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RESUMEN

El fésforo (P) es el macronutriente limitante dedoimiento vegetal mas importante en el
suelo luego del nitrégeno ya que cumple un papghifsiativo en varios procesos
fisiolégicos y bioquimicos de la planta. La mayode los suelos agricolas contienen
grandes reservas de P total, pero s6lo una pequeparcion de P esta inmediatamente
disponible en la solucidon como aniones de ortofosfera ser tomado por los vegetales.
Para poder satisfacer los requerimientos de laglkdebe darse respuesta a partir de otras
fuentes de P cuando los niveles criticos son b&osste contexto, los microorganismos
juegan un papel fundamental mediando en la moviliredel P para las plantas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la caatide solubilizar fosfatos desde diversas
fuentes por cepaSinorhizobium melilotB399, Pseudomonas fluoresce@$1A0 y Bacillus
spp.R19 y evaluarlos en ensayos de inoculacion simphéxya en alfalfa.

En ningun caso las cep& meliloti B399, P. fluorescensCHAOQ y Bacillus spp.R19
formaron halo en los medios donde el fosforo eslighdo al Fe y Al y el crecimiento de
éstas en estos medios fue inferior al observadtogmedios donde el fésforo estaba
ligado al Ca, sin embargo la solubilizacion, aungseasa, se llevo a cabo.

Las tres cepas utilizadas, crecieron en todos kEgion de cultivo, aunque lo hacen mejor
en los medios suplementados con calcio.

La coinoculacién no mejor6 los parametros de crierito respecto de las inoculaciones
simples, aun asi se pudo observar que en condcidaebaja disponibilidad de fosforo,
ambas inoculaciones favorecen el desarrollo dpléagulas.



ABSTRACT

Phosphorus (P) is the limiting macronutrient maspartant plant growth in soil after

nitrogen. It plays a significant role in severalygpiological and biochemical processes of
the plant. Most agricultural soils contain largeseres of total P, but only a small
proportion of P is immediately available in thewmn as orthophosphate anions to be
taken by plants. In order to meet the requiremehtsplant must be answered from other
sources of P when the critical levels are low.His tontext, microorganisms play a major
role in mediating the mobilization of P for plants.

The aim of this work was to study the ability tdwsmlize phosphate from different sources
by strainsSinorhizobium melilotB399, Pseudomonas fluoresce@$1A0 andBacillusspp
R19 and to evaluate trials of simple and mixed uaton in alfalfa.

In any case the straii® melilotiB399,P. fluorescen€HAO andBacilusspp R19 formed
halo in media when phosphorus was bound to Fe &mahdtheir growth in the media was
less than observed in the media where the phosphamas linked to Ca, however
solubilization is was carried out.

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

Co-inoculation did not improve growth parameteigareing in single inoculations. Yet it
was observed that under low phosphorus availapilitgth inoculations favor the
development of seedlings.



1.- INTRODUCCION

El fosforo (P) es un elemento critico en los edesigas naturales y agricolas de todo el
mundo. Es el macronutriente limitante del crecirtieregetal mas importante en el suelo
luego del nitrégeno ya que cumple un papel sigtifio en varios procesos fisioldgicos y
bioquimicos de la planta, tales como fotosintésassformacion de azlcares en almidén y
almacenamiento/transporte de la informacion geadBarber 1995). La mayoria de los
suelos agricolas contienen grandes reservas d&alPdabido a la aplicacion regular de
fertilizantes quimicos o de los procedentes deéanngento de aguas residuales (Ravindra
et al, 2008). La baja disponibilidad se debe a la @dtctividad del P con calcio (Ca),
hierro (Fe) y aluminio (Al). Los suelos alcalinosntienen diferentes fosfatos de Ca,
como hidroxiapatita y fluoroapatita mientras que kuelos &cidos incluyen fosfatos
amorfos de Fe y Al, variscita (AIR@QH;0), estrengita (FeEPQH,O) y minerales
similares (Barber, 1995). Una importante porciériadefosfatos inorganicos se adsorben
en 6xidos e hidroxidos de Fe y Al, minerales ddlascy sustancias organicas las cuales
contienen complejos de Fe o Al. Los compuestos nicgd con P pueden ser
mineralizados (0 enziméaticamente lisados) a fitodear al P disponible para las plantas.
Como resultado, las plantas superiores dependdasdprocesos de difusion y de una
continua liberacion desde las fuentes insolubl&s @ poder cubrir sus demandas en P.
Ademés, buena parte de los fosfatos inorganicdsaalal al suelo como fertilizante es
rapidamente inmovilizada después de la aplicaciomoyesta disponible para plantas
(Yadav y Dadarwal, 1997)

Las plantas obtienen el P como aniones de ortdtpgfeedominantemente en las formas
de HPQ? y HPQ" desde la solucién del suelo. En la mayoria de lesos, la
concentracion de ortofosfatos en solucidon es bajabe darse respuesta a partir de otras
fuentes de P para poder satisfacer los requerioseti¢ la planta (Richardsast al,
2009).

Los microorganismos del suelo pueden influir editgponibilidad de P para las plantas,
ya sea en su rol de descomponedores de la matgéaica como de movilizadores de P
inorgénico (en asociacion y competencia con lastas.

Numerosas especies bacterianas asociadas a ler&psieden causar efectos benéficos
sobre las plantas (Glick, 1995). Tales grupos bactes son conocidos como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetaBERR) del inglés plant growth
promoting rhizobacteria (Kloepper, 1978) vy, entrddlase se incluyen a los
microorganismos solubilizadores de fosfatos o gllassen inglés (PSM).

Las principales cepas bacterianas que preseniaeasicidad solubilizadora se ubican en
los génerosPseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Bacilldshromobacter,
Erwinia, Agrobacterium, Burkholderia, Flavobactamy Rhizobiumy Sinorhizobium
(Rodriguez y Fraga, 1999; Fernané¢al, 2007).

