiz en sistemas de cultivo controlados (Casséan et al., 2008).
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Figura 3. Peso fresco parte aérea (PFPA) (A) y peso fresco radical (PFR) (B), de plantulas de maiz (Zea
mays L.) inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y cultivadas en 100 mM de NaCl (barras rojas);
una concentracién equivalente de Na,SO, (barras azules) o la mezcla isosmética de ambas sales (barras
verdes). El orden de los tratamientos de la figura, se detalla en el punto (4.4) de materiales y métodos.
(T=SD para p<0.05). (*) Letras diferentes dentro de cada bloque significa que existe diferencia

significativa entre tratamientos.
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Cuando las plantulas inoculadas se sometieron a salinidad mediada por NaCl, Na,SO, o
la mezcla de ambas, se observo una disminucion significativa del peso fresco, tanto a nivel aéreo
como radical en comparacion con el control inoculado y no salinizado, pero estos resultados
fueron mayores que los tratamientos en donde se utilizo salinizacion pero sin inocular. En tal
sentido, el peso fresco aéreo y radical, asi como el estado hidrico de ambas fracciones vegetales,
fue mayormente afectado por la presencia de ambas sales en conjunto, luego por la sal de
Na,SO4 y en menor efecto lo presentaron los tratamientos con NaCl; siendo que este ultimo
tratamiento arrojé un resultado similar al control sin inocular y salinizar, ya sea en la parte aérea
como radical. De acuerdo con Shannon y Grieve. (1999), este efecto se deberia, al menos en
parte al componente osmotico de las diferentes sales adicionadas al medio de cultivo que seria el
responsable de reducir la tasa de crecimiento, principalmente en los estadios de germinacion y
crecimiento temprano. Resultados similares se obtuvieron con plantulas de trigo (Alvarez et al.,
1996; Creus et al., 1998) y maiz (Casanovas et al., 2002), donde la inoculacion con Azospirillum
Sp245 aliviaba los efectos del estrés salino. También, esto se comprobd en condiciones
extensivas de cultivo (Casanovas et al., 2003; Creus et al., 2004). Esta diferencia se explicaria
desde la capacidad de A. brasilense para biosintetizar compuestos relacionados potencialmente
con la tolerancia vegetal al estrés abidtico, tales como &cido abscisico (ABA) (Perrig et al.,
2007) y poliaminas (Cassan et al., 2003).
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Figura 4. Peso seco parte aérea (PSPA) (A) y peso seco radical (PSR) (B), de plantulas de maiz (Zea

mays L.) inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y cultivadas en 100 mM de NaCl (barras rojas);
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una concentracion equivalente de Na,SO, (barras azules) o la mezcla isosmotica de ambas sales (barras
verdes). El orden de los tratamientos de la figura, se detalla en el punto (4.4) de materiales y métodos.
(T=SD para p<0.05). (*) Letras diferentes dentro de cada bloque significa que existe diferencia

significativa entre tratamientos.

En lo que se refiere al peso seco (PS), la Figura 4, muestra que existid una respuesta
diferencial entre el peso seco de la parte aérea (PSPA) y el peso seco radical (PSR) de las
plantulas. A nivel del PSPA, podemos mencionar que en todos los tratamientos salinizados, las
plantulas tuvieron una respuesta de produccién de biomasa menor que los controles sin salinizar.
Tanto el NaCl, como el Na,SO,4 determinaron una inhibicién del crecimiento, que fue revertida
parcialmente revertida por el tratamiento combinado de ambas sales. En el caso de la
inoculacién con Azospirillum sp., podemos mencionar que la colonizacion de las plantulas con el
microorganismo determind una reversion del efecto inhibitorio generado por el NaCl y que esta
respuesta no se comprobd para las plantulas tratadas con Na,SO,. En el caso del tratamiento con
ambas sales se determind una respuesta similar al tratamiento sin salinizar, por lo que se puede
presumir que no existié un efecto aditivo entre la mezcla de sales y la inoculacion. A nivel del
PSR, podemos mencionar que la inoculacién con Azospirillum sp. determind un aumento de la
produccion de biomasa, comparado con el control sin inocular. En el caso de los tratamientos
salinizados no inoculados, la adicion de NaCl determind una respuesta similar al control;
mientras que la adicién de Na,SO, provocé un aumento de la produccion de biomasa radical, que
fue méaximo cuando se adicionaron ambas sales de manera combinada. En este caso particular, la
respuesta se comparé al tratamiento control inoculado, en el que se determin6 la promocién del
crecimiento radical. En todos los casos de inoculacion y salinizacion se determiné una respuesta
superior al control y para la que no se comprobd una diferencia significativa entre cada
tratamiento. Esto permitiria considerar el hecho de que el proceso de colonizacion efectiva de las
plantulas incrementa la produccién de biomasa, fundamentalmente radical, ain en condiciones
de estrés salino generado por NaCl o Na,SO,. Similares resultados fueron previamente
informados para maiz por Casanovas et al, (2002), donde la inoculacion con Azospirillum Sp245
aliviaba los efectos del estrés generado por el tratamiento con NaCl. Desde el punto de vista
fisioldgico, el mecanismo mas importante para determinar un aumento efectivo en la produccion
de biomasa de las plantulas inoculadas, se deberia a la capacidad de la bacteria para fijar
nitrégeno atmosférico en condiciones de microaerofilia (Baldani et al., 1983); sin embargo, en
este trabajo, la inoculacion y la evaluacion de la respuesta de crecimiento de la planta se realizd
en un tiempo corto que no seria suficiente para permitir la completa colonizacion de la bacteria

