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A los 20 dias de cultivo las plantas fueron inmersion en diferentes soluciones.
Tratamientos: Control: plantulas inmersas en agua destilada; T1I: plantulas
inmersas en solucion con AZ39; T2I: plantulas inmersas en solucion con EA; T31:
plantulas inmersas en solucion con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media
+ el desvio estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias
significativas entre tratamientos (p > 0,05).



RESUMEN

La necesidad de aumentar los rendimientos por superficie por falta de nuevas
superficies productivas, esta generando una alta demanda de incorporacion de
complementos nutricionales de origen quimico/sintético provocando una mayor
polucion ambiental que por otra parte no asegura una mayor eficiencia de los cultivos
en la asimilacion de estos nutrientes. Frente a este escenario, la adopcion y uso eficaz
de biofertilizantes en la agricultura, esta llamada a ser una de las practicas claves para
asegurar la sustentabilidad y productividad de esta actividad tan importante
mundialmente. En el presente trabajo se analizaron las respuestas fisiologicas del
cultivo de lechuga, a la aplicacion de extractos del alga Macrocystis pyrifera de manera
individual o en inoculacion mixta con Azospirillum brasilense y se evalud si ambos
tipos de promotores ejercen una accion sinérgica sobre el crecimiento radical e
implantacion tanto en situaciones optimas de riego (100%) como asi también en
situaciones de estrés (50% de riego). Tanto la aplicacion del extracto del alga, la
bacteria y la combinacion entre ambas se aplicaron como inoculantes y por inmersion.
Los resultados mostraron que la energia y poder germinativo de semillas de lechuga
incrementa con la inoculacion con extracto de algas, aumentando el crecimiento
radical y asegurando el establecimiento de las plantulas. Los tratamientos de
inoculacion e inmersion, tanto con bacterias como algas y/o su mezcla, ejercen un
efecto positivo en el crecimiento de plantas. Sin embargo, solo el tratamiento de
inmersion con el extracto de algas favoreci6 la adaptacion a un ambiente desfavorable
(déficit hidrico) incrementando la masa radical y protegiendo a las células de los
efectos negativos derivados del estrés. De esta manera, la aplicacion conjunta de
ambos componentes organicos, es decir, bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(Azospirillum brasilense) y de extractos de macroalgas (Macrocystis pyrifera), como
asi también, la aplicacion per se de extractos de algas al momento del transplante de
lechuga, produce un efecto positivo favoreciendo la germinacion y el establecimiento
de las plantulas de lechuga proveyendo, no solo un aporte exégeno de hormonas y

nutrientes, sino también proteccion frente a situaciones ambientales desfavorables.



SUMMARY

The need to increase the productivity of lands due to the lack of new productive
areas is generating a high demand for the incorporation of nutritional supplements of
chemical/synthetic origins, leading to a greater environmental pollution and this does not
guarantee a greater efficiency of in the assimilation of nutrients by the crops. Therefore,
the adoption and effective use of biofertilizers in agriculture is called to be one of the key
practices to ensure the sustainability and productivity of this important activity
worldwide. In the present study, physiological responses of lettuce culture were analyzed.
The application of extracts of the alga Macrocystis pyrifera individually or in mixed
inoculation with Azospirillum brasilense were evaluated to know if both types of
promoters exert a synergic action on the radical growth and implantation in the optimal
irrigation (100%) and stress situations (50% irrigation). The results showed that the
energy and germination of lettuce seeds increased under the inoculation with extract of
algae, increasing the root growth and ensuring the establishment of the seedlings.
Inoculation and immersion treatments, both with bacteria and algae and/or their mixture,
exert a positive effect on plant growth. However, only the immersion treatment with the
algae extract favored the adaptation to an unfavorable environment (water deficit) by
increasing the radical mass and protecting the cells from the negative effects of stress.
Thus, the application of both organic components, plant growth promoting bacteria
(Azospirillum brasilense) and macroalgae extracts (Macrocystis pyrifera), as well as, the
application per se of algae extracts at the time of transplantation of lettuce culture,
produces a positive effect favoring the germination and establishment of seedlings
providing, not only an exogenous contribution of hormones and nutrients, but also

protection against unfavorable environmental situations.



Introduccion
1. EL MERCADO HORTICOLA Y LA PRODUCCION DE LECHUGA.
1.1 La importancia del sector horticola en el contexto de la produccion agropecuaria.

Argentina tiene una superficie continental de 2.8 millones de kilémetros cuadrados
y cuenta con unas 38 millones de hectireas destinadas a cultivos agricolas. La
produccion de hortalizas (incluyendo papa y legumbres secas) ocupan tan solo el 1.3 %
de esta superficie. Sin embargo, la participacion de las hortalizas en el Producto Bruto
Agropecuario (agricultura y ganaderia) es de aproximadamente el 10 % y si se considera
solo el sector de la agricultura, las hortalizas representan el 18 %. El volumen de
produccién anual de hortalizas es de 8 millones de toneladas y si bien esta cifra es muy
inferior a la de cereales y oleaginosas (mas de 75 millones de toneladas), las hortalizas
se destacan fundamentalmente por su elevado valor econémico por unidad de pesoy por
su alta produccion por unidad de superficie (Hang et al 1999)

La actividad horticola se caracteriza por su alto grado de intensidad en cuanto a la
utilizacioén de los factores de produccion: tierra, trabajo, capital y tecnologia. Asi, si se
compara con el sector agropecuario en su totalidad, demanda 30 veces mas mano de obra,
20 veces mas uso de insumos y 15 veces mas inversion en maquinaria y equipos, por
unidad de superficie (Corral et al 1993). Por esta razon, esta actividad econdomica tiene
una gran trascendencia social ya que genera una elevada cantidad de puestos de trabajo
relacionados con la produccion, transporte y distribucién, almacenamiento,

comercializacion e industrializacion (Pineda, C. 2004).

En los tltimos 15 afios se produjo un incremento en los rendimientos de los cultivos
horticolas gracias a la aplicacion de innovaciones tecnoldgicas fundamentalmente dirigidas
al proceso de produccion, tales como: uso de variedades mejoradas e incorporacion de
hibridos, incremento del uso de fertilizantes, mejoramiento en la tecnologia de riego
(riego por goteo), difusion del cultivo bajo inverndculo, entre otras. Sin embargo, no
ha sucedido lo mismo en las etapas de manejo post cosecha y transporte, en las cuales

aun no ha habido una incorporacion importante de nueva tecnologia (Teubal y Rodriguez,
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2002).
La produccién de hortalizas en Argentina se distribuye a lo largo y ancho del pais

(Figura 1), gracias a la diversidad de condiciones agroecologicas que posee.
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Figura 1. Distribucion de las principales regiones horticolas de Argentina.
(Adaptado de Ministerio de Economia, 2010)



Las principales provincias argentinas que se destacan por su produccion horticola
son: Buenos Aires, Mendoza, Cordoba, Santiago del Estero, Misiones, Santa Fe,
Corrientes, Tucuman, Formosa, Salta, Chaco, Jujuy, San Juan y Rio Negro (INDEC
2002).