Un gran interés reviste la aplicacion al suelo dos cultivos de microorganismos
solubilizadores de fosfatos, lo que permite incraianela disponibilidad de P ya presente
en el ambiente y reducir el empleo de fertilizamfesnicos (Subba Rao, 1993; Rodriguez
y Fraga, 1999)

Los microorganismos solubilizadores de fosforo pwmedolaborar en aumentar la
disponibilidad de P para el crecimiento vegetalulsiitando este mineral desde
complejos y formas insolubles (Goldstein, 1986; é&uet al, 1989; Richardson, 1994).
Ademés, estos microorganismos pueden mejorar etinuento de las plantas
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incrementando la eficiencia de la fijacion biol@idel nitrégeno (FBN) y la
disponibilidad de otros elementos traza (como F&ny y produciendo sustancias
promotoras del crecimiento vegetal (Kuatyal, 1989).

Los mecanismos mas comunes que permiten la sakdiiin microbiana de fosfatos son
la secrecion de acidos organicos, acidos inorganjoenzimas fosfatasas que facilitan la
conversion de formas insolubles hacia P dispomate las plantas (Richardson, 2011)

La mayor parte de las investigaciones en el canedosimicroorganismos promotores del
crecimiento vegetal se han centrado en conocer jgraneel proceso de FBN, el cual
involucra la simbiosis entre plantas leguminosas bgcterias Gram negativas
colectivamente conocidas como rizobios y que raseit la formacion de estructuras
especializadas llamadas nodulos en las cualesadtsrias fijan el Bla cambio de fuentes
de carbono que reciben del vegetal.

La disponibilidad de P constituye uno de los ppatas limitantes para la FBN, afectando
principalmente la formacion de los nédulos. La vespa positiva a la disponibilidad de P
ha sido reportada en leguminosas tales como alfahol, poroto, mani, garbanzo y
gandul (Cassmaat al, 1981; Al-Niemiet al, 1997; Gyaneshwaat al, 2002; Kharet
al., 2007, Wangt al.,, 2007).

Varios aspectos del proceso de formacion de losuloédse ven limitados por la
disponibilidad de P (Schulz al, 2006; Kouat al, 2005). Los nddulos de plantas que
crecen con suficiente P presentan una concentraed@ste mineral superior a la que se
puede encontrar en tallos y raices, y en algunesscasta cantidad llego a representar el
1.5% del P total de la planta (Schu&teal, 2006). Por su parte, plantas que crecieron en
ambientes deficientes en P exhibieron un reduciguirgstro de carbohidratos a los
nédulos lo que afecto la iniciacion de la nodulaciél crecimiento de los nédulos ya
formados y disminucion marcada de la actividacog#nasa (Remarms al, 2007). Otro
estudio mostré que los bacteroides pudieron varggatos en su requerimiento de P aln
cuando la planta no evidencié este déficit (Al-Nietnal, 1997)

Solo unos pocos investigadores informan sobre padadad de cepas de rizobios para
solubilizar fosfatos (Chabet al, 1996, Haldeet al, 1992, Ahmackt al, 2008).

La solubilizacion porRhizobium leguminosarurpermiti6 aumentar el crecimiento del
maiz ¢ea maypy lechuga l(actuca sativacuando se inocul6 a la planta (Chaebal,
1996).

Existen numerosas publicaciones referidas al efgasitivo de la inoculacion combinada
de rizobios con bacterias de vida libre de los gEeseudomonaéKnigth y Langson-
Unkefer, 1988; Rosaset al, 2006) y Bacillus (Sindhu et al, 2002) sobre distintas
leguminosas. Estos efectos abarcan: inicio masrsmpde la nodulacion, incremento en
el nimero de nodulos, incrementos en la tasa e¢spa de raices y en la actividad
nitrogenasa, mejor absorcion de agua y nutrientas mejor estado general de la planta.
La coinoculacion corAzospirillumy bacterias solubilizadoras de fosforo increment6 e
crecimiento, rendimiento y captura de nitrogenafdio y otros minerales en sorgo y
cebada (Bashan y Holguin, 1997).

Los microorganismos solubilizadores de fosforo sgmariamente aislados por métodos
de cultivos en placa con medios con fuente de #lubhke como el empleado por Rosds
al. 2006 y el muy difundido medio descrito por Pikasga en 1948 (mas conocido como
medio PVK). Estas pruebas, de relativa eficiersgallevan a cabo mediante la seleccion
de los microorganismos que son capaces de progiudialo o zona clara alrededor de la
colonia debido a la produccion de acidos organgcosl medio circundante.



Sin embargo, la fiabilidad de esta técnica se pesoduda dado que numerosos
aislamientos, que no produjeron ningun halo visibtgdubilizaron fosfatos inorganicos en
medio liquido. Una modificacién sugerida en esteslios a fin de mejorar la claridad y
visibilidad de los halos es la utilizacion del galote azul de bromofenol suplementando
al medio (Guptat al, 1994).

Una critica que se le suele formular a los mediadidionales es la presencia de extracto
de levadura en su composicion ya que siempre eslblestrabajar con medios definidos,
en los que conocemos exactamente su composiciangdowse procura dilucidar el papel
de los microorganismos en la mineralizacion olsibhacion de nutrientes.

Por lo tanto, un nuevo medio definido, denominaddRNP (sigla en inglés del Instituto
Nacional de Investigacion en Botanica de la Indigd propuesto como alternativo al
medio PVK para la deteccion de microorganismosksiatadores de fosfatos (Nautiyal
1999).

Alfalfa (Medicago sativa ) es la leguminosa forrajera mas importante queulieva en

el pais, por la calidad de nutrientes que provetstma dietario. Esta leguminosa ha sido
tradicionalmente la base de la produccion forrajgrmnto al trigo, uno de los cultivos
iniciadores de la agricultura pampeana. La gransth de su cultivo se debe también a
su gran adaptabilidad a diferentes suelos y clyredlsmportante rol que juega en sostener
la estructura y fertilidad de los suelos, espe@alt®m cuando puede desarrollar la
simbiosis fijadora de Ncon cepas de rizobios (Muslera Paetoal, 1984; Viglizzo,
1995; Guifazu, 2009).

La mayor superficie cultivada corresponde a ladegiampeana subhimeda y semiarida
(provincias de Cordoba, Santa Fe, Buenos Aires Yampa) en donde las principales
limitantes para la FBN son la disponibilidad de agacidez del suelo y bajo niveles de
fésforo soluble (Hijano y Basigalup, 1995). La agtiura continua durante mas de 20
afos causoé un considerable decrecimiento en elr&ceable y, en menor medida, en el P
inorgénico total (Uriostet al, 1996)

En el area nucleo de Argentina, en condicionesdar®, la alfalfa puede producir entre 8
y 22 Ton. H&afio* de materia seca, dependiendo de la disponibilidddca del afio
(Hijano y Basigalup 1995). Esto implica para coidea medios de proteina del 20%, un
consumo cercano a los 500 kg'teio! de nitrégeno, posibles de ser exportados del area
de produccion, cuando se utiliza como forraje deecdajo condiciones de riego, con
rendimientos que pueden superar las 28 Ton, lascexdnes de nitrégeno se pueden
aproximar a los 800 Kg Hafio* (Collino et al, 1997; Raccat al, 1998).

