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RESUMEN

Con el objetivo de promover la germinacion, implantacion y el crecimiento temprano en
plantulas de soja [Glycinemax L. (Merr)] durante los primeros estadios del desarrollo vegetal, se
evalué el efecto de la aplicacion de rizobacterias fijadoras de nitrdgeno del género
Bradyrhizobium, en combinacién con tres hormonas vegetales (auxinas, giberelinas y
citocininas).Se realiz6 un experimento con un disefio completamente al azar con arreglo factorial
con ocho tratamientos. Las semillas fueron cultivadas en dos condiciones experimentales, de
acuerdo a su estado fenoldgico: 1-camara de germinacion en condiciones sugeridaspor ISTA
(International Seed Test Association) para evaluar energia germinativa (EG), poder germinativo
(PG), longitud del hipocétilo y longitud de la radicula; 2- cdmara de cultivo, durante 14 dias con
fotoperiodo de 16 hs de luz a 25° C y 8 hsde oscuridad a 20° C y con 80 % de humedad relativa
(HR), para evaluar lossiguientes parametros de crecimiento temprano: (a) peso (fresco y seco)
aéreo yradical, (b) longitud aérea y radical (c) longitud laminar (d) n° de hojas trifoliadas y (e)
sistema de nodulacién,como nimero de nédulos en raiz principal, secundaria y porcentaje de
plantas noduladas, por elTest de eficiencia de Burton modificado.Nuestros resultados sugieren
que la cepa E109 de B. japonicum posee la capacidad de promover la germinacion,
establecimiento ycrecimiento temprano de semillas y plantulas de soja y que tal capacidad
tendria como base fisiolégicala actividadde compuestos reguladores del crecimiento vegetaldel

tipo fitohormonas.

PALABRAS CLAVE: Bradyrhizobium japonicum, fitohormonas, auxinas, giberelinas,

citocinina, soja, Glycinemax.



1. INTRODUCCION

1.1. Fundamentacién

El cultivo de soja [Glycine max L. (Merr)], es uno de los mas importantes en la
produccion de granos a nivel mundial, debido por una parte a la gran adaptabilidad que tiene
la planta a diferentes climas, suelos, fotoperiodos y, por otra, a la gran cantidad de usos que
posee después que es cosechada, estando entre los mas relevantes la produccion de aceite y
harina de soja, de los que derivan una inmensa cantidad de productos alimenticios que cada
dia cobran méas importancia tanto en la dieta humana como animal. Pero a medida que la
poblacién mundial aumenta, es necesario generar nuevas estrategias para mejorar la
productividad agricola y asi elevar al maximo la produccion y la calidad de los alimentos,
aprovechando eficientemente los recursos disponibles. Una manera de lograrlo, es teniendo
semillas de calidad, ya que es uno de los requerimientos esencial para lograr una buena
implantacion del cultivo, lo que tiene una incidencia directa sobre el rendimiento.
Adicionalmente, al obtener una mayor cantidad de plantas logradas, se incorpora un
importante volumen de rastrojo, sin ningin costo adicional. Sin embargo esta incidencia
sobre el rendimiento no es facil de cuantificar, debido a los factores agronémicos,
ambientales y patoldgicos que pueden afectar la germinacién, asi como la emergencia, el
vigor y el desarrollo de las plantulas. La semilla es un insumo bésico para la obtencion de un
stand de plantas sanas y homogéneas a campo, permitiendo una emergencia réapida y
uniforme, de ahi su importancia sobre la rentabilidad y el éxito del cultivo. Como todo
insumo debe estar sujeto a un control de calidad que defina su eficiencia. Si no se parte de un
buen stand de plantas, no se podra sacar provecho del potencial del cultivar utilizado.

Los parametros para estudiar la calidad de la semilla de soja son: pureza fisico-
botanica, pureza varietal, germinacion, vigor, uniformidad, contenido de humedad y
patégenos llevados por la semilla. A nivel mundial, la Asociacion para la Evaluacion
Semillas, del inglés (International Seed Test Association) o ISTA es el organismo
responsable de estandarizar todas las metodologias para el control de calidad de semillas y
recomendar los diferentes protocolos para cada una de las especies. A nivel nacional, la
referencia es el Instituto Nacional de las Semillas o INASE (Pérez y Volpi, 2004).

Algunas préacticas agronémicas relacionadas con la busqueda de mejoras significativas
sobre la implantacion de los cultivos, se han relacionado con el uso de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (bioinsumos o inculantes) y/o moléculas reguladoras del
crecimiento vegetal (fitoestimulantes) (Boiero et al., 2007; Davies, 1995), pero existe poca
informacién referida al uso combinado de estos productos biolégicos en condiciones

agrondmicas. En tal sentido, en este trabajo, abordaremos el estudio del tratamiento
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combinado de semillas de soja con inoculantes a base de rizobacterias promotoras del
crecimiento del género Bradyrhizobium y soluciones bio-estimulantes formuladas en base a
compuestos reguladores del crecimiento del grupo de las auxinas, giberelinas y citocininas,
como una alternativa tecnoldgica para mejorar la respuesta de los cultivos en los estadios

iniciales del crecimiento.

1.2. Caracteristicas Generales de la soja

La soja [Glycine max L. (Merr)], es una planta de origen chino cuyo nombre procede
del vocablo japonés “de Shoy” que significa simplemente alimento (Jiménez, 2005).
Taxonémicamente se la clasifica al orden Fabales, familia Fabaceas, sub-familia
Papilonoideas, género Glycine. Es una hierba anual, estival, erecta, de hasta 1,5m de altura.
Desde el punto de vista estructural, sus hojas son trifoliadas; foliolos oval-lanceolados, el
terminal mas grande. Posee flores de color blanco o violaceo, reunidas en racimos axilares.
Su fruto es una legumbre, péndula, pluriseminada, hirsuta, solitaria o agrupadas. La plantula
tiene germinacion epigea, las dos primeras hojas (edfilos) son simples y las posteriores
trifolioladas (Bianco et al., 2007). La germinacion comienza cuando la semilla absorbe agua
del suelo hasta alcanzar aproximadamente un 50% de humedad. EI primer signo externo de
la germinacion es la emergencia de la radicula (raiz primaria) que crece hacia abajo y ancla
la planta al suelo. Luego, enseguida, comienza el crecimiento del hipocétilo (seccién del
tallo encima de la radicula) hacia arriba empujando los cotiledones (Melgar et al., 2011).

Las semillas se desarrollan en vainas de 4 a 6 cm de longitud y cada vaina contiene
entre 2 y 3 porotos. Se recolecta cuando la vaina se torna de color amarillo.
(Monografias.com, 2012). Estas constan de dos partes, cuticula y embrion. La cuticula es la
cubierta protectora del embrién. El embridn esta completamente desarrollado y consiste en la
radicula, el hipocétilo y el epicétilo; se incluyen ademas los cotiledones que son carnosos y
gue representan casi la totalidad del peso y volumen de la semilla. Varian de forma, color y
tamafio. La forma va desde la esférica hasta la achatada y alargada. La cuticula presenta
color amarillo, verde, negro y varios tonos de marrén o castafios. En cuanto al hilum varia en
su tonalidad siendo negro, gris claro y diferentes tonalidades de marrén (CORPOICA, 1994).

Desde el punto de vista fisiolégico, esta leguminosa puede establecer de manera
natural o inducida, asociaciones del tipo simbiotico con alfaproteobacterias, principalmente
de la Familia Bradyrhizobiaceae y otras betaproteobacterias. Tal interaccion, le permite
llevar a cabo la fijacion bioldgica de nitrogeno y obtener asi fuentes naturales del elemento
en la atmdsfera para su desarrollo. Tal proceso ha sido ampliamente estudiado y explotado

desde el punto de vista agronémico en los tltimos afios en todo el mundo.


http://www.monografias.com/trabajos5/colarq/colarq.shtml

1.3. La soja en nuestro pais

Las primeras hectareas de soja en nuestro pais fueron sembradas en 1862, pero no
encontraron repercusion en los productores agricolas de aquellos afios. En 1925, se
introdujeron nuevas semilla desde Europa y se tratd de difundir su utilizacion. Hacia 1956,
en la Argentina, no se conocian aun los aspectos basicos de la especie como un cultivo y la
primera vez que Argentina exportd esta leguminosa fue el 5 de Julio de 1962, a través del
buque “Alabama”, que parti6 en esa fecha llevando en su interior 6.000 toneladas con
destino a Hamburgo (Alemania). Su produccion se incrementd notoriamente en los afios 70,
observandose un gran impulso desde 1996, cuando se introdujo la variedad transgénica
resistente a glifosato (RR), creciendo el rea sembrada a razon del 12% anual. En la campafia
1991/92 se sembraron 5.000.000 de hectéareas que pasaron a 18 en la campafia 2002/03. La
produccién, que en 1990 era de 10.000.000 toneladas, llegd a los 32 millones en 2003/04,
convirtiendo a la Argentina en el cuarto productor mundial de grano, el primer exportador
mundial de aceite y el segundo de harina de soja (Clarin, 2004). El cultivo de soja es el de
mayor importancia en el pais, la superficie sembrada en la campafia 2010/11 fue de 18,8
millones de hectéreas, y la produccion cosechada lleg6 a 49,2 millones de toneladas (Bolsa
de cereales de Buenos Aires, 2011). Estos datos indican que es el cultivo oleaginoso de
mayor participacion en la produccidn total de granos de nuestro pais. La soja es el cultivo
mas importante para la Argentina, no sdlo por su volumen de produccion sino también por la
exportacion, siendo el primer exportador mundial de aceites y subproductos, lo que origina
un importante ingreso de divisas (Bolsa de cereales de Rosario, 2011). En la actualidad, este
cultivo ocupa una amplia zona ecoldgica que se extiende desde los 23° (en el extremo norte
del pais) a los 39° de latitud sur, concentrandose principalmente en la Regién Pampeana, con
cerca del 94% de la superficie sembrada y el 95% de la produccion total del pais. Asi
Cordoba, Santa Fe y Buenos Aires representan las provincias de dicha region con mayor
produccién por area sembrada y magnitud de rendimientos (Diaz-Zorita, 2004). Argentina,
como tercer productor mundial de soja, en la campafia 2012/13 alcanzé un valor de 55,5
millones de toneladas, cifra record que super6 los valores de la campafia 2009/10. Mientras
gue para la campafia actual se espera que la soja alcance los 60,8 millones de toneladas,
caracterizada por el buen rinde de los granos y escasa presencia de dafiados. (Produccién
agroindustrial del NOA, 2014).

1.4. Rizobacterias promotoras del crecimiento

El suelo es el soporte natural en el que proliferan cominmente un gran nimero de

microorganismos en los que se incluyen a las bacterias, hongos, virus, protozoos y algas
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(Nannipieri y Badalucco, 2003). Las bacterias conforman el grupo metabdlico méas
importante del suelo, y si bien se encuentran en menor cantidad que los virus y son menos
voluminosas que los hongos, cumplen un rol fundamental en los ciclos de carbono, nitrégeno
y otros elementos (Nannipieri y Badalucco, 2003). Se utiliza el término rizésfera para
describir la parte del suelo en la que se induce la proliferacion de microorganismos por la
presencia e influencia del sistema radical de las plantas (Gérate y Bonilla, 2000). Las
bacterias de la rizosfera denominadas rizobacterias, tienen capacidad de colonizar el interior
0 exterior de las raices de muchas especies vegetales y se pueden separar entre las que
forman una relacion simbiética con la planta y las no lo hacen, denominadas de vida libre,
gue se asocian cerca de las raices, sobre o dentro de ellas como endofiticas (Kloepper, 1993).
Las rizobacterias simbiodticas como aquellas pertenecientes al Orden Rizobiales y que
incluyen individuos de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Allorhizobium, Azorhizobium y Bradyrhizobium, han sido extensamente estudiadas desde la
perspectiva de su asociacion con leguminosas, en términos del proceso de fijacién bioldgica
de nitrégeno. Sin embargo, nuevas evidencias sugieren que gran parte de los miembros de
este género tendrian ademas potencialidad para ser considerados como rizobacterias
promotoras del crecimiento (Cassan et al., 2009).

Cuando estas bacterias u otras de vida libre se consideran benéficas para el
crecimiento de las plantas, se las denomina rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
0 PGPR (del inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989). Bashan
y Holguin (1998), introdujeron un nuevo concepto que divide este grupo entre las PGPR, que
promueven el crecimiento mediante mecanismos directos y las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal por biocontrol o PGPB (del inglés, Plant Growth Promoting Biocontrol)
que promueven el crecimiento por mecanismos indirectos mediados por la inhibicion del
desarrollo o actividad de organismos fitopatdgenos.

La promocidn directa del crecimiento se produce cuando una PGPR proporciona los
compuestos que afectan al metabolismo de la planta o cuando se facilita la adquisicion de
nutrientes no disponibles en el suelo. En las PGPR los mecanismos directos mas importantes
gue han sido propuestos, ademas de la fijacidn bioldgica del nitrégeno son: (a) la actividad
nitrato reductasa ligada a la produccion de éxido nitrico; (b) la solubilizacion de fosfatos; (c)
la produccidn de sider6foros, que incrementan la disponibilidad de Fe en la rizosfera; (d) la
biosintesis de fitohormonas o compuestos reguladores del crecimiento, tales como el acido
indol acético (AIA) (Bastian et al., 1998); el cido giberélico (GAs) (Bottini et al., 1989) y
acido absicico (ABA) (Perrig et al., 2007); (e) incremento en el volumen de la raiz con la
consecuente absorcion de minerales y nutrimentos (Crowley et al., 1991; Bowen y Rovira,
1999), entre otros mecanismos menos estudiados. Asi, los beneficios directos de la

inoculacion de semillas con PGPR incluyen incrementos en la tasa de germinacion, aumento
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del crecimiento de la raiz y del tallo (Cassan et al., 2009); aumento en la absorcion de
nutrientes (Okon y Kapulnik, 1986) y tolerancia a la sequia (Glick, 1995). Por otro lado, los
mecanismos indirectos dependen de la interaccion de la PGPR con un fitopatdégeno por la
que se reducen los efectos dafiinos en el vegetal. Esta capacidad estaria mediada por la
biosintesis de antibi6ticos y antiflngicos o por competencia directa con los patdgenos de la
rizésfera.

La identificacion y posible manipulacion de las asociaciones entre PGPR o PGPB y
plantas superiores, ha sido considerada una estrategia fundamental de la agricultura moderna.
Entre las asociaciones de interés creciente en la actualidad, se destacan las de leguminosas
rizobacterias del Orden de los Rhizobiales como Rhizobium sp. o Bradyrhizobium sp. con
leguminosas o con otras especies cultivables no-leguminosas. En tal sentido, se ha probado
gue Rhizobium sp. puede adherirse a la superficie de monocotiledéneas de la misma manera
que se adhiere a las de poroto (Terouchi y Syono, 1990). Adicionalmente se ha establecido
gue Bradyrhizobium sp. puede crecer eficientemente sobre semillas de gramineas o soja
durante su germinacién y ademas, desarrollarse en su sistema radical de manera endofitica
de la misma manera que una bacteria de vida libre (Pefia-Cabrales y Alexander, 1983). Parte
de esta capacidad se deberia a la produccion bacteriana de metabolitos secundarios del tipo
fitohormonas (Somasegaran y Hoben, 1994) tal como el acido indol-3-acético (AlA), &cido
absicico (ABA) y giberelinas (Boeiro et al., 2007). Tien et al., (1979) fueron los primeros en
sugerir que bacterias rizoféricas, podrian mejorar el crecimiento vegetal por excrecion de
fitohormonas como acido indol-3-acético (AlA), giberelinas (GAs), citocininas (CA) y
etileno (Et) (Bottini et al., 1989, losipenko y Ignatov 1995; Patten y Glick 1996;
Rademacher, 1994; Strzelczyk et al., 1994). El tratamiento de semillas con inoculantes
microbianos también ha sido empleado para promover y acelerar la germinacion de semillas
y el crecimiento temprano de plantulas. Cassan et al., (2009) indicaron que B. japonicum
E109 tiene capacidad de promover la germinacion de semillas y crecimiento temprano de
plantulas de soja. Estas bacterias se han aplicado ademas a semillas, tubérculos o raices y son
capaces de colonizarlas, estimular su crecimiento y hasta su rendimiento en condiciones de

cultivo (Chanway et al., 1989).

1.5. Formulacion de inoculantes en la Republica Argentina

En la década del 70, cuando se produjo la expansién del cultivo en nuestro pais, se
considerd la introduccion de cepas seleccionadas de B. japonicum, como una alternativa
posible para evitar el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, en semillas destinadas a
la produccién agricola. Luego de un intenso programa de seleccién iniciado en 1980 por el

Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA-INTA) de Castelar, se consider6 a
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la cepa E109 de B. japonicum como la méas recomendable para la inoculacion de semillas de
soja (Perticari et al., 1996). Recientemente Boiero et al., (2006) y Casséan et al., (2009)
evaluaron in vitro e in planta los mecanismos de promocién del crecimiento que operan en
B. japonicum E109. Esta bacteria tiene la capacidad de colonizar la rizésfera, lo cual es
esencial para la liberacion de compuestos, fitohormonas tales como auxinas (AlA),
giberelinas (GAs), citocininas directamente en los tejidos vegetales, lo cual parece tener un
rol fundamental en la promocidn del crecimiento de la planta. En leguminosas, ademas de la
capacidad bacteriana para fijar nitrdgeno, podria esperarse la obtencion de una respuesta
diferencial en el establecimiento de la simbiosis, nodulacién y eventualmente fijacion
biolégica del N por la biosintesis rizosférica de fitohormonas. Esto seria fundamental durante
las etapas criticas de la colonizacion de la raiz, debido a que el aumento en el crecimiento
especifico del tejido vegetal relacionado con el sitio blanco de anclaje que provocaria un

aumento de las posibilidades de interaccion con el simbionte (Cassan et al., 2009).

1.6. Hormonas vegetales

Cuando se reconocio el papel de las bacterias de la rizésfera en la promocién del
crecimiento de las plantas, su efecto se atribuy6 a la fijacion bioldgica de nitrégeno. Sin
embargo, en las Ultimas décadas se ha destacado su importancia como promotoras del
desarrollo, debido a su capacidad para sintetizar metabolitos, sustancias o moléculas
reguladoras del crecimiento. Cuando estos metabolitos son producidos en forma enddgena
por las plantas, se les denomina hormonas vegetales o fitohormonas. El término "reguladores
del crecimiento de las plantas" es usado por la industria de agroquimicos para nombrar a los
compuestos sintéticos que tienen propiedades para regular el crecimiento de las plantas; en
general, este término se utiliza cuando las hormonas de las plantas son producidas por
microorganismos de la rizésfera (Arshad y Frankenberger, 1998).

