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RESUMEN

El fosforo (P) es el macronutriente limitante del crecimiento vegetal mas importante en
el suelo luego del nitrégeno ya que cumple un papel significativo en varios procesos
fisioldgicos y bioquimicos de la planta. La mayoria de los suelos agricolas contienen
grandes reservas de P total, pero s6lo una pequefia proporcion de P estd inmediatamente
disponible en la solucion como aniones de ortofosfato para ser tomado por los
vegetales. Para poder satisfacer los requerimientos de la planta debe darse respuesta a
partir de otras fuentes de P. En este contexto, los microorganismos juegan un papel

fundamental mediando en la movilizacion del P para las plantas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad de solubilizar fosfatos desde
diversas fuentes por las cepas Sinorhizobium meliloti 3DOh13, Pseudomonas
fluorescens CHAO y SP22 y evaluarlos en ensayos de inoculacion simple y mixta en
alfalfa.

En ningun caso las cepas S. meliloti 3DON13, P. fluorescens CHAO y SP22 formaron
halo en los medios donde el fosforo estaba ligado a Fe y Al y el crecimiento de éstas en
estos medios fue inferior al observado en los medios donde el fésforo estaba ligado a

Ca, sin embargo la solubilizacion, aunque escasa, se estuvo llevando a cabo.

Las tres cepas utilizadas, crecieron en todos los medios de cultivo, si bien lo hacen

mejor en los medios suplementados con calcio.

La coinoculacién no mejord los parametros de crecimiento respecto de las inoculaciones
simples, sin embargo la misma podria ser de importancia cuando se busque proteger al

sistema con el efecto biocontrolador de CHAO.
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ABSTRACT

Phosphorus (P) is the limiting macronutrient most important plant growth in soil and
nitrogen after which plays a significant role in several physiological and biochemical
processes of the plant. Most agricultural soils contain large reserves of total P, but only
a small proportion of P is immediately available in the solution as orthophosphate
anions to be taken by plants. In order to meet the requirements of the plant must be
answered from other sources of P. In this context, microorganisms play a major role in

mediating the mobilization of P for plants.

The aim of this work was to study the ability to solubilize phosphate from different
sources by strains 3DON13 Sinorhizobium meliloti, Pseudomonas fluorescens CHAQ
and SP22 and evaluate trials of simple and mixed inoculation in alfalfa.

In any case the strains S. 3DOh13 meliloti, P. fluorescens CHAO and SP22 halo formed
in media where phosphorus was bound to Fe and Al and their growth in the media was
less than observed in the media where the phosphor was linked to Ca, however

solubilization, though sparse, is was carried out.

The three strains used grew in all culture media, although they do better in media
supplemented with calcium.

Co-inoculation did not improve growth parameters on single inoculations, however the
same could be important when seeking to protect the system with CHAO biocontrol

effect.

Vi



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El fosforo (P) es el macronutriente limitante del crecimiento vegetal mas importante en
el suelo luego del nitrégeno ya que cumple un papel significativo en varios procesos
fisiolégicos y bioquimicos de la planta, tales como fotosintesis, transformacion de
azlcares en almidon y almacenamiento/transporte de la informacion genética. La
mayoria de los suelos agricolas contienen grandes reservas de P total, cominmente en el
rango de 200 a 5000 mg P.kg™, debido a la aplicacién regular de fertilizantes quimicos
o de los procedentes del tratamiento de aguas residuales (Ravindra et al., 2008). En los
suelos ocurren tanto la precipitacion como la fijacion del P debido a la gran reactividad
de los iones fosfatos con diversos constituyentes del suelo, fundamentalmente con
calcio (Ca), hierro (Fe) y aluminio (Al). De esta manera, s6lo una pequefia proporcién
de P estd inmediatamente disponible para ser tomado por los vegetales (Gyaneshwar et
al., 2002; De-Bashan y Bashan, 2004). Las plantas obtienen el P como aniones de
ortofosfato, predominantemente en las formas de HPO42 y HPO, desde la solucion del
suelo. En la mayoria de los suelos, la concentracion de ortofosfatos en solucion es baja
y debe darse respuesta a partir de otras fuentes de P para poder satisfacer los
requerimientos de la planta (Richardson et al., 2009). En este contexto, los
microorganismos juegan un papel fundamental mediando en la movilizacién del P para
las plantas. La movilizacion es una expresion que incluye dos modos diferentes de
accion microbiana: la solubilizacion desde fuentes inorganicas y la mineralizacion desde
fuentes organicas. El proceso inverso, denominado inmovilizacion del P, se refiere a la
incorporacion del fosfato inorganico desde la solucién del suelo a moléculas orgénicas a
través de reacciones metabdlicas o a particulas del suelo por adsorcion o precipitacion
(Richardson y Simpson, 2011). De esta manera, los microorganismos que movilizan
fosfatos son aceptados como una clase de microorganismos promotores del crecimiento
vegetal, internacionalmente reconocidos por la sigla PGPR (plant growth-promoting
rhizobacteria) desde la cita de Kloepper y Schroth, 1978. Estos microorganismos son
empleados como biofertilizantes a fin de promover el crecimiento y sanidad de los
cultivos minimizando el uso de productos quimicos (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Las principales cepas bacterianas que presentan la capacidad solubilizadora se ubican en
los géneros Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus, Paenibacillus,
Achromobacter, Erwinia, Agrobacterium, Burkholderia, Enterobacter, Flavobacterium,

Rhizobium and Sinorhizobium (Rodriguez y Fraga, 1999; Fernandez et al., 2007).



Entre ellos, los aislamientos del género Pseudomonas son de gran interés, debido a que
usualmente presentan mas de una caracteristica promotora del crecimiento vegetal,
como antagonismo hacia hongos fitopatdgenos y resistencia sistémica inducida (Haas y
Défago, 2005), biodegradacion de poluentes y de inhibidores del crecimiento vegetal
(Ramette et al., 2011), la alta capacidad de colonizacion de la rizosfera (Browne et al.,
2009) vy la factibilidad de empleo como biofertilizantes en campos agricolas (De Souza
et al., 2003).