El destino principal de los productos horticolas es el mercado interno (93-94 %). La
oferta de productos horticolas, en general, es suficiente para abastecer holgadamente los
requerimientos de la demanda interna, en su destino tanto para mercado fresco como
para industria. E1 6-7 % restante se exporta y estd concentrado en pocas especies, tales como
ajo, papa, cebolla, zanahoria, batata, esparrago, zapallo y otras especies en menor cantidad.

La mayoria de las grandes ciudades cuenta con un area cercana destinada al cultivo
de hortalizas, los denominados '"cinturones horticolas" compuestos en general por
explotaciones pequefias o medianas (1 a 40 hectareas). Su principal ventaja competitiva es la
cercania al mercado consumidor, lo que le permite producir muchas especies, aunque
agroclimaticamente no sean las zonas mas aptas para algunas de ellas. Se destacan los
cinturones horticolas del drea metropolitana de Buenos Aires y La Plata, Rosario, Cérdoba,
Mar del Plata, Mendoza y Tucuman. (Di Napoli et al 2003)

La produccion horticola en Rio Cuarto, comprende aproximadamente unas 700ha
cultivadas. Los principales cultivos que se realizan incluyen hortalizas de hoja: Lechuga
(Lactuca sativa L.), Acelga (Beta vulgaris var. cicla), Espinaca (Spinacia oleracea), Apio
(Apium graveolens), Rucula (Eruca vesicaria) y Achicoria (Cichorium intybus), dentro de las
Cruciferas las principales son Repollo (Brassica oleracea var. capitata), Coliflor (Brassica
oleracea var. itdlica). Durante la década de los "90 un cambio sustancial fue la incorporacion

de la tecnologia del invernadero en la produccién de cultivos'.

!Comunicacion Personal: Ing. Agr. Ramos, Diego — Docente de Catedra de Producciéon Horticola, Dpto de

Produccion Vegetal. UNRC



2. GENERALIDADES DE LA PLANTA DE LECHUGA

2.1 Taxonomia y morfologia

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta herbacea anual, dicotiledonea y
autdgama, perteneciente a la familia Compositae (Asteraceae), una de las mas grandes y
diversas familias de las plantas con flores, comprendiendo una décima parte de todas
las especies conocidas de angiospermas (Romani et al, 2002). Su nombre latino
(Lactuca) deriva de la palabra latina "/ac" que significa "leche", mientras que el término
"sativa" hace referencia a que es una especie vegetal cultivada.

La lechuga se caracteriza por tener una raiz que se desarrolla en la capa superior del
suelo y que raramente llega a sobrepasar los 25 cm de profundidad. La raiz es pivotante y
con ramificaciones laterales. Su tallo es cilindrico, muy corto y ramificado. Sus hojas se
disponen en forma de roseta, desplegadas al principio. En algunas variedades, las hojas
siguen asi durante todo su desarrollo (variedades romanas), y en otras se aprietan formando
un cogollo (o cabeza) mas o menos compacto. Las hojas pueden ser de formas y texturas
diversas y con borde liso, ondulado o aserrado, dependiendo de la variedad. En estadios
vegetativos avanzados (proximos a la floracion), la cabeza o el manojo de hojas central se
abre para que avance un tallo cilindrico y ramificado portador de hojas, asi como de
capitulos foliares. La inflorescencia estd constituida por capitulos florales amarillos

dispuestos en racimos. (Di Benedetto, 2005).

2.2 Clasificacion

Los cultivares modernos de lechuga pueden ser agrupados de acuerdo a la forma
de la planta y su uso predominante (Di Benedetto, 2005; Wien, 1997). Asi, los
principales grupos botanicos son:

o Romanas (Cos o Romaine lettuce): tiene hojas erectas, elongadas, con bordes
enteros y nervadura central ancha. No forman una verdadera cabeza o cogollo de
lechuga. Dentro de este grupo se encuentran la lechuga romana, la lechuga

"Baby" y la lechuga criolla de invierno.



o Acogolladas (Lactuca sativa var. capitata): estas lechugas forman una cabeza
o cogollo apretado de hojas. Dentro de este grupo hay dos variedades principales:

- Lechuga mantecosa o troncadero (Butterhead lettuce): forman una
cabeza floja con hojas de textura suave, de aspecto aceitoso.

- Lechuga Iceberg (Crisphead lettuce): forman una cabeza compacta con
hojas apretadas de textura quebradiza que se asemejan al repollo. Muy
popular en Estados Unidos.

o De hojas sueltas: (Lactuca sativa var. inybacea): Esta variedad se caracteriza por
presentar hojas sueltas de color verde amarillento, textura y sabor regular. Son
de crecimiento muy rapido. Este grupo incluye a las lechugas Oak, Lollo rosso y

al cultivar "Grand Rapids".

2.3 Propiedades e informacion nutricional

Entre los vegetales, las hortalizas de hoja son reconocidas por ser una excelente
fuente de minerales, vitaminas y fibra dietaria (Piagentini et al., 2005). En particular,
algunos estudios recientes han mostrado efectos positivos de la lechuga previniendo
enfermedades cardiovasculares en ratas y en humanos (Nicolle et al., 2004; Serafini et
al., 2002). Las propiedades saludables de la lechuga son atribuidas a un gran nimero de
compuestos antioxidantes, principalmente vitamina C, a los polifenoles y al contenido de
fibra dietaria.

La Tabla 1 presenta la composicion nutricional de lechuga mantecosa (Di
Benedetto, 2005):

Tabla 1. Composicion nutricional de lechuga mantecosa (Di Benedetto, 2005).



Nutriente Unida Valo
Agua % 96
Proteinas g/100g 1.2
Lipidos Totales g/100g 0.2
Carbohidratos g/100g 1.2

Minerales
Calcio mg/100 40
Hierro mg/100 1.1
Magnesio mg/100 16
Fosforo mg/100 31
Potasio mg/100 270
Sodio mg/100 10

Vitaminas
A ur/100 1200
B1 mg/100 0.07
B2 mg/100 0.07
B3 mg/100 0.40
C mg/100 9

2.4 El cultivo

La lechuga es una planta de cultivo anual con un ciclo de produccién que puede
oscilar entre 35 y 120 dias, segun los cultivares, la estacion y el sistema de cultivo
empleado. El periodo de crecimiento relativamente corto de la lechuga permite generar
mas de un turno de cosecha por ciclo anual de produccion. Los sistemas empleados para
su cultivo son principalmente: a campo, bajo invernadero y en sistemas hidropdnicos. A
medida que las producciones se realizan en condiciones mas controladas, se logra un
producto mas suave y delicado. La variedad de lechuga mantecosa se realiza practicamente
en invernadero (Romani et al., 2002).