Las hormonas vegetales o fitohormonas, son un grupo quimico de compuestos
naturales que afectan procesos de las plantas a concentraciones mas bajas de las que
presentan nutrimentos o vitaminas. Son producidos por plantas, bacterias, hongos e incluso
pueden ser sintetizados por el hombre con capacidad de promover, inhibir o regular casi
todos los procesos fisiolégicos en plantas superiores. Dentro de estas moléculas podemos
considerar a las auxinas, giberelinas y citocininas como los grupos mas representativos,
ademas del &cido abscisico, el &cido jasmonico o el etileno. Las fitohormonas constituyen un
grupo de compuestos organicos diverso que influyen en casi todos los procesos fisioldgicos
de las plantas, principalmente aquellos relacionados con el crecimiento, diferenciacion y
desarrollo (Asha et al., 1979; Trewabas, 1983; Kutschera y Briggs, 1987; Kende y Zeevaart,
1997; Kucera et al., 2005; Philosoph-Hadas et al., 2005; Marchi et al., 2007).
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Cuando la planta germina, comienzan a actuar ciertas fitohormonas que regulan su
crecimiento desde esa temprana fase de manera sincronizada: las giberelinas regulan la
germinacion; cuando la planta alcanza la superficie se sintetizan las auxinas, que aceleran su
crecimiento vertical, y mas tarde, comienza la sintesis de citocininas o citoquininas, que
estimulan la division celular o citocinesis y la ramificacion de la planta (Cuba educa, 2014).

La germinacion y el crecimiento de las plantulas también pueden ser controladas por
la aplicacién exdgena de reguladores de crecimiento en concentraciones fisiologicas, que

actuarian como promotoras e inhibidoras de ambos procesos (Amador et al., 2013).
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Figura 1: Etapas de la embriogénesis y desarrollo de semillas de soja y el rol de diferentes
hormonas en el proceso. Fuente: www.slideshare.com.

1.6.1. Auxinas

Auxina, es el nombre genérico que representa a un grupo de compuestos quimicos
reguladores que se caracterizan por su capacidad de inducir la elongacién de las células del
tallo en la regién subapical y que logran reproducir el efecto fisioldgico del &cido indol-3-
acético (AlA). Esta es la principal auxina de las plantas y es una de las fitohormonas de
mayor relevancia dado que regula muchos aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal
como la division, elongacion y diferenciacion celular (Zaho, 2010). Entre los procesos claves
del desarrollo vegetal en el que han sido vinculados esta la orientacion del crecimiento de
tallos y raices en respuesta a la luz (fototropismo) y gravedad (gravitropismo) (Kaufman et
al.; 1995); diferenciacién de tejidos vasculares; dominancia apical; iniciacién de las raices
laterales y adventicias (Malamy y Benfey, 1997); estimulacion de la division celular (Kende
y Zeevaart, 1997) y elongacion de tallos y raices (Ross et al., 2000), entre otros. Como otras
fitohormonas, las auxinas también se sintetizan endégenamente por las plantas; sin embargo,
sus efectos hormonales se han elucidado por sus aplicaciones exdgenas (Contreras et al.,

2010). En algunas especies de plantas, se ha establecido que el AIA tiene un efecto



importante al promover una mayor longitud de brotes y raices (Coello et al., 2010). De
acuerdo a Kutschera y Briggs (1987), la funcion del AlA es inducir el crecimiento por medio
de una rapida estimulacion de sintesis de los componentes de la pared celular de células en
crecimiento. Asi, por ejemplo, en plantulas de una variedad enana de Pisum sativum
“arveja”, la aplicacion continua de manera exdgena de AIA (102 y 10 M) en los entrenudos
de las plantulas incrementa el crecimiento total del tallo (Yang et al., 1993). Segun Amador
et al., (2013), un mayor diametro de la raiz y parte aérea de las plantulas de las especies de
Ferocactus provenientes del tratamiento con AlA, representa una ventaja para coadyuvar en
el rapido establecimiento y crecimiento de la plantula en condiciones de campo, ya gque una
raiz relativamente mds gruesa o de mayor didmetro facilitaria el “anclaje” en un sustrato
determinado y por tanto, contribuir al éxito de su supervivencia.

En cuanto al rol fisiol6gico de las auxinas producido por rizobios, se sabe que la
respuesta de la planta al AIA producido por microorganismos puede variar de benéfica a
perjudicial, dependiendo de la concentracion incorporada en los tejidos. En este sentido,
algunos autores consideran que el aumento del contenido enddgeno de la hormona por la
actividad microbiana del suelo 6 sobre la planta, podria suplementar transitoriamente los
niveles sub-6ptimos del hospedador, modificar parcialmente el metabolismo celular, y por
ello, promover el crecimiento. Hace mas de 60 afios, investigadores como Thiman (1936) y
Link (1937), propusieron que las auxinas y otros compuestos reguladores jugarian un
importante rol en la formacion y desarrollo de los nédulos y en la actualidad trabajos indican
que cambios en el balance de esta hormona son un pre requisito para la organogénesis de
tales 6rganos (Mathesius et al., 1997). Prinsen et al., (1991), sugieren que la sintesis de
factores nod y AIA en Rhizobium leguminosarum es disparada por flavonoides nod-
derivados de la planta. Actualmente para las bacterias del género Bradyrhizobium, ha sido
descripta la produccion de auxinas como parte de la capacidad promotora del crecimiento,
fundamentalmente a nivel del desarrollo del sistema radical y en la formacion de nddulos

durante la simbiosis.
1.6.2. Giberelinas

Las giberelinas (GAs) constituyen un amplio grupo de compuestos naturales (&cidos
diterpenos tetraciclicos), algunos de los cuales poseen actividad hormonal y regulan diversos
procesos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como la germinacion, el
alargamiento caulinar, la floracion y la fructificacion (Davies, 1995). Estan constituidas al
menos por mas de 130 compuestos producidos tanto por plantas, hongos y bacterias (Hedden
y Phillips, 2000) que son esenciales para el normal crecimiento y desarrollo de todas las

plantas superiores (Mander, 1991). De éstas la Unica con valor comercial es el &cido



giberélico o GAs. Sobre todas las GAs conocidas en la naturaleza, al menos 13 son
especificas de hongos, 100 son exclusivas de plantas y 13 son ubicuas (Crozier et al., 2000).
A pesar de su amplia distribucion entre reinos y de la cantidad de formas conocidas, cabe
destacar, que sélo algunas pocas moléculas tienen actividad biologica per se sobre tejidos
vegetales. Tal es el caso de GA1, GAs y GA4 que son activas sobre tejidos vegetativos de
distintas especies vegetales y GA4, GA7 que son activas en tejidos reproductivos (Hedden et
al., 2002).

Como se muestra en la Figura 2, las giberelinas tienen una funcién clave en el control
de la germinacion de las semillas; esto esta directamente relacionado con la terminacion de
la latencia del embridn, con la velocidad de germinacion de semillas y el crecimiento inicial
de las plantulas (Hartmann y Kester, 1987) y por ello son ampliamente utilizadas para
promover o inducir la geminacién de semillas en diversas especies (Ikumay Thimann, 1963;
Lewak y Khan, 1977; Mehanna et al., 1985; Karssen et al., 1989; Baskin y Baskin, 1998;
Tigabl y Odén, 2001). Karssen et al., (1989) y Debeaujon y Koornneef (2000), han
propuesto dos mecanismos diferentes de accion de las giberelinas en el proceso de
germinacion, el primero es que influyen en la hidrélisis de las reservas de alimento; y el
segundo mecanismo de accidn consiste en un efecto directo sobre el potencial de crecimiento
del embrién. Ademas tienen varias respuestas en el crecimiento del tallo, la partenocarpia, la
expansion foliar, la elongacion de la raiz y la floracion (Ueguchi-Tanaka et al., 2007). La
induccion del crecimiento del tallo es probablemente el efecto mas evidente, via
alargamiento celular (Ascon-Bieto y Taylon, 2003). Con respecto a los efectos generados por
las giberelinas, Bakrim et al., (2007) estudiaron el efecto de 20 reguladores del crecimiento
vegetal sobre la germinaciéon y crecimiento de plantulas de Lycopersicon esculentum
“tomate” y advirtieron efectos positivos con la adicion de GAs. Para plantulas de Carica
papaya “papaya” Furutani y Nagao (1987), mencionan un efecto positivo del GAs, debido a
gue las plantulas provenientes de semillas tratadas con esta fitohormona muestran
hipocotilos alargados. Y segin Constantino et al., (2010), se produjeron incrementos de
forma significativa en la altura, didmetro del tallo, n° de hojas, biomasa fresca y seca. En
especies cultivadas se ha demostrado que el efecto de las giberelinas sobre el alargamiento
celular es dependiente de la presencia de auxinas (Ross y O"Neill, 2001).

En cuanto al rol fisiologico de las GAs producido por rizobacterias; esta hormona
jugaria un rol clave en la estimulacion del crecimiento temprano en plantas inoculadas. Al
presente resulta dificil diferenciar el rol fisioldgico de las GAs producidas por bacterias a
nivel rizosférico o en contacto con los tejidos de la planta de otros mecanismos de
promocion; sin embargo, parece Idgico pensar que el estimulo en el crecimiento temprano
tanto aéreo como radicular, podrian beneficiar a las poblaciones de microorganismos

productores, desde el punto de vista de aumentar la biomasa vegetal y con ella la
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disponibilidad de nutrientes en la rizésfera (Rademacher, 1994). A pesar de ello, atribuir este
fendmeno s6lo a la produccion de una sustancia hormonal por parte del microorganismo,
resulta muy simplista, sobre todo considerando la variabilidad de la respuesta y las
numerosas especies vegetales que responden positivamente a la inoculacién con un fenotipo
similar. Con respecto a la produccion de la hormona por rizobacterias Boiero et al., (2007)
determinaron la produccién de GAs en cultivos puros de B. japonicum E109, USDA110 y
SEMIA5080, a través de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS).
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Figura 2: Esquema de algunos factores intrinsecos y extrinsecos que afectan la germinacion.
Fuente: www.slideshare.com.

1.6.3. Citocininas

Las citocininas son un grupo de compuestos que regulan la division y diferenciacion
celular en tejidos no meristematicos de plantas superiores. Este grupo de fitohormonas es
considerado el responsable de los procesos de division celular, entre los que se encuentran la
formacion y crecimiento de brotes axilares, la germinacion de semillas, la maduracion de
cloroplastos, la diferenciacion celular (Klee y Estelle, 1991) y también el control de varios
procesos vegetales como el retardo de la senescencia por acumulacion de la clordfila, la
formacion de 6rganos, el desarrollo y elongacién de la raiz, la formacién de pelos radicales,
, la iniciacién del tallo, la expansion de las hojas (Sakakibara, 2006). Por definicion, son
compuestos que en presencia de concentraciones 6ptimas de auxinas, inducen la division
celular en cultivos o tejidos vegetales. EI primer regulador con actividad especifica del tipo
citocinina, fue descubierto por Miller et al., (1955), y se denominé cinetina (K) la cual fue
considerada como una forma no natural de la hormona. En 1963, Letham, identific6 una
forma natural que se denominé zeatina (Z) y desde entonces mas de 40 moléculas y sus

metabolitos han sido clasificados.
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Las citoquininas son un grupo de fitohormonas con importantes funciones en todas las
fases del desarrollo de las plantas (Taiz y Zeiger, 2010), desde la germinacion de las semillas
hasta la senescencia (Mok et al., 2005; Segura, 2008), desde la division celular hasta la
elongacion de las células, por lo cual se encuentran en mayor concentracién en los
meristemas de embriones y frutos inmaduros, en donde normalmente las concentraciones son
inferiores a la mayoria de fitohormonas y el efecto fisiolégico que genera depende de la
especie (Smith y Atkins, 2002). Durante el desarrollo temprano de las semillas, las
citoquininas se acumulan principalmente en el endosperma (Mok y Mok, 2001), y se ha
propuesto que desde alli se moviliza la concentracién necesaria para promover la division
celular en el embrion (Fischer-lglesias y Neuhaus, 2001). Posteriormente la fitohormona se
redistribuye dentro del embrion a las regiones donde dirige el crecimiento de la raiz (Kucera
et al., 2005). Muchos de los conocimientos sobre el papel de las citoquininas en el desarrollo
vegetal provienen de la observacion de los cambios o respuestas inducidas por la aplicacion
de citoquininas exdgenas (Moncalean et al., 2005; Cortizo et al., 2010; Cuesta, 2010 y
2012). Jaiswal et al., (1982) informaron que la aplicacion de zeatina exdgena aumento la
actividad de la nitrogenasa en nédulos de Vigna mungo, lo que sugiere que esta fitohormona
puede desempefiar un papel esencial en el inicio del proceso de nodulacién. Giraud et al.,
(2007), demostraron que los factores nod no son estrictamente necesarias en ciertas especies
de leguminosas, ya que Bradyrhizobium sp. puede utilizar una via de comunicacién
alternativa, en la que un compuesto de citoguininas es el responsable de desencadenar la
formacion de nddulos de la raiz de la planta huésped.

Con respecto al rol fisioldgico de las citocininas producidas por rizobacterias se sabe
que esta hormona, podria suplementar el contenido endégeno de la planta y en ciertos casos
promover el crecimiento vegetal. En la actualidad sabemos que las plantas, responden a la
adicion exogena de citocininas (Frugier et al., 2008). A pesar de que la produccion
microbiana de citocininas en plantas superiores comenz6 con modelos de microorganismos
fitopatégenos, en la actualidad los investigadores se han volcado a la comprensién de este
proceso en grupos de bacterias promotoras del crecimiento. EI modelo mas estudiado en este
sentido ha sido el de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, donde se ha investigado tanto la
produccién de la hormona en el microsimbionte como en la planta. En este sentido,
Nandwall et al., (1981), estudiaron que el efecto de la adicion exdgena de kinetina, promovia
la iniciacion de los nodulos e incrementaba el contenido de leg hemoglobina en plantas de
porotos inoculadas. En otros ensayos (Yahalom et al., 1990), probaron que la adicion
exogena de BAP como la co-inoculacién de Rhizobium y Azospirillum sp. incrementaba el
nimero de nodulos formados en Medicago polymorpha. Con respecto a la produccion de la

hormona por rizobacterias, Boiero et al., (2007), determinaron la presencia de zeatina en
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cultivos puros de las cepas E109, USDA110 y SEMIA5080 de B. japonicum que son
normalmente utilizadas en la formulacién de inoculantes para soja en todo el continente.
Considerando que el crecimiento de las plantas se encuentra condicionado por la
calidad y estado fisioldgico de las semillas y esto es ain mas importante durante las primeras
etapas del desarrollo vegetal, este trabajo se desarroll6 con el objetivo de establecer si la
inoculacion con rizobacterias promotoras de crecimiento sola o junto a la aplicacion
exogena de fitohormonas podrian generar un efecto benéfico individual o combinado sobre

la germinacion y crecimiento temprano de semillas de soja.
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2. HIPOTESIS

La aplicacion de inoculantes a base de bacterias fijadoras de nitrégeno y hormonas
vegetales exdgenas maximizard la respuesta de germinacion, implantacién y crecimiento

temprano de semillas de soja.

3. OBJETIVOS

3.1. Obijetivo general

e Mejorar los procesos de germinacion, implantacion y crecimiento temprano en
semillas de soja [Glycine max L. (Merr)] por el tratamiento combinado de
rizobacterias fijadoras de nitrogeno del género Bradyrhizobium y hormonas

vegetales.

3.2. Objetivos especificos

e Evaluar la germinacién de semillas de soja [Glycine max L. (Merr)] naturales o
tratadas exdgenamente con soluciones de fitohormonas e inoculadas con la

rizobacteria B. japonicum.
e Evaluar la implantacion y crecimiento temprano de semillas de soja [Glycine max L.

(Merr)] naturales o tratadas exdgenamente con soluciones de hormonas vegetales e

inoculadas con B. japonicum en dosis agrondmicas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Para los ensayos de germinacion se utilizaron semillas de soja [Glycine max L. (Merr)]
RG DM4440 de la empresa Don Mario, resistentes a glifosato, ciclo intermedio-largo y de
crecimiento determinado obtenidas durante la campafia 2011-2012. Para los ensayos de
crecimiento temprano en plantulas, se utilizaron semillas de soja [Glycine max L. (Merr)] 5.1
i de la empresa Don Mario, ciclo corto y de crecimiento Indeterminado. Antes de realizar los
ensayos se evalué su energia y poder germinativo de acuerdo a las normas de la
International Seed Test Asociation (ISTA) (Peretti, 1994); para asi comparar el porcentaje de
germinacion y pureza declarado por la empresa proveedora en el marbete de la bolsa y aquel

obtenido en el laboratorio, al momento de recibir las semillas.

4.2 Inoculante a base rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las semillas se inocularon con productos de origen comercial formulados con la cepa
E109 de B. japonicum, recomendada por el Instituto de microbiologia y Zoologia Agricola,
IMYZA-INTA Castelar y registrada nacionalmente ante el SENASA para la formulacion de
inoculantes para soja en la Republica Argentina. La forma de aplicacion y cantidad de
bacterias aportadas por unidad de siembra (dosis) se estableci6é de acuerdo a las
recomendaciones del marbete del producto con una recomendacion de aplicacion de 150
ml.50 kg? semillas para una concentracion estimada de 1.10° ufc.ml. De acuerdo a las
recomendaciones de SENASA los parametros para determinar la aptitud comercial de tales
productos comerciales determinan un recuento de bacterias superior a 1.10° ufc.ml? a la
fecha de elaboracién del producto y un aporte teérico por semilla superior a 8.10*
ufc.semilla al momento de la inoculacion. Nuestra dosis de trabajo se ajust6 a 5 ml

inoculante.kg™ semilla.