La utilizacion para la siembra de semillas pre uhadas con rizobios de origen
extranjero, cuya eficiencia y adaptacion a las wiowles locales no siempre se conocen
(Dubois, 1999), y con escasa capacidad de compatante las cepas naturalizadas, trae
como consecuencia un bajo establecimiento de lalacdn y por consiguiente una
escasa reposicion del nitrégeno removido del suglor cuando la inoculacion esta
relativamente difundida, en la actualidad no sddtarminado la proporcién relativa de la
FBN que proveen las cepas introducidas respect@d@ativas o naturalizadas, ni la
competencia que se genera en el suelo, entre @das)a ocupacion de los sitios
potenciales para la formacion de nodulos.

Por lo tanto, el desarrollo de productos biotecgiclis que involucren microorganismos
rizosféricos reviste un gran interés a efecto dénupar la FBN e incrementar la
absorcion de agua y nutrientes en los cultivos.



1.1.- Hipotesis:

La solubilizacion microbiana de fosfatos a parter dna misma fuente insoluble se
encuentra influenciada por la composicion del meeéicultivo

La inoculacion de alfalfa con microorganismos siizddores de fosfatos tiene un efecto
promotor de la fijacion biolégica del nitrégenolyceecimiento vegetal en condiciones de
baja disponibilidad de fésforo

1.2.- Objetivo general:

Estudiar la capacidad de solubilizar fosfatos defdersas fuentes por microorganismos
nativos y cepas de coleccion y evaluarlos en essdg@oexistencia, inoculacion simple y
mixta en alfalfa.

1.2.- Objetivos especificos:

- Caracterizar cepas d&inorhizobium melilotB399, Pseudomonas fluoresce@$1A0 y
otras especies bacterianas en cuanto a su capalgdsaubilizar fosfatos de Ca, Fe y Al
en diferentes medios de cultivo.

- Estudiar la coexistencia de la cepa bacterig®morhizobium meliloti B399 con
Bacillusspp. R19 yseudomonas fluoresce@siA0

- Evaluar cepas bacteriangsorhizobium melilotB399 en inoculacion simple y mixta
conPseudomonas fluoresce@$1AO yBacillusspp R19 sobre el cultivo de alfalfa.



2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.-Ensayos de solubilizacién de distintas fuentede P (fésforo) en medios

alternativos:

En estos ensayos se emplearon diferentes cepasi@aas, nativas y de coleccion, que se

listan en la siguiente tabla:

Cept Caracteristice Referenci
Pseudomona Produccion de antibidticos, fitohormonas | Défago et al.,
fluorescens<CTHAQ solubilizacion de fosfatos 1990

Bacillus spp. R1!

Aislamiento desde la rizosfera de soja, produc
de antibiéticos con capacidad antifungica

Olmedo, 200

Sinorhizobium melilo
B399

Simbionte de alfalfa, fijacion de nitrégeno. Ci
recomendada por INTA para inocular alfalfa
Argentina

Guifazu et al,
cA010

Pseudomonas putic | Solubilizacion de fosfat Rosas et al,
SP22 2006
Pseudomonas  putii | Produccién de antibiéticos, control biolégico | Pastor et al.,
PCI2 fitopatdgenos en tomate 2012

Bacillus spp. TO:

Aislamiento desde rastrojo de soja, produccioi
antibiéticos con capacidad antifingica

Audisio et al,
2005

Bradyrhizobiun Simbionte de soja, fijacion de nitrdgeno | Andrés et al.,
japonicumA86 resistencia al fungicida thiram 1998
Pseudomona Produccion de antibitticos, acido indol acétic | Andrés et al.

aurantiacaSR1

inductor de resistencia sistémica

2011

Sinorhizobium melilo
3D0Oh13

Simbionte de alfalfa, fijacibn de nitréger
solubilizacion de fosfatos, produccién
sider6foros

Rosas et al,

de2006

Para los ensayos de solubilizacion, los microosyaos se sembraron en cajas de Petri que
contenian los diferentes medios a evaluar, preséotiuentes de fésforo insoluble, bajo las
formas de fosfatos de Ca, Al y Fe.

Cada una de las cepas, aisladas y mantenidas eio M8& 25%, fue sembrada por
picadura en los siguientes medios de cultivo:

2.1.1- Etapa 1. Medio inicialmente descripto pdofkir(1992) y modificado por Rosast
al. (2006) con variaciones en la fuente de P.

Glucosa 2049
Extracto de levadura 29
P-tricalcico 29
Agar 15¢
Agua hasta 11

Medios alternativaosse reemplazo el P-tricélcico por igual cantidadPdAl y P-Fe.
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En estos medios se agregd GaCt para reemplazar la fuente de calcio
2.1.2- Etapa 2. Medio PVK, disefiado por Pikovsk@d@8), original y variando la fuente
de P.

Glucosa 10 g
P-tricalcico 5 g
(NH4)2SO, 05 ¢
NacClo. 2 g
MgSQ,.7H20 01 g
KCI 02 g
Extracto de levadura 05 g
MnSQO,.H0O 0.002 g
FeSQ.7H,O 0.002 g
Agar 15 g
Agua hasta 1 I

(Opcibn: se agrego en una repeticion de la expadaekezul de bromofenol 0.025 g/l)
Medios alternativosse reemplazoé el P-tricélcico por igual cantidadPdAl y P-Fe.
En estos medios se agregd CaCl2 1 g para reempdaizeante de calcio

2.1.3- Etapa 3. Medio NBRIP (Nautiyal, 1999) , ar@ y variando la fuente de P

Glucosa 10 g
P-tricalcico 5 g
MgCl,.6H20 5 g
MgSQ,.7H20 025 g
KCI 02 g
(NH4)2S5Q, 01 g
Agar 15 g
Agua hasta 1 I

(Opcibn: se agrego en una repeticion de la expadaekzul de bromofenol 0.025 g/l)
Medios alternativasse reemplazo el P-tricalcico por igual cantidadPdAl y P-Fe.