en los tejidos de la planta y la consecuente puesta en marcha del proceso de fijacion, en
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magnitud suficiente para determinar un cambio significativo en la respuesta de crecimiento de la
planta. El patron de crecimiento obtenido, permitiria especular sobre la actividad de un segundo
mecanismo de promocion, de accidn casi inmediata y que fue propuesto por Tien et al. (1979),
como alternativo a la FBN. En tal sentido, la produccion de fitohormonas, como AlA, GAs,
citocininas, fue previamente evaluada en Az39 de A. brasilense por Perrig et al. (2007) y su
corroborado su efecto en los primeros estadios de crecimiento de plantas inoculadas de maiz y
soja por Cassan et al. (2008). Este nuevo modelo de interaccion, ademas permitiria explicar el
hecho de que el blanco primario de la inoculacién en los primeros estadios de crecimiento de la
planta es la raiz, mientras que la produccion de biomasa aérea generalmente se ve incrementada
al final del ciclo de cultivo. Asi la hipotesis aditiva propuesta por Bashan et al. (1997) seria

cierta para momentos diferentes del desarrollo de la planta.

6.3. Ensayo de crecimiento temprano en invernaculo
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Figura 5. Peso fresco parte aérea (PFPA) (A) y peso fresco radical (PFR) (B), de plantulas de maiz (Zea
mays L.) inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y cultivadas en 150 mM de NaCl (barras rojas);
una concentracion equivalente de Na,SO, (barras azules) o la mezcla isosmdtica de ambas sales (barras
verdes). El orden de los tratamientos de la figura, se detalla en el punto (4.4) de materiales y métodos.
(T=SD para p<0.05). (*) Letras diferentes dentro de cada bloque significa que existe diferencia

significativa entre tratamientos.
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En la Figura 5 se observa que los tratamientos control inoculado y no inoculado, tanto a
nivel radical como aéreo, presentaron un estado hidrico (expresado como PSR y PSPA) superior
al de los tratamientos salinizados. Solo a nivel radical (PSR) se comprobd una diferencia
significativa entre controles, debida a la inoculacién con Azospirillum sp. En el caso de los
tratamientos salinizados, la respuesta de menor crecimiento aéreo y radical no tuvo una
discriminacion por el tipo de sal adicionada, por lo que se podria suponer que el efecto seria
exclusivamente osmotico y no dependiente de alguna de las sales adicionadas. Seguin Shannon y
Grieve (1999), tal condicion se deberia, al menos en parte, a la disminucién de la disponibilidad
de agua en el sustrato mediada por el componente osmdtico de cada sal con la consecuente
disminucién de la capacidad de realizar trabajo en la solucion acuosa. Si comparamos el efecto
de la salinizacion en aquellas semillas que fueron inoculadas con Azospirillum sp., podemos
observar que no se presentaron diferencias significativas en la fraccion vegetal aérea (PFPA) y
radical (PSR); sin embargo la respuesta de crecimiento tuvo una tendencia de crecimiento debida
a la inoculacion, con incrementos del 20 % para el NaCl, 17 % para el Na,SO,4 y 26 % para la

mezcla isosmotica de ambas sales.
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Figura 6. Peso seco parte aérea (PFPA) (A) y peso seco radical (PFR) (B), de plantulas de maiz (Zea

mays L.) inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y cultivadas en 150 mM de NaCl (barras rojas);
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una concentracion equivalente de Na,SO, (barras azules) o la mezcla isosmotica de ambas sales (barras
verdes). El orden de los tratamientos de la figura, se detalla en el punto (4.4) de Materiales y métodos.
(T=SD para p<0.05). (*) Letras diferentes dentro de cada bloque significa que existe diferencia

significativa entre tratamientos.