4.3 Hormonas vegetales

Para la preparacion de las soluciones de fitohormonas de uso exdgeno sobre las
semillas, se utilizaron los siguientes reactivos comerciales: acido indol-3-acético (AlA),
acido giberélico (GAs) y cinetina (K), todos de la firma Olchemin (Checoslovaquia) y con
un 98.0% de pureza. Las soluciones se prepararon en base acuosa y en concentraciones
comprendidas entre 1 y 10 ppm. Todas las soluciones se almacenaron hasta su utilizacion en
condiciones de oscuridad y a una temperatura de 4 °C. Las soluciones se adicionaron en una

relacion volumétrica del 10 % con el inoculante empleado en el momento de la siembra.
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4.4 Tratamiento de las semillas y modelo experimental

Previo a la siembra, las semillas fueron inoculadas con la dosis de rizobacterias
promotoras del crecimiento recomendada y descripta en 4.2. y fitohormonas segin el
apartado 4.3 y de acuerdo al tratamiento. Adicionalmente se consider6 un tratamiento
control, sin la adicion exdgena de hormonas e inoculacion.

Sobre la base de estas consideraciones se realizaron los siguientes tratamientos de las
semillas de soja:

T 1 (AHO): tratadas con 540 pl de H,O cada 100 g de semilla.

T 2 (IHO0): inoculadas con B. japonicum E109 (500 pl) + Agua (40 ul) cada 100 g.

T 3 (AH1): tratadas con AIA (40 pl) + Agua (500 pl) cada 100 g.

T 4 (AH2): tratadas con GA3 (40 pl) + Agua (500 ul) cada 100 g.

T 5 (AH3): tratadas con K (40 ul) + Agua (500 pl) cada 100 g.

T 6 (IH1): inoculadas con B. japonicum E109 (500 pl) + AIA (40 pl) cada 100 g.

T 7 (IH2): inoculadas con B. japonicum E109 (500 ul) + GA; (40 pl) cada 100 g.

T 8 (IH3): inoculadas con B. japonicum E109 (500 ul) + K (40 pl) cada 100 g.

4.5 Ensayo de germinacion

Para el desarrollo del ensayo, se tom6 como base experimental, el protocolo de
germinacion propuesto por el Internacional Seed Test Association (ISTA, 2007), para
semillas de soja [Glycine max L. (Merr)] con la metodologia denominada entre papel
"between paper"”. La experiencia se llevd a cabo con un disefio aleatorio de dos réplicas por
tratamiento (n=200). Para ello, se utilizaron bandejas de plastico (15 x 25 cm) en las que se
sembraron individualmente, 100 semillas sobre papel de servilleta (doble hoja) empapado
con agua destilada estéril) y se cubrieron con el mismo sustrato. Las bandejas se colocaron
dentro de bolsas plasticas transparentes cerradas con clip para evitar la pérdida de humedad y
se llevaron a una camara de germinacion con fotoperiodo de 16 hs de luz a 30° C y 8 hs de
oscuridad a 20° C con 80 % de HR durante 8 dias. Durante el desarrollo de la experiencia se
evalud el nimero de semillas germinadas (con una radicula mayor a 5 mm) después de 5 dias
desde la siembra, correspondientes al valor de energia germinativa (EG) propuesto por
normas ISTA. Al final de la experiencia se evalu6: (a) nimero de semillas germinadas a los
8 dias, correspondientes al valor de poder germinativo (PG) propuesto por las normas ISTA;
(b) longitud del hipocétilo; (c) longitud de la radicula, como pardmetros representativos del

crecimiento embrionario temprano.
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Figura 3: Esquema de la preparacién de bandejas de acuerdo a normas ISTA

4.6 Ensayo de crecimiento temprano

La experiencia se llevo a cabo con un disefio aleatorio, de tres réplicas por tratamiento
(n=24). Para ello, 5 semillas de soja (Glycine max. L) fueron sembradas en vasos pléasticos de
220 ml de capacidad, conteniendo arena y vermiculita (relacionl:1) como sustrato estéril y
solucion nutritiva de Hoagland deficiente en nitrdgeno (10 %) (Hoagland y Boyer, 1936)
suministrada por riego capilar. Todos los vasos de cada tratamiento se mantuvieron por 14
dias en camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 hs de luz a 30° C y 8 hs de oscuridad a
20° C con 80 % de HR. Durante el desarrollo de la experiencia se midieron los siguientes
parametros de crecimiento, segun Burton et al., (1972). A los 7 dias desde la siembra se
evalu6 el nimero de plantulas germinadas por vaso, se midié la longitud aérea y la longitud
de las primeras hojas. Al final de la experiencia (14 dias) se evalud: (a) peso (fresco y seco)
aéreo y radical, (b) longitud aérea y radical (c) longitud laminar (d) n° de hojas trifoliadas y
(e) sistema de nodulacién, como numero de nddulos en raiz principal, secundaria y

porcentaje de plantas noduladas.

Figura 4: Soporte plastico para el cultivo de soja
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4.7 Disefio experimental

En ambos ensayos, como las semillas fueron sembradas de manera homogénea (en
cuanto a temperatura ambiente y preparacion) y se tomaron igual nimero de repeticiones por
tratamiento y en cada tratamiento igual cantidad de semillas, el disefio adecuado para el
andlisis fue un Disefio Completo al Azar. Debido a que el interés de este trabajo fue el de
estudiar si existi¢ interaccion entre la inoculacion y el tratamiento hormonal, los datos se
analizaron a través de un Arreglo Factorial sobre un DCA, donde hubo dos replicas
(bandejas) y tres (vasos) por tratamiento y ocho tratamientos por ensayo. En la Tabla 1 se

muestra un esquema de campo de los tratamientos.

Tabla 1: Esquema de campo de los tratamientos.

IH2 AH2
AHO AH1
AH3 IHO
IH1 IH3

4.8 Analisis de datos

Con los datos obtenidos se hizo un andlisis descriptivo de los ocho tratamientos y, se
verifico el cumplimiento de los supuestos del analisis de la variancia donde se uso el test de
Shapiro-Wilks para normalidad y test de Levene para homogeneidad de variancias. Al no
cumplirse estos supuestos (p<0.0001), se realizaron nuevos analisis de la variancia con
variables obtenidas por transformaciones a log decimal, pero tampoco se verificaron, por lo
gue se realizd un analisis no paramétrico, test de Kruskal Wallis con contrastes a posteriori,
para los 8 tratamientos. Estas pruebas, junto con los estadisticos descriptivos se realizaron
usando el programa InfoStat (Di Renzo et al., 2013). En todas las pruebas estadisticas se

trabajo con un nivel de significacion a del 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensayo de germinacion en cAmara
5.1.1 Energiay Poder germinativo

La Figura 5y la Tabla 2 (del Anexo 1), representan la Energia Germinativa (EG) en
semillas de soja sin inocular (A) e inoculadas (I) a base de B. japonicum E109, mas la
adicion exdgena de fitohormonas, luego de 5 dias desde la siembra y en condiciones

controladas de cultivo.
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97,50 97,50
97,251

94,50
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91,75

AHO AH1T AH2 AH3 HO H1 1HZ2 H3
TRATAMIENTO

Figura 5: Evaluacion de la Energia Germinativa (EG) en semillas de soja sin inocular (A) e

inoculadas (I) con B. japonicum y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de las
siguientes fitohormonas: auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 5 dias de

crecimiento. Cada barra representa la media del tratamiento.

Como se observa en la Figura 5 y en la Tabla 2 del Anexo 1, la mayor cantidad de
semillas germinadas se obtuvieron cuando a las mismas se las inocul6 y no se agregd
hormona (IHO) e inocul6 y aplicd exdgenamente la fitohormona giberelinas (IH2),
alcanzando el maximo valor de 97,5%. Luego siguieron las semillas no inoculadas mas la
adicién de auxinas (AH1) con un valor de 96% y citocininas (AH3) con 95,5%, donde estos
tratamiento tuvieron una mayor cantidad de semillas germinadas que el control sin inocular
(AHO) el cual present6 el menor porcentaje de germinacién con un valor del 90%, junto con
el tratamiento inoculado con citocinina (IH3) que present6 un valor de 90,5 %. Por lo que se
podria concluir que la inoculacién con B. japonicum E109 provoca una tendencia de
aumento (sin diferencia estadisticamente significativa) sobre la germinacion de semillas de

soja.
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La Figura 6 y la Tabla 3 del Anexo 1, representan el Poder Germinativo (PG) en
semillas de soja sin inocular (A) e inoculadas (I) a base de B. japonicum E109, més la
adicion exogena de fitohormonas, luego de 8 dias desde la siembra y en condiciones
controladas de cultivo.

100,00+

97,50 97,50

97,50

95,00
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AHO AH1 AH2 AH3 HO H1 1H2 H3
TRATAMIENTO

Figura 6: Evaluacion de Poder Germinativo (PG) en semillas de soja sin inocular (A) e inoculadas (I)

con B. japonicum y tratadas de manera exogena e individual con soluciones de las siguientes
fitohormonas: auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 8 dias de crecimiento. Cada

barra representa la media del tratamiento.

Como se observa en la Figura 6 y Tabla 3 del Anexo 1, el mayor porcentaje de
germinacion se obtuvo en las semillas inoculadas y tratadas de manera exdgena con
giberelinas (IH2) y aquellas sin inocular mas la adicion de citocininas (AH3), ambas con el
mismo valor de 97,5%. A continuacion, siguieron las semillas inoculadas sin tratamiento
hormonal (IHO) con un valor de 97% (la disminucion en el nimero de semillas germinadas
con respecto a los 5 dias se debi6 a la muerte de semillas por ataque de hongos en las
mismas) e inoculadas con auxinas (IH1) con 96,5%, mientras que el tratamiento que menor
velocidad de germinacion present6 fue el inoculado con citocininas (IH3) con 92%, cuyo
porcentaje incluso fue menor que el control sin inocular (AHO0) que presentd un valor de
94,5%.

Analizando los resultados obtenidos de la EG y el PG en semillas de soja, se podria
decir que los tratamientos inoculados sin aplicacion hormonal y con adicién de giberelinas, a
los 5 dias presentaban el méximo porcentaje de semillas germinadas. Por otro lado, el
tratamiento sin inocular pero con adicién de citocininas alcanzé el mismo valor a los 8 dias
desde la siembra, donde el control presentdé un comportamiento opuesto. Desde el punto de

vista bioldgico, esto determinaria que la inoculacién con B. japonicum E109 seria suficiente

19



para promover la germinacion y se produciria sinergismo entre la inoculacion y la adicion

exogena de giberelinas.

5.1.2 Longitud del hipocoétilo

La Figura 7 y Tabla 4 del Anexo 2, representan la longitud del hipocétilo (cm) en
semillas de soja sin inocular (A) e inoculadas (I) a base de B. japonicum E109, més la
adicion exdgena de fitohormonas, luego de 8 dias desde la siembra y en condiciones
controladas de cultivo.
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Figura 7: Diagramas de cajas (box-plot) obtenidos para la longitud del hipocétilo (cm) en semillas de
soja inoculadas o sin inocular y tratadas con diferentes soluciones de hormonas, luego de 8 dias de
crecimiento. La linea dentro de las cajas representa la mediana, el punto la media y los circulos y
rectangulos negros representan los datos extremos y atipicos para cada tratamiento. Referencias: HO:
sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin

inocular.

Como se observa en la Figura 7 y Tabla 4 del Anexo 2, la longitud del hipocétilo
(considerada como crecimiento del hipoc6tilo) mostr6 datos atipicos y extremos en todos los
tratamientos. Ninguna de las aplicaciones demostré un efecto sobresaliente sobre el
crecimiento, ya que la mediana de la mayoria de los casos fue igual al control sin inocular
(AHO0) con un valor maximo de 1,0 cm en todos los casos. Las excepciones de este
comportamiento se observaron en los tratamientos sin inocular con adiccion exdgena de
auxina (AH1) con una disminucion de 0,25 cm y citocininas (AH3) con una disminucion de
0,10 cm. Asi se concluye, que ninguno de los tratamientos gener6 un efecto en el
crecimiento longitudinal del hipocdtilo, ya que todos presentaron una longitud igual o menor

al control sin inocular.
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Debido a la cantidad de datos atipicos, la media no resulté apropiada para resumir la
interaccion de los tratamientos a través de graficos. Para determinar si las diferencias en
torno a los tratamientos eran validas a nivel poblacional y estadisticamente significativas, se
realiz6 el andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis, donde se analiz6 el efecto de
fitohormonas en semillas no inoculadas e inoculadas. Los resultados determinaron que hubo
evidencias estadisticamente significativas para que al menos un tratamiento produzca un
efecto diferente sobre la longitud del hipocétilo (p=<0,0001 del Anexo 2). Para determinar
gue tratamiento se comporté mejor en cada caso particular, se realizd una prueba a posteriori
en la que se compararon los rangos medios de todos los tratamientos. Los resultados de esta

prueba se resumen en la Tabla 5.

Tabla 2: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis para los ocho tratamientos,

a nivel de la longitud de hipocétilo.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

AH1 492,16 A

AH3 599,58 B

AH2 639,20 B C

IH1 676,28 B C

IH2 695,70 C D

AHO 762,69 D E
IH3 769,31 D E
IHO 802,64 E

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

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 5, hubo cinco grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos fueron: grupo A: AH1; grupo B: AH3, AH2,
IH1; grupo C: AH2, IH1, IH2; grupo D: IH2, AHO, IH3 y grupo E: AHO, IH3, IHO. De los
cinco grupos que se formaron los tratamientos que sobresalieron por presentar el menor
rango fueron no inoculado mas la adicion exdgena de auxinas (AH1) y citocininas (AH3) por
lo que se puede asumir que estos tratamientos no tienen efecto en la longitud del hipocétilo.
Por otro lado, los tratamientos que mostraron los rangos mas grandes fueron inoculado sin
adiciéon de hormonas (IHO) que fue el mayor, luego inoculado con citocininas (IH3) y por
altimo el tratamiento control sin inocular (AHO).

Asi, podemos resumir que la variable longitud del hipocétilo no presenté mayores
cambios para los tratamientos evaluados; sin embargo, los tratamientos que presentaron una

tendencia de incremento de la longitud del hipocétilo mayor que el control no inoculado,
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fueron inoculado sin aplicacion de hormonas e inoculado mas adicion exdgena de citocininas

a pesar de que no se diferenciaron estadisticamente.

Figura 8: Estructuras de crecimiento post-germinativo (hipocétilo y radicula) de plantulas de soja

luego de 8 dias desde la siembra.
5.1.3 Longitud de la radicula

La Figura 9 y Tabla 6 del Anexo 3, representan la longitud de la radicula (cm) en
semillas de soja sin inocular (A) e inoculadas (I) a base de B. japonicum E109, méas la
adicion exogena de fitohormonas, luego de 8 dias desde la siembra y en condiciones

controladas de cultivo.
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Figura 9: Diagramas de cajas (box-plot) obtenidos para la longitud de la radicula (cm) en semillas de
soja inoculadas o sin inocular y tratadas con diferentes soluciones de hormonas, luego de 8 dias de
crecimiento. La linea dentro de las cajas representa la mediana, el punto la media y los circulos y
rectangulos negros representan los datos extremos y atipicos para cada tratamiento. Referencias: HO:
sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin

inocular.
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La Figura 9y la Tabla 6 del Anexo 3 muestran la longitud de la radicula (cm) como
pardmetro de crecimiento radical. Se observO en los tratamientos sin inoculacién datos
atipicos (AHO, AH1) y datos extremos (AH2). Esto no ocurri6 en los tratamientos
inoculados, pero en ellos si se determin6 una mayor dispersién de datos del parametro, tanto
en el 50% de los valores centrales como en el 25 % de los valores superiores. El efecto de
mayor promocion del crecimiento se observo en los tratamientos inoculado sin hormonas
(IHO) con un valor de 6,30 cm, no inoculado con auxinas (AH1) con un valor de 5,50 cm;
inoculado con citocininas (IH3) con 5,45 cm e inoculado con auxinas (IH1) con 5,30 cm. A
modo general, la menor mediana se manifesto en las semillas en las que se aplicé giberelinas
(H2), independientemente si se inocul6 o no, tal como cuando no se inoculé con un valor de
4,00 cm e inoculado con un valor de 4,20 cm, que presentaron menor longitud incluso que el
control no inoculado (AHO) con 4,80 cm. Este comportamiento fue ademas observado en el
tratamiento no inoculado con citocininas (AH3), con un valor de longitud de 4,70 cm, por lo
gue ambas fitohormonas parecerian tener un efecto inhibitorio sobre la elongacion de la
radicula. Por lo que se concluye gque las hormonas giberelinas y citocininas (cuando no se
inoculd) generaron un efecto inhibitorio en el crecimiento radicular de semillas de soja,
mientras que cuando se aplicd auxinas en semillas inoculadas o no, produjo aumentos en la
longitud de la radicula. A pesar de esto el mayor crecimiento longitudinal radicular se
determind en el tratamiento inoculado sin la aplicacion de hormonas, donde la longitud de

este fue aproximadamente 1 cm mas larga que en las que se aplic6 auxinas.

La Figura 10 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacion y aplicacion

de hormonas sobre la longitud radicular de semillas de soja luego de 8 dias de crecimiento.

6,104 6,104
g 5,65 g 5,65
O O
© ©
=] =]
o o
:5 5.20' _5 5‘20_
© ©
© ©
(=2} (=2}
[ = [ =
o o
- 4,754 D/D — 4,754
4,30 T T T 4,30 T T T T T
A | HO H1 H2 H3
Tratamiento Hormonas
—&—H —&—H —{O—H —O—H3 ——Sin Inocular ~ —@—Inoculado

Figura 10: Interaccion entre la aplicacion exdégena de hormonas e inoculacion obtenidos para la
longitud de la radicula (cm) en semillas de soja, luego de 8 dias de crecimiento. La linea representa la

tendencia positiva 0 negativa de la interaccion entre cada tipo de aplicacion; mientras que los

23



rectangulos de color la media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En el Figura 10 se observa que en el ensayo hubo indicios de interaccion entre la
inoculacién (A o ) y la aplicacién exdgena de hormonas. De manera general se observa que
el acido giberélico, tiene un efecto inhibidor sobre la longitud de la radicula,
independientemente de que si las semillas se inocularon o no. Todos los tratamientos
inoculados con excepcion auxinas, presentaron mayor longitud de radicula en comparacion
con sus controles no inoculados. Cuando las semillas fueron inoculadas, se observo una
tendencia de aumento de la longitud media de la radicula, pero sin evidenciarse una
diferencia marcada por la adicién exdgena de alguna de las hormonas (H1, H2 y H3), ya que
cuando no se aplic6 hormona se obtuvo la mayor elongacion de radicula. Lo que
determinaria que la inoculacién seria suficiente para promover el crecimiento radicular no
haciendo falta la aplicacion exdgena de alguna hormona. Por otro lado, en los tratamientos
sin inocular se produjo mayor longitud media con la adicion exdégena de auxinas y
citocininas, en comparacion con el control. Lo que determinaria que la adicion exégena de
auxinas y citocininas, sin la inoculacion tendria un efecto promotor en el crecimiento.