En estos medios se agregd Gall para reemplazar la fuente de calcio.
Se incubd a 28 °C y diariamente se observo la eniwdel crecimiento, midiendo en mm
el radio del halo que se iban formando en torreoalonia.

2.2-Ensayos de coexistencia entre las cepas baagds de Sinorhizobium meliloti
B399 conPseudomonas fluorescer@HAO y Bacillus spp. R19

Se realiz6 en los medios de cultivo YEMA (Vincet®,70) y TSA diluido al 25% (Agar
Tripticasa Soya — Laboratorio Britania, ArgentinBds cepas se sembraron por estriado
hasta el centro de la caja de Petri, cada unaendwiuna mitad de la superficie del medio
de cultivo. Se realizaron siembras simultaneas pa@adas, en este Ultimo caso, la
segunda cepa se sembré una vez que se obsenatietiento de la primera. Los medios
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sembrados se incubaron a 28°C durante un laps@seen48h, debido a la velocidad de
crecimiento de las cepas.

2.3.-Ensayos de inoculacion y/o co-inoculacion delfafa en condiciones de
invernaculo:

Las semillas de alfalfa fueron desinfectadas pdtaeign durante 10 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio al 30% (diluciam lease a la formulacion comercial 55
g/l). Para los ensayos de inoculacion, fueron saddw bajo condiciones asépticas en
bolsas de polietileno negro de 14 cm de alto pam@e ancho, conteniendo cada una
1kg del soporte perlita/arena (2:1). Las plantaardn inoculadas 2 dias luego de la
emergencia. La inoculacion se realizé aplicandcelesitio de siembra 2 mililitros del
cultivo bacteriano (en fase exponencial tardia mienzo de fase estacionaria) sobre el
sistema radical de cada plantula.

Las plantas fueron regadas alternativamente coa dgstilada y solucion de Jensen libre
de N (Vincent 1970) modificada en su fuente dedBf¢fro), originalmente el P proviene
de CaHPQYK,HPQ, y es reemplazado por §£BOy),.

Los controles no inoculados fueron regados de tm@aimanera pero con la adicion de
0.5% KNG por litro de solucion de Jensen como fuente dégeno y manteniendo su
fuente original de P soluble.

El ensayo incluyo los siguientes tratamientos:

Inoculacién simple con la cef@norhizobium melilotB399 (recomendada por INTA para
la inoculacion de alfalfa en Argentina)

Inoculacion simple con la cepa bacteri®saudomonas fluoresce@$1AO

Inoculacion simple con la cepa bacteri@zeillusspp R19

Inoculaciéon mixtaSinorhizobium melilotB399 —Pseudomonas fluoresce@$1A0O
Inoculacion mixtaSinorhizobium melilotB399 —Bacillusspp R19

Control no inoculado y suplementado con N (0.008gKNG; a la solucion de Jensen)
Control no inoculado y sin N

La experiencia se llevdo a cabo en invernaculo grm@édtivamente en camaras bajo
condiciones controladas de luz y temperatura y(fltlo de 16 hs de luza 28 £+2°Cy 8
hs de oscuridad a 16 + 2 °C y bajo una intensidaudnica de 22QE/m2/s y pH de 7).
Aproximadamente 50 dias luego de la siembra sei@viingitud de tallos y raices, peso
seco de parte aérea y radical, nimero de nédulpsrficie radical (Técnica de Carley y
Watson, 1966) y estado general de la planta.

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y cadaeta contenia 4 plantas. Los resultados
fueron analizados estadisticamente por andlisia darianza (ANOVA) y la comparacion
de medias se realizd0 mediante el test de Dunean @.05). Estas evaluaciones fueron
realizadas por medio del Software Estadistico lta#b@®i Rienzoet al, 2009)).
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3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Ensayos de solubilizacién de distintas fuerstele P en medios alternativos

Los resultados obtenidos se muestran en las tapfay 3 respectivamente. En la tabla 1
podemos observar que las cepR@seudomonas putid&P22, Bacillus spp. R19 y
Pseudomonas fluoresce@HAO tienen mejor crecimiento en el medio cuyante de
fosforo es fosfato tricalcico. Ademas estas cepasgiyjeron halo en ese medio lo que
evidencia su capacidad para solubilizar el fésforo.

TABLA 1. Medio inicialmente descripto por FrionB@2) y modificado por Rosas et
al., (2006) con variaciones en la fuente de fésforo

48HS
FRIONI-Ca FRIONI-Fe FRIONI-AI
CEPA @ (mm) |halo{mm) @(mm) halo{mm) @(mm) hala{mm)
Sinorhizobium meliloti B399 0.5+00 05+01 0.5+01
Pseudomonas fluorescens CHAD 130142 30+14 05+01 0,5+01
Pseudomonas putida sp22 126+28 F2+25 0A+01 05+01
Pseudomonas putida pcL2 3.8+6,7 20+01 0,6+01 05+01
Bacillus sp. R19 0500 0501 0501
Bacillus sp. TO1 0.5+00 05+£01 05+01
Bradyrhizobium japonicum ABG 06+00 05+01 05+01
Pseudomonas aurantiaca SR1 0,5+£0,0 05+01 0,5+01
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 3.0£05 05+£01 05+£01
T2HS
FRIONI-Ca FRIONI-Fe FRIONI-AI
CEPA halo(mm) @(mm) halo({mm) @(mm) halo(mm)

Sinorhizobium meliloti B399 3+11 32+13 27+09
Pseudomonas fluorescens CHAD 120+567 | 25+19 1,0 £ 01 50+01

Pseudomonas putida Sp22 150+£33 48+19 24 £ 08 22402
Pseudomonas putida PCL2 15711 20+01 45 + 05 ET+ 05
Bacillus sp. R19 12,0 £4.6 36+ 038 42+ 04
Bacillus sp. TO1 13358 W7 8.7 9.0+ 0.8
Bradyrhizobium japonicum A6 80x27 3.0+ 01 Aot 24
Pseudomonas aurantiaca SR1 30,0+£01 65 + 05 6.7+ 1.7
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 365+05 32 + 18 36+15
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144Hs