Las Pseudomonas fluorescentes son rizobacterias no patdégenas (Saravanan et al., 2004)
y varios aislamientos de Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas
aeruginosa Yy Pseudomonas aureofaciens suprimieron el crecimiento de
microorganismos fitopatdgenos a través de diversos mecanismos que incluyen la
colonizacion rizosférica, la antibiosis, la quelacién de hierro por produccion de
sideroforos y la resistencia sistémica inducida (Ramamoorthy et al. 2002; Karthikeyan
et al., 2006). La cepa de Pseudomonas fluorescens CHAQ efectivamente protege al
cultivo de trigo ante una variedad de enfermedades, detectandose en ella la produccion
de varios metabolitos secundarios con propiedades antibioticas como el 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG), la pioluteorina (PIt) y el cianuro de hidrégeno (Défago et
al., 1990). Otros estudios mostraron la capacidad de esta cepas para producir
fitohormonas (Ardebili et al., 2011) y solubilizar fosfatos (Ghaderi et al., 2008;
Fernandez et al., 2012).

La disponibilidad de P constituye uno de los principales limitantes para la FBN,
afectando principalmente la formacion de los nodulos. La respuesta positiva a la
disponibilidad de P ha sido reportada en leguminosas tales como alfalfa, trébol, poroto,
mani, garbanzo y gandul (Cassman et al., 1981; Al-Niemi et al., 1997; Gyaneshwar et
al., 2002; Khan et al., 2007, Wani et al., 2007).

Varios aspectos del proceso de formacion de los nddulos se ven limitados por la
disponibilidad de P (Schulze et al., 2006; Kouas et al., 2005). Los nédulos de plantas
que crecen con suficiente P presentan una concentracion de este mineral superior a la
que se puede encontrar en tallos y raices, y en algunos casos esta cantidad lleg6é a
representar el 1.5% del P total de la planta (Schulze et al., 2006). Por su parte, plantas
que crecieron en ambientes deficientes en P exhibieron un reducido suministro de
carbohidratos a los nédulos lo que afect6 la iniciacidn de la nodulacién, el crecimiento
de los nodulos ya formados y disminucién marcada de la actividad nitrogenasa (Remans

et al., 2007). Otro estudio mostré que los bacteroides pudieron verse limitados en su
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requerimiento de P aln cuando la planta no evidencié este déficit (Al-Niemi et al.,
1997)

Solo unos pocos investigadores informan sobre la capacidad de cepas de rizobios para
solubilizar fosfatos (Chabot et al., 1993 y 1996, Halder et al., 1991 y 1992, Ahmad et
al., 2008).

Existen numerosas publicaciones referidas al efecto positivo de la inoculacion
combinada de rizobios con bacterias de vida libre de los géneros Pseudomonas (Knigth
y Langson-Unkefer, 1988; Rosas et al., 2006) y Bacillus (Sindhu et al., 2002) sobre
distintas leguminosas. Estos efectos abarcan inicio mas temprano de la nodulacion,
incremento en el nimero de nddulos, incrementos en la tasa respiratoria de raices y en la
actividad nitrogenasa, mejor toma de agua y nutrientes y un mejor estado general de la
planta. La coinoculacion con Azospirillum y bacterias solubilizadoras de fosfatos
incremento el crecimiento, rendimiento y toma de nitrégeno, fésforo y otros minerales
en sorgo y cebada (Bashany Holguin, 1997).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos son rutinariamente aislados por métodos de
cultivos en placa con medios con fuente de P insoluble como el empleado por Rosas et
al. 2006 y el muy difundido medio descrito por Pikovskaya en 1948 (conocido como
medio PVK). Estas pruebas, de relativa eficiencia, se llevan a cabo mediante la
seleccion de los microorganismos que son capaces de producir un halo o zona clara
alrededor de la colonia debido a la produccién de acidos organicos en el medio
circundante.

Sin embargo, la fiabilidad de esta técnica se puso en duda dado que numerosos
aislamientos, que no produjeron ningun halo visible, solubilizaron fosfatos inorganicos
en medio liquido. Una modificaciéon sugerida en estos medios a fin de mejorar la
claridad y visibilidad de los halos es la utilizacion del colorante azul de bromofenol
suplementando al medio (Gupta et al., 1994).

Una critica que se le suele formular a los medios tradicionales es la presencia de
extracto de levadura en su composicion ya que siempre es deseable trabajar con medios
definidos, en los que conocemos exactamente su composicion, cuando se procura
dilucidar el papel de los microorganismos en la mineralizacion o solubilizacion de
nutrientes.

Por lo tanto, un nuevo medio definido, denominado NBRIP (sigla del Instituto Nacional
de Investigacion en Botanica de la India) fue propuesto como alternativa al PVK para la

deteccion de microorganismos solubilizadores de fosfatos (Nautiyal, 1999).



Alfalfa (Medicago sativa L.) es la leguminosa forrajera mas importante que se cultiva en
el pais por la calidad de nutrientes que provee. Se estima que en Argentina se cultivan 6
millones de hectareas de alfalfa, ubicando a nuestro pais como segundo productor

mundial, luego de los EE.UU (www.procisur.org.uy ).Este cultivo ha sido

tradicionalmente la base de la produccidn forrajera y, junto al trigo, uno de los
iniciadores de la agricultura pampeana. La gran difusion de su cultivo se debe también a
su adaptabilidad a diferentes suelos y climas y al importante rol que juega en sostener la
estructura y fertilidad de los suelos, especialmente cuando puede desarrollar la simbiosis
fijadora de N, con cepas de rizobios (Muslera Pardo et al., 1984; Viglizzo, 1995;
Guifiaza, 2009).

La mayor superficie cultivada corresponde a la region pampeana subhimeda y
semiarida (provincias de Cdrdoba, Santa Fe, Buenos Aires y La Pampa) en donde las
principales limitantes para la FBN son la disponibilidad de agua, acidez del suelo y bajo
niveles de fésforo soluble (Hijano y Basigalup, 1995). La agricultura continua durante
méas de 20 afios causé un considerable decrecimiento en el P soluble y, en menor
medida, en el P inorganico total (Urioste et al., 1996)

En el area nucleo de Argentina, en condiciones de secano, la alfalfa puede producir
entre 8 y 22 Ton. Ha™afio™ de materia seca, dependiendo de la disponibilidad hidrica
del afio (Hijano & Basigalup, 1995). Esto implica para contenidos medios de proteina
del 20%, un consumo cercano a los 500 kg.ha™.afio™ de nitrégeno, posibles de ser
exportados del area de produccién, cuando se utiliza como forraje de corte. Bajo
condiciones de riego, con rendimientos que pueden superar las 28 Ton, las extracciones
de nitrégeno se pueden aproximar a los 800 Kg ha™afio™ (Collino et al., 1997; Racca et
al., 1998).