El cultivo de lechuga se desarrolla mejor en climas templados a frescos con
temperaturas medias mensuales entre 13 y 18 °C. Los suelos més adecuados, son los
arcillo-arenosos con buen contenido en materia organica. El pH optimo del suelo se
encuentra en el rango de 6 a 7.5. La lechuga es una planta que resiste los contenidos
medios de salinidad. La presencia de las sales en el suelo aumenta la sensibilidad de la
planta a las altas temperaturas y reduce el tamafio de las mismas. En cuanto a los
requerimientos nutricionales, para producir cogollos de calidad, la lechuga requiere

buena disponibilidad de nitrogeno. Si se produce exceso o déficit de este elemento la



planta puede no acogollar (Calbo, 1999).

En el ciclo de la lechuga pueden distinguirse tres fases (Come y Corbineau, 2002):
a) Germinacion - emergencia

Las semillas de lechuga presentan un periodo de latencia que puede
prolongarse dos meses después de la cosecha. La temperatura Optima para la germinacion
se situa entre 15 y 20 °C. La semilla de lechuga es muy sensible a altas temperaturas del
suelo y no germina cuando en el mismo se registran valores mayores a 30 °C.

La forma de implantacion mas comun es la siembra directa aunque en los ultimos
afios se ha extendido la utilizacion de almécigo y transplante. La produccion de plantines
puede realizarse en bandejas con celdas de capacidad variable. Cuando las plantas
alcanzan los 8 a 10 cm de altura y poseen entre 5 y 6 hojas se recomienda realizar el
transplante. La plantacion puede realizarse en hileras distanciadas de 25 a30 cm y 20 a
30 cm entre plantas. También puede trasplantarse sobre lomos de 0.6 a 0.8 m de ancho,
con una hilera de plantas a cada lado del lomo.

b) Fase vegetativa de desarrollo de roseta de hojas y formacion de cabeza
Una vez establecida la planta en el suelo comienza la fase vegetativa durante la cual se
produce el desarrollo y crecimiento de hojas formando una roseta. Durante la primera
fase del crecimiento, la temperatura optima se ubica entre 10 y 15 °C. En la fase de
crecimiento rapido, la temperatura optima diurna oscila entre 14 y 18 °C y la nocturna
entre 5 y 8 °C. La incidencia de temperaturas mas bajas puede inhibir el crecimiento (detiene
el crecimiento con 6 °C).

La capacidad de las lechugas para formar cogollos es una caracteristica genética
influida por factores del medio. Uno de estos factores es el equilibrio entre luz y
temperatura. Con temperaturas superiores a 20 °C, las lechugas acogollan mal si la
iluminacion es baja. En general, para lograr un buen acogollado son necesarias
temperaturas diurnas comprendidas entre 17 y 28 °C y temperaturas nocturnas entre 3 y
12 °C. Otros efectos de las altas temperaturas son: quemado del borde de las hojas
(amarronado), sabor amargo (por acumulacion de latex), formacion de cabezas poco

compactas. Algunos efectos de las bajas temperaturas son: dafio de hojas externas e



internas de plantas maduras, coloracion rojiza en las hojas (acumulacion de antocianinas).
¢) Fase reproductiva (emision del tallo floral)

Una planta de lechuga inducida a florecer desarrolla cambios en su morfologia,
pasando de ser una planta en roseta con un tallo corto a una planta de mas de 1
metro de altura, con entrenudos alargados y grandes flores terminales sobre un tallo muy
ramificado. La transiciéon desde el estado vegetativo al reproductivo involucra, en
cultivares que forman una cabeza compacta, el crecimiento del tallo restringido
previamente por las hojas que formaban dicha cabeza.

Cuando el cultivo de lechuga tiene como objetivo la obtencion de semillas, la
floracion es una fase necesaria. Sin embargo, cuando el objetivo del cultivo es la
produccion de biomasa fotosintetizante para consumo de la hortaliza, entonces la
cosecha se realiza antes de alcanzar la fase reproductiva. En estos casos, la floracion es
indeseable ya que deprecia la calidad comercial del cultivo. Por esta razon se la considera

como un accidente fisioldgico conocido como "bolting" o floracién prematura.

2.5 La cosecha de la lechuga

La lechuga debe ser cosechada con un desarrollo vegetativo tal que aun no debe
percibirse el sabor amargo que se forma luego del inicio de la floracion (Calbo, 1999). Los
criterios de cosecha difieren segun el tipo de lechuga. Por ejemplo, para lechuga Iceberg,
la prioridad estd dada por un buen desarrollo de la cabeza. Existe una clasificacion por
solidez de las cabezas que estima el estado de madurez y la vida post-cosecha potencial
de las mismas. Las cabezas se consideran firmes cuando son compactas, pero pueden
ceder levemente a una presion moderada. En este momento, el producto presenta la
maxima potencialidad de almacenamiento. En el caso de lechuga mantecosa, la
determinacion del momento de cosecha es mas dificultosa debido a que no forma una

cabeza compacta que se va endureciendo.

En nuestro pais la cosecha se realiza en forma manual y escalonada en el
cultivo. La cosecha de lechuga se lleva a cabo cortando las plantas a nivel de la superficie

del suelo utilizando un instrumento filoso (navajas o cuchillas). En este proceso, las
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hojas exteriores pueden ser eliminadas, mientras que otras son dejadas ya que sirven de
proteccion a las mas internas. En esta etapa debe cuidarse la calidad higiénica sanitaria
de los instrumentos utilizados, asi como también de la mano de obra, ya que la
manipulacion que se lleva a cabo durante la cosecha puede producir contaminaciones en
la materia prima. A su vez, el manejo descuidado de la materia prima puede provocar
dafios mecanicos que redundaran en vias de penetracion de los microorganismos,
aumento en la tasa respiratoria y liberacion de etileno, reacciones enzimaticas no

deseables, con impacto directo en la vida util del producto.

2.6 La comercializacion

Una vez cosechada, la lechuga es colocada en unidades de empaque denominadas
"jaulas" para el traslado a mercado. Estos contenedores de campo son cajones comunmente
de madera que pueden contener diferentes cantidades de plantas segun sea la variedad y
tamafo de las unidades. Asi, se da inicio a la rutina de comercializacion, que puede incluir
las siguientes etapas: pre enfriamiento, almacenamiento en campo, transporte a centros
de distribucion y almacenamiento en los mismos, transporte hacia puntos de venta
minorista, espera a la compra y adquisicion del consumidor en punto de venta,
almacenamiento final por parte del consumidor, uso final y consumo (Hang, G. 1999).
Actualmente, existe una tendencia a nivel mundial de revisar las practicas de manejo
durante la rutina de comercializacién de los productos agroalimentarios (Ahumada y
Villalobos, 2009). Este es el resultado de varios factores, tales como la mayor divulgacion
y trascendencia que le da el consumidor a casos de contaminacion de productos frescos
(Van der Vorst, 2006), la creciente presencia de un consumidor mas consiente que
exige productos mas saludables y productos cuya produccién haya sido cuidadosa
desde la siembra misma hasta que llega a la gondola (Ahumada y Villalobos, 2009).
A nivel nacional, las buenas practicas de manejo post- cosecha estin escasamente
desarrolladas. Tal es asi que etapas como el preenfriamiento y el transporte refrigerado,
entre otras, raramente son utilizadas.