FRIONI-Ca FRIONI-Fe FRIONI-AI
CEPA @(mm) halo{mm) @(mm) hala({mm) @(mm) hala(mm)
Sinorhizobium meliloti B399 38+12 45111 7.1+0,6
Pseudomonas fluorescens CHAOD 177+55 4.0+08 16 + 01 43+156
Pseudomonas putida 5p22 N.3+1.0 91+2.0 25 + 05 32+17
Pseudomonas putida PCL2 190+11 12+04 72+ 09 6H+05
Bacillus sp. R19 221190 40+01 6BE + 05 BO0+21
Bacillus sp. TO1 223+49 30,0 £ 9.2 16,045
Bradyrhizobium japonicum A6 13,7235 | 3.0+0.1 57 £ 09 6,7 £1,8
Pseudomonas aurantiaca SR1 <Al 100 + 0.8 106 +£1.7
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 40+056 3B + 05 ET+12

En la tabla 2 podemos observar, al igual que emeglio descripto por Frioni, que las
cepas SP22Pseudomonas fluorescerGHAO y Bacillus spp R19 tienen buen
crecimiento en el medio PVK con fuente de fosfoicétcico, estas forman halo clorético.
La cepaSinorhizobium melilotB399 presentan bajo crecimiento cuando el fosg®o
encuentra como tricalcico como asi también ligadaiearo y al aluminio. Aunque esta
cepa no presenta halo no podemos decir que no kemapacidad de solubilizar el

fosforo.

TABLA 2. Medio PVK, original y variando la fuente fidsforo.

48 HS
PVK-Ca PVK-Fe PVK-AI
@ colonia @ colonia @ colonia
CEPA (mm) halo{mm) (mm} halo{mm} (mm) halo{mmy}

Sinorhizobium meliloti B390 33+05 - 16+05 - 23+23
Pseudomonas fluorescens CHAD 7.3£156 1.3£05 36115 - 1.0+ 00
Pseudomonas putida sp22 50+01 30+01 5H+07 -

Pseudomonas putida PCL2 50+01 05+01 16407 - -

Bacillus sp. R19 86+£15 23+05 1,001 - 20£10
Bacillus sp. TO1 236+556 - 30+£17 - 28+22
Bradyrhizobium japonicum ABG 63+05 1305 1605 - 1.8+1.0
Pseudomonas aurantiaca SR1 95107 1,001 = 1.0+£01
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 23+05 3.0+£10 - 1.8+12
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72 HS

PVK-Ca PVK-Fe PVK-AI
CEPA @ colonia @ colonia @ colonia
(mm) halo{mm) (mm) halo{mm) (mm) halo{mm)
Sinorhizobium meliloti B300 33205 = 2605 - 23+£05
Pseudomonas fluorescens CHAD 76+15 1,305 46+05 - 3.0+1.0
Pseudomonas putida sp22 10,0 £ 0,1 4001 65+21 - 05+01
Pseudomonas putida pCL2 60+01 1.0+01 25107 - 05+01
Bacillus sp. R19 90+20 26+11 20£1.0 - 23+£05
Bacillus sp. TO1 253+57T - 3611 - 50+£01
Bradyrhizobium japonicum A6 7001 20101 23+05 - 21107
Pseudomonas aurantiaca SR1 10,0 £ 0,1 30+28 - 1.0+0.1
Sinorhizobium meliloti 3D0Oh13 23+05 3010 - 20+01
144 HS
PVK-Ca PVK-Fe PVK-AI
CEPA @ colonia @ colonia @ colonia
(mm) halo{mm) (mm) halo{mm) (mm) halo{mm)
Sinorhizobium meliloti B300 3605 - 26+05 - 33+05
Pseudomonas fluorescens CHAD 13,3+£35 4017 50+01 - 33+05
Pseudomonas putida 5p22 17.0+14 656+07 G.A+21 - 05+01
Pseudomonas putida PCL2 1056+07 20+01 3.0+£01 - 05+01
Bacillus sp. R19 146+20 36+11 45+£08 - 26+11
Bacillus sp. TO1 29,0+8.1 - 50+1,0 - 6305
Bradyrhizobium japonicum AB6 14320 [ 3605 26+05 - 26+05
Pseudomonas aurantiaca SR1 125+21 1,0£0.1 40+28 - 1,0£0.1
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 26405 33+156 - 20401

En la tabla 3 podemos observar que en el medio RBRHonde el fésforo esta ligado a
Ca, la formacion de halo de solubilizacién en lyonga de las cepas ensayadas. Las cepas
fluorescel®HAO,

gue se utilizaran en los ensayos de inoculacPsefdomonas
R19) nuevamente tienen mejor ioneEmto

Sinorhizobium melilotiB399 y Bacillus
cuando el fosforo se encuentra como P-tricalcidagdal que en los medios anteriores, no
se observa la formacion de halos cuando el fédst® ligado a Fe y Al.