La utilizacion para la siembra de semillas preinoculadas con rizobios de origen
extranjero, cuya eficiencia y adaptacion a las condiciones locales no siempre se conocen
(Dubois, 1999), y con escasa capacidad de competencia ante las cepas naturalizadas,
trae como consecuencia un bajo establecimiento de la nodulacién y por consiguiente
una escasa reposicién del nitrogeno removido del suelo. Aln cuando la inoculacion esta
relativamente difundida, en la actualidad no se ha determinado la proporcion relativa de
la FBN que proveen las cepas introducidas respecto de las nativas o naturalizadas, ni la
competencia que se genera en el suelo, entre ellas, por la ocupacion de los sitios

potenciales para la formacion de nédulos.


http://www.procisur.org.uy/

Por

lo tanto, el desarrollo de productos biotecnolégicos que involucren

microorganismos rizosféricos reviste un gran interés a efecto de optimizar la FBN e

incrementar la toma de agua y nutrientes en los cultivos.

1.1.- HIPOTESIS

La deteccion a nivel de laboratorio de la solubilizacion microbiana de fosfatos a
partir de una misma fuente insoluble se encuentra influenciada por la

composicion del medio de cultivo

La inoculacién de alfalfa con microorganismos solubilizadores de fosfatos tiene
un efecto promotor de la fijacién bioldgica del nitrégeno y del crecimiento

vegetal en condiciones de baja disponibilidad de fosforo

1.2.- OBJETIVOS

o

Obijetivos generales:

Estudiar la capacidad de solubilizar fosfatos desde diversas fuentes por
microorganismos nativos y cepas de coleccion y evaluarlos en ensayos de

inoculacion simple y mixta en alfalfa.

Objetivos especificos:

Caracterizar las cepas Sinorhizobium meliloti 3DOh13, Pseudomonas
fluorescens CHAOQ y otras especies bacterianas en cuanto a su capacidad de

solubilizar fosfatos de Ca, Fe y Al en diferentes medios de cultivo.

Evaluar las cepas bacterianas Sinorhizobium meliloti 3DOh13 y Pseudomonas

fluorescens CHAO en inoculacion simple y mixta sobre el cultivo de alfalfa



2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.-Ensayos de solubilizacién de distintas fuentes de P en medios alternativos:

Para los ensayos de solubilizacién, los microorganismos a ensayar se sembraron en
cajas de Petri que contenian los diferentes medios a evaluar, presentando fuentes de
fosforo insoluble, bajo las formas de fosfatos de Ca, Al y Fe.

Cada una de las cepas, aisladas y mantenidas en medio TSA 25%, fueron sembradas por

picadura en los siguientes medios de cultivo:

2.1.1- Etapa 1. Medio inicialmente descripto por Frioni (1992) y modificado por Rosas
et al., (2006) con variaciones en la fuente de P

Glucosa 20 ¢
Extracto de levadura 29
P-tricélcico 290
Agar 15¢
Agua hasta 11

Medios alternativos: se reemplazé el P-tricalcico por igual cantidad de P-Al y P-Fe.

En estos medios se agreg6 CaCl, 1 g para reemplazar la fuente de calcio

2.1.2- Etapa 2. Medio Pikovskaya (PVK), original y variando la fuente de P

Glucosa 109
P-tricélcico 59
(NH,4),SO, 05¢g
NaCl 0.2g
MgS0O,.7H,0 0.1g
KCI 029
Extracto de levadura 05¢g
MnS0O,4.H,0 0.002 g
FeS0,4.7H,0 0.002 g
Agar 15¢
Agua hasta 11

(Opcion: se agrego en una repeticion de la experiencia Azul de bromofenol 0.025 g/l)
Medios alternativos: se reemplazo el P-tricalcico por igual cantidad de P-Al y P-Fe.



En estos medios se agreg6 CaCl, 1 g para reemplazar la fuente de calcio
2.1.3- Etapa 3. Medio NBRIP, original y variando la fuente de P

Glucosa 10g
P-tricélcico 59
MgCl,.6H,0 5¢
MgS0O,4.7H,0 0.25¢
KCI 0.2g
(NH,4)2SO, 0.1lg
Agar 15¢
Agua hasta 11

(Opcion: se agreg6 en una repeticion de la experiencia Azul de bromofenol 0.025 g/l)
Medios alternativos: se reemplazé el P-tricalcico por igual cantidad de P-Al y P-Fe.

En estos medios se agreg6 CaCl, 1 g para reemplazar la fuente de calcio

Se incubd a 28 °C y diariamente se observo la evolucion del crecimiento, midiendo en

mm el radio del halo que se iban formando en torno a la colonia.

2.2-Ensayos de coexistencia_entre las cepas bacterianas Sinorhizobium meliloti
3DOh13 vy Pseudomonas fluorescens CHAOQ:
Se realizd en los medios de cultivo YEMA (Vincent, 1970) y TSA diluido al 25% (Agar

Tripticasa Soya — Laboratorio Britania, Argentina). Las cepas se sembraron por estriado

hasta el centro de la caja de Petri, cada una cubriendo una mitad de la superficie del
medio de cultivo. Se realizaron siembras simultaneas y espaciadas, en este ultimo caso,
la segunda cepa se sembrd una vez que se observo el crecimiento de la primera. Los
medios sembrados se incubaron a 28°C durante un lapso de mas de 48h, debido a la

velocidad de crecimiento de las cepas.

2.3.-Ensayos de inoculaciéon y/o coinoculacion de alfalfa en condiciones de

invernaculo:

Las semillas de alfalfa fueron desinfectadas por agitacion durante 10 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio al 30% (dilucion en base a la formulacion comercial 55
g/l). Para los ensayos de inoculacion, fueron sembradas bajo condiciones asépticas en
bolsas de polietileno negro de 14 cm de alto por 10 cm de ancho, conteniendo cada una
1kg del soporte perlita/arena (2:1). Las plantas fueron inoculadas 2 dias luego de la

emergencia. La inoculacion se realizo aplicando en el sitio de siembra 2 mililitros del
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cultivo bacteriano (en fase exponencial tardia — comienzo de fase estacionaria) sobre el

sistema radical de cada plantula. Las plantas fueron regadas alternativamente con agua

destilada y solucion de Jensen libre de N (Vincent 1970) modificada en su fuente de P

(originalmente el P proviene de CaHPO, y K,;HPO, y es reemplazado por Caz(POy),.