En el caso particular de la lechuga, el manejo post-cosecha es extremadamente
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desfavorable provocando grandes pérdidas econdmicas para los intermediarios y
disminucion de la calidad del producto. Sin embargo, la calidad de lechuga lograda por
el productor es alta mientras que el producto ofrecido al consumidor en los puntos de

venta finales (verdulerias) es de bajisimo nivel de calidad (Ferrato et a/ 2012).

3. ALTERNATIVAS PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION DE HORTiICOLAS

Los sistemas actuales de produccion se basan en una elevada provision de "subsidios
de energia" necesarios para mantener funcionando el sistema con altos niveles de
rendimiento. Sin embargo, existe el riesgo de que la necesidad de aplicacion de energia
continue creciendo y se dé el contrasentido de que para mitigar los efectos negativos de los
subsidios de energia haga falta aplicar mas subsidios (Coscia, 1998). Esto se traduce en la
necesidad de mayor nimero de labranzas para romper capas de suelo compactadas, para
favorecer la infiltracion del agua de lluvia en suelos degradados, mayor nimero de pasadas
del escardillo para control de malezas, aumento en el uso de fertilizantes sintéticos,
operaciones que deterioran aun mas el sistema y generan un mecanismo de
"retroalimentacion positiva" que incrementa la degradacion del suelo (Casas, 2011).

Los aumentos demograficos proyectados y los cambios dietarios esperados,
implican que para satisfacer la demanda de horticolas en el 2050, sera necesario aumentar
la produccion entre 70 y 100 % (Godfray et al., 2010), y duplicar la superficie agricola
(Kastner et al., 2012). Por tal motivo, para mantener los niveles de consumo caldrico y
proteico alimentarios en niveles adecuados debera obtener incrementos importantes en la
produccién agricola mundial. La necesidad de aumentar los rendimientos por superficie
por falta de nuevas superficies productivas, estd generando una alta demanda de
incorporacion de complementos nutricionales de origen quimico/sintético altamente
concentrados de aplicacion al suelo y foliar, provocando una mayor polucion ambiental
que por otra parte no asegura una mayor eficiencia de los cultivos en la asimilacion de
estos nutrientes. Frente a este escenario, la adopcion y uso eficaz de biofertilizantes en la
agricultura, estd llamada a ser una de las practicas claves para asegurar la sustentabilidad

y productividad de esta actividad tan importante mundialmente (Alarcén y Cerrato 2012).

10



Nuestro pais, como principal productor agricola, ha incorporado diversas tecnologias
para mejorar la productividad de los cultivos y ha sido modelo para otros paises en la
implementacion de la tecnologia de inoculantes bacterianos sobre semillas (Buschmann et
al., 2014). Ademas, el ecosistema terrestre depende en gran medida de la actividad
microbiana. Especificamente, la calidad del suelo y la productividad vegetal derivan de
multiples reacciones metabolicas que los microorganismos llevan a cabo en la zona
rizosférica y la incorporacion de microorganismos PGPR pueden afectar el crecimiento de la
plantas. El término PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) se conoce desde 1978 y
se acepta para describir a las bacterias que habitan en la rizésfera de las plantas y que ejercen
un efecto positivo sobre los cultivos (Hernandez Diaz y Chailloux Laffita, 2001). Dicho
efecto radica en los diferentes mecanismos mediante los cuales ellas ejercen su accion, como
la fijacion bioldgica de nitrégeno, produccion de compuestos tipo fitohormonas que
aumentan la energia, el poder germinativo y el enraizamiento, secrecion de compuestos que
mejoran la estructura del suelo, captacion de nutrientes y proteccion contra patdogenos, entre
otros. Dentro del grupo PGPR se incluyen varios géneros bacterianos dentro de los cuales se
puede mencionar al género Azospirillum (Helman et al., 2012).

Una de las desventajas ecoldgicas de la inoculacion es que se utilizan compuestos de
origen sintético como soporte. Al respecto, la explotacion de las algas marinas en Argentina
comenzd a desarrollarse recién a mediados del siglo pasado. Pero desde hace tiempo se
comercializan en el mercado mundial productos en forma de extracto natural de algas soluble
en polvo (principalmente de origen chino), que contienen nutrientes naturales y sustancias
bioactivas que pueden proporcionar multiples beneficios para mejorar los rendimientos, la
calidad y el vigor de plantas de manera significativa, y que son a la vez no téxicos y
respetuosos del medio ambiente (Buschmann et al., 2014). Ademas, tienen un impacto muy
positivo en la resistencia al estrés, las plagas y enfermedades (Hernandez, 2014).

El 4cido alginico, el compuesto mas abundante en los extractos de algas, estimula la
actividad de microorganismos del suelo, mejora la capacidad de retencion de agua del suelo,
protege a los fertilizantes quimicos de lixiviacion o inmovilizacion y ayuda a la conservacion

de la estructura del suelo (Sanaa et al., 2013). Este acido, conjuntamente con el manitol
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presente en los extractos, actuan como agentes quelantes secuestrando cationes como
aluminio y hierro que precipitan los fosfatos, incrementando la disponibilidad de fésforo para
las plantas (Eyras et al., 2008). Varios estudios revelan los efectos beneficiosos de estos
extractos cuando son aplicados sobre las plantas (Bula-Meyer, 2004; Hernandez, 2014;
Zermefio et al. 2015).

La breve resefia de antecedentes pone de manifiesto que las algas marinas y sus
extractos se proyectan como productos capaces de promover el crecimiento vegetal y de

microorganismos beneficiosos para los cultivos.

En este estudio se propone averiguar si las caracteristicas fisico-quimicas del alga
marina Macrocystis pyrifera permitiran que su extracto constituya una matriz éptima para el
crecimiento bacteriano, pudiendo actuar no s6lo como adherente a semillas sino también
como protector por su composicion compleja en carbohidratos de origen natural,

sustituyendo a los productos quimicos que se utilizan actualmente en el mercado para tal fin.

Existen muy escasos antecedentes de este tipo de asociaciones en la literatura. Por
todo lo expuesto, se considera de gran importancia evaluar el efecto de la inoculacion mixta
de bacterias PGPRs con el extracto del alga y de esta forma posibilitar la aplicacion de una
nueva practica agronodmica sustentable para el medio ambiente en un cultivo de hortalizas

que se desarrolla en nuestra region.

Hipotesis

La aplicacion conjunta de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Azospirillum
brasilense) con extractos de la macroalga Macrocystis pyrifera redundard en un efecto
positivo sinérgico favoreciendo la germinacioén y el establecimiento de las plantulas de
lechuga (Lactuca sativa L. var capitata) proveyendo, no so6lo un aporte exégeno de hormonas

y nutrientes, sino también proteccion frente a situaciones ambientales desfavorables.
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Objetivo general

Analizar las respuestas fisioldgicas del cultivo de lechuga, a la aplicacion de extractos del
alga Macrocystis pyrifera de manera individual o en inoculacién mixta con Azospirillum
brasilense y evaluar si ambos tipos de promotores ejercen una accidon sinérgica sobre el
crecimiento radical e implantacion tanto en situaciones Optimas de riego como asi también

en situaciones de estrés.