TABLA 3. Medio NBRIP, original y variando la fuedifosforo.
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24 HS
NBRIP-Ca NBRIP-Fe NBRIP-AI
@ colonia @ colonia @ colonia
CEPA {mm) halo{mm)} (mm) halo(mm) (mm) halo{mm)
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 45+07 _ 1,0+0,1 _ 1,0+ 01 _
Pseudomonas fluorescens CHAD 80+14 1.5+01 20£01 _ 27£1.0 _
Pseudomonas putida sp22 10,0 £ 2.8 22103 E0+28 _ 1.0+01 _
Pseudomonas putida pcL2 65+07 1.0+01 20+£01 _ 42410 _
Bacillus sp. R19 58+32 1.7+0.3 36£15 _ 26120 _
Bacillus sp. TO1 20+£1,0 _ 1.3+05 _ 13+05 _
Pseudomonas aurantiaca SR1 65+07 05+01 1,0+0,1 _ 1,0+01 _
Sinorhizobium meliloti B399 28+1.0 _ 1102 _ 1,3£05 _
Bradyrhizobium japonicum AS6 75143 2001 2017 _ 21+12 _
72 HS
NBRIP-Ca NBRIP-Fe NBRIP-AI
CEPA @ colonia @ colonia @ colonia
(mm) halo{mm) (mm) halo{mm) (mm) halo{mm)
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 45107 _ 12403 _ 1.0+01 _
Pseudomonas fluorescens CHAD §0+14 1.5+01 20+01 _ 3507 _
Pseudomonas putida 5p22 1M10+14 30+£14 55121 _ 1.0+ 0.1 _
Pseudomonas putida PCL2 9014 1,703 22+03 _ 45+14 _
Bacillus sp. R19 7.0£206 1.6+02 43+20 _ 26+20 _
Bacillus sp. TO1 45+08 _ 13405 _ 25+£13 _
Pseudomonas aurantiaca SR1 7.0+£0,7 1,0+01 1507 _ 1.0+ 01 _
sinorhizobium meliloti B399 31+0,7 _ 15205 _ 1305 _
Bradyrhizobium japonicum AS6 8.6+3,2 1605 28+27 _ 25+13 _
144 HS
NBRIP-Ca NBRIP-Fe NBRIP-AIl
CEPA @ colonia @ colonia @ colonia
(mm) halo{mm) (mm) halo{mm) (mm) halo{mm)
Sinorhizobium meliloti 3D0h13 50+01 1,0+01 12403 _ 1.0+£01 _
Pseudomonas fluorescens CHAD 105+21 22403 2501 _ 3507 _
Pseudomonas putida Sp22 137203 | 3,7£03 55+21 _ 1,0 £ 0.1 _
Pseudomonas putida PCL2 100+14 | 20+01 35207 _ 57+1.0 _
Bacillus sp. R19 13.,0+£34 | 40410 46+25 _ 3017 _
Bacillus sp. TO1 6311 1,0+01 18+1.0 _ 2807 _
Pseudomonas aurantiaca SR1 9014 1.0£01 20+01 _ 1,7+0.3 _
Sinorhizobium meliloti B399 36105 _ 1,8+02 _ 168+02 _
Bradyrhizobium japonicum AB6 140+26 | 41+07 30+26 _ 25+13 _

Como se puede observar las cepas estudiadas @edeados los medios de cultivo, si
bien lo hacen mejor en los medios suplementadosaloio.

En las condiciones de nuestro estudio, los reswdtadbtenidos en los medios
tradicionalmente usados para la deteccion de lab#ighcion de fosfatos pudieron ser
reproducidos en el medio NBRIP, tal como lo proppsoNautiyal (1999).

Por otra parte, el empleo del colorante azul denbfenol en los medios, sugerido por
Gruptaet al. (1994) permiti6 una mejor visualizacion del residtacuando los halos
estuvieron presentes.
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3.2.- Ensayos de coexistencia de la cepas bactedarsinorhizobium meliloti B399
conBacillus spp. R19 yPseudomonas fluorescerfSHAO

Foto 1. Ensayo de coexistencia en medio YEMA (Vincent, )9%&ntre las cepas
bacterianasinorhizobium melilotiB399 yBacillusspp. R19 en siembra simultanea.

Se puede observar el crecimiento de ambas cepdsasan en medio de cultivo YEMA,
por lo que podemos decir que coexisten en el misexdio.

Foto 2. Ensayo de coexistencia en medio YEMA (Vincent, )9#&ntre las cepas
bacterianasinorhizobium melilotiB399 yBacillusspp. R19 en siembra espaciada en el
tiempo.

Se sembré en primer lugar la ceiIIus spp. R19 y en segundo lugar la cepa
Sinorhizobium melilotiB399 observandose el crecimiento conjunto desdstaterias, por
lo que la primera no inhibe, por compuestos antimhi@nos, a la segunda.
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Foto 3. Ensayo de coexistencia en medio YEMA (Vincent, )9#&htre las cepas
bacterianasSinorhizobium melilotiB399 yPseudomonas fluoresce@$1A0 en siembra
espaciada en el tiempo.

Se puede apreciar qieseudomonas fluoresce@$1A0, sembrada inicialmente, no ejerce

ningun efecto inhibitorio sobre la cepa B399, esrdmmbas pueden coexistir en el mismo
medio.

Foto 4.Ensayo de coexistencia en medio TSA diluido al 2B%ar Tripticasa Soya—Lab.
Britania) entre las cepas bacteriand@sorhizobium melilotiB399 y Beudomonas
fluorescens<THAO, en siembra espaciada.

En este medio de cultivo se observé crecimientandieas cepas bacterianas sin inhibicion
cuandoPseudomonas fluoresce@HAO se sembrd primero qu&inorhizobium meliloti
B399 y viceversa.
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Foto 5.Ensayo de coexistencia en medio TSA diluido al 2B8&ar Tripticasa Soya—Lab.
Britania) entre las cepas bacteriaBasorhizobium melilotiB399 yBacillusspp R19, en
siembra espaciada.

También aqui se puede observar buena coexistamotestas dos cepas bacterianas.
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3.3.- Ensayos de inoculacion y/o coinoculacion delfefa en condiciones de
invernaculo

En la siguiente tabla se presentan los resultadieniolos en la evaluacion de raices:
TABLA 4. Parametros de la parte radical de plantulas ddfaliaoculadas con

Sinorhizobium melilotB399,Pseudomonas fluoresce@$1A0 y Bacillusspp. R19.
Los datos se obtuvieron a los 50 dias de cultivo.

. < . . Peso Seco de Numero de
. Longitud de Area superficial , .
Tratamiento - (ml NaOH) raices nddulos por
(g/ planta) planta
Control no inoculado
sinN 14,36 £ 2,45 a 0,87+0,39 ab 0,01£2,2 a 0 c
Control no inoculado
con N 18,4+2,45 ab 0,75+0,39 a 0,01+2,2 a 0 c
Sinorhizobium
meliloti B399 24,4+245 b 1,46 £ 0,39 ab 0,04+2,2 c 1,2+0,3 ab
Pseudomonas
fluorescens CHAO 25,61+2,45 b 2,17 +£0,39 bc 00322 b 0,3+0,3 bc
Bacill . R1
acillus spp. R19 2661245 b 2,99%0,39 c 0,042,2 c 0,303 bc

B399 + CHAO

246+2,45 b 1,09+0,39 ab 0,05+2,2 d 1,9+0,3 a
B399 + R19

16,2+2,45 a 0,75%+0,39 a 0,05+2,2 d 1+0,3 ab
B399 control

21+3,87 ab 0,93+0,72 ab 0,05+2,2 d 1,5+0,48 a

Los datos representan la media de 10 plantas patactatamiento. Los valores promedios
seguidos de letras diferentes denotan diferencignificativas estadisticamente significativas