Los controles no inoculados fueron regados de la misma manera pero con la adicion de

0.5% KNOj3 por litro de solucion de Jensen como fuente de nitrogeno y manteniendo su

fuente original de P soluble.

El ensayo incluyo los siguientes tratamientos:

a- Inoculacién simple con la cepa Sinorhizobium meliloti 3DOh13 (Rosas et al., 2006)

b- Inoculacién simple con la cepa bacteriana Pseudomonas fluorescens CHAO
(Défago et al., 1990)

c- Inoculacién mixta Sinorhizobium meliloti 3DOh13 y Pseudomonas fluorescens
CHAO

d- Control no inoculado y suplementado con N (0.005 g/l de KNOg3 a la solucion de
Jensen)

e- Control no inoculado y sin N

La experiencia se llevd a cabo en inverndculo y alternativamente en camaras bajo
condiciones controladas de luz y temperatura (Ciclo de 16 hde luza28 + 2°C y 8 h de
oscuridad a 16 + 2 °C y bajo una intensidad luminica de 220 pE/m2/s).
Aproximadamente 50 dias luego de la siembra se evalud: longitud de tallos y raices,
peso seco de parte aérea y radical, nimero de nodulos, superficie radical (Técnica de
Carley y Watson, 1966) y estado general de la planta.

Cada tratamiento se realizd por triplicado y cada maceta contenia 4 plantas. Los
resultados fueron analizados estadisticamente por analisis de la varianza (ANOVA) vy la
comparacion de medias se realiz6 mediante el test de Duncan (o < 0.05). Estas
evaluaciones fueron realizadas por medio del Software Estadistico InfoStat (InfoStat,
2004).



3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Ensayos de solubilizacion de distintas fuentes de P en medios alternativos

Para los ensayos de solubilizacion de distintas fuentes de P en medios alternativos, los
resultados obtenidos se muestran en las tablas 1, 2 y 3 respectivamente.

Tabla 1.- Medio inicialmente descripto por Frioni (1992) y modificado por Rosas et

al., (2006) con variaciones en la fuente de fosforo.

MEDIO
FRIONI-Ca FRIONI-Fe FRIONI-AI
(%] (%) (%)
TIEMPO DE colonia colonia colonia
CRECIMIENTO CEPA (mm) halo(mm) (mm) halo(mm) | (mm)  halo(mm)

Sinorhizobium

24h meliloti 3DOh13 3,0+0,5 - 05+0,1 - 05+0,1 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 130+42 30+14 05+0,1 - 05+0,1 -
SP22 control 126+28 52+25 05+0,1 - 05+0,1 -
Sinorhizobium

72h meliloti 3DOh13 3,5+0,5 - 32+1,8 - 36+15 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 12,057 25+19 1,0+0,1 - 50+0,1 -
SP22 control 150+33 48+19 24+0,8 - 22+0,2 -
Sinorhizobium

120h meliloti 3DOh13 4,0+05 - 3,6+0,5 - 57+1,2 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 17,755 4,0+0,8 15+0,1 - 43+15 -
SP22 control 31,3+10 91+20 25+0,5 - 32+1,7 -

En la tabla 1 podemos observar, que las cepas Pseudomonas fluorescens CHAO vy la

cepa control SP22, tienen mejor crecimiento en los medios donde el fosforo se

encuentra como P-tricalcico. Ademas producen halo en el medio, lo que evidencia su

capacidad de solubilizar fésforo.

La cepa Sinorhizobium meliloti 3DOh13, puede crecer en los tres medios utilizados,

pero tiene mayor crecimiento en los medios donde el fésforo se encuentra como P-

tricélcico.




Ninguna de las cepas ensayadas, evidencio halo en los medio con Fe y Al, sin embargo
se observo crecimiento en los mismos, por lo que la solubilizacién, aunque escasa, se

estaria llevando a cabo.

Tabla 2.- Medio Pikovskaya (PVK), original y variando la fuente de fosforo.

MEDIO
PVK-Ca PVK-Fe PVK-AI
%) %)
TIEMPO DE @ colonia colonia colonia
CRECIMIENTO CEPA (mm) halo(mm) (mm) halo(mm) (mm) halo(mm)

Sinorhizobium

24h meliloti 3DOh13 3,3+0,6 - 1,6+0,6 - 23+23 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 73+15 13+06 | 3,615 - 1,0+£0,0 -
SP22 control 9,0+0,0 3,000 | 55+0,7 - - -
Sinorhizobium

72h meliloti 3DOh13 3,3+0,6 - 2,6+0,6 - 43+0,6 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 76x15 1,3+06 | 46+0,6 - 30+1,0 -
SP22 control 10000 40+0,0 | 65+2,1 - 0,5+0,0 -
Sinorhizobium

120h meliloti 3DOh13 3,6 +0,6 - 2,6+0,6 - 43+0,6 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 13,3+35 40+1,7 | 50+0,0 - 3,3+0,6 -
SP22 control 170+14 65+0,7 | 65+2,1 - 0,5+0,0 -

Podemos observar en la tabla 2, que las cepas Pseudomonas fluorescens CHAO y la
cepa SP22, tienen mejor crecimiento en el medio cuya fuente de fosforo es P-tricalcico,
coincidiendo con lo observado en el medio Frioni. En ambas también podemos observar
la presencia de un halo en este medio, que nos indica que solubilizan el fésforo en estas
condiciones de cultivo.

La cepa Sinorhizobium meliloti 3DON13, es la que manifiesta mejor crecimiento en el
medio donde el fosforo se encuentra ligado a aluminio. Aunque esta cepa no presenta
halo en ningun medio PVK alternativo, no podemos decir que no tiene capacidad de

solubilizar el fosforo.
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Tabla 3.- Medio NBRIP, original y variando la fuente de fosforo.