Para determinar si las diferencias en torno a los tratamientos eran vélidas a nivel
poblacional y estadisticamente significativas se realiz6 el analisis no paramétrico de Kruskal-
Wallis, donde se analizd el efecto de la adicion de fitohormonas en semillas sin inocular e
inoculadas. Los resultados determinaron que ambos tratamientos (A e 1), tuvieron evidencias
estadisticamente significativas de que al menos una hormona produjera un efecto diferente
sobre la longitud de la radicula (p=0,0002, p=0,0115 del Anexo 3). Para determinar que
fitohormona se comporté mejor en cada caso particular, se realizé una prueba a posteriori en
la que se compararon los rangos medios de la longitud de la radicula. Los resultados de esta

prueba se resumen en las Tablas 7 y 8.

Tabla 3: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas no

inoculadas, a nivel de la longitud radicular.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H2 330,01 A

HO 378,76 B

H3 391,73 B C
H1 430,48 C

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 7, hubo 3 grupos de tratamientos

estadisticamente afines entre si, que fueron: A: H2; B: HO, H3 y C: H3, H1. La hormona en
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la que se observo el rango mas pequefio fue con el acido giberélico, por lo que se podria
asumir que la aplicacién de este compuesto provocaria una menor elongacion de la radicula;
contrariamente, la hormona que presentd el mayor rango de elongacion fue auxina. El
tratamiento de no inoculacion de las semillas, méas la aplicacién de esta hormona, genero
efectos positivos sobre la elongacion de la radicula, que se diferencid estadisticamente del

tratamiento control.

Tabla 4: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas inoculadas, a

nivel de la longitud de la radicula.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H2 339,86 A

H1 386,26 B
H3 397,59 B
HO 409,42 B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 8, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son: A: H2 y B: H1, H3, HO. La hormona en el
que se observé el rango méas pequefio al igual que cuando no se inocul6 fue giberelina, por lo
que se puede asumir que el &cido giberélico es la fitohormona que generé menor elongacion
de la radicula. El tratamiento que present6 un efecto positivo fue el control, seguido del
tratamiento con citocininas y por ultimo con auxinas. Por lo tanto la inoculacion sin adicion
de hormonas seria suficiente para promover el crecimiento de la radicula.

En resumen, en los tratamientos con giberelinas se generd una disminucién en la
longitud de la radicula, sin importar la condicién de inoculacion, lo que determinaria que la
presencia de la hormona es condicionante del efecto de la bacteria. Desde el punto de vista
biolégico, esto determinaria que la inoculacién con B. japonicum E109 sin aplicaciéon de
hormonas, seria suficiente para promover el crecimiento de la radicula, ya que
estadisticamente no se comprobé evidencias de sinergismo entre la inoculacion y la adicion
exogena de auxinas y citocininas pero si se comprobd un efecto antagdnico por la aplicacion
con giberelinas. Por lo que se presupone que el inoculante contendria auxinas y citocininas,
las que determinaron un aumento de la longitud de la radicula cuando a las semillas no se las

inoculé.
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RADICULA

Figura 11: Estructuras de crecimiento post-germinativo (radicula) de plantulas de soja luego de 8 dias

desde la siembra.

5.2 Ensayo de crecimiento temprano en camara de cultivo

521

(cm), en plantulas de soja inoculadas y sin inocular, mas la adicién exdgena de fitohormonas,

Peso fresco y seco aéreo

La Figura 12 y las Tablas 9-10 del Anexo 4, representan el peso fresco y seco aéreo

luego de 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

3,60+ 3,61+
S 2,901 S 2914
o o
o o
Q Q
< <
8 2204 S 2214
w w
o o
[ [
o o
3 3
& 1,501 & 1,50
0,80 T T T 0,80 T T T T
A | HO H1 H2 H3
Tratamiento Hormonas
—8—H0 —8—H —{—H2 ——H3 —1—Sin Inocular ~—@—Inoculado
0,48+ 0,48+
5 039 5 039
o o
2 2
Q Q
< <
o 0,294 o 0,294
[ [
[ [
n n
o o
w w
[ [
a 0,204 a 0,204
0,10 T T 0,10 T T T T
A | HO H1 H2 H3
Tratamiento Hormonas
—8—H0 —8—H —{—H2 ——H3 ‘ |—D—Sin Inocular ~ —@—Inoculado

26



Figura 12: Interaccion entre aplicacion exdgena de hormonas e inoculacién obtenidos para el peso
fresco y seco aéreo (g) de plantulas de soja, luego de 14 dias de crecimiento. La linea representa la
tendencia positiva 0 negativa de la interaccion entre cada tipo de aplicacion; mientras que los
rectangulos de color la media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En el Figura 12 y Tablas 9-10 del Anexo 4, se observa gue en el ensayo hubo indicio
de interaccidn, entre tipo de inoculacion (A o 1) y la aplicacidén de hormonas. Tanto el peso
fresco como seco aéreo tuvieron el mismo comportamiento. EI mayor incremento de la
produccién de biomasa, expresado como peso fresco y seco aéreo (g), se determind en el
tratamiento no inoculado con adicién exdgena de giberelinas (AH2) con valores de 3,51 g -
0,47 g respectivamente e inoculado sin aplicacion de hormonas (IH0) con 3,33 g - 0,45 g. El
menor crecimiento medio se manifestd en el tratamiento inoculado con aplicacion de auxinas
(IH1) con 0,96 g - 0,11 g, donde este incluso presentd menor peso aéreo que el tratamiento
control (AHO) con valores de 1,59 g - 0,21 g. En el caso en que se aplicé la hormona
citocinina (H3), el peso fresco y seco medio aéreo fue similar para los dos tipos de
tratamientos (AH3:2,42 g — IH3: 2,55 g - AH3: 0,30 g — IH3: 0,32 g). Asi, podemos resumir
que cuando las semillas no fueron inoculados la aplicacion de giberelina (H2) fue el
tratamiento que presentd mayor peso tanto fresco como seco aéreo, mientras que las otras
hormonas (H1, H3) presentaron una tendencia de aumento del peso, con respecto al control
(HO) que fue el tratamiento que manifestd el menor peso. En el caso de los tratamientos
inoculados ocurrié todo lo contrario, el tratamiento sin aplicaciéon hormonal es el que
presentd el mayor peso, en comparacion con los tratamientos en los que se aplicd las
distintas hormonas (H1, H2, H3), por lo que desde el punto de vista biol6gico, esto
determinaria que la inoculacién con B. japonicum E109 seria suficiente para promover un
aumento de la biomasa aérea. Mientras que las hormonas auxinas y giberelinas, junto con la
inoculacion parecen tener un efecto antagonico en el aumento de la biomasa.

Para determinar si las diferencias en torno a los tratamientos eran vélidas a nivel
poblacional y estadisticamente significativas, se realizd el andlisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, donde se analizé el efecto de la adicion de fitohormonas en semillas sin
inocular o inoculadas. Los resultados determinaron que en ambos tratamientos (A o 1) no
hubo evidencias estadisticamente significativas de que al menos una hormona produjera un
efecto diferente sobre el peso fresco (p=0,1129, p=0,0703 del Anexo 4) y seco aéreo
(p=0,1112, p=0,0695 del Anexo 4).
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5.2.2 Peso fresco y seco radical

La Figura 13 y las Tablas 11-12 del Anexo 5, representan el peso fresco y seco
radical (cm) en plantulas de soja inoculadas y sin inocular, mas la adicién exdgena de

fitohormonas, luego de 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 13: Interaccién entre aplicacion exdgena de hormonas e inoculacién obtenidos para el peso
fresco y seco radical (g) de plantulas de soja, luego de 14 dias de crecimiento. La linea representa la
tendencia positiva 0 negativa de la interaccién entre cada tipo de aplicacién; mientras que los
rectangulos de color la media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En el Figura 13 y las Tablas 11-12 del Anexo 5, se observa que en el ensayo hubo
indicio de interaccion, entre tipo de inoculacion (A o 1) y la aplicacion de hormonas. El
comportamiento de los tratamientos en cuanto al peso fresco y seco radical fue muy similar.
La mayor promocién en el crecimiento como peso fresco radical (g), se determiné en los

tratamientos sin inocular con giberelinas (AH2) con un valor de 2,15 g e inoculado sin la
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aplicacion de hormonas (IHO) con 1,72 g. Y el menor crecimiento se manifesté en el
tratamiento inoculado con auxinas (IH1) con 0,25 g, donde este incluso presentd menor peso
fresco que el tratamiento control (AHO) con un valor de 0,45 g. La mayor promocién en el
crecimiento como peso seco radical (g), se manifestd en el tratamiento no inoculado con
adicién auxinas (AH1), giberelinas (AH2) con igual valor de 0,25 g e inoculado sin
aplicacion de hormonas (IHO) con 0,20 g. EI menor crecimiento se determind en el
tratamiento inoculado con auxina (IH1) con 0,03 g y con giberelina (IH2) con 0,07 g, donde
estos incluso presentaron menor peso seco radical que el tratamiento control (AHO) con
0,09cm. En el caso en que se aplico citocininas (H3), el peso fresco y seco radical medio fue
similar para los dos tipos de tratamientos (AH3:1,37 g — IH3: 1,04 g - AH3: 0,179 — IH3:
0,150). Analizando, se destaca que cuando a las semillas no se inocularon, hubo un
incremento de la produccion de biomasa expresado como peso fresco y seco radical, con la
adicion de las distintas soluciones de hormonas (H1, H2, H3). Donde las hormonas auxinas y
giberelinas fueron la que presentaron el mayor aumento de biomasa como peso seco y el
acido giberélico como peso fresco. Mientras que cuando a las semillas se las inoculd, se
generd una disminucion en el peso fresco y seco radical con la aplicacién de hormonas (H1,
H2, H3). Lo que determinaria en este caso que la inoculacion sin la aplicacion de hormonas
es el tratamiento que gener6 la mayor biomasa radical.

Para determinar si las diferencias en torno a los tratamientos eran vélidas a nivel
poblacional y estadisticamente significativas, se realizé el andlisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, donde se analiz6 el efecto de la adicion de fitohormonas en semillas sin
inocular e inoculadas. Los resultados determinaron que en ambos tratamientos (A o 1) no
hubo evidencias estadisticamente significativas de que al menos una hormona produjera un
efecto diferente sobre el peso fresco radical (p=0,0902, p=0,0522 del Anexo 5). Por otro
lado, para el peso seco radical en el tratamiento sin inocular (A) no hubo evidencias
estadisticamente significativas para afirmar que el efecto de alguna hormona fue distinto
(p=0,0862 del Anexo 5), mientras que en el tratamiento inoculado () hubo evidencias
estadisticamente significativas (p=0,0476 del Anexo 5). Para determinar que fitohormona se
comportd mejor en cada caso en particular, se realizdé una prueba a posteriori en la que se
compararon los rangos medios del peso seco radical. Los resultados de esta prueba se

resumen en la Tabla 13.

Tabla 5: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas inoculadas, a

nivel del peso seco radical.
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Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1
H2
H3
HO

2,67 A
4,67 A
9,00
9,67

B
B
B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 13, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son, A: H1, H2 y B: H2, H3, HO. La hormona
en el que se observo el rango més pequefio es H1, por lo que se puede asumir que la
hormona auxina es la gener6 el menor peso de la raiz. Mientras que los tratamientos que
muestran los rangos méas grandes son HO que es el mayor, luego siguen H3 y por Gltimo H2.
La inoculacion sin el agregado de hormonas, fue suficiente para estimular el crecimiento de

la raiz, por lo que se determinaria que el inoculante seria capaz de inducir el crecimiento en

volumen de la raiz independiente de la presencia de tales hormonas.

5.2.3 Longitud aérea

La Figura 14 y las Tablas 14-15 del Anexo 6, representan la longitud aérea (cm), en
plantulas de soja inoculadas y sin inocular, mas la adicion exdgena de fitohormonas, luego 7

y 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 14: Diagramas de cajas (box-plot) obtenidos para la longitud aérea (cm) en plantulas de soja
inoculadas o sin inocular y tratadas con diferentes soluciones de hormonas, luego de 7 y 14 dias de
crecimiento. La linea dentro de las cajas representa la mediana, el punto la media y los circulos y
rectangulos negros representan los datos atipicos para cada tratamiento. Referencias: HO: sin el

agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En la Figura 14 y las Tablas 14-15 del Anexo 6, se puede observar que efecto de
los tratamientos en el crecimiento aéreo de las plantulas de soja a los 7 y 14 dias fue distinto.
A los 7 dias la mayor promocion en el crecimiento como longitud aérea se manifestd en los
tratamientos inoculado sin adicién de hormona (IHO) con un valor de 8,65 cm y no inoculado
con aplicacién de auxinas (AH1) con 8,35 cm. Mientras que a los 14 dias fueron los
tratamientos con adicién exdgena de citocininas cuando se inoculd (IH3) con 19,50 cm y no
se inoculd (AH3) con 19,35 cm y asi como no inoculado con giberelinas (AH2) con 19,30
cm. La menor mediana se manifestd a los 7 dias en el tratamiento no inoculado con
citocininas (AH3) con 7,05 cm, en el control (AHO) con 7,35 cm, inoculado con citocininas
(IH3) con 7,40 cm e inoculado con acido giberélico (IH2) con 7,45 cm; mientras que a los 14
dias con 15,45 cm en el tratamiento control (AHO) que se alejé bastante de los demas. A
modo de resumen, se concluye que a los 7 dias la aplicacion exdgena de auxinas y
giberelinas, sin inoculacién tendria un efecto promotor en el crecimiento a nivel de la
longitud aérea; mientras que la aplicacion de citocininas pareceria no tener efecto, ya que
mostrd valores menores que el control (AHO); en contrapartida a los 14 dias la fitohormona
citocinina tuvo un comportamiento totalmente opuesto al de los 7 dias, mostré los mayores
valores de mediana junto con giberelinas. Cuando las semillas fueron inoculados, a los 7 dias
el tratamiento sin aplicacion exdgena de alguna fitohormona fue suficiente para promover la
longitud aérea de las plantulas de soja; mientras que a los 14 dias, la hormona citocinina
mostrd la mayor longitud aérea de las plantulas de soja incluso mayor que el tratamiento

inoculado sin adiccién de fitohormonas.
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Figura 15: Plantulas de soja emergidas inoculadas o no inoculadas y tratadas con diferentes
soluciones de hormonas, a los 7 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona,

H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

40y

me

Figura 16: Plantulas de soja emergidas inoculadas o no inoculadas y tratadas con diferentes

IHO l AHA l TH l AHD ‘

soluciones de hormonas, a los 14 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona,

H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.
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La Figura 17 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacion y aplicacion

de hormonas en las semillas de soja, luego de 7 y 14 dias de crecimiento.
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Figura 17: Interaccion entre aplicacién exdgena de hormonas e inoculacion, obtenidos para la
longitud aérea (cm) de plantulas de soja, luego de 7 y 14 dias de crecimiento. La linea representa la
tendencia positiva 0 negativa de la interaccién entre cada tipo de aplicacién; mientras que los
rectangulos de color la media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En el Figura 17 se observa que en el ensayo hubo indicios de interaccion entre la
inoculacién (A o 1) y la aplicacion exdgena de hormonas. Al igual que en la Figura 14, la
mayor media la presentaron los tratamientos inoculado sin hormonas con un valor de 9,02
cm y no inoculado con auxinas con 8,36 cm a los 7 dias; mientras que a los 14 la presentaron
los tratamientos no inoculado con adicion exdgena de acido giberélico con 19,43 cm y
citocininas con 19,29 cm. El menor crecimiento a los 7 dias se manifest6 en los tratamientos
inoculado con adicion de auxinas con 6,67 c¢cm, no inoculado e inoculado con aplicacion

exdgena de citocininas con 7,06 cm (AH3) y 7,08 cm (IH3) e inoculado con giberelinas con
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7,55 cm, donde incluso estos tratamientos mostraron menor longitud media aérea que el
tratamiento control (AHO) con 7,62 cm. A los 14 dias el menor crecimiento correspondio al
tratamiento control (AHO) con 16,05 cm, y a los tratamientos en los que se aplico
exdgenamente auxinas, con 16,74 cm (IH1) y con 17,48 cm (AH1). Asi, se concluye que
cuando las semillas no se inocularon y se aplicaron las distintas fitohormonas se generaron
respuestas positivas sobre el crecimiento temprano de las plantulas de soja a los 14 dias;
mientras que a los 7 dias la excepcion fue la hormona citocinina que presentd el menor
crecimiento longitudinal aéreo. No fue asi a los 7 dias, cuando a las semillas se las inoculd y
agreg6 las diferentes fitohormonas tuvieron un efecto negativo en el crecimiento medio
aéreo, mientras que a los 14 dias, la hormona citocinina mostré un aumento de la longitud
aérea.

Para determinar si las diferencias en torno a los tratamientos eran vélidas a nivel
poblacional y estadisticamente significativas, se realizd el andlisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, donde se analizé el efecto de la adicion de fitohormonas en semillas sin
inocular e inoculadas. Los resultados demostraron que para variable la longitud aérea en
ambos tratamientos no hubo evidencias estadisticamente significativas para afirmar que el
efecto de alguna de las hormonas fue distinto (p=0,3039, p=0,1816 del Anexo 6) a los 7 dias;
mientras que a los 14 dias en los tratamientos inoculados tampoco hubo evidencias
estadisticamente significativas (p=0,1008 del Anexo 6), pero si la hubo en el tratamiento sin
inocular (p=0,0087 del Anexo 6). Para determinar que fitohormona se comportd mejor en
cada caso en particular, se realizé una prueba a posteriori en la que se compararon los rangos

medios de la longitud aérea. Los resultados de esta prueba se resumen en la Tabla 16.

Tabla 6: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas no

inoculadas, a nivel de la longitud aérea a los 14 dias desde la siembra.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

HO 8,50 A

H1 13,75 A B

H3 23,25 B C
H2 23,81 C

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 16, hay tres grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son, A: HO, H1; B: H1, H3 y C: H3, H2. El
tratamiento en el que se observd el menor crecimiento fue sin aplicacion de hormonas, por lo
que se puede asumir que la aplicacion de cualquier hormona generé un aumento a nivel
longitudinal aérea. Por otro lado, las hormonas que mostraron los rangos mas grandes fueron

giberelinas, luego seguido de citocininas. En el caso de las semillas inoculadas no se
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registraron diferencias estadisticas significativas, pero se puede asumir que la inoculacion
més la aplicacion exdgena de la fitohormona citocinina mostré efectos positivos en la

promocion del crecimiento de la longitud aérea.