(p<0,05) segun prueba de Duncan

Longitud de raices:

Los tratamientos B399, CHAO, R19 y el tratamient-iroculado B399+CHAO
presentan diferencias significativas respecto atiamniento control no inoculados sin
nitrégeno, sin embargo no hubo diferencias siggifi@s entre los tratamientos de
inoculacion simple y co-inoculados con respectmoatrol no inoculado con nitrégeno

Area superficial:

El tratamiento microbiano R19 presento diferencégnificativas en cuanto a los
controles no inoculados, sin embargo el tratami€&HAO también presento una buena
area superficial radical mostrada a través de omeantidad de titulacion.
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Peso seco de las raices:

Tanto los tratamientos inoculados como los co-itemtms presentaron diferencias
significativas con respecto a los controles no uhedos, pudiendo observarse que los
ensayos co-inoculados (B399+CHAOQO) y (B399+R19) kenque mayor peso seco han
mostrado.

Numero de nddulos por planta:
No se observaron diferencias significativas compee® al nUmero de nodulos entre el
tratamiento inoculado B399 y co-inoculados coneegpal control B399.

El resultado de la evaluacion en parte aérea semen la siguiente tabla:
TABLA 5: Pardmetros de la parte aérea de plantulas de aalfaticuladas con

Sinorhizobium melilotB399,Pseudomonas fluoresce@$1A0 y Bacillusspp. R19.
Los datos se obtuvieron a los 50 dias de cultivo.

. Longitud de tallos  Peso Seco de tallos
Tratamiento

(cm) (g/planta)
Control no inoculado sin N 15,46 £1,53 ab 0,0436 bc
Control no inoculado con N 17,24 £ 1,53 abc 0,043+6 ab
Sinorhizobium melilotiB399 19,1 + 1,53 bcd 0,04 +3,6 a
Eﬁf:gomonas fluorescens 22,27 1,53 d 0,05+3,6 abc
Bacillus spp. R19 22,02+1,53 cd 0,05 +3,6 abc
B399 + CHAO 15,8+ 1,53 ab 0,05+3,6 ¢
B399 + R19 15,7+ 1,53 ab 0,06 £3,6 ¢
B399 control 12,75+2,42 a 0,11+3,6 d

Los datos representan la media de 10 plantas patactratamiento. Los valores promedios
seguidos de letras diferentes denotan diferencignificativas estadisticamente significativas
(p<0,05) segun prueba de Duncan.
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Longitud de los tallos:

Se presentan diferencias significativas del tra¢atoi microbiano pseudomonas
fluorescensCHAO vy Bacillus spp. R19 respecto al control B399 y controles no
inoculados.

Peso seco de los tallos:

Los tratamientos inoculados no presentan diferenaignificativas respecto a los
controles no inoculados, pero si presentan diféasnsignificativas las bacterias co-
inoculadas con respecto a los controles no inoosladn nitrégeno.

En el presente trabajo se analiz6 la capacidad#iahdora de fosforo inorganico de la
cepa deSinorhizobium meliloti B399 junto a otras cepas de referencia en medios
alternativos. Respecto a esto se puede decir gdespanibilidad del fosforo puede ser
facilitada por la accion de algunos hongos y bagesolubilizadores de fosfatos de
calcio, hierro y aluminio (Tandon y Roy, 2004; Ridthlson et al., 2009).

En el medio de cultivo NBRIP con fuente de Ca cdosfato tricalcico se observo el
mejor crecimiento de las cepas con respecto attos dos medios, presentando halos de
mayor didmetro, lo que evidencia la capacidad gueeh estas bacterias de solubilizar el
fosforo.

En el caso de B399 evidencio un lento crecimiegt@®l mejor comportamiento lo
demostro en este medio de cultivo

Joneset d. (1991) y Whitelaw (2000) mencionan que la augsende halos de
solubilizacién en los medios de cultivo sélido rex@sariamente indica que el organismo
carezca de habilidad solubilizadora, sino que pesibnte este tipo de medios son
insensibles para detectar la actividad de alguriosborganismos, lo que evidencia la no
deteccién de halos en los medios de cultivo coe B-P-Al.

Con los resultados observados podemos inferir gueteccion a nivel de laboratorio de
la solubilizacion microbiana de fosfatos a parte¢ dna misma fuente insoluble se
encuentra influenciada por la composicion del meéiaultivo.

Del andlisis de los parametros fisiologicos ennslago con alfalfa se pudo observar que
se incremento el crecimiento de las plantas emamianhto de inoculacion, o que nos
indica que hay una asociacion benéfica por partéasld®GPR con la especie vegetal
inoculada

Se observé un incremento del crecimiento de lagesaiya que estas bacterias PGPR se
caracterizar por favorecer el crecimiento de lasnmas. Las cepas B399, CHAO y R19
como asi también lasco-inoculadas desarrollaroronmapgitud de raices, aumentando su
capacidad de exploracién en la rizosfera concomand lo descripto por Glick (1995).
También se observo un incremento significativolgeeso seco de las raices.
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En cuanto a la longitud de los tallos se presentthayor crecimiento en los tratamientos
con CHAO, R19 y B399 en inoculacion simple, peroasd en las co-inoculadas y no
presentaron diferencias significativas en cuantoeab seco, pero se noté mayor peso en
los tratamientos con CHAO, R19 y bacteriasco-inadas, favorecido por el desarrollo de
las raices.

La titulacion nos da evidencia sobre la capacidadhborcion de agua y nutrientes de las
raices, esta se puede observar con el area déisepadical.

El tratamiento R19 es el que mostré diferenciasifsigitivas, pero también se vio un
incremento considerable en CHAO y B399, lo que esegique pueden colaborar en
aumentar la disponibilidad de P para el crecimierdgetal solubilizando este mineral
desde complejos y formas insolubles (Goldstein6188ceyet al, 1989).

Respecto al numero de nédulos no se observo difieesignificativas pero aun asi fue
mayor la cantidad en el tratamiento co-inoculado B899 + CHAO, lo que lo que
evidencia el efecto positivo de la inoculacién caratla de rizobios con bacterias de vida
libre de los géneros Pseudomonas (Knigth y Langsdtefer, 1988; Rosas et al., 2006)
y Bacillus (Sindhu et al., 2002) sobre distintagilminosas.