Objetivos especificos

1- Evaluar el efecto de la aplicacion del extracto de alga Macrocystis pyrifera y la
bacteria promotora del crecimiento vegetal Azospirillum brasilense, de manera
individual y en combinacion, sobre la germinacion, implantacion y crecimiento de
plantas de lechuga mediante dos métodos de aplicacion (inoculacion o infeccion

sobre semillas e inmersion de plantulas pre-transplante en la solucion de riego).

2- Estudiar en planta el efecto de dichos tratamientos ante situacion de riego (100%) y

ante situacion de déficit hidrico (50%).
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MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

Semillas de lechuga mantecosa (Lactuca sativa var. capitata) provista por la Catedra

de Horticultura de la UNRC.

Extracto de Alga (EA): La materia prima es el alga parda Macrocystis pyrifera,
cosechada en las costas de la Provincia de Santa Cruz (Argentina). La cosecha se
realiza en el mar desechando todo material que llega a la costa en forma natural (ya
que se pierden muchos principios activos y no puede establecerse el tiempo que
estuvieron fuera del agua). Se tiene en cuenta el estado de desarrollo del alga, ya que
como otros vegetales su constitucion quimica depende del periodo de desarrollo en
que se encuentre. El alga es secada en forma natural y a la sombra hasta una humedad
del 18%. Posteriormente es trasladada a Buenos Aires, donde se fabrica el extracto.
Primero se hace un intenso lavado con agua desmineralizada para extraer el exceso
de sodio, luego se realiza la extraccion con solucion hidro-alcohdlica (80% de agua
desmineralizada y 20% de propilenglicol). Més tarde se procede a una maceracion
natural y a bajas temperaturas (4°C) mediante un molino coloidal para lograr una
completa homogenizacion. Se rotula con fecha de cosecha y lote para su trazabilidad

fisico-quimica.

Bacteria Azospirillum brasilense cepa Az39: Se utilizé un indculo bacteriano fresco
con la cepa AZ39 proveniente del instituto IMyZA INTA en medio de cultivo
minimo, NFb -Nitrogen Free Biotin- carente de nitrogeno, que permite el aislamiento
y crecimiento de microorganismos que pueden fijar biolégicamente N>. Ademas,
contiene 4acido malico, principal fuente de carbono para bacterias del género
Azospirillum. El inéculo utilizado tuvo una concentracion de 1x10™ unidades

formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml).
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2. Métodos de aplicacion y seguimiento del cultivo

2.1 Inoculacion o infeccion sobre semillas

Las semillas de lechuga utilizadas para la inoculacion fueron seleccionadas de acuerdo a su
tamano y luego se eliminaron las impurezas. Posteriormente se procedio a determinar el peso
de 100 semillas. En base a esto se determind la dosis bacteriana que se coloco por gramo de
semilla. Para la infeccion se coloco 30 gr de semillas en bolsas de polipropileno estériles
dejando un volumen de aire equivalente al ocupado por la semilla. Se inocularon con las
correspondientes alicuotas de bacterias y EA segin los tratamientos planteados, y se
homogeneizo manualmente cerrando la bolsa y agitando hasta lograr una correcta
distribucion del inoculante sobre las semillas durante no menos de 1 minuto. Todos los
tratamientos se llevaron a un mismo volumen final mediante la adicion de agua destilada

estéril.

Tratamientos planteados para inoculacion de semillas:
IC: Semillas sin inocular (Tratamiento control).

T1: Semillas inoculadas solo con AZ39.

T2: Semillas inoculadas solo con EA.

T3: Semillas inoculadas con Az39 + EA.

Pasados 20 minutos de la inoculacion, las semillas se colocaron en bandejas de germinacion,
una semilla por cada pocillo, y se llevaron a crecer en camaras de crecimiento (Conviron
PR48) con condiciones ambientales controladas como humedad relativa del 80%,
fotoperiodo de 16 hs luz/ 8hs oscuridad y temperatura de 20 y 15 °C respectivamente, durante
20 dias. Pasado ese tiempo se tomaron 5 plantulas de cada tratamiento y se les determino los
parametros fisiologicos de crecimiento (ver punto 2.3). El resto de las plantulas se
trasplantaron a macetas de 200 cm® con tierra fértil estéril. Se colocaron nuevamente en
camara de crecimiento con las mismas condiciones ambientales y cada tratamiento se

sometidé a dos condiciones hidricas: Teniendo en cuenta los requerimientos de agua del
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cultivo de lechuga, se aplicaron dos riegos del 100% (riego normal) y 50% (déficit hidrico).
Salinas (2010) en su estudio con cultivo de lechuga consideré 50 % como déficit hidrico a
20 mL/plantas durante los primeros 19 dias y de 65 mL/plantas a los 40 dias. Quedando un
total de 6 plantulas de lechuga por tratamiento y condicion hidrica. A los 40 dias después de

la siembra se determiné en todas las plantas los parametros fisioldgicos de crecimiento.

Para el método de infeccion se realizé también una evaluacion de Energia germinativa (EG)

y Poder germinativo (PG) (ver punto 2.4).

2.2 Inmersion de plantulas pre-trasplante en la solucion de riego (alga- bacteria)

De manera simultanea a la metodologia anterior, las semillas de lechuga se colocaron a
germinar en bandejas de germinacion y se llevaron a la cdmara de crecimiento con las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Transcurridos 10 dias post-siembra las bandejas
fueron sumergidas en las soluciones de los tratamientos anteriores durante unos minutos.

Luego se dejaron crecer durante 10 dias més en las camaras de crecimiento.

A los 20 dias después de la siembra, como en el caso anterior, se tomaron 5 plantulas de cada
tratamiento y se les determino longitud, peso fresco y seco, aéreo y radical, y contenido de
clorofila (parametros de crecimiento). De las restantes un porcentaje de plantulas fueron
trasplantadas a macetas y mantenidas como en el caso anterior en las cdmaras de crecimiento
con las dos condiciones hidricas durante 20 dias y luego de ese tiempo se determinaron los

parametros fisioldgicos.
2.3 Determinacion de parametros fisiolégicos

Se midio: longitud de la biomasa radical y aérea, peso fresco y seco en biomasa radical y
area. A demas se evaluo el contenido de clorofilas totales en hojas de cada cultivo mediante
la utilizacion de un clorofilémetro (Hansatech CL-O1, Hansatech Instruments Ltd) y la
conductancia estomatica mediante un porométro de hoja (Decagon Devices), en respuesta a

los diferentes tratamientos.
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2.4 Determinacion de Energia germinativa (EG) y Poder germinativo (PG)

Para determinar estos parametros se coloco 25 semillas en placa de petri con papel filtro

estéril y se llevaron a incubar en estufas de germinacion a 20°C. Se realizo por triplicado.