MEDIO
NBRIP-Ca NBRIP-Fe NBRIP-AI
(%] (%)
TIEMPO DE @ colonia colonia colonia
CRECIMIENTO CEPA (mm) halo(mm) (mm) halo(mm) (mm) halo(mm)

Sinorhizobium

24h meliloti 3DON13 45+0,7 - 1,0+£0,0 - 1,0+£0,0 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 80+14 15+0,0 | 2,0+£0,0 - 27+10 -
SP22 control 10,0+ 2,8 22+03 | 50+2,8 - 1,0+0,0 -
Sinorhizobium

72h meliloti 3DON13 45+0,7 - 1,2+0,3 - 1,0+£0,0 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 80+14 15+0,0 | 20%0,0 - 3,5+0,7 -
SP22 control 11,0+14 30+14 | 55+21 - 1,0+0,0 -
Sinorhizobium

120h meliloti 3DOh13 6,5+0,7 1,0+00 | 1,2+0,3 - 1,0+£0,0 -
Pseudomonas
fluorescens CHAO 105+21 22+03 | 25+0,0 - 3,5+0,7 -
SP22 control 13,7+0,3 3,7+03 | 55+21 - 1,0+0,0 -

En estas condiciones de cultivo, las dos cepas en estudio (Pseudomonas fluorescens
CHAO vy Sinorhizobium meliloti 3DOh13) y la cepa SP22, tienen mejor crecimiento en
el medio donde el fésforo se encuentra como P-tricélcico.

Las cepas Pseudomonas fluorescens CHAO y SP22 presentan halo, lo que indica su
capacidad de solubilizar el fésforo en estas condiciones.

La cepa Sinorhizobium meliloti 3DOh13, no produce halo, sin embargo no podemos
decir que la misma no tiene capacidad de solubilizar fosforo en estas condiciones de
cultivo.

Las cepas Sinorhizobium meliloti 3DOh13 manifiestan crecimiento en todos los medios
de cultivo, pero presenté mejor desarrollo en el medio Frioni-calcio. Aunque crece en
todos los medios, este es mejor en los medios de cultivo suplementados con calcio.

Las cepas Pseudomonas fluorescens CHAO crecen en todos los medios de cultivo, pero
manifiesta mejor desarrollo en el medio Frioni-calcio. Se desarrolla mejor en los medios

suplementados con calcio.
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Las cepas SP22 control es capaz de crecer en todos los medios de cultivo, pero
manifiesta mejor crecimiento en el medio Frioni-calcio, aunque crecen en todos los
medios suplementados con calcio.

Como se puede observar las tres cepas utilizadas, crecen en todos los medios de cultivo,
si bien lo hacen mejor en los medios suplementados con calcio.

En las condiciones de nuestro estudio, los resultados obtenidos en los medios
tradicionalmente usados para la deteccion de la solubilizacion de fosfatos pudieron ser
reproducidos en el medio NBRIP, tal como lo propuso por Nautiyal (1999).

Por otra parte, el empleo del colorante azul de bromofenol en los medios, sugerido por
Grupta et al. (2004) permitié una mejor visualizacion del resultado cuando los halos

estuvieron presentes.
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3.2.- Ensayos de coexistencia entre las cepas bacterianas Sinorhizobium meliloti
3D0Oh13 vy Pseudomonas fluorescens CHAQ

Foto 1.- Ensayo de coexistencia en medio YEMA (Vincent, 1970), entre las cepas
bacterianas Sinorhizobium meliloti 3DOh13 y Pseudomonas fluorescens CHAO, en

siembra simultanea.

En esta foto se puede observar el crecimiento de ambas cepas (P. fluorescens CHAO y
S. meliloti 3DON13) en siembra realizada en simultaneo en medio YEMA, por lo que

podemos decir que las cepas pueden coexistir en el mismo medio.
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Foto 2.- Ensayo de coexistencia en medio YEMA (Vincent, 1970), entre las cepas
bacterianas Sinorhizobium meliloti 3DOh13 y Pseudomonas fluorescens CHAO, en

siembra espaciada.

En la foto nimero dos, se puede observar un medio YEMA, en donde la cepa P.
fluorescens CHAO se sembro en primer lugar y la cepa S. meliloti 3DOh13 se sembro
en segundo lugar cuando el compuesto antimicrobiano producido por P. fluorescens
CHAO vya esta presente en el medio. Aqui también se puede ver el crecimiento de
ambas cepas, por lo que podemos decir que las mismas pueden coexistir en el mismo
medio. P. fluorescens CHAO no inhibe a S. meliloti 3DOh13.
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Foto 3.- Ensayo de coexistencia en medio TSA diluido al 25% (Agar Tripticasa Soya —
Laboratorio Britania, Argentina) entre las cepas bacterianas Sinorhizobium meliloti

3DO0Oh13 y Pseudomonas fluorescens CHAO, en siembra simultanea.

En la foto nimero tres, se puede observar las cepas P. fluorescens CHAO y S. meliloti
3DO0N13, sembradas en simultaneo en un medio TSA diluido al 25%. Se puede ver el
crecimiento de ambas cepas, por lo tanto podemos decir que las mismas pueden

coexistir en este medio.
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Foto 4.- Ensayo de coexistencia en medio TSA diluido al 25% (Agar Tripticasa Soya —
Laboratorio Britania, Argentina) entre las cepas bacterianas Sinorhizobium meliloti

3DO0N13 y Pseudomonas fluorescens CHAO, en siembra espaciada.

En la foto numero cuatro, se puede observar un medio TSA diluido al 25%, donde la
cepa P. fluorescens CHAO se sembr6 en primer lugar y la cepa S. meliloti 3DOh13 se
sembro en segundo lugar. Aqui también se puede ver el crecimiento de ambas cepas,

por lo que podemos decir que las mismas pueden coexistir en el mismo medio.

Las cepas bacterianas Sinorhizobium meliloti 3DOh13 y Pseudomonas fluorescens
CHAO sembradas en los medios de cultivo YEMA (Vincent, 1970) y TSA diluido al
25% (Agar Tripticasa Soya — Laboratorio Britania, Argentina), mostraron una buena

coexistencia, en ambos tipos de siembras (simultaneo y espaciadas).
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Trabajos previos habian mostrado la capacidad de S. meliloti 3DOh13 de coexistir con
otras especies de Pseudomonas, entre ellas la cepa SP22 que se empleé como control de

solubilizacion en nuestros ensayos (Rosas et al., 2006).

2.3.- Ensayos de inoculacion y/o coinoculacion de alfalfa en condiciones de
invernaculo

Los valores de los parametros de la parte radical correspondiente al promedio de las 3
repeticiones de cada tratamiento, se muestran en la tabla nimero 4.