5.2.4 Longitud laminar

La Figura 18 y las Tablas 17-18 del Anexo 7, representan la longitud laminar o
longitud de la l&mina foliar (cm) en plantulas de soja inoculadas y sin inocular, mas la
adicion exogena de fitohormonas, luego de 7 y 14 dias desde la siembra y en condiciones
controladas de cultivo.
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Figura 18: Diagramas de cajas (box-plot) obtenidos para la longitud laminar (cm) en semillas de soja
inoculadas o sin inocular y tratadas con diferentes soluciones de hormonas, luego de 7 y 14 dias de
crecimiento. La linea dentro de las cajas representa la mediana, el punto la media y los circulos y
rectangulos negros representan los datos extremos y atipicos para cada tratamiento. Referencias: HO:
sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin

inocular.
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En la figura 18 y las Tablas 17-18 del Anexo 7, se observa que algunos tratamientos
presentaron datos atipicos y el efecto de cada tratamiento sobre el crecimiento laminar fue
diferencial. La mayor promocion de crecimiento laminar se verificd en los tratamientos no
inoculado con auxinas (AH1) con un valor de 2,23 cm, inoculado sin adiccion de hormonas
(IHO) con 2,08 cm y en el control (AHO) con 2,05 cm a los 7 dias; mientras que a los 14
fueron los tratamientos control (AHO) con 5,03 cm y no inoculado con auxinas (AH1) con
5,00 cm, lo que determinaria que la inoculaciéon a los 7 dias y la adicion sola de la
fitohormona auxina a los 7 y 14 dias tendrian una tendencia de aumento del crecimiento,
donde el tratamiento control (AHO) presenté valores muy similares a estos tratamientos.
Tanto a los 7 como a los 14 dias, los valores méas bajos para las medianas se obtuvieron en
los tratamientos inoculado con giberelinas (IH2) con 1,10 cm (7 dias) y 3,70 cm (14 dias) e
inoculado con auxinas (IH1) con 1,10 cm (7 dias) y 3,95 cm (14 dias), lo que determinaria
gue la inoculacion méas la aplicacién de fitohormonas auxinas o giberelinas tendrian un
efecto negativo sobre este pardmetro. Aquellos tratamientos en los que se aplicaron
citocininas mostraron resultados similares en plantas sin inocular (AH3) con un valor de 1,93
cm e inoculadas (IH3) con 1,68 cm ocurriendo esto tanto a los 7 como a los 14 dias, donde
los valores de los 14 dias fueron no inoculado (AH3) con un 4,20 cm e inoculado (IH3) con
4,05 cm. En resumen, la aplicacion de fitohormonas independientemente del tratamiento de
inoculacién (A o 1), parece no tener efectos en el crecimiento longitudinal laminar, por lo
que se podria suponer que la interaccion del inoculante (A o 1) con ciertas fitohormonas,
provocaria un retraso del crecimiento de la lamina foliar en hojas verdaderas de plantulas de
soja ya que en ambos tratamientos las mayores longitudes se obtuvieron cuando no se
aplicaban fitohormonas. La Unica excepcién se manifestdé con la aplicacién de auxinas
cuando las semillas no se inocularon, donde esta fitohormona a los 7 dias mostro resultados

superiores al control y a los 14 similares.
La Figura 19 representa la interaccién de los tratamientos de inoculacion y aplicacién

de hormonas sobre la longitud de la lamina foliar de semillas de soja luego de 7 y 14 dias de

crecimiento.

36



2,304 2,304

€ €

< 1,92 S 1,92

w w

R R

© ©

™~ ™~

© 1,557 5 1554

S S

€ €

© ©

- -

g) [=2

&1 118 S 1,181

— —
0,80 T T T 0,80 T T T T T

A | HO H1 H2 H3
Tratamiento Hormonas

—&—H —&—H —{—H2 —{—H3 —{—Sin Inocular ~—@—Inoculado
5,201 5,201

g g

= 4,751 = 4,751

w w

R R

o o

< <

[ [

5 4314 5 4314

£ £

£ £

@ @

- | - |

S 3871 © 3874

o o

o | o |
3,42 T T T 3,42 T T T T T

A | HO H1 H2 H3
Tratamiento Hormonas

I—I—HO —&—H —{—H2 —(O—H3 —{—Sin Inocular ~—@—Inoculado

Figura 19: Interaccion entre aplicacion exdgena de hormonas e inoculacion obtenidos para la
longitud laminar (cm) de pléntulas de soja, luego de 7 y 14 dias de crecimiento. La linea representa la
tendencia positiva 0 negativa de la interaccion entre cada tipo de aplicacién; mientras que los
rectangulos de color la media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En el Figura 19, se observa que en el ensayo hubo indicio de interaccién, entre tipo de
inoculacién (A o 1) y la aplicacion de hormonas. El mayor valor de la media lo presentaron
los tratamientos no inoculado con auxinas con un valor de 2,24 cm e inoculado sin
aplicacion de fitohormonas con 2,18 c¢cm, a los 7 dias; mientras que a los 14 dias, los
tratamientos no inoculado con auxinas con un valor de 5,13 cm y el tratamiento control con
4,88 cm, lo que determinaria que la adicién de auxinas, aun sin inoculacién tendria un efecto
positivo sobre el parametro evaluado. En contrapartida, la menor elongacion de la lamina
foliar se manifestd en el tratamiento inoculado con auxinas con 0,90 cm a los 7 dias desde la
siembra, el que se diferencié marcadamente de los demas. A los 14 dias los tratamientos con

menor valor de la media fueron el tratamiento inoculado con giberelinas con un valor de 3,48
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cm y auxinas con 3,70 ¢cm, por lo que se podria remarcar que las semillas no inoculadas
mostraron mayores longitudes laminares que los tratamientos en los que se las inocul6, tanto
a los 7 como 14 dias. Por otro lado, en las semillas sin inocular y con la adicion exdgena de
giberelinas y citocininas tampoco se evidencid un efecto promotor en el crecimiento por lo
que se desprenderia que las Gnicas hormonas con capacidad de inducir un efecto promotor de
este parametro cuando las semillas no se inocularon serian las auxinas.

Para determinar si las diferencias en torno a los tratamientos eran vélidas a nivel
poblacional y estadisticamente significativas, se realizd el andlisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, donde se analizé el efecto de la adicion de fitohormonas en semillas sin
inocular e inoculadas. Los resultados determinaron que en los tratamientos sin inocular no
hubo evidencias estadisticamente significativas para afirmar que el efecto de alguna hormona
fue distinto (p=0,3510 del Anexo 7); mientras que en el caso de las semillas inoculadas si
tuvieron evidencias estadisticamente significativas a los 7 dias desde la siembra (p=0,0254
del Anexo 7). Por otro lado, a los 14 dias se determinaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,0183, p=0,0404 del Anexo 7) en ambos tratamientos. Para determinar
que fitohormona se comportd mejor en cada caso particular, se realiz6 una prueba a
posteriori en la que se compararon los rangos medios de la longitud laminar. Los resultados

de esta prueba se resumen en las Tablas 19, 20 y 21.

Tabla 7: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas inoculadas, a
nivel de la longitud laminar a los 7 dias desde la siembra.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1 8,17 A
H2 12,13 A
H3 16,30 A B
HO 23,04 B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 19, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son: A: H1, H2, H3 y B: H3, HO. Las
hormonas en las que se observaron los rangos mas pequefios fueron auxinas y acido
giberélico; mientras que el control inoculado sin adicién de hormonas mostré el rango mas
grande. En base a estos resultados, se podria asumir que la aplicacion de auxinas y
giberelinas junto a la inoculacion no determinarian cambios sobre el crecimiento de la
lamina foliar; mientras que la inoculacién sin la aplicacion de hormonas si los generaria.
Desde el punto de vista bioldgico, esto determinaria que la inoculacion con B. japonicum
E109 seria suficiente para promover el crecimiento de la longitud laminar ya que no se

comprobd estadisticamente evidencia de sinergismo entre la inoculacién y la adicién
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exogena de citocininas pero si se comprobd un efecto antagbnico por la aplicacion

combinada con auxinas o giberelinas.

Tabla 8: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas no

inoculadas, a nivel de la longitud laminar a los 14 dias desde la siembra.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H3 11,35 A

H2 18,04 A B
HO 24,50 B
H1 26,00 B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 20, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son: A: H3, H2 y B: H2, HO, H1. La
fitohormona en la que se observé el menor rango fue citocinina; mientras que la hormona
que mostro el rango mas grande fue auxina, junto con el tratamiento control. Con estos
resultados se podria asumir que la aplicacion de giberelinas y citocininas no inducirian
cambios en la longitud laminar a los 14 dias desde la siembra; mientras que la aplicacién de
auxinas a pesar que no se diferencio estadisticamente del tratamiento control, parece tener un

efecto positivo manifestando una tendencia de aumento del crecimiento longitudinal laminar.

Tabla 9: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas inoculadas, a

nivel de la longitud laminar a los 14 dias desde la siembra.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1 11,80 A
H2 12,88 A
H3 19,05 A B
HO 24,54 B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 21, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son: A: H1, H2, H3 y B: H3, HO. Las
hormonas en las que se observaron los menores rangos fueron auxinas y acido giberélico;
mientras que la no aplicacion de hormonas mostro el rango mas grande. La inoculacion, mas
la aplicacion de auxinas y giberelinas no tuvo efecto sobre la longitud laminar a los 14 dias
de crecimiento. Por lo que se concluye lo mismo que a los 7 dias la inoculacion de las
semillas sin el agregado de fitohormonas seria suficiente para producir efectos sobre este

parametro.
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5.2.5 Longitud Radical

La Figura 20 y la Tabla 22 del Anexo 8, representan la longitud radical (cm), en

plantulas de soja inoculadas y sin inocular, mas la adicion exégena de fitohormonas, luego

de 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 20: Diagramas de cajas (box-plot) obtenidos para la longitud radical (cm) en semillas de soja
inoculadas o sin inocular y tratadas con diferentes soluciones de hormonas, luego de 14 dias de
crecimiento. La linea dentro de las cajas representa la mediana, el punto la media y los circulos y
rectangulos negros representan los datos extremos y atipicos para cada tratamiento. Referencias: HO:

sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin

inocular.

En la figura 20 y la Tabla 22 del Anexo 8 se observa que algunos tratamientos
presentaron datos atipicos y extremos. La mayor promocion en el crecimiento como longitud
radical se comprob6 en los tratamientos no inoculado con auxinas (AH1) con un valor de
15,40 cm e inoculado sin la adicién exdgena de hormonas (IHO) con 15,25 cm; mientras que
las menores medianas las tuvieron los tratamientos inoculado con auxinas (IH1) con 12,10
cm y no inoculado con citocininas (AH3) con 12,80 cm. Estos, junto con los tratamientos
inoculado con giberelinas (IH2) con 13,20 cm e inoculado con citocininas (IH3) con 13,80
cm presentaron un valor de mediana menor al control (AHO) con un valor de 14,15 cm.
Analizando estos resultados se determinaria que el comportamiento de los dos tipos de
tratamiento (A o I) cuando se aplico las distintas soluciones de fitohormonas, fue opuesto.
Cuando las semillas no se inocularon, una de las mayores medianas de la longitud radical, se
alcanz6 cuando se aplicd auxinas, en tanto que cuando se inocularon se obtuvo una de las

menores medianas. Esta situacién también se determind con la adicién de giberelinas.
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Figura 21: Raices obtenidas de plantulas de soja emergidas inoculadas o no inoculadas y tratadas con
diferentes soluciones de hormonas, a los 14 dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de

hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

La Figura 22 representa la interaccion de los tratamientos de inoculacion y aplicacion
de hormonas en las semillas de soja, luego de 14 dias de crecimiento.
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Figura 22: Interaccion entre aplicacion exdgena de hormonas e inoculacion, obtenidos para la
longitud radical (cm) de plantulas de soja, luego de 14 dias de crecimiento. La linea representa la
tendencia positiva 0 negativa de la interaccién entre cada tipo de aplicacién; mientras que los
rectangulos de color la media del tratamiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1:

auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

En el Figura 22 se observa que a nivel de ensayo hubo indicio de interaccion entre la
inoculacion y la aplicacion de hormonas. Al igual que la Figura 20, la mayor media la
presentaron los tratamientos inoculado sin aplicacion de hormonas con 15,84 cm y no
inoculado con auxinas con 15,54 cm; mientras que la menor fue para los tratamientos
inoculado con auxinas con 12,24 cm, no inoculado con citocininas con 12,27 cm e inoculado

con giberelinas con 12,75 cm. Estos a su vez presentaron menor longitud radical que el
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control con un valor de 14,02 cm y el tratamiento inoculado con citocininas con 13,57 cm.
Tanto en las semillas inoculadas como en las no inoculadas se destacan diferencias entre la
aplicacion o no de hormonas. La inoculacion sin aplicacion de hormonas generé mayor
longitud radical que la aplicacion de las distintas fitohormonas sin inoculacion. En el caso
que no se inoculd, el comportamiento se invirti6 y la aplicacion de auxinas asi como de
giberelinas produjo mayor longitud radical que la aplicacion de citocininas o que el control.

Para determinar si las diferencias en torno a los tratamientos eran validas a nivel
poblacional y estadisticamente significativas, se realizd el analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, donde se analizé el efecto de la adicion de fitohormonas en semillas sin
inocular e inoculadas. Los resultados determinaron que ambos tratamientos, tuvieron
evidencias estadisticamente significativas de que al menos una hormona produjo un efecto
diferente (p=0,0204, p=0,0371 del Anexo 8). Para determinar que fitohormona se comporté
mejor en cada caso en particular, se realizd una prueba a posteriori en la que se compararon
los rangos medios de la longitud radical. Los resultados de esta prueba se resumen en las
Tablas 23y 24.

Tabla 10: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas no
inoculadas, a nivel de la longitud radical luego de 14 dias desde la siembra.

Test a Posteriori
Tratatamiento Ranking

H3 10,80 A

HO 18,33 A B
H2 21,23 B
H1 26,13 B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 23, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son: A: H3, HO y B: HO, H2, H1. La hormona
en la que se observd el rango mas pequefio fue citocinina; mientras que las hormonas que
mostraron los rangos mas grandes fueron auxinas y giberelinas. Asi, la aplicacion de
citocininas en semillas sin inocular no tuvo efecto en el crecimiento longitudinal de la raiz;
mientras que auxinas y giberelinas si lo tuvieron. El tratamiento de las semillas no
inoculadas con auxinas o giberelinas generd un efecto positivo sobre el crecimiento de la
longitud radicular, que se diferencié estadisticamente del tratamiento control o de la
aplicacion exdgena de citocininas, que redujo significativamente el desarrollo de la longitud
de este 6rgano.

Asi, podemos resumir que el tratamiento hormonal que mas impacto sobre la longitud

de la raiz fue el de la aplicacion exdgena de citocininas, que redujo significativamente su
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tamafo. Por otro lado, la adicion de auxinas o giberelinas determinaron una mayor longitud
de laraiz.

Tabla 11: Resultado del contraste a posteriori de la prueba Kruskal-Wallis, para semillas inoculadas,
a nivel de la longitud radical luego de 14 dias de crecimiento.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1 11,20 A
H2 13,88 A
H3 18,14 A B
HO 24,96 B

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

De acuerdo a los resultados de la Tabla 24, hay dos grupos de tratamientos
estadisticamente afines entre si. Estos grupos son: A: H1, H2, H3 y B: H3, HO. Las
hormonas en las que se observo el menor rango fueron auxinas y giberelinas; mientras que la
inoculacion sin adicion de hormonas tuvo el rango mas grande. Asi, se podria concluir que la
aplicacion de auxinas y giberelinas junto con el inoculante, no tendria efecto aditivo o
sinérgico a nivel de la longitud radical luego de 14 dias de crecimiento y por otro lado, la

inoculacion seria suficiente para producir un aumento de la longitud radical.

5.2.6. Numero de hojas trifoliadas

La Figura 23 y Tabla 25 del Anexo 9, representan el nimero de hojas trifoliadas por
planta en semillas de soja inoculadas y sin inocular, mas la adicion exdgena de fitohormonas,

luego de 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 23: Evaluacion del nimero de hojas trifoliadas por planta de soja sin inocular (A) e inoculadas
(I) y tratadas de manera exdgena e individual con soluciones de las siguientes fitohormonas: auxinas
(H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento. Cada barra representa la

media.
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En la Figura 23y Tabla 25 del Anexo 9, se puede observar que la mayor cantidad de
hojas trifoliadas se observd en los tratamientos inoculado sin adicion de hormonas (IHO) con
un valor de 3,7 hojas/planta y no inoculado con adicion exdgena de auxinas (AH1) con 3,2
hojas/planta; mientras que la menor cantidad se verificd en los tratamientos inoculado con
auxinas (IH1) con 0,5 hojas/planta y el control (AHO) con 0,8 hojas/planta. Considerando la
aparicion de trifolios, como un parametro relacionado con la velocidad de crecimiento o
desarrollo de esta especie (estado fenolégico), podriamos decir que la aplicacién de cualquier
hormona en plantulas de soja sin inocular, aumento6 el nimero de hojas trifoliadas, siendo la
aplicacién de auxinas la que mayor nimero de trifolios present6. Por otro lado, la aplicacién
de fitohormonas en semillas inoculadas, determiné un efecto opuesto, siendo el tratamiento
inoculado (pero sin hormonas) el que mayor nimero de hojas trifoliadas presentd, aln en

comparacion con todos los tratamientos del experimento.
5.2.7. Numero y porcentaje de nédulos por planta

La Figura 24 y Tabla 26 del Anexo 10, representan el nimero de nddulos en raiz
primaria, secundaria y total en plantulas de soja inoculadas, mas la adicion exdgena de

fitohormonas, luego de 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Figura 24: Evaluacién del nimero de nddulos en raiz primaria, secundaria (arriba) y total (abajo) por
planta de soja inoculada con B. japonicum E109 y tratadas exdgenamente con diferentes

fitohormonas: auxinas (H1), giberelinas (H2) y citocininas (H3), luego de 14 dias de crecimiento.