Se determin6 seglin el manual ISTA, la energia germinativa (EG) a los 4 dias después de la
siembra y se determind el porcentaje de semillas germinadas, el poder germinativo (PG) a

los 7 dias después de la siembra y se informo el porcentaje de semillas germinadas normales.

3- Analisis estadistico

Este trabajo fue realizado en un diseno experimental completamente al azar (DCA). Se
realiz6 un ANOVA para cada variable. Como prueba a posteriori se utilizo DGC, las
diferencias significativas fueron consideradas por el valor p<0,05. Si las variables analizadas
no cumplieron con los supuestos de Normalidad y Analisis de la Varianza, requisitos para
realizar un ANOVA, se procedi6 a realizar una Prueba no paramétrico (Prueba de Kruskal

Wallis).
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RESULTADOS

A continuacidn se presentan los resultados correspondientes al analisis de las pruebas en
semillas de Lactuca sativa y de las variables de crecimiento antes del transplante a macetas

en las camaras de crecimiento.
Energia y poder germinativo

En la Figura 2 se observa el poder y energia germinativa de semillas de lechuga en los
diferentes tratamientos. Se observa un incremento significativo en estas variables en las
semillas tratadas con la inoculacion con EA (T2I) y con la mezcla Az39 + EA (T3I) en

comparacion a los controles (sin tratar).
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Figura 2: Energia (EG) y poder (PG) germinativo de semillas de lechuga. Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T21I: semillas inoculadas solo con EA,;
T3I: semillas inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar.
Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Longitud radical y aérea en plantulas de lechuga a los 7 dias de siembra

En la Figura 3 se muestra la longitud radical en plantulas a los 7 dias de siembra. Los

tratamientos de inoculacion ocasionaron diferencias significativas en esta variable al
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comparar los valores con las plantulas controles. El tratamiento con inoculacion de algas

produjo el mayor crecimiento radical.
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Figura 3: Crecimiento radical de plantulas de lechuga a los 10 dias de siembra. Tratamientos:
Control: semillas sin inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T2I: semillas inoculadas solo
con EA; T3I: semillas inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio
estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

La longitud aérea no mostro6 diferencias significativas en las plantulas con los diferentes

tratamientos (ver Figura 4).
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Figura 4: Crecimiento aéreo de plantulas de lechuga a los 10 dias de siembra. Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T21I: semillas inoculadas solo con EA,;
T3I: semillas inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar.
Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

LA (cm)

Peso fresco aéreo y radical, longitud aérea y radical y contenido de clorofila de plantulas
de lechuga al momento del trasplante

A continuacion se presentan los datos correspondientes a los tratamientos de inmersion e
inoculacion a los 10 dias posteriores de su tratamiento (plantulas con 20 dias de edad en

total).

En la Figura 5 se muestra el peso fresco aéreo de plantulas de lechuga a los 20 dias en los
tratamientos de inmersion e inoculacion. Las plantas que fueron inmersas con la bacteria
AZ39 mostraron un peso similar a aquellas inoculadas con el alga y la mezcla y mayor que

los controles.
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Figura 5: Peso freso aéreo de plantulas de lechuga a los 20 dias de siembra. Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1: semillas inoculadas solo con AZ39; T2: semillas inoculadas solo con EA;
T3: semillas inoculadas con Az39 + EA. El tratamiento I corresponde a la inoculacién, y el M
corresponde a la inmersion. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Al analizar el peso fresco radical de plantulas en los diferentes tratamientos se observan un
incremento significativo en los 3 tratamientos de inoculacion (T11, T2I, T3I) con respecto
al control y s6lo un aumento en el tratamiento de inmersion con el alga (T2) al comparar

con los valores del peso de los controles (ver Figura 6).
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Figura 6: Peso freso radical de plantulas de lechuga a los 20 dias de siembra. Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1: semillas inoculadas solo con AZ39; T2: semillas inoculadas solo con EA;
T3: semillas inoculadas con Az39 + EA. El tratamiento I corresponde a la inoculacién, y el M
corresponde a la inmersion. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

En la Figura 7 se observa un aumento de la longitud aérea de las plantulas inoculadas,
independientemente del tratamiento en comparacion a los controles. Los tratamientos de
inmersion no mostraron diferencias significativas en este parametro con respecto a los

controles.
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Figura 7: Longitud aérea de plantulas de lechuga a los 20 dias de siembra. Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1: semillas inoculadas solo con AZ39; T2: semillas inoculadas solo con EA;
T3: semillas inoculadas con Az39 + EA. El tratamiento I corresponde a la inoculacién, y el M
corresponde a la inmersion. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

En relacion a la longitud radical se observa el mayor valor en el tratamiento de inmersion T1;
también increment6 en los tratamientos T2 y T3 con inoculacién en comparacion a los

controles (ver Figura 8).
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Figura 8: Longitud radical de plantulas de lechuga a los 20 dias de siembra. Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1: semillas inoculadas solo con AZ39; T2: semillas inoculadas solo con EA;
T3: semillas inoculadas con Az39 + EA. El tratamiento | corresponde a la inoculacion, y el M
corresponde a la inmersion. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

En la Figura 9 se muestra el contenido de clorofilas en plantulas en los diferentes
tratamientos, una disminucion significativa en esta variable se observé sélo en las plantulas

con inmersion en el extracto de algas y con Az39 + EA.
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Figura 9: Contenido de clorofilas en plantulas de lechuga a los 20 dias de siembra. Tratamientos:
Control: semillas sin inocular; T1: semillas inoculadas solo con AZ39; T2: semillas inoculadas solo
con EA; T3: semillas inoculadas con Az39 + EA. El tratamiento I corresponde a la inoculacion, y el
M corresponde a la inmersion. Las barras corresponden a la media =+ el desvio estandar. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Peso fresco y seco radical y aéreo, contenido de clorofilas en los tratamientos de

inoculacion e inmersion en plantas a los 45 dias post-siembra

A los 20 dias del cultivo, cada tratamiento se expuso a dos condiciones de riego: (teniendo
en cuenta los requerimientos de agua del cultivo de lechuga) una de ellas al 100% (riego
normal) y otra al 50% (déficit hidrico). Luego, a los 45 dias post-siembra se evaluaron las

variables y los resultados para inoculacion e inmersion se detallan a continuacion.
TRATAMIENTO DE INOCULACION
Peso fresco radical y aéreo en plantulas.

En relacion al peso fresco aéreo, solo las plantulas inoculadas con el extracto de algas
mostraron un incremento significativo en este parametro en las dos condiciones hidricas (ver
Figura 10).
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Figura 10: Peso fresco aéreo de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los condiciones
normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). Tratamientos: Control: semillas sin
inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T21: semillas inoculadas solo con EA; T3I: semillas
inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Similar a lo observado en la parte aérea, el mayor peso fresco radical se observa en el
tratamiento de inoculacion con algas (T2) para ambas condiciones hidricas evaluadas.
Ademas, en condiciones normales hidricas (100%) todos los tratamientos de inoculacion
mostraron un incremento en comparacion con los controles, mientras que al 50% solo se
observd un aumento en las plantas inoculadas con el extracto de algas y con la mezcla

extracto + bacteria (Figura 11).
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Figura 11: Peso fresco radical de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los
condiciones normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T21I: semillas inoculadas solo con EA,;
T3I: semillas inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar.
Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Contenido de clorofilas

En la Figura 12, se muestra que los tratamientos no mostraron efecto en el contenido de
clorofilas totales en las plantulas inoculadas.