Tabla 4.- Parametros de la parte radical de plantulas de alfalfa inoculadas con P.
fluorescens CHAO y S. meliloti 3DOh13. Datos a 50 dias de cultivo.

) NUmero de
Tratamiento Longitud de  Area superficial Peso seco de las  nddulos por
microbiano raices (cm) mg Ca(N03)2 raices (gr plantas 1) planta
P. fluorescens CHAO 2393+92bc 193+144c 0,02 + 0,0014 --
S. meliloti 3DOh13  26,68+8,0c  1,61+0,58 bc 0,01 +0,0014 2,08+215a
P.fluorescens CHAO
+S. meliloti 3DON13 19,67+46ab 1,73+0,93¢c 0,017+0,0 150+138a

Control no inoculado
y suplementadocon N 17,71+78ab  0,72%+0,34a 0,006 + 0,0007 --

Control no inoculado
ysin N 1522+58 a 0,92+0,68 ab 0,004 + 0,003 --

Los datos representan la media de 12 plantas por cada tratamiento. Los valores promedios seguidas de
letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segun prueba de Duncan.

Analizando longitud de raiz principal, podemos observar que hay diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento control no inoculado y sin nitrégeno,
con respecto al tratamiento S. meliloti 3DOh13. En los demas tratamientos solo hubo
diferencias estadisticamente no significativas.

También podemos observar en el tratamiento donde combinamos la bacteria P.
fluorescens CHAO con la bacteria S. meliloti 3DOh13, el efecto estimulante en el
crecimiento radical no es tan marcado, ya que su media se encuentra por debajo del

valor obtenido por cada uno en forma individual.
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Analizando el area de superficie radical, podemos observar que hay diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento control no inoculado suplementado
con nitrégeno con respecto a los tratamientos con P. fluorescens CHAO, S. meliloti
3D0ONh13 y P. fluorescens CHAO + S. meliloti 3DOh13. También se puede observar
que P. fluorescens CHAO presentd una mayor superficie radical con respecto a los
demas tratamientos, a pesar de que no fue la que tuvo la mayor longitud en raiz

principal.

Analizando peso seco radical por planta, podemos observar que el tratamiento con la
cepa P. fluorescens CHAO vy el tratamiento con P. fluorescens CHAO + S. meliloti
3DO0h13 poseen un peso radical muy similar y mayor que el tratamiento con la cepa S.
meliloti 3DO13. Esto pudo deberse a que desarrollaron mayor cantidad de raices de
menor longitud en un mismo volumen de sustrato, lo cual se tradujo en mayor peso

radical.

Analizando el nimero de nodulos por planta, podemos observar que si bien no hay
diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento con S. meliloti 3DOh13
y el tratamiento con P. fluorescens CHAO + S. meliloti 3DON13, la cantidad de
nodulos es mayor en la simple inoculacion. Normalmente ocurre que al co-inocular se
da una competencia por sitios en la raiz entre las dos cepas involucradas (Monge et al.,
2007). En este caso, Pseudomonas tiene una velocidad de crecimiento mayor que los

rizobios, lo que permite considerar su influencia en la nodulacion.
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Los valores de los parametros de la parte aérea correspondiente al promedio de las 3
repeticiones de cada tratamiento, se muestran en la tabla nimero 5.

Tabla 5.- Parametros de la parte aérea de plantulas de alfalfa inoculadas con P.
fluorescens CHAO y S. meliloti 3DOh13. Datos a 50 dias de cultivo.

Longitud de tallo Peso seco de los tallos  Estado general de las

Tratamiento microbiano (cm) (or planta -1) plantas
P. fluorescens CHAO 20,98+ 5,75a 0,06 £ 0,016 Bueno
S. meliloti 3DON13 18,03+5,46a 0,05+0,011 Bueno

P.fluorescens CHAO + S.
meliloti 3DOh13 18,71+ 7,60 a 0,04 £0,016 Bueno

Control no inoculado y
suplementado con N 17,37+£6,02a 0,03 + 0,014 Regular

Control no inoculado y sin
N 17,72+559a 0,02+0,0 Malo

Los datos representan la media de 12 plantas por cada tratamiento. Los valores promedios seguidas de
letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) segln prueba de Duncan.

Analizando longitud de tallo, se puede observar, que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, sin embargo en el tratamiento con
la cepa P. fluorescens CHAO se observo una mayor longitud de tallo con respecto a los
demas tratamientos, teniendo de esta manera un mayor peso seco por planta. Cuando se
inoculé con S. meliloti 3DON13, se obtuvo una menor longitud de tallo comparando con
el tratamiento P. fluorescens CHAO + S. meliloti 3DOh13, sin embargo el peso seco
fue mayor en el tratamiento con S. meliloti 3DOh13, esto se debi6 a que las plantas
presentaban un buen estado en general y mayor cantidad de ramificaciones por tallo.

En esta experiencia resultd Ilamativo el buen crecimiento obtenido en la inoculacion
simple con P. fluorescens CHAO. Esto nos hace plantear dos interrogantes: ¢de donde
obtiene nitrogeno?, ¢CHAO podria estar actuando como fijador de vida libre?

La coinoculacién no mejoré los parametros de crecimiento respecto de las inoculaciones
simples, sin embargo la misma podria ser de importancia cuando se busque proteger al

sistema con el efecto biocontrolador de CHAO.
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4.- CONCLUSION

En los ensayos de solubilizacion de distintas fuentes de P en medios alternativos,
pudimos observar que las cepas Pseudomonas fluorescens CHAO, Sinorhizobium
meliloti 3DON13 y la cepa control SP22, tuvieron un mejor crecimiento en el medio
Frioni, siempre que el fosforo se encontraba como P-tricalcico; aunque tambien
tuvieron un buen crecimiento en los demas medios suplementados con calcio.

A nivel individual la cepa P. fluorescens CHAO, tuvo un buen crecimiento en los tres
medios utilizados (FRIONI, PVK, NBRIP) cuando el fésforo se encontraba como P-
tricélcico, siempre presentando halo, lo que indica su capacidad de solubilizar el fosforo
en estas condiciones.