En la Figura 24 y Tabla 26 del Anexo 10, se puede observar que la cantidad de
nodulos en raiz primaria, secundaria y total fue mayor en el tratamiento sin adicion exégena
de fitohormonas, con 6; 1,9 y 7,9 nddulos/planta respectivamente. En el caso de la raiz
primaria el tratamiento con auxinas presentd mayor nimero de nédulos (5,4 nédulos/planta)
que para el resto de las hormonas y a nivel de la raiz secundaria, los tratamientos con
giberelinas y citocininas presentaron el mismo numero de nédulos que el control inoculado
sin adicion de hormonas (1,9 nddulos/planta). Finalmente, el tratamiento con adicion
exogena de auxinas obtuvo el menor ndmero de nddulos totales por planta (0,6
nodulos/planta) y una relacion inversa de nodulacion en la raiz primaria con respecto a la
secundaria. En el experimento, se cont6 con un control no inoculado y sin la adicion exdgena

de hormonas, que no present6 nddulos en ninguna de las fracciones de la raiz.

La Figura 25 y la Tabla 27 del Anexo 10, representan el porcentaje de plantas
noduladas en raiz primaria, secundaria y total, luego de 14 dias desde la siembra y en

condiciones controladas de cultivo.
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Figura 25: Porcentaje de plantulas de soja néduladas en raiz primaria, secundaria y total luego de 14
dias de crecimiento. Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3:

citocininas, I: inoculado.

En la Figura 25 y Tabla 27 del Anexo 10, se puede observar que en el caso de la raiz
primaria el tratamiento inoculado con adicion de auxinas (IH1) presentd un 100 % de
plantulas noduladas; mientras que los tratamientos inoculado sin aplicacién de hormona
(IHO) e inoculados con adicion de citocininas (IH3) presentaron un valor similar (92-91%),
pero inferior al del tratamiento con adicion de auxinas. El tratamiento con giberelinas (IH2)
fue el que menor porcentaje present6 (88%). A nivel de la raiz secundaria, el tratamiento con
giberelinas (IH2) revirti6 la tendencia anterior y presenté el mayor porcentaje de plantulas
noduladas con un 75%, luego el tratamiento con auxinas con 60%, citocininas (IH3) con
55% y por ultimo el tratamiento inoculado y sin adicién de hormonas (IHO) con 50% de
plantas néduladas. En el caso de % de nddulos totales los tratamientos sin aplicacion
hormonal, con aplicacién de auxinas y giberelinas presentaron el maximo porcentaje (100%),

mientras que el tratamiento en que se aplico citonicinas presentd menor % (91%).
X AT . L By

Figura 26: Nddulos en raiz primaria, secundaria y terciaria de plantulas de soja.
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En la Figura 19 y en la Tabla 28 se resumen los principales resultados de este trabajo
para semillas de soja sin inocular(A) e inoculadas (I) con B. japonicum E109 y tratadas de
manera exogena e individual con soluciones de las siguientes fitohormonas: auxinas (H1),

giberelinas (H2) y citocininas (H3).
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Tabla 28: Resumen de los resultados presentados en soja tratadas con agua (A) o inoculadas (1) con

B. japonicum E109 y tratadas de manera exdgena e individual con auxinas, giberelinas y citocininas.

1. BACTERIA

B. japonicum E109
()

2. HORMONAS J

Citocininas (H3)

3. BACT + HORM J

Bj E109 (1) +

Auxinas (H1)

Bj E109 (1) +
Giberelinas (H2)

Bj E109 (I) +
Citocininas (H3)

ENSAYO DE GERMINACION [I]

Germinacion

1. Méxima germinacion por la inoculacion con B. japonicum
E1009.

2. Méaxima germinacién por la adicién exdgena de citocininas. La
adicion de auxinas genero efectos positivos.

3. Sinergismo por la inoculacion y adicidn de giberelinas. Efecto

antagonico por la aplicacion combinada con citocininas.

Long. del hipocotilo

1. Tendencia de aumento de la longitud por la inoculacién con B.
japonicum E109.

2. Menor crecimiento por la adicion de auxinas/citocininas. La
adicion giberelinas, no tuvo efecto sobre la longitud del
hipocdtilo.

3. Tendencia de aumento de la longitud por la inoculacion y
aplicacion de citocininas. La aplicacion combinada con

auxinas/giberelinas, no tuvo efectos sobre la longitud.

Long. de la Radicula

1. Mayor crecimiento longitudinal por la inoculacién con B.
japonicum E109.

2. Tendencia de aumento por auxinas/citocininas. Menor longitud
por la adicion de giberelinas.

3. Tendencia de aumento entre la inoculacién y la aplicacion de

auxinas/citocininas. Antagonismo con la aplicacion de giberelinas.
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ENSAYO DE CRECIMIENTO TEMPRANO [11]

1. BACTERIA J

B. japonicum E109
)

2. HORMONAS J

Citocininas (H3)

3.B ACT + HORM J

Bj E109 (I) +
Auxinas (H1)

Bj E109 (1) +

Giberelinas (H2)

Bj E109 (1) +
Citocininas (H3)

Peso Fresco y Seco Aéreo

1. Tendencia de aumento del peso por la inoculacién con B.
japonicum E109.

2. Mayor peso por la adicion de giberelinas. Tendencia de
aumento con auxinas/citocininas.

3. La adicion exdgena de cualquier hormona disminuyd el

crecimiento y fue mas severo con auxinas/giberelinas.

Peso Fresco y Seco Radical

1. Tendencia de aumento del peso fresco y seco por la
inoculacion con B. japonicum E109.

2. Mayor peso fresco por la adicion de giberelinas. Tendencia de
aumento con auxinas/citocininas. Mayor peso seco por la adicién
de auxinas/giberelinas. Tendencia de aumento con citocininas.

3. La adicion exdgena de cualquier hormona disminuyd el

crecimiento y fue méas severo con auxinas/giberelinas.

Longitud Aérea

1. A'los 7 dias mayor crecimiento longitudinal por la inoculacién
con B. japonicum E109. A los 14 dias tendencia de aumento de
la longitud con B. japonicum E109.

2. A los 7 dias mayor promocién del crecimiento con
auxinas/giberelinas, inhibicion del crecimiento con citocininas.
A los 14 dias la adicion exdgena de cualquier hormona aumenté
el crecimiento y fue mayor con giberelinas/citocininas.

3. Alos 7 dias la aplicacion exdgena de cualquier hormona
disminuyo el crecimiento. A los 14 dias mayor crecimiento con

citocininas.

Longitud Laminar

1. A'los 7 dias tendencia de aumento con la inoculacion con B.
japonicum E109. A los 14 dias inhibicion del crecimiento por B.
japonicum E109.

2. Tanto a los 7 como a los14 dias maxima longitud por la
aplicacion de de auxinas. Inhibicion del crecimiento por

giberelinas/citocininas.
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1. BACTERIA

.

B. japonicum E109
(M

2. HORMONAS J

Citocininas (H3)

3.B ACT + HORM J

Bj E109 (1) +
Auxinas (H1)

Bj E109 (I) +
Giberelinas (H2)

Bj E109 (1) +

Citocininas (H3)

3. Disminucién del crecimiento ante la aplicacion de cualquier

fitohormona.

Longitud Radical

1. Maximo crecimiento con la aplicacion de B. japonicum E109.
2. Tendencia de aumento por la adicion de auxinas/giberelinas.
Inhibicidn del crecimiento por la aplicacién de citocininas.

3. Disminucion del crecimiento ante la aplicacién de cualquier

fitohormona.

N° de hojas Trifoliadas

1. Mayor nimero de hojas con B. japonicum E1009.

2. Aumento del nimero de hojas ante la aplicacion de cualquier
fitohormona, sobre todo con auxinas.

3. Disminucién del nimero de hojas con la aplicacion de

cualquier hormona. Efecto mas marcado con auxinas.

N° de nédulos por planta

1. Mayor numero de nddulos en raiz primaria, secundaria y total
con B. japonicum E1009.

3. En raiz primaria y nimero de nodulos totales tendencia de
aumento con la aplicacion de fitohormonas. En raiz secundaria
mayor nimero con giberelinas/citocininas, disminucion del

ndmero con auxinas.

% de nodulos por planta

1. Tendencia de aumento del % de nddulos en raiz primaria. En
secundaria menor % y en total mayor % de nédulos con B.
japonicum E109.

3. En raiz primaria mayor % con auxinas y tendencia de
aumento con giberelinas/citocininas. En raiz secundaria mayor
% con giberelinas y tendencia de aumento con
auxinas/citocininas. En total mayor % con auxinas/giberelinas,

tendencia de aumento con citocininas.
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Figura 27: Resumen de la respuesta de semillas de soja a la inoculacion con B. japonicum E109

(arriba); el tratamiento con fitohormonas (medio) y el tratamiento combinado (abajo) a nivel de la
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adicion de giberelinas (H2); Signo 0 : aumento o disminucion de las variables por la adicion
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6. DISCUSION

El crecimiento implica el aumento ordenado e irreversible de la magnitud de un
organismo o poblacién de organismos en funcién del tiempo. Desde el punto de vista
agrondmico es el producto de la division y el alargamiento celular de los drganos
diferenciados. Desde el punto de vista microbioldgico, implica tanto la divisién celular como
el aumento de su biomasa y en el caso de las bacterias este fendbmeno se manifiesta y se
evalua tanto por el incremento de la biomasa celular como por el nimero de células viables
por unidad espacial (ufc.ml+) de acuerdo con Balatti y Freire, (1996). En un sistema de
cultivo, el crecimiento exponencial no se puede prolongar de manera indefinida y alcanza
una fase estacionaria después de un tiempo determinado de incubacion. En esta fase, el
nimero de células se estabiliza alcanzando un valor méximo; sin embargo, puede
comprobarse todavia un incremento relativo en la biomasa celular, por acumulacion de
células muertas, por la produccion de compuestos de cubierta liberados al exterior o por el
aumento de la actividad de algunas funciones celulares especificas, tal como la biosintesis y
liberacion de ciertas fitohormonas.

B. japonicum ha sido extensamente estudiada debido a su capacidad de asociarse de
manera simbi6tica con soja y fijar nitrogeno atmosférico. Sin embargo, datos recientes
sugieren que algunos de los miembros de este género y otros del Orden Rhizobiales podrian
ademas tener capacidad de promover el crecimiento al igual que las bien conocidas
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) e inducir cambios en el desarrollo
de las plantas, mediante la expresion de ciertos mecanismos bioquimicos y fisiolgicos
diferentes a la FBN, tal como la produccién de metabolismo de fitohormonas. Trabajos
previos de nuestro laboratorio demuestran que la cepa E109 de B. japonicum tiene capacidad
de producir compuestos del tipo auxinas, giberelinas y citocininas (Boiero et al., 2007) y que
tales compuestos podrian estar involucrados en la respuesta a la inoculacién de plantulas soja
y maiz (Cassan et al., 2009). En este trabajo, los resultados sugieren que B. japonicum cepa
E109 tendria capacidad de promover la germinacién y el crecimiento temprano de semillas
de soja, al menos en parte debido a la produccién de fitohormonas tales como giberelinas,

citocininas y auxinas.

Auxinas

El &cido 3-indolacético (AIA) es la principal auxina presente en la naturaleza y es una
de las fitohormonas de mayor relevancia en las plantas. En plantas superiores, la fuente
primaria de auxinas exdgenas provendria de la flora microbiana epifitica que circunda o
habita la raiz (Cheryl y Glick, 1996), asi como de aquellos microorganismos endofiticos con

capacidad de colonizar los tejidos del hospedador y liberar el regulador casi en contacto
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directo con los receptores. En tal sentido, Bandurski y Nonhebel (1984), han propuesto que
de 2 a 10 minutos después de la union de la hormona a sus receptores se inicia una cascada
metabdlica que termina con la modificacion del patron de crecimiento y desarrollo celular,
tanto en el sistema radical, como en aquellas nuevas estructuras generadas en este 6rgano,
como raices adventicias, pelos absorbentes y hasta nddulos provenientes de la interaccion
rizobio-leguminosas. En algunas PGPR se ha demostrado que la sintesis de AIA estimula el
crecimiento de las plantas (Xie et al., 1996, Dobbelaere et al., 1999, Idris et al., 2007, Patten
y Glick, 2002) con un efecto promotor a nivel de la elongacién de tallos y principalmente de
las raices (Coello et al., 2010). En otros trabajos, Spaepen et al., (2008) y Dobleerae et al.,
(1999) demostraron que en maiz y trigo, la adicion exdgena de esta auxinas o la inoculacion
con Azospirillum brasilense provocaba una reduccién de la longitud total de la raiz, pero un
aumento de su tamafio y volumen como consecuencia del aumento de la densidad de pelos
absorbentes. Bashan y de Bashan, (2010) sugieren que el AlA altera el metabolismo y la
morfologia de las raices, provocando una mayor absorcion de agua y nutrientes. Trabajos
previos de nuestro laboratorio, (Cassan et al., 2009) sugieren que el AIA presente en las
soluciones de inoculantes formulados con B. japonicum E109 o A. brasilense Az39 genera
una respuesta similar a la aplicacion exdgena de la hormona en plantulas de soja y maiz
debido a su capacidad de penetrar la corteza seminal y promover el desarrollo embrionario.
En este trabajo, los resultados determinan que la aplicacion exdgena de auxinas produce
aumentos de la longitud de la radicula y raiz de plantulas de soja sin inocular y que la
inoculacion con B. japonicum cepa E109 produce un aumento del tamafio de este 6rgano de
manera similar a la aplicacion exdgena de la hormona; sin embargo, la inoculacion con el
microorganismo y la adicion exdgena de estas hormonas, provocd una reduccion
significativa de este parametro que podria explicarse por la capacidad de catabolizar la
molécula por esta bacteria, que fuera previamente comprobada por Pierantonelli, (2012) y
recientemente confirmada por Torres et al., (2014). EI modelo de estudio relacionado con el
catabolismo de AIA por B. japonicum sugiere que la adicién exdgena de la hormona a
cultivos puros de la bacteria provocan una réapida oxidacion de la molécula con la
consecuente pérdida de la actividad biol6gica. Asi, la combinacion del cultivo bacteriano
mas la solucién de auxinas previo a la inoculacién de semillas de soja, determinaria una
rapida destruccién de la hormonay con ello la pérdida de la actividad bioldgica, reflejada en
la ausencia de respuesta en el tratamiento combinado. Sobre la capacidad bacteriana de
producir esta molécula en medio de cultivo y con ello promover el crecimiento vegetal,
Antoun et al., (1998) evaluaron 18 cepas de B. japonicum capaces de promover el
crecimiento de rabanito (Raphanus sativus L.) y confirmaron la produccion de &cido indol-3-
acético (AIA) al menos en un 33% de ellas. Recientemente, Becquer et al., (2013)

determinaron aumentos en la longitud de la radicula en Sporobolus cryptandrus al inocular
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con cepas Bradyrhizobium sp. evaluando diferentes cepas bacterianas rizoféricas.
Actualmente para las bacterias del género Bradyrhizobium, ha sido descripta la produccion
de auxinas como parte de la capacidad promotora del crecimiento, fundamentalmente a nivel
del desarrollo del sistema radical y en la formacién de nédulos durante la simbiosis.

En cuanto a los efectos de la hormona sobre las hojas de las plantulas de soja esta
jugo un papel importante. La adicién exdgena de auxinas en semillas no inoculadas y la
inoculacion con B. japonicum, fueron los tratamientos que mayor numero de hojas
trifoliadas presentaron. También la aplicacién exdgena de auxinas cuando a las semillas
no se las inoculd generd una tendencia de aumento de la longitud laminar de las

plantulas de soja.

Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas que constituyen una familia grande de
diterpenos &cidos que cumplen una importante funcién en la regulacion del crecimiento y
desarrollo de las plantas a lo largo de todo el ciclo de vida, incluyendo germinacion,
elongacién del hipocotilo, expansion foliar, desarrollo de la raiz, induccién floral y
desarrollo del 6rgano floral (Yamaguchi, 2008; Reid et al., 2004; Sun, 2004). Al igual que en
el caso de las auxinas, la produccion bacteriana de GAs se ha estudiado extensamente desde
dos puntos de vista: desde la capacidad bacteriana de producir 6 metabolizar formas activas
de giberelinas en medio quimicamente definido (in vitro) (Piccoli y Bottini 1994, 1996;
Piccoli et al., 1998) y desde la modificacion del balance hormonal y estimulacion del
crecimiento de plantas por la inoculacion con bacterias productoras de esta hormona (in
vivo), (Fulchieri et al., 1993; Lucangeli y Bottini, 1997; Cassan et al., 2001). El estudio del
rol eco-fisioldgico de la produccién de GAs por bacterias rizosféricas todavia no ha sido
elucidado. Sin embargo, es importante remarcar, los resultados obtenidos por otros autores,
tanto in vitro como in vivo, que atribuyen a este mecanismo un rol importante en la
estimulacion del crecimiento de las plantas inoculadas con bacterias productoras. Parece
I6gico pensar que la estimulacion del crecimiento de las plantas podria ser benéfico para las
bacterias desde el punto de vista de la disponibilidad de nutrientes a nivel rizosférico
(Rademacher, 1994); sin embargo, atribuir este fendmeno promotor sélo a la produccion de
una sustancia por parte del microorganismo resultaria un tanto simplista, sobre todo
considerando las diferentes respuestas observadas y las numerosas especies que responden

positivamente a la inoculacion.
Al igual que para las auxinas, los resultados de este trabajo permitirian especular de
que B. japonicum cepa E109 posee también la capacidad de promover la germinacion a

través de la biosintesis de acido giberelico (GAs). En el ensayo de germinacion (EG y PG),
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los tratamientos inoculado sin aplicacion de hormonas, inoculados con adicién exdgena de
giberelinas y no inoculado con aplicacion exdgena de citocininas, fueron los que presentaron
el méaximo porcentaje de semillas germinadas, tanto a los 5 como a los 8 dias (en el
tratamiento inoculado sin aplicacion de hormona, a los 8 dias ese valor maximo no se
mantuvo, debido a la muerte de algunas semillas por presencia de hongos). Por otro lado, el
tratamiento no inoculado y con aplicacion de giberelinas presentd porcentajes de
germinacion menores incluso que otros tratamientos tanto para la EG como para el PG.
Desde el punto de vista biol6gico, esto podria implicar que la inoculacion con B. japonicum
E109 seria suficiente para promover la germinacién de soja. Al respecto, Torres (2009)
determind que el porcentaje de semillas germinadas de soja y maiz a los 8 dias fue superior
en los tratamientos inoculados con B. japonicum E109, en comparacién al control sin
inocular. Cassan et al., (2009), demostro la capacidad de B. japonicum E109 y Azospirillum
brasilense Az39 para estimular la germinacién en soja y maiz inoculadas de manera
individual o en combinacién luego de 5 y 8 dias y en comparacién con las semillas del
control sin inocular, y propuso gue esa capacidad podria deberse al menos en parte, a la
biosintesis de fitohormonas. En otros trabajos, Baldini (1992), sefiala que la aplicacion de
giberelinas a las semillas modifica su cuadro hormonal y permite su pronta germinacion. La
aplicacion exogena de GA; también ha dado como resultado la ruptura de dormancia y un
incremento en porcentajes de germinacion y disminucion en tiempos de germinacién para
forrajeras como G. ulmifolia, L. leucocephala, (Hermosillo et al, 2008), Anonna cherimola L
y Annona muricata L (Lobo et al., 2007), Brassica oleraceae L. (Gonzales et al., 2007),
Onopordum nervosum (Fernandez et al., 2002) Minthostachys mollis (Suérez et al., 2011), en
Arabidopis thaliana y en algunas plantas de importancia comercial de la familia Solanaceae
como Jaltomata procumbens (Saldivar et al., 2010), Nicotiana tabacum y Solanum
lycopersicum (Peng y Harberd, 2002). Adicionalmente, los mismos autores sugieren que a
mayores concentraciones de GA; se obtienen mayores porcentajes de germinacién en menos
tiempo. Esto podria tener relacion con los resultados de este trabajo desde el punto de vista
de que el tratamiento control con aplicacion de giberelinas, presentd menores valores de
germinacion con respecto al inoculado més adicion de giberelinas, que pudo presentar mayor
concentracién de la hormona por aquella producida por la bacteria en el medio de cultivo. En
tal sentido, Cassan et al., (2009) demostraron gue la cepa B. japonicum E109 tiene capacidad
de producir, ademés de acido giberélico (GAs), acido indol -3-acético (IAA) y zeatina ( Z).
Mufioz (1986), concluyd que para ciertas especies arboreas este efecto también puede
observarse. Tal es el caso de Peumus boldus (boldo) donde una vez que la semilla ha
madurado completamente se consigue la germinacidon, solamente por la aplicacion exdgena
de acido giberélico de manera dependiente de la concentracion de este promotor. Bécquer et

al., (2013), no descartaron que la causa mas probable del efecto positivo sobre la germinacion
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de Sporobolus cryptandrus, inoculada con bacterias promotoras del crecimiento, podria
deberse a la produccion de &cido giberélico.