Podemos concluir diciendo que el empleo de micerdsgnos PGPR favorece el

crecimiento de los cultivos en condiciones de bamncentracion de fosforo,
constituyendo una alternativa para aprovechar ése¢ fé6sforo menos disponibles.
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4- CONCLUSION

En el presente trabajo se pudo observar que eanlesyos de solubilizacion las cepas
bacterianasSinorhizobium meliloti B399 pudieron crecer en condiciones de baja
disponibilidad de fosforo, presentando el mejor portamiento en medios de cultivo con
fuente de fosforo como fosfato tricalcico; estaacep produjo halo en ninguno de los tres
medios de cultivo utilizados, sin embargo no poderdecir que la misma no tiene
capacidad de solubilizar fosforo en estas condesate cultivo.

Se observé que a nivel de laboratorio la solulmiiza de fosfatos a partir de una misma
fuente insoluble se encuentra influenciada pooflaposicion del medio de cultivo.

Respecto a la inoculacion de las plantulas defaltan microorganismo promotores del

crecimiento (PGPR) se pudo observar que en comdisiale baja disponibilidad de

fosforo, favorece el desarrollo de estas plantmeindose un aumento en cuanto a
longitud de raices, peso seco de raices y areatad

La inoculacion con microorganismos PGPR ante esmende baja disponibilidad de
fosforo favorece el crecimiento de los cultivosensio una alternativa al uso de
fertilizantes quimicos reduciendo los costos que ékimo implica, como asi también un
menor impacto ambiental

Cabe destacar que estos resultados son a nivabdeatorio con siembra en invernaculo
en condiciones totalmente estériles, sin embargotedajo se deberia complementar con
un ensayo a nivel de campo con sus respectivaagblesi en cuestion para que se pueda
tener mayor seguridad antes de sugerir su apbicai las actividades productivas
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6.- ANEXO

Foto 1: Lote de plantulas de alfalfa sembradas e inoculeddaboratorio

Foto 2: Pantulas de alfalfa control no inoculado y supletadn con N (0,005 g/l de
KNOs; a la solucién de Jensen) y plantulas de alfalférobno inoculado y sin N

W0 INcCULADO NO INDCUL
CONN" SIN N
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Foto 3: Fantulas de alfalfa inoculadas con la cepa bataisanorhizobium melilotB399,
regadas alternadamente con agua destilada y seldeidensen modificado.

¢102/90/1¢

Foto 4: Pantulas de alfalfa inoculadas con la cepa bactaf®seudomonas fluorescens
CHAQO, regadas alternadamente con agua destiladiugién de Jensen modificado.
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Foto 5: Plantulas inoculadas con la cepa bacteriaBacillus spp. R19, regadas
alternadamente con agua destilada y solucion dedenodificado.

F

¢10¢/90/1¢

Foto 6: Plantulas de alfalfa co-inoculadas con cepas bantes B399 + R19, regadas con
agua destilada alternada con solucién Jensen roadii
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Foto 7: Plantulas de alfalfa control, inoculadas con lpacginorhizobium melilotB399,
regadas con agua destilada alternada con solueiged.
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Analisis de la wvarianza

Variable N E* ER* 43 CW
Longuitud de Tallo (cm) 74 0,28 0,22 27,04

Cnadro de Andlisis de la Varianza (3C tipo IITI)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 637,52 7 91,07 3,87 0,0014
Tratamiento &37,52 7 91,07 3,87 00,0014
Error 1551,48 66 23,51
Total 2189,00 73

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 23,5072 gl: &&
Tratamiento Mediaz n E.E.

3,00 22,27 10 1,53 L

4,00 22,02 10 1,55 B B

5,00 1,10 10 1,53 B B C
2,00 17,24 10 1,53 E C D
&, 00 15,80 10 1,53 C D
7,00 15,70 10 1,53 C D
1,00 15,46 10 1,53 C D
8,00 12,75 4 2,42 D

Medizs con una letrs comin ne son significativamente diferentesp<= 0,05}

Variable N E* R=* Rj CW
Longuitud de Raiz (cm) 74 0,27 0,20 36,11

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo l1496,64 7 213,81 3,57 00,0026
Tratamiento 14%&,64 7 213,81 3,57 0,002&
Error 3952,43 &6 59,89
Total 5449,07 73

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 59,8853 gl: &€&

Tratamiento Medias n E.E.

4,00 26,60 10 2,45 &

3,00 25,61 10 2,45 A

6,00 24,60 10 2,45 &

5,00 24,40 10 2,45 &

8,00 21,00 4 3,87 A B

2,00 18,40 10 2,45 & B

7,00 16,20 10 2,45 B

1,00 14,36 10 2,45 B

Msdizs con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0,05}
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Variable

N E*

RT L3

o

HN® de Hodulos

74 0,36

0,29 132,79

Cnadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 33,34 T 4,Te 5,27 00,0001
Tratamiento 33,34 7 4,76 5,27 0,0001
Error 582,70 66 0,90
Total 93,04 73
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,58045 gl: &&

Tratamiento Mediaz n E.E

6,00 1,90 10 0,30 A

8,00 1,50 4 0,48 A

5,00 1,20 10 0,30 A B
7,00 1,00 10 0,30 A B
3,00 0,30 10 0,30 BE C
4,00 0,30 10 0,30 BE C
1,00 0,00 10 0,30 C
2,00 0,00 10 0,30 C

Medizs con uns letrs comuin no son

Variable

N E*

E* &

]

oW

Titulacidn (ml) 73 0,31 0,2

3 87,36

Cnadro de Analisis de

la Varianza

signifigativaments diferentes(p<= 0,05}

(SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 44,098 6,30 4,10 O©,0009
Tratamiento 44,09 /7 6,30 4,10 0,000%9
Error 99,90 65 1,54
Total 143,99 72
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 1,53689 gl: &5
Tratamiento Medias n E.E.

4,00 2,99 10 0,39 &

3,00 2,17 10 0,39 A B

5,00 1,46 10 0,389 B C

6,00 1,09 10 0,38 B C

8,00 0,93 3 0,72 B C

1,00 0,87 10 0,39 B C

2,00 0,75 10 0,389 C

7,00 0,75 10 0,39 C

Medizs con una letrs comin no son significativamente diferentes(p<= 0,.05)
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