28



10

9

8
7~ 7 i
S 6
=
% 5 - E100%
5 4 B50%
@)

3 _

2 u

l 4

0 J

Control T1 T2 T3

Figura 12: Contenido de clorofilas (UC) de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los
condiciones normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). Tratamientos: Control:
semillas sin inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T21I: semillas inoculadas solo con EA,;
T3I: semillas inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar.
Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Peso seco aéreo y radical de plantulas

En condiciones normales de riego (100%) los 3 tratamientos de inoculacién mostraron un
aumento significativo en el peso seco aéreo en comparacion a los controles, siendo el
mayor peso registrado en las plantulas tratadas con el extracto de algas. Al 50% de riego no

se observan diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 13).
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Figura 13: Peso seco aéreo de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los condiciones
normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). Tratamientos: Control: semillas sin
inocular; T1I: semillas inoculadas solo con AZ39; T21: semillas inoculadas solo con EA; T3I: semillas
inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Enrelacion al peso seco radical, las plantas inoculadas mostraron un incremento significativo
en esta variable en ambas condiciones hidricas evaluadas, siendo los mayores valores

aquellos registrados en las plantulas inoculadas con el extracto de algas (Figura 14).
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Figura 14: Peso seco radical de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los condiciones
normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). Tratamientos: Control: semillas sin
inocular; T1: semillas inoculadas solo con AZ39; T2: semillas inoculadas solo con EA; T3: semillas
inoculadas con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media + el desvio estandar. Las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

TRATAMIENTOS DE INMERSION
Peso fresco aéreo y radical en plantulas

El peso fresco de la parte aérea increment6 en las plantulas inmersas con las soluciones de
bacterias y con el extracto de algas cuando la condicion de riego fue normal (100%).
Cuando las plantas se expusieron a un déficit de agua (50%) no hubo efectos significativos

en los tratamientos (Figura 15).
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Figura 15: Peso fresco aéreo de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los condiciones
normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). A los 20 dias de cultivo las plantas
fueron inmersion en diferentes soluciones. Tratamientos: Control: plantulas inmersas en agua
destilada; T1I: plantulas inmersas en solucion con AZ39; T2I: plantulas inmersas en soluciéon con
EA; T3I: plantulas inmersas en solucion con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media =+ el
desvio estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p
>0,05).

El peso radical de las plantulas inmersas en soluciones aument6 significativamente en
comparacion a los controles en ambas condiciones hidricas evaluadas. Es destacable que
los mayores valores se alcanzaron en plantas inmersas con las soluciones de bacterias y

extractos de algas para ambas condiciones hidricas (Figura 16).
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Figura 16: Peso fresco radical de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los
condiciones normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). A los 20 dias de cultivo
las plantas fueron inmersion en diferentes soluciones. Tratamientos: Control: plantulas inmersas en
agua destilada; T1I: plantulas inmersas en solucion con AZ39; T2I: plantulas inmersas en solucion
con EA; T3I: plantulas inmersas en solucion con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media +
el desvio estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos
(p > 0,05).

Contenido de clorofilas

En la Figura 17 se observa el contenido de clorofilas, su contenido no se modifico en los

diferentes tratamientos.
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Figura 17: Contenido de clorofilas en plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los
condiciones normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). A los 20 dias de cultivo
las plantas fueron inmersion en diferentes soluciones. Tratamientos: Control: plantulas inmersas en
agua destilada; T1I: plantulas inmersas en solucion con AZ39; T2I: plantulas inmersas en solucion
con EA; T3I: plantulas inmersas en solucion con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media +
el desvio estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos

(p > 0,05).
Peso seco de la parte aérea y radical

En la Figura 18 se observa el peso seco aéreo de plantulas en los diferentes tratamientos, s6lo
aquellas plantas inmersas en la solucion bacteriana (T1) mostraron un aumento significativo

en el peso, en plantas al 50% de riego, al comparar con los controles.
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Figura 18: Peso seco aéreo de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los condiciones
normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). A los 20 dias de cultivo las plantas
fueron inmersion en diferentes soluciones. Tratamientos: Control: plantulas inmersas en agua
destilada; T1I: plantulas inmersas en solucion con AZ39; T2I: plantulas inmersas en soluciéon con
EA; T3I: plantulas inmersas en solucion con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media =+ el
desvio estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p
>0,05).

El peso radical de las plantulas inmersas en soluciones bacterianas, de extracto de algas y su
mezcla incremento significativamente en ambas condiciones hidricas, tanto al 100% como al

50% de riego, sin detectar diferencias entre estos tres tratamientos (Figura 19).
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Figura 19: Peso seco radical de plantulas de lechuga a los 45 dias de post-siembra en los condiciones
normales de riego (100%) y frente a un déficit de agua (50%). A los 20 dias de cultivo las plantas
fueron inmersion en diferentes soluciones. Tratamientos: Control: plantulas inmersas en agua
destilada; T1I: plantulas inmersas en solucion con AZ39; T2I: plantulas inmersas en soluciéon con
EA; T3I: plantulas inmersas en solucion con Az39 + EA. Las barras corresponden a la media =+ el
desvio estandar. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos (p
>0,05).
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo con lechuga, una de las principales hortalizas destacada
por su elevado valor econémico por unidad de peso y por su alta produccion por unidad de
superficie (Hang et al., 1999), muestran que el tratamiento en semillas con soluciones con
algas y bacterias incrementa la energia y poder germinativo de las semillas asegurando el
posterior establecimiento de la planta. Ademas, a los 7 dias de siembra, se observo que el
tratamiento con inoculacién de algas produjo el mayor crecimiento radical. Asi, esta
respuesta podria deberse a que los estractos de algas contienen gran cantidad de nutrientes y
reguladores de crecimiento como hormonas, tales como auxinas, las cuales poseen la funcion
fisiolégica de estimular el crecimiento radical (Bula-Meyer, 2004; Hernandez, 2014;
Zermetio et al. 2015). Si bien se conoce la importancia de estos reguladores o fitohormonas
sobre procesos fisiologicos en plantas, la produccion de estos compuestos en macroalgas es
aun poco conocido, probablemente por la falta de conocimiento del rol fisioldgico de estas
sustancias en el crecimiento y diferenciacion de las algas (Evans y Trewavas, 1991; Yokoya
y Handro, 1996). Sin embargo, existen casos en la literatura en los cuales se ha demostrado
la producciéon de fitoreguladores por parte de las algas, tales como auxinas, en
concentraciones similares a aquellas registrada en plantas (Reddy y Urban., 2008).