En lo que se refiere al peso seco (PS), la Figura 6, muestra que existié una respuesta
diferencial entre el peso seco de la parte aérea (PSPA) y el peso seco radical (PSR) de las
plantulas inoculadas y no salinizadas. A nivel del PSPA, podemos mencionar que en todos los
tratamientos salinizados y no salinizados, las plantulas tuvieron una respuesta de produccién de
biomasa mayor cuando fueron expuestas a NaCl, en comparacion a aquellas expuestas a Na,SO,
y a la combinatoria de ambas sales. No se determinaron respuestas significativas sobre la
produccion de biomasa aérea entre tratamientos inoculados y no inoculados. A nivel del PSR,
podemos mencionar que la inoculacion con Azospirillum sp. determind un aumento de la
produccion de biomasa, solo en el caso del tratamiento de las semillas con la mezcla isosmética

de sales.
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Figura 7. Velocidad de crecimiento obtenida de la curva sigmoide (cm.d™) de plantulas de maiz no
inoculadas, inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 (barras grises) y cultivadas en 150 mM de NaCl
(barras rojas); una concentracién equivalente de Na,SO, (barras azules) o la mezcla isosmoética de ambas
sales (barras verdes). El pardmetro fue obtenido de una regresion lineal de la fase de crecimiento constante
de las curvas desarrolladas para cada tratamiento, en base a la longitud total de la parte aérea, utilizando el
software PRISM® y considerando (T=SD para p<0.05 y r*> 0.95). (*) Letras diferentes dentro de cada

blogue significa que existe diferencia significativa entre tratamientos.
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Figura 8. Velocidad de crecimiento expresada como cm.d™ de plantulas de maiz no inoculadas (recuadro
1); inoculadas con Azospirillum brasilense Az39 y cultivadas en 150 mM de NaCl; una concentracién
equivalente de Na,SO4 o la mezcla isosmotica de ambas sales, utilizando el software PRISM® y
considerando (T=SD para p<0.05 y r®> 0.95).

Como podemos observar en las Figuras 7 y 8, en condiciones de estrés salino disminuyd
significativamente la velocidad de crecimiento (cm.d™), en comparacién con los controles no
salinizados y ademas, el control inoculado presenté una mayor velocidad de crecimiento en
comparacion al control sin inocular. A pesar de que la salinizacion determind una menor
velocidad de crecimiento, las sales presentaron un comportamiento diferencial entre si y no

existieron diferencias en este parametro, por la presencia del microorganismo. Asi, podemos
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observar que el tratamiento de las semillas con Na,SO, tuvo un efecto mas deletéreo que el NaCl
y que esta condicién fue parcialmente revertida por la adicién de ambas sales en una mezcla
isosmotica. Tal como hemos comprobado en los diferentes ensayos desarrollados en este trabajo,
como en los obtenidos particularmente en este ensayo en condiciones de invernaculo, podriamos
inferir que la presencia de Azospirillum sp. en condiciones de salinidad, no aumentaria la
velocidad de crecimiento de las plantas inoculadas y que su capacidad de promover el
crecimiento en tales condiciones, estaria puntualizada a generar un mejor estado de la
homeostasis general de la planta en condiciones de estrés abidtico. Solo desde el punto de vista
del crecimiento radical, se pudo comprobar la capacidad de la planta de aumentar tanto el estado
hidrico, como la produccién de biomasa y ello estaria relacionado no con una respuesta directa
sobre el crecimiento, sino como una estrategia dirigida a incrementar la captacion de agua y
nutrientes de la planta para mantener su homeostasis en condiciones de estrés abidtico.
Estos resultados abonarian la hip6tesis de que Azospirillum sp. podria mejorar la respuesta
vegetal a determinados tipos de estrés abidticos, por lo que podria ser incluido en el grupo de las

rizobacterias PHRR del inglés Plant Homeostasis Regulator Rhizobacteria (Cassan et al. 2008b).

7. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer la importancia de la
inoculacion de semillas de maiz (Zea mays L.) como una estrategia de bajo costo para mejorar el
comportamiento del cultivo en condiciones sub-6ptimas de crecimiento, tal como un estrés
salino.