La cepa Sinorhizobium meliloti 3DO13, fue la que evidencié mejor crecimiento en el
medio Pikovskaya (PVK), cuando el fésforo se encontraba como P-Aluminio. Esta cepa
no produjo halo en ningunos de los tres medios utilizados, sin embargo no podemos
decir que la misma no tiene capacidad de solubilizar fosforo en estas condiciones de
cultivo.

Con estos resultados observados, podemos inferir que la deteccion a nivel de laboratorio
de la solubilizacion microbiana de fosfatos a partir de una misma fuente insoluble se
encuentra influenciada por la composicion del medio de cultivo.

En cuanto al crecimiento de las plantas, podemos concluir que la inoculacién de las
plantulas de alfalfa con microorganismos promotores del crecimiento vegetal, en
condiciones de baja disponibilidad de fésforo, favorece el crecimiento de los cultivos.
Esto se evidencia en el aumento de la longitud del tallo, el aumento del area radical y el
buen estado general de las plantas.

Con estos resultados podemos decir que el uso de estos microorganismos PGPR,
favorecen el crecimiento de los cultivos en condiciones de baja concentracion de

fésforo, contribuyendo una alternativa para limitar el uso de fertilizantes quimicos.
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ANEXO

Foto 1.- Lote de plantulas de alfalfa analizadas.
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Foto 2.- Plantulas de alfalfa inoculadas con la cepa bacteriana Pseudomonas fluorescens
CHAO, regadas alternativamente con agua destilada y solucién de Jensen modificada.
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Foto 3.- Plantulas de alfalfa inoculadas con la cepa bacteriana Sinorhizobium meliloti
3DOh13, regadas alternativamente con agua destilada y solucion de Jensen modificada.

/
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Foto 4.- Plantulas de alfalfa control inoculadas con la cepa bacteriana Sinorhizobium
meliloti 3DON13, regadas con agua destilada alternada con solucion de Jensen.
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Foto 5.- Plantulas de alfalfa control inoculadas con la cepa bacteriana Pseudomonas
fluorescens CHAO, regadas con agua destilada alternada con solucién de Jensen.

-
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Foto 6.- Plantulas de alfalfa control no inoculado y suplementado con N (0.005 g/l de
KNO; a la solucion de Jensen) y plantulas de alfalfa control no inoculado y sin N.
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Medio Nbrip-Ca

24H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 450 0,71
CHAO @ colonia(mm) 2 8,00 141
SP22 @ colonia(mm) 2 10,00 2,83
Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd

CHAO halo (mm) 2 150 0,00

SP22 halo (mm) 2 225 0,35

72H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 4,50 0,71
CHAO @ colonia(mm) 2 8,00 1,41
SP22 @ colonia(mm) 2 11,00 1,41
Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13  halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 2 1,50 0,00
SP22 halo (mm) 2 3,00 1,41

120 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 6,50 0,71
CHAO @ colonia(mm) 2 10,50 2,12
SP22 @ colonia(mm) 2 13,75 0,35
Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 2 1,00 0,00
CHAO halo (mm) 2 2,25 0,35

SP22 halo (mm) 2 3,75 0,35
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Medio Nbrip -Fe

24 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00
CHAO @ colonia(mm) 2 2,00 0,00
SP22 @ colonia(mm) 2 5,00 2,83

72H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 1,25 0,35
CHAO @ colonia(mm) 2 2,00 0,00
SP22 @ colonia(mm) 2 550 2,12

120 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 1,25 0,35
CHAO @ colonia(mm) 2 2,50 0,00
SP22 @ colonia(mm) 2 550 2,12

Medio Nbrip —Al

24 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00
CHAO @ colonia(mm) 2 2,75 1,06
SP22 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00

72H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00
CHAO @ colonia(mm) 2 350 0,71
SP22 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00




120 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00
CHAO @ colonia(mm) 2 3,50 0,71
SP22 @ colonia(mm) 2 1,00 0,00
Medio PVK-Ca
24 H
Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 3,33 0,58
CHAO @ colonia(mm) 3 7,33 1,53
SP22 @ colonia (mm) 2 9,00 0,00
Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 3 1,33 0,58
SP22 halo (mm) 2 3,00 0,00
72
Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 3,33 0,58
CHAO @ colonia (mm) 3 7,67 1,53
SP22 @ colonia (mm) 2 10,00 0,00
Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 3 1,33 0,58
SP22 halo (mm) 2 400 0,00
120 H
Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 3,67 0,58
CHAO @ colonia (mm) 3 13,33 3,51
SP22 @ colonia (mm) 2 17,00 1,41
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Medidas resumen

CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 3 400 1,73
SP22 halo (mm) 2 6,50 0,71

MEDIO PVK-Fe
24 H

Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.

3DOH13 @ colonia (mm) 3 1,67 0,58
CHAO @colonia (mm) 3 3,67 1,53
SP22 @ colonia (mm) 2 550 0,71

72

Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.

3DOH13 @ colonia (mm) 3 2,67 0,58
CHAO @colonia (mm) 3 4,67 0,58
SP22 @ colonia (mm) 2 6,50 2,12

120 H

Medidas resumen
CEPA Variable n Media D.E.

3DOH13 @ colonia (mm) 3 2,67 0,58
CHAO @ colonia(mm) 3 5,00 0,00
SP22 @ colonia (mm) 2 6,50 2,12
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24H

Medidas resumen

MEDIO PVK-AI

CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 2,33 2,31
CHAO @colonia (mm) 2 1,00 0,00
SP22 @ colonia (mm) O sd sd

72

Medidas resumen

CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 4,33 0,58
CHAO @colonia (mm) 3 3,00 1,00
SP22 @ colonia (mm) 2 0,50 0,00
120 H

Medidas resumen

CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 4,33 0,58
CHAO @ colonia(mm) 3 3,33 0,58
SP22 @ colonia (mm) 2 0,50 0,00

24H

Medidas resumen
Cepa Variable

MEDIO FRIONI-Ca

Media D.E.