En relacion al efecto de esta hormona sobre el crecimiento, podemos mencionar que
en nuestros experimentos el desarrollo de la parte aérea en longitud; si bien no tuvo una
diferencia significativamente estadistica, presentd una tendencia de aumento en los
tratamientos sin inocular. Esta tendencia se observo adicionalmente en el caso del peso seco
y fresco aéreo y radical. No se observd un efecto de promocion del crecimiento en los
tratamientos inoculados con la adicion de giberelinas. Esto permitiria especular con que el
inoculante a base de B. japonicum cepa E109 posee las fitohormonas necesarias para
promover el crecimiento aéreo de las plantulas de soja en inducir un aumento en su biomasa,
tal como prob6 previamente Cassan et al. (2009).

En cuanto a las semillas que sin inocular con la adicién exdgena de esta hormona, las
respuestas en el crecimiento aéreo fueron muy variables. EI mayor peso fresco y seco aéreo
se manifestd con aplicacion de giberelinas. Lo mismo ocurrié con la longitud aérea, pero
solo a los 14 dias de la evaluacion. Al respecto, Ascon-Bieto y Taylon (2003), mencionan
que la funcion hormonal que se otorga a las GAs se apoya en la siguiente premisas: su
aplicacion exogena produce una amplia variedad de respuestas en el desarrollo, sin embargo,
la induccién del crecimiento del tallo, es probablemente el efecto fisiolégico mas
espectacular de las giberelinas. Bultynck y Lambers (2004), encontraron que la aplicacion
exogena de GA en Aegilops caudata y Aegilops tauschii incrementé la biomasa en hojas
debido a un aumento en el nimero y tamafio de estas. Segn Taiz y Zeiger (2006), las GAs
junto con las auxinas, influyen de forma indirecta en la absorcion de agua al aumentar la
elasticidad de la pared celular; por tanto, incrementan la cantidad de agua en la célula y, en

consecuencia, el peso fresco.

Citocininas

Las Citoquininas son importantes en todas las etapas del desarrollo vegetal, desde la
division celular hasta la elongacion de las células, por lo cual se encuentran en mayor
concentracion en los meristemas de embriones y frutos inmaduros, en donde normalmente se
encuentra en concentraciones inferiores a la mayoria de fitohormonas (Smith y Atkins,
2002). Desde el descubrimiento de la primera citoquinina (Ck) por Skoog (1955), la kinetina,
el nimero de compuestos quimicos que engloba la definicion de Cks ha crecido para incluir
un gran numero de componentes sintéticos y naturales, derivados de la adenina y la
fenilurea. Estas fitohormonas se han asociado a un gran nimero de procesos fisiolégicos y
celulares entre los que se detallan el retardo de la senescencia por acumulacién de clorofila,
la formacion de 6rganos en una gran variedad de cultivos de tejidos, el desarrollo de la raiz,

la formacion de pelos radicales, la elongacion de la raiz, la iniciacion del tallo y la expansion
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de las hojas. Por definicion, las citocininas, son compuestos que en presencia de
concentraciones Optimas de auxinas, inducen la division celular en cultivos de vegetales.
Muchos microorganismos de la rizésfera son capaces de sintetizar citocininas en cultivos
quimicamente definidos. Barea et al., (1976), encontraron que al menos el 90 % de las
bacterias aisladas de la rizésfera de cultivos de interés agronémico, fueron capaces de
producir compuestos del tipo citocininas. Como resultado de la intima relacién entre estos
organismos Y la superficie de la raiz, la produccién exdgena de esta hormona puede tener un
profundo efecto sobre el crecimiento de la planta. Al igual que lo informado para las auxinas,
la produccién microbiana de esta hormona podria suplementar el contenido endégeno de la
planta y en ciertos casos promover el crecimiento o algin proceso del tipo simbi6tico. En la
actualidad sabemos que las plantas responden a la adicion exdgena de citocininas, lo cual
representa un punto de gran interés debido a que no se conoce la significancia ecolégica de
la sintesis microbiana en los tejidos vegetales. EI modelo méas estudiado en este sentido ha
sido el de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, donde se ha investigado tanto la produccion
de la hormona en el microsimbionte como en la planta. Nandwall et al., (1981), estudiaron el
efecto de la adicién exdgena de cinetina (K), y observaron que promovia la iniciacion del
nodulo e incrementaba el contenido de leg hemoglobina en porotos. En otros ensayos,
Yahalom et al., (1990), probaron que la adicion exdgena de 6-BAP como la co-inoculacion
de Rhizobium con Azospirillum spp. incrementaba el ndmero de nddulos en Medicago
polymorpha. Taller y Stutervant (1989), determinaron el patrén de citocininas presentes en
cultivos quimicamente definidos de B. japonicum y comprobaron la sintesis de Z, (9R) Z,
(MeS) Z e iP en concentraciones del orden de 1-5 pg .L-1. Desde el punto de vista
fisioldgico, existe poca informacion que pueda relacionar en forma directa el efecto de la
inoculacién con Bradyrhizobium spp., la promocidon del crecimiento vegetal y la produccion
de citocininas; sin embargo, hay fuerte evidencia que correlaciona la presencia de estos
compuestos con la regulacién de la formacién y desarrollo del nédulo, asi como su
funcionamiento (Bauer et al., 1985). En tal sentido, algunos estudios han demostrado que los
microsimbiontes pueden contribuir sustancialmente a elevar el contenido enddgeno de
citocininas en el macrosimbionte (Upadhyava et al., 1991). La aplicacion exdgena de Z y
(9R) Z incrementaron la actividad nitrogenasa en nédulos de Pisum sativum en 66 % y 57 %
respectivamente (Jaiswal et al., 1982).

A pesar de lo comentado sobre el efecto que tiene la hormona en la nodulacién, en
nuestro trabajo, el mayor nimero de nodulos por plantas tanto en raiz primaria, secundaria y
total se constatd con la aplicacion de la bacteria B. japonicum sin el agregado de ninguna
hormona. Por lo que se puede prever este resultado por la capacidad de la bacteria de

sintetizar fitohotrmonas.
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Como se comentd anteriormente, la aplicacion de citocininas sin inocular generé la
maxima germinacion de semillas de soja.

En este trabajo, con respecto a la longitud del hipoc6tilo no se observaron importantes
cambios pero, sin embargo, se gener6 una tendencia de aumento de la longitud debido a la
inoculacidén con B. japonicum y a la adicion exdgena de citocininas a las semillas inoculadas.
También en lo que respecta a la longitud aérea la adicion exdgena de citocininas en semillas
inoculadas y sin inocular a los 14 dias desde la siembra mostré un aumento de la longitud,

mientras que la inoculacion con B. japonicum mostré una tendencia de aumento.
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7.  CONCLUSION

Un inoculante a base de una Rizobacteria promotora del crecimiento de plantas
(PGPR) deberia considerarse funcionalmente como un “complejo biologico” resultante de la
biotransformacién de los componentes adicionados al medio de cultivo, en metabolitos o
moléculas con actividad promotora del crecimiento y desarrollo sobre la planta. En tal
sentido, la utilizacion de inoculantes a base de B. japonicum E109, asi como moléculas
reguladoras del crecimiento tales como las auxinas, giberelinas y citocininas, tienen
influencia directa sobre procesos claves del desarrollo vegetal, tales como la germinacion,
implantacion, crecimiento temprano de plantulas, colonizacién rizosférica y el
establecimiento bacteriano en los tejidos. Nuestros resultados indican que B. japonicum E
109 tiene la capacidad de promover la germinacion de semillas y el crecimiento temprano de
plantulas de esta especie. Esta capacidad podria deberse, al menos en parte, a la biosintesis
de fitohormonas ya que esta bacteria es capaz de sintetizar y excretar reguladores del
crecimiento a una concentracion suficiente para producir cambios morfoldgicos y
fisioldgicos en las plantulas inoculadas y a su vez, el efecto podria potenciarse en algunos
casos por la adicion exdgena de estas hormonas. En este trabajo, el anélisis de la interaccion
entre la bacteria y los reguladores determind una tendencia mayoritariamente negativa.
Como conclusién, podemos decir que este trabajo permitié establecer que B. japonicum
E109 tienen la capacidad de promover el crecimiento o desarrollo vegetal por la produccion

de fitohormonas.
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ANEXO
Resultados y Estadistico
Anexo 1. Descripcion estadistica de la energia y poder germinativo

En las Tablas 2 y 3 se presentan las medidas descriptivas de la Energia y Poder
Germinativo (EG-PG) de semillas de soja sin inocular e inoculadas, mas la adicion exdgena

de fitohormonas, a los 5 y 8 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 12: Resultados de la estadistica descriptiva de la Energia Germinativa (EG) en semillas de soja,

a los 5 dias desde la siembra.

TRATAMIENTO Variable n Media DE CcVv Min  Max

AHO EG 2 90,00 0,00 0,00 90,00 90,00
AH1 EG 2 96,00 141 147 9500 97,00
AH2 EG 2 9350 354 3,78 91,00 96,00
AH3 EG 2 9550 0,71 0,74 95,00 96,00
IHO EG 2 9750 0,71 0,73 97,00 98,00
IH1 EG 2 9500 566 595 91,00 99,00
IH2 EG 2 9750 0,71 0,73 97,00 98,00

IH3 EG 2 9050 49 547 87,00 94,00
EG: Energia Germinativa; n: Nimero de observaciones; DE: Desvié Estandar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y Méx: Valor M&ximo.

Referencias: AHO: sin inoculacién y sin agregado de hormona, AH1: sin inoculacién con auxinas,
AH2: sin inoculacién con giberelinas, AH3: sin inoculacion con citocinina, IHO: inoculado sin el
agregado de hormona, IH1: inoculado y tratado con auxinas, IH2: inoculado y tratado con giberelinas,
IH3: inoculado y tratado con citocininas.

Tabla 13: Resultados de la estadistica descriptiva del Poder Germinativo (PG) en semillas de soja, a

los 8 dias desde la siembra.

TRATAMIENTO Variable
AHO PG

n Media DE (Y Min  Max
2 9450 0,71 0,75 94,00 95,00
AH1 PG 2 96,00 1,41 1,47 9500 97,00
AH2 PG 2 9450 2,12 2,24 93,00 96,00
AH3 PG 2 97,50 0,71 0,73 97,00 98,00

2

2

2

IHO PG 97,00 1,41 146 96,00 98,00

IH1 PG 96,50 2,12 2,20 95,00 98,00

IH2 PG 97,50 0,712 0,73 97,00 98,00

IH3 PG 2 92,00 7,07 7,69 87,00 97,00
PG: Poder Germinativo; n: NUumero de observaciones; DE: Desvié Estandar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: AHO: sin inoculacién y sin agregado de hormona, AH1: sin inoculacién con auxinas,
AHZ2: sin inoculacién con giberelinas, AH3: sin inoculacién con citocinina, IHO: inoculado sin el
agregado de hormona, IH1: inoculado y tratado con auxinas, IH2: inoculado y tratado con giberelinas,
IH3: inoculado y tratado con citocininas.
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Anexo 2. Descripcion y andlisis estadistico de la longitud del hipocétilo

En la Tabla 4 se presentan las medidas descriptivas de la variable longitud del
hipocétilo (cm) de semillas de soja sin inocular e inoculadas, mas la adicion exdgena de
fitohormonas, a los 8 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 14: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud del hipocétilo (cm) en semillas de

soja, a los 8 dias desde la siembra.

H E Variable n Media DE EE CcVv Min Méx Mediana
HO A LH 167 1,38 0,91 0,07 65,53 0,50 5,00 1,00
HO | LH 169 1,44 0,92 0,07 63,73 0,50 5,00 1,00
H1 A LH 174 0,92 0,56 0,04 60,24 0,50 5,00 0,75
H1 | LH 162 1,09 0,51 0,04 46,70 0,50 4,30 1,00
H2 A LH 168 1,12 0,70 0,05 62,70 0,50 5,00 1,00
H2 | LH 165 1,04 0,34 0,03 32,45 0,50 2,70 1,00
H3 A LH 191 1,06 0,61 0,04 57,10 0,50 3,50 0,90
H3 LH 161 141 0,97 0,08 69,08 0,50 6,10 1,00

LH: Longltud hipocotilo; n: NUmero de observaciones; DE: Desvi6 Estandar; EE: Error Estandar; CV:
Coeficiente de Variacion; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: con auxinas, H2: con giberelinas, H3: con
citocininas, I: inoculado; A: sin inocular.

Andlisis estadistico de la longitud del hipocétilo

Andlisis de los tratamientos. Se compara entre los tratamientos cual/es se comporta
mejor:

Hipdtesis a probar:

HO: No hay efecto debido al menos un tratamiento.
H1: Hay efecto debido al menos un tratamiento.

Prueba de Kruskal Wallis

Variable H E N Promedio rangos gl H p
LH HO A 167 762,69 7 82,8 <0,0001
LH HO | 169 802,64

LH H1 A 174 492,16

LH H1 I 162 676,28

LH H2 A 168 639,20

LH H2 | 161 695,70

LH H3 A 191 599,58

LH H3 | 161 769,31

Conclusion: Hay evidencias estadisticamente significativas de que al menos un tratamiento
produce un efecto diferente en la longitud del hipocotilo.
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Test a posteriori

Tratamiento  Ranking

AH1 492,16 A

AH3 599,58 B

AH2 639,20 B C

IH1 676,28 B C

IH2 695,70 C D

AHO 762,69 D E
IH3 769,31 D E
IHO 802,64 E

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos I:HO I:H3 A:HO 1:H2 I:H1 A:H2 A:H3 A:H1
I:HO ns ns sig sig sig sig sig
I:H3 - ns ns sig sig sig sig
A:HO - ns sig sig sig sig
1:H2 - ns ns sig sig
I:H1 - ns ns sig
A:H2 ns sig
A:H3 - ns
A:H1

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

Anexo 3. Descripcion vy analisis estadistico de la longitud de la radicula

En la Tabla 6 se presenta las medidas descriptivas de la longitud de la radicula (cm)

de semillas de soja sin inocular e inoculadas, mas la adicion exdgena de fitohormonas, a los

8 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 15: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud de la radicula (cm) en semillas de

soja a los 8 dias desde la siembra.

H E  Variable n__ Media DE EE CVv Min Max  Mediana
HO A LR 189 5,07 321 023 6328 0,50 15,50 4,80
HO | LR 193 597 3,74 027 6268 0,50 15,40 6,30
H1 A LR 192 5,76 3,10 0,22 53,77 0,50 14,60 5,50
H1 I LR 193 559 3,77 027 6751 0,50 15,00 5,30
H2 A LR 189 4,37 275 020 6295 0,50 17,00 4,00
H2 | LR 195 4,69 33 024 7164 0,50 13,40 4,20
H3 A LR 195 5,26 3,100 0,22 5898 0,50 14,10 4,70
H3 | LR 184 579 402 030 69,39 0,50 15,50 5,45
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LR: Longitud radicula; n: Nimero de observaciones; DE: Desvi6 Estandar; EE: Error Estandar; CV:

Coeficiente de Variacion; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:

inoculado; A: sin inocular.

Analisis estadistico de la longitud de la radicula

Analisis por tratamiento (A o 1), basado este analisis en el gréafico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos H p
A LR HO 189 378,76 20,11 0,0002
A LR H1 192 430,48
A LR H2 189 330,01
A LR H3 195 391,73

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas no se inocularon.

Test a Posteriori

Tratamiento  Ranking
H2 330,01 A
HO 378,76 B
H3 391,73 B C
H1 430,48 C

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los

tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos H1 H3 HO H2
H1 - ns sig sig
H3 - ns sig
HO - sig
H2 -

. Inoculante

Hipotesis a probar:

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.
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Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H Promedio rangos H p
I LR HO 193 409,42 11,03 0,0115
I LR H1 193 386,26
I LR H2 195 339,86
I LR H3 184 397,59

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron embebidas con inoculante.

Test a Posteriori

Tratamiento  Ranking
H2 339,86 A
H1 386,26 B
H3 397,59 B
HO 409,42 B

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos HO H3 H1 H2
HO - ns ns sig
H3 - ns sig
H1 - sig
H2 -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

Anexo 4. Descripcion y Analisis estadistico del Peso fresco y seco aéreo

En la Tabla 9 y 10 se presentan las medidas descriptivas del peso fresco y seco aéreo

(9), de plantulas de soja inoculadas y sin inocular, més la adicién exdgena de fitohormonas, a

los 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 9: Resultados de la estadistica descriptiva del peso fresco aéreo (g) en plantulas de soja, a los

14 dias desde la siembra.