A nivel de la germinacion podemos mencionar gque las semillas salinizadas con Na,SO,
mostraron una respuesta inferior, tanto a nivel de la velocidad como del porcentaje de
germinacion y que tal efecto fue solo igualado en las semillas tratadas con NaCl, en tratamientos
de menor potencial osmético. En todos los casos, el tratamiento de las semillas con la solucion
bisalina determind una respuesta superior a cualquiera de las sales adicionadas de manera
individual. Desde el punto de vista de la inoculacion con Azospirillum sp. podemos decir que la
presencia de la bacteria permitié regular el proceso de germinacion, ain en condiciones de
salinidad generadas por Na,SO,.

A nivel del crecimiento temprano, podemos mencionar que la inoculacion con
Azospirillum brasilense en plantulas de maiz, determiné un aumento significativo del peso
fresco de la parte aérea (PFA) y radical (PFR), con respecto a los controles sin inocular y

cuando las plantulas inoculadas se sometieron a salinidad mediada por NaCl, Na,SO,4 0 la mezcla
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de ambas, se observo una reversion parcial de la inhibicion generada por las sales, en plantas no
inoculadas.

A nivel del crecimiento tardio en condiciones de inverndculo, podemos decir que el
mismo no presentd los resultados esperados y en tal sentido queremos remarcar que si bien
comprobé un efecto benéfico de la inoculacion en condiciones dptimas y una tendencia a nivel
del crecimiento radical, en condiciones de salinizacion, esto no permitié correlacionar los
resultados obtenidos a nivel de la germinacion y del crecimiento temprano para la misma especie
vegetal y con el mismo microorganismo. En tal sentido, consideramos que una fuente importante
de variabilidad se puntualiz6 en el uso de dos formulaciones comerciales diferentes, debido a la
imposibilidad de contar con la misma formulacién durante el desarrollo completo del trabajo.
Una de las formulaciones denominada BONUS® se utiliz6 tanto en ensayos de germinacion
como en camara de cultivo, con un recuento de 5E+08 UFC.ml™ y una dosis de aplicacion de
marbete de 10 ml.kg™ de semillas y en estos ensayos se comprob6 un efecto favorable del
microorganismo, tanto en condiciones 6ptimas, como de salinidad. Por otro lado, en condiciones
de invernaculo, se utilizé un producto con un recuento de 1E+09 UFC.ml™ y una dosis de
aplicacion de marbete de 0,2 ml.kg™ de semillas y en este caso particular no se comprobé la
diferencia antes mencionada. La falta de respuesta se deberia simplemente a la cantidad de
bacterias aportadas en las semillas por cada inoculante. Para el caso de BONUS® se determind
un aporte tedrico de 800.000; mientras que en el segundo caso, el aporte tedrico fue de 32.000
UFC.semilla™.

Los resultados obtenidos por nuestros experimentos indicarian que:

1-La salinizacion de plantulas o semillas de maiz (Zea mays L.) con soluciones
osmdticamente comparables de NaCl o Na,SO, afecta considerablemente su germinacion; el
crecimiento y desarrollo temprano, asi como el crecimiento en estadios fenoldgicos posteriores.
En el caso de la germinacion, tal efecto se correlacion6 ademas con un aumento de la
concentracion de cada sal en el medio de cultivo. La salinizacién con Na,SO, tuvo un efecto de
mayor toxicidad a nivel de la velocidad de germinacién y el nimero de plantas germinadas que
en el caso del NaCl, que solo tuvo un efecto significativo en las soluciones de menor potencial
osmatico. Por contrapartida, la salinizacion con la mezcla isosmética de NaCl y Na,SOy,, revertio

el efecto individual de cada sal.

2- La inoculacién de maiz (Zea mays L.) con Azospirillum brasilense Az39 modificd

significativamente la respuesta fisiologica de la semilla y de la planta a la salinizacion y revirtié
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parcialmente la condicion de estrés impuesta. A nivel de la germinacion, la incorporacion de la

bacteria mitigo el efecto de mayor toxicidad ocasionado por el Na,SO, o NaCl (a mayores

concentraciones) y las semillas presentaron una respuesta mas uniforme.

3-Estos resultados demostrarian que Azospirillum sp. podria mejorar la respuesta vegetal

a determinados tipos de estrés abidticos, por lo que estos microorganismos podrian ser

considerados en el grupo de rizobacterias PHRR, del inglés Plant Homeostasis Regulator

Rhizobacteria.
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