3DOH13 @ colonia(mm)
CHAO @ colonia(mm)
SP22 @ colonia(mm)

n
2
2
2

3,00 0,51
13,00 4,25
12,65 2,83
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Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 2 3,00 1,45
SP22 halo (mm) 2 525 2,56
72H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 3,50 0,51
CHAO @ colonia(mm) 2 12,10 5,74
SP22 @ colonia(mm) 2 15,00 3,30
Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 2 2,56 1,89
SP22 halo (mm) 2 482 1,90
120 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 450 0,51
CHAO @ colonia(mm) 2 17,70 5,52
SP22 @ colonia(mm) 2 31,35 1,00
Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 halo (mm) 0 sd sd
CHAO halo (mm) 2 4,02 0,85
SP22 halo (mm) 2 9,17 2,05
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MEDIO FRIONI-Fe

24H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 0,50 0,10
CHAO @ colonia(mm) 2 0,50 0,10
SP22 @ colonia(mm) 2 0,50 0,10

72H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 3,25 1,85
CHAO @ colonia(mm) 2 1,00 0,10
SP22 @ colonia(mm) 2 2,45 0,81

120 H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 3,62 0,55
CHAO @ colonia(mm) 2 1,50 0,10
SP22 @ colonia(mm) 2 2,50 0,56

MEDIO FRIONI-AI

24H

Medidas resumen

Cepa Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia(mm) 2 0,50 0,10
CHAO @ colonia(mm) 2 0,50 0,10
SP22 @ colonia(mm) 2 0,50 0,10




2H

Medidas resumen

CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 3,63 1,56
CHAO @colonia(mm) 3 500 0,10
SP22 @ colonia (mm) 2 2,25 0,20

120 H

Medidas resumen

CEPA Variable n Media D.E.
3DOH13 @ colonia (mm) 3 575 1,25
CHAO @colonia (mm) 3 4,33 1,58
SP22 @ colonia (mm) 2 3,25 1,76
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E.  W* p(Unilateral D)
LONGITUD RAIZ (cm) 60 20,64 8,21 0,95 0,0741
LONGITUD TALLO (cm) 60 18,56 6,06 0,95 0,1116
TITULACION (ml) 60 138 097 0,83 <0,0001
Analisis de la varianza
LONGITUD RAIZ (cm)

Variable N R2 R2ZA] CV
LONGITUD RAIZ (cm) 60 0,26 0,21 35,43
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 1035,21 4 258,80 4,84 0,0020
TRATAMIENTO  1035,21 4 258,80 4,84 0,0020
Error 2941,07 55 53,47
Total 3976,28 59
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Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 53,4740 gl: 55

TRATAMIENTO Medias n E.E.

5,00 15,22 12 2,11 A

4,00 17,71 12 2,11 A B

3,00 19,67 12 2,11 A B

1,00 23,93 12 2,11 B C
2,00 26,68 12 2,11 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

LONGITUD TALLO (cm)

Variable N R? RZA] CV
LONGITUD TALLO (cm) 60 0,05 0,00 33,06

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo. 99,31 4 24,83 0,66 0,6227
TRATAMIENTO 99,31 4 2483 0,66 0,6227
Error 2069,98 55 37,64
Total 2169,29 59

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 37,6360 gl: 55

TRATAMIENTO Medias  n E.E.

4,00 17,37 12 1,77 A
5,00 17,72 12 1,77 A
2,00 18,03 12 1,77 A
3,00 18,71 12 1,77 A
1,00 20,98 12 177 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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AREA SUPERFICIAL (mg)

Variable N R2 R2A] CV
AREA SUPER.(mg)_60 0,24 0,19 6354

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM _ F p-valor
Modelo. 13,58 4 3,40 4,42 0,0036
TRATAMIENTO 13,58 4 3,40 4,42 0,0036
Error 42,29 55 0,77
Total 55,88 59

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,7689 gl: 55
TRATAMIENTO Medias n E.E.

4,00 0,72 12 025 A

5,00 0,92 12 025 A B

2,00 1,61 12 0,25 B C
3,00 1,73 12 0,25 C
1,00 1,93 12 0,25 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2ZA] CV
N° NODULOS 24 0,03 0,00 100,91

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM_ F p-valor
Modelo. 2,04 1 2,04 0,62 04378
TRATAMIENTO 2,04 1 2,04 0,62 0,4378
Error 71,92 22 3,27
Total 73,96 23

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 3,2689 gl: 22

TRATAMIENTO Medias n E.E.

3,00 1,50 12 052 A

2,00 2,08 12 052 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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CALCULO DE DESVIOS

TRATAMIENTO Variable n Media D.E.

2,00 N° NODULOS 12 2,08 2,15

3,00 N° NODULOQOS 12 1,50 1,38

CALCULO DE DESVIOS

TRATAMIENTO Variable n Media D.E.

1,00 LONGITUD RAIZ (cm) 12 23,93 9,26

1,00 LONGITUD TALLO (cm) 12 20,98 5,75

1,00 AREA SUPERFICIAL (mg) 12 193 1,44

2,00 LONGITUD RAIZ (cm) 12 26,68 8,05

2,00 LONGITUD TALLO (cm) 12 18,03 5,46

2,00 AREA SUPERFICIAL (mg) 12 1,61 0,58

3,00 LONGITUD RAIZ (cm) 12 19,67 4,67

3,00 LONGITUD TALLO (cm) 12 18,71 7,60

3,00 AREA SUPERFICIAL (mg) 12 1,73 0,93

4,00 LONGITUD RAIZ (cm) 12 17,71 7,83

4,00 LONGITUD TALLO (cm) 12 17,37 6,02

4,00 AREA SUPERFICIAL (mg) 12 0,72 0,34

5,00 LONGITUD RAIZ (cm) 12 15,22 5,82

5,00 LONGITUD TALLO (cm) 12 17,72 5,59

5,00 AREA SUPERFICIAL (mg) 12 0,92 0,68
CALCULO DE DESVIOS

TRATAMIENTO Variable n Media D.E.
1,00 PESO SECO RAIZ (gr) 12 0,02 0,0014
2,00 PESO SECO RAIZ (gr) 12 0,01 0,0014
3,00 PESO SECO RAIZ (gr) 12 0,017 0,000
4,00 PESO SECO RAIZ (gr) 12 0,006 0,00071
5,00 PESO SECO RAIZ (gr) 12 0,004 0,0032
CALCULO DE DESVIOS

TRATAMIENTO Variable n Media D.E.
1,00 PESO SECO TALLO (gr) 12 0,06 0,016
2,00 PESO SECO TALLO (gr) 12 0,05 0,011
3,00 PESO SECO TALLO (gr) 12 0,04 0,016
4,00 PESO SECO TALLO (gr) 12 0,03 0,014
5,00 PESO SECO TALLO (gr) 12 0,02 0,000
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