H E Variable n Media EE CVv Min Max  Mediana
HO A PFA 3 159 0,35 38,13 0,89 1,97 1,92
HO I PFA 3 3,33 0,62 32,16 2,20 4,34 3,45
H1l A PFA 3 2,69 0,37 23,77 2,11 3,38 2,60
H1 | PFA 3 0,96 0,03 5,65 0,91 1,02 0,95
H2 A PFA 3 351 0,33 16,40 2,87 3,97 3,70
H2 | PFA 3 1,67 0,60 61,94 0,94 2,85 1,22
H3 A PFA 3 2,42 0,77 5491 1,39 3,91 1,95
H3 | PEA 3 255 0,34 2291 2,02 3,18 2,46
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PFA: Peso Fresco Aéreo; n: Nimero de observaciones; EE: Error Estandar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

Tabla 160: Resultados de la estadistica descriptiva del peso seco aéreo (g) en plantulas de soja, a los
14 dias desde la siembra.
H E Variable n Media DE Ccv Min Maéax__Mediana

HO A PSA 3 0,21 0,08 37,71 0,12 0,26 0,25
HO | PSA 3 045 0,17 37,86 0,27 0,60 0,47
HL A PSA 3 0,36 0,08 2195 0,29 0,45 0,34
H1 | PSA 3 0,11 0,02 17,64 0,09 0,12 0,12
H2 A PSA 3 0,47 0,10 20,34 0,36 0,55 0,49
H2 | PSA 3 021 013 59,98 0,12 0,35 0,16
H3 A PSA 3 030 0,17 58,30 0,16 0,49 0,24
H3 | PSA 3 032 0,06 19,86 0,26 0,39 0,32

PSA: Peso Seco Aéreo; n: NUumero de observaciones; DE: Desvio Estandar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y Méx: Valor M&ximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

1. Analisis estadistico del Peso fresco aéreo
Andlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara
dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promediorangos gl H p
A PFA HO 3 3,00 3 5,97 0,1129
A PFA H1 3 7,33

A PFA H2 3 10,00

A PFA H3 3 5,67

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.
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Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promediorangos gl H p
I PFA HO 3 10,00 3 7,05 0,0703
I PFA H1 3 2,67

I PFA H2 3 5,33

I PFA H3 3 8,00

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

2. Andlisis estadistico del Peso seco aéreo
Andlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el gréfico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p
A PSA HO 3 3,33 3 5,99 0,1112
A PSA H1 3 7,33

A PSA H2 3 10,17

A PSA H3 3 5,17

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculantes.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N  Promedio rangos gl H p

I PSA HO 3 10,0 3 7,05 0,0695
| PSA H1 3 2,67

I PSA H2 3 5,33

I PSA H3 3 8,00

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.
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Anexo 5. Descripcion y Analisis estadistico del Peso fresco v seco radical

En la Tabla 11 y 12 se presentan las medidas descriptivas del peso fresco y seco
radical (g), de plantulas de soja sin inocular e inoculadas, méas la adicion exdgena de
fitohormonas, a los 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 11: Resultados de la estadistica descriptiva del peso fresco radical (g) en plantulas de soja a los

14 dias desde la siembra.

H E Variable n Media EE CcVv Min Méx Mediana
HO A PFR 3 045 0,19 72,00 0,21 0,81 0,32
HO | PFR 3 1,72 051 51,27 0,71 2,33 2,11
H1I A PFR 3 1,67 014 14,86 1,45 1,94 1,61
H1 | PFR 3 0,25 0,06 4166 0,17 0,37 0,22
H2 A PFR 3 2,15 0,17 13,96 1,81 2,38 2,27
H2 | PFR 3 0,56 0,20 60,69 0,32 0,96 0,42
H3 A PFR 3 1,37 0,53 67,25 0,62 2,40 1,10
H3 | PFR 3 1,04 0,08 14,04 0,89 1,18 1,06

PFR: Peso Fresco Radical; n: Numero de observaciones; EE: Error Estandar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y Méx: Valor M&ximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

Tabla 172: Resultados de la estadistica descriptiva del peso seco radical (g) en plantulas de soja, a los

14 dias desde la siembra.

H E Variable n Media DE CVv Min Max  Mediana
HO A PSR 3 0,09 0,04 46,72 0,05 0,13 0,08
HO | PSR 3 0,20 0,09 4293 0,12 0,29 0,20
H1 A PSR 3 0,25 0,04 15,44 0,22 0,29 0,25
H1 | PSR 3 0,03 0,02 47,84 0,02 0,05 0,03
H2 A PSR 3 0,25 0,05 20,75 0,19 0,29 0,27
H2 | PSR 3 0,07 0,05 69,94 0,03 0,13 0,06
H3 A PSR 3 0,17 0,10 57,60 0,09 0,28 0,15
H3 | PSR 3 0,15 0,01 6,26 0,14 0,16 0,15

PSR: Peso Seco Radical; n: NUimero de observaciones; DE: Desvié Estandar; CV: Coeficiente de
Variacién; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

1. Analisis estadistico del Peso fresco y seco radical
Anadlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:
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) Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p
A PFR HO 3 2,33 3 6,49 0,0902
A PFR H1 3 7,33

A PFR H2 3 9,67

A PFR H3 3 6,67

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculantes.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promediorangos gl H p
I PFR HO 3 9,6 3 7,72 10,0522
I PFR H1 3 2,33
I PFR H2 3 5,33
I PFR H3 3 8,67

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

2. Anadlisis estadistico del Peso seco radical
Andlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promediorangos gl H D
A PSR HO 3 2,33 3 6,59 0,0862
A PSR H1 3 8,67

A PSR H2 3 9,00

A PSR H3 3 6,00
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Conclusion: No hay evidencias estadisticas que indiquen que el efecto de al menos una
hormona es diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculantes.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rango gl H p
I PSR HO 3 9,67 3 7,92 0,0476
I PSR H1 3 2,67

I PSR H2 3 4,67

I PSR H3 3 9,00

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que al menos una hormona produce
efecto diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1 2,67 A

H2 4,67 A B
H3 9,00 B
HO 9,67 B

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos HO H3 H2 H1
HO - ns ns sig
H3 - ns sig
H2 - ns
H1l -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

Anexo 6. Descripcion y Analisis estadistico de la longitud aérea

En la Tabla 14 y 15 se presentan las medidas descriptivas de la longitud aérea (cm),
de plantulas de soja sin inocular e inoculadas, mas la adicion exdgena de fitohormonas, a los

7 y14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 14: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud aérea (cm) en plantulas de soja, a los

7 dias desde la siembra.
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H E Variable n Media EE CcVv Min Méx Mediana

HO A LA 6 762 061 19,55 5,70 10,10 7,35
HO I LA 12 9,02 0,58 22,23 6,50 12,50 8,65
H1 A LA 8 8,36 0,40 13,39 6,80 10,00 8,35
H1 I LA 3 6,67 2,09 54,17 2,60 9,50 7,90
H2 A LA 13 8,06 047 20,88 5,50 11,50 7,80
H2 | LA 8 755 049 18,52 5,00 9,40 7,45
H3 A LA 10 706 043 19,41 5,30 9,00 7,05
H3 I LA 10 708 039 17,55 5,00 8,50 7,40

LA: Longitud Aérea; n: Numero de observaciones; EE: Error Estandar; CV: Coeficiente de Variacion;
Min: Valor Minimo y Méax: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

Tabla 1518: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud aérea (cm) en plantulas de soja, a

los 14 dias desde la siembra.

H E Variable n Media EE cVv Min Méx _ Mediana
HO A LA 6 16,05 0,82 12,54 1450 20,00 15,45
HO | LA 12 18,18 0,71 13,52 12,50 21,70 18,75
H1 A LA 8 17,48 0,56 8,98 14,80 19,30 17,85
H1 | LA 5 16,74 0,95 12,63 1450 19,10 16,50
H2 A LA 13 19,43 0,43 7,98 1750 22,30 19,30
H2 | LA 8 17,73 0,47 7,48 14,80 19,00 18,00
H3 A LA 10 19,29 0,63 10,25 16,50 22,50 19,35
H3 | LA 11 18,76 0,62 11,00 1500 21,00 19,50

LA: Longitud Aérea; n: Nimero de observaciones; EE: Error Estandar; CV: Coeficiente de Variacién;
Min: Valor Minimo y Méax: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

1. Analisis estadistico de la Longitud aérea a los 7 dias
Andlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.
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Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rang g H p
A LA HO 6 17,58 3 3,62 0,3039
A LA H1 8 23,38

A LA H2 13 20,62

A LA H3 10 14,25

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculantes.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

E Variable H N Promedio rango gl H p

I LA HO 12 21,75 3 4,87 0,1816
I LA H1 3 15,67

I LA H2 8 15,31

I LA H3 10 13,05

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

2. Analisis estadistico de la Longitud aérea a los 14 dias
Analisis por tratamiento (A o 1), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.
H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.
Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p
A LA HO 6 8,50 3 11,63 0,0087
A LA H1 8 13,75

A LA H2 13 23,81

A LA H3 10 23,25

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

HO 8,50 A

H1 13,75 A B

H3 23,25 B Cc
H2 23,81 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos H2 H3 H1 HO
H2 ns sig sig
H3 - ns sig
H1 - ns
HO -
ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo
. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p

I LA HO 12 19,63 3 6,23 0,1008
I LA H1 5 11,00

I LA H2 8 14,63

I LA H3 11 23,50

Conclusion: No hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Anexo 7. Descripcion y Analisis estadistico de la Longitud Laminar

En la Tabla 17 y 18 se presentan las medidas descriptivas de la longitud laminar (cm),
de plantulas de soja sin inocular e inoculadas mas la adicion exdgena de fitohormonas, a los

7 y14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 17: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud laminar (cm) en plantulas de soja, a

los 7 dias desde la siembra.

H E Variable n Media EE CcVv Min Méx__ Mediana
HO A LL 6 186 041 53,80 0,00 2,95 2,05
HO | LL 12 2,18 0,20 32,38 1,05 3,25 2,08
H1 A LL 8 2,24 0,18 22,33 1,55 3,15 2,23
H1 | LL 3 0,90 0,47 90,95 0,00 1,60 1,10
H2 A LL 13 1,77 017 3529 0,95 2,80 1,85
H2 | LL 8 1,28 0,23 50,58 0,45 2,15 1,10
H3 A LL 10 152 0,29 60,64 0,00 2,50 1,93
H3 | LL 10 167 0,18 34,00 1,05 2,90 1,68
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LL: Longitud Laminar; n: Numero de observaciones; EE: Error Estandar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

Tabla 18: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud laminar (cm) en plantulas de soja, a

los 14 dias desde la siembra.

H E Variable n Media EE CcVv Min Méx Mediana
HO A LL 6 4,88 0,24 11,99 3,75 5,35 5,03
HO | LL 12 460 0,15 10,97 3,80 5,25 4,50
H1 A LL 8 513 0,18 10,21 4,30 5,85 5,00
H1 | LL 5 3,70 0,32 19,13 2,45 4,20 3,95
H2 A LL 13 455 0,19 14,72 3,15 5,20 4,60
H2 | LL 8 3,48 0,40 3251 1,90 5,10 3,70
H3 A LL 10 4,07 0,26 20,10 2,55 4,90 4,20
H3 | LL 11 420 0,26 20,65 2,90 5,35 4,05

LL: Longitud Laminar; n: Numero de observaciones; EE: Error Estandar; CV: Coeficiente de
Variacién; Min: Valor Minimo y Max: Valor Maximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

1. Analisis estadistico de la Longitud laminar a los 7 dias
Andlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara
dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:
o Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p
A LL HO 6 19,92 3 3,27 0,3510
A LL H1 8 24,69
A LL H2 13 17,23
A LL H3 10 16,20

Conclusion: No hay evidencias estadisticas que indiquen que el efecto de al menos una
hormona es diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

. Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.
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Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p

I LL HO 12 23,04 3 9,27 0,0254
I LL H1 3 8,17

I LL H2 8 12,13

I LL H3 10 16,30

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Test a Posteriori

Tratamiento  Ranking
H1 8,17 A
H2 12,13 A
H3 16,30 A B
HO 23,04 B

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos HO H3 H2 H1
HO - ns sig sig
H3 - ns ns
H2 - ns
H1 -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

2. Andlisis estadistico de la Longitud laminar a los 14 dias

Andlisis por tratamiento (A o I), basado este analisis en el grafico de linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p
A LL HO 6 24,50 3 9,99 0,0183
A LL H1 8 26,00

A LL H2 13 18,04

A LL H3 10 11,35

Conclusion: Hay evidencias estadisticas
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.
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Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H3 11,35 A

H2 18,04 A B
HO 24,50 B
H1 26,00 B

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamientos H1 HO H2 H3
H1 - ns ns sig
HO - ns sig
H2 - ns
H3 -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo
o Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N Promedio rangos gl H p

I LL HO 12 24,54 3 8,28 0,0404
| LL H1 5 11,80

I LL H2 8 12,88

[ LL H3 11 19,05

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1 11,80 A
H2 12,88 A
H3 19,05 A B
HO 24,54 B

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.
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Tratamiento HO H3 H2 H1
HO - ns sig sig
H3 - ns sig
H2 - ns
H3 -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

Anexo 8. Descripcion y Analisis estadistico de la Longitud radical

En la Tabla 22 se presentan las medidas descriptivas de la longitud radical (cm) de
plantulas de soja sin inocular e inoculadas més la adicion exdgena de fitohormonas, a los 14

dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 192: Resultados de la estadistica descriptiva de la longitud radical (cm) en plantulas de soja a

los 14 dias desde la siembra.

H E Variable n Media EE CVv Min Max Mediana
HO A LR 6 14,02 0,58 10,20 12,30 16,00 14,15
HO | LR 12 15,84 0,85 18,51 12,00 21,50 15,25
H1 A LR 8 15,54 0,82 1498 11,50 19,90 15,40
H1 | LR 5 12,24 1,47 26,81 8,90 17,50 12,10
H2 A LR 13 14,74 0,62 15,06 10,90 20,00 14,30
H2 | LR 8 12,75 0,71 15,79 8,40 14,90 13,20
H3 A LR 10 12,27 0,88 22,70 6,30 17,10 12,80
H3 | LR 11 13,57 0,56 13,70 9,00 16,50 13,80

LR: Longitud Radical; n: Numero de observaciones; EE: Error Estidndar; CV: Coeficiente de
Variacion; Min: Valor Minimo y M&x: Valor M&ximo.

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

1. Analisis estadistico de la Longitud radical
Anadlisis por tratamiento (A o ), basado este analisis en el grafico de Linea. Se compara

dentro de cada tipo de tratamiento cual/es de las hormonas se comporta mejor:

. Sin inocular

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.
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Prueba de Kruskal Wallis

E Variable Horm N gl H p

A LR HO 6 3 9,78 0,0204
A LR H1 8

A LR H2 13

A LR H3 10

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas sin inoculante.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H3 10,80 A

HO 18,33 A B
H2 21,23 B
H1 26,13 B

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

En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamiento H1 H2 HO H3
H1 - ns ns sig
H2 - ns sig
HO - ns
H3 -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo
o Inoculante

Hipotesis a probar:

HO: No hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.
H1: Hay efecto debido a hormonas, cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.
Prueba de Kruskal Wallis

E Variable H N al H p

I LR HO 12 3 8,46  0,0371
I LR H1 5

I LR H2 8

I LR H3 11

Conclusion: Hay evidencias estadisticas para decir que el efecto de las hormonas es
diferente cuando las semillas fueron tratadas con inoculante.

Test a Posteriori
Tratamiento  Ranking

H1 11,20 A
H2 13,88 A
H3 18,14 A B
HO 24,96 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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En la siguiente tabla se pueden observar las diferencias (significativas o no) entre los
tratamientos, ordenados de mayor a menor, de acuerdo al rango promedio.

Tratamiento HO H3 H2 H1
HO - ns sig sig
H3 - ns ns
H2 - ns
H1 -

ns: efecto no significativo. sig: efecto significativo

Anexo 9. Numero de hojas trifoliadas por planta

En la Tabla 25 se presenta el namero de hojas trifoliadas por planta de soja sin

inocular e inoculadas, mas la adicién exdgena de fitohormonas, a los 14 dias desde la

siembra y en condiciones controladas de cultivo.

Tabla 20: Numero de hojas trifoliadas por planta de soja a los 14 dias desde la siembra.

Tratamiento | Hormonas tri fZII::oTarslflg?;nta
A HO 0,8
A H1 3,2
A H2 2,6
A H3 15
I HO 3,7
I H1 0,5
I H2 1,0
I H3 2,0

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado; A: sin inocular.

Anexo 10. Niumero vy porcentaje de nddulos en raiz primaria, secundaria y total

En la Tabla 26-27 se presentan, el nimero y porcentaje de nédulos en raiz primaria,

secundaria y total de plantas de soja inoculadas, mas la adicion exdgena de fitohormonas, a

los 14 dias desde la siembra y en condiciones controladas de cultivo.
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Tabla 21: Nimero de nddulos en raiz primaria, secundaria y total de plantas de soja a los 14 dias

desde la siembra, para los tratamientos inoculados con B japonicum E1009.

Tratamiento | N° NR1/Planta | N° NR2/Planta | N° NT/Planta
IHO 6 1,9 7,9
IH1 54 0,6 6
IH2 4,9 19 6,8
IH3 4,9 1,9 6,8

Referencias: HO: sin el agregado de hormona, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado, N° NR1/Planta: NUmero de nddulos en raiz primaria por planta, N° NR2/Planta; Namero
de nddulos en raiz secundaria por planta, N° NT/Planta: NUmero de nédulos total por planta.

Tabla 22: Porcentaje de nédulos en raiz primaria, secundaria y total por planta de soja a los 14 dias

desde la siembra, para los tratamientos inoculados con B japonicum E109.

Tratamiento | PNRP | PNRS PNT
IHO 92 50 100
IH1 100 60 100
IH2 88 75 100
IH3 91 55 91

Referencias: HO: sin el agregado de hormonas, H1: auxinas, H2: giberelinas, H3: citocininas, I:
inoculado. PNRP: porcentaje de nédulos en raiz primaria; PNRS: porcentaje de nodulos en raiz
secundaria y PNT: porcentaje de n6dulos total.
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