Los resultados de este trabajo, al momento del transplante, mostraron que las plantas
de lechuga tuvieron un mayor peso aéreo y radical en los tratamientos de inoculacion tanto
con algas como con la bacteria Az39 y con la mezcla de ambos que en los controles. Esto
pone de manifiesto que no sélo el alga incrementa el crecimiento en plantas de lechuga sino
que la bacteria posee un efecto estimulador del crecimiento. En este sentido, es ampliamente
conocido que algunas bacterias promueven el crecimiento vegetal mediante sustancias
promotoras, principalmente fitohormonas (Sarabia Ochoa et al., 2010) sugieren que las
bacterias promotoras del crecimiento afectan el crecimiento de las plantas ya que
proporcionan compuestos ya sintetizados por ella misma, produciendo beneficios para las
plantas; el resultado de esto son compuestos importantes como: nitrogeno, fitohormonas y

otros nutrientes como el hierro y el fosforo que se originan naturalmente. Siendo el género
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Azospirillum productor de fitohormonas como giberelinas, auxinas y citocininas que
promueven el crecimiento vegetal (Helman et al., 2012). Particularmente, Azospirillum
brasilense cepa Az39 fue seleccionado como uno de los PGPR maés eficaz, y se recomienda
para su uso en la formulacién de inoculantes. Numerosos experimentos de campo desde
entonces han demostrado la capacidad de Az39 para aumentar la productividad de los
cultivos de cereales como el trigo, el maiz y el sorgo (Diaz-Zorita et al., 2004; Diaz-Zorita
& Grove, 2006). Cuando se evaluaron los mecanismos putativos promotores del crecimiento
de plantas con Az39 cultivadas en medio quimicamente definido (Perrig et al., 2007), la
produccion de fitohormonas fue identificado de nuevo como el factor mas importante. Los
resultados de este trabajo muestran que podrian ser utilizados en hortalizas, como la lechuga,
mostrando nuevamente un rol promotor del crecimiento en este tipo de plantas.

Al analizar las plantas de lechuga durante la cosecha se observaron diferencias entre
los tratamientos de inoculacion e inmersion, dependiendo del estado hidrico del suelo. De
esta manera, en condiciones hidricas normales (riego al 100%) todos los tratamientos de
inoculacion e inmersidn mostraron un incremento en comparacion con los controles, con lo
cual demuestra que la inoculacion con algas, bacterias o su mezcla mejora la productividad
del cultivo. Asi, estas plantas mostraron mayor peso freso aéreo y radical y mayor peso seco
radical. Al respecto, Sanchez Lopez et al. (2014) trabajaron con plantulas de Lactuca sativa
y encontraron que aquellas inoculadas con bacterias, en este caso, Pseudomonas sp
presentaron mayor biomasa respecto al testigo que recibi6 un fertilizante quimico. Ademas,
en este trabajo, si bien la inoculacidon produjo un incremento en el peso de las plantulas de
lechuga, el mayor peso seco aéreo fue observado en el tratamiento con algas. Asi, el empleo
de algas en el proceso de inoculacién podrian ejercer un efecto benéfico en la produccion de
plantas de lechuga en suelos bien irrigados, ya que los extractos de algas poseen una multitud
de componentes activos aun no identificados en su totalidad, debido al gran numero de
moléculas presentes, que ayudarian al crecimiento de plantulas en esta técnica.

Es importante mencionar que la mezcla de algas + bacterias, también produjo un
incremento en el crecimiento de las plantas de lechuga, si bien no fue mayor al observado

con los extractos puros también produjo efectos benéficos. En este sentido, este resultado, es
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interesante ya que la presencia de algas podria servir de soporte para el mantenimiento de
estado metabolico y fisiologico de las bacterias. De esta manera, podria servir de
estabilizacion y proteccion de las células microbianas durante el almacenamiento y
transporte. En este sentido, las macroalgas marinas producen alginato (Yabur ef al. 2007), el
cual es un polimero que es empleado como uno de los materiales sinteticos de eleccion para
la mayoria de encapsulaciones de microorganismos.

Por otro lado, frente a un déficit hidrico (50 % de riego) las plantas de lechuga que
fueron inoculadas no mostraron diferencias con respecto a los controles. Mientras que el con
el tratamiento de inmersion se observaron incrementos en las variables de peso, mostrando
que las plantas cuyas raices fueron inmersas en las soluciones tuvieron mayor crecimiento
que aquellas sin tratar. Asi, el peso de las plantulas inmersas en soluciones bacterianas, de
extracto de algas y su mezcla increment6 significativamente al 50% de riego, sin detectar
diferencias entre estos tres tratamientos. Con lo cual, la técnica de inmersion muestra
mayores ventajas de uso cuando un cultivo se encuentra en condiciones ambientales
desfavorables.

Los resultados de este trabajo demuestran como el extracto de algas puede ser
utilizado para incrementar la productividad en hortalizas y mas aun cuando las plantulas
crecen en un medio desfavorable. En este sentido, el beneficio de la aplicacion de los
extractos de algas se entiende como un efecto sinérgico de todos los componentes, no
pudiendo aislar el efecto por si s6lo de cada uno de los principios activos que poseen. Sin
embargo, algunos de sus efectos son comparables a la accion que las hormonas vegetales
aplicadas exogenamente tienen sobre los cultivos (Zermefio et al. 2015). Por ejemplo, la
produccion de auxinas podria incrementar la masa radical en plantas y asi asegurar la entrada
de agua en condiciones de déficit hidrico. Este es uno de los ejemplos que podria ser
correlacionable al contenido en sustancias con efecto hormonal que poseen. Ademas, las
algas poseen alginatos estos compuestos confieren flexibilidad y adaptacion a los fendmenos
de estrés que supone el efecto de las mareas en las algas pero también presentan un excelente
efecto bioestimulante en plantas. Por lo tanto, juegan un importante papel en la defensa frente

a enfermedades y fendémenos de estrés en plantas, al actuar como elicitores. Pueden estar
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implicados en el equilibrio hidrico celular y en situaciones de proteccion frente a estrés salino
(Ayarza Ledn, 2014). De la misma manera, las algas poseen elevadas cantidades de azucares
alcoholes como el manitol, el cual puede actuar como osmoprotector, protegiendo a las
células vegetales de los efectos negativos derivados del estrés hidrico o salino. Esta presente
en grandes cantidades en extractos del macroalga Ascophyllum nodosum (De Linan Carral,
2015). Junto con otros osmolitos mejora la capacidad de retencion de agua celular, mejorando
el potencial osmético y reduciendo los dafios por estrés hidrico. Asimismo, el manitol es un
potente antioxidante, bloqueando las especies reactivas de oxigeno (ROS) o radicales libres
y previniendo los dafios metabdlicos.

Los efectos beneficiosos de las algas y sus extractos son logicos y coherentes con los
resultados de este trabajo y se muestra un gran potencial por explorar. Si bien, algunos efectos
estan ampliamente demostrados cientificamente, no todas las algas sirven para todas las
aplicaciones, ni todas tienen el mismo efecto dependiendo del tipo de cultivo (Bula-Meyer,
2004). Estractos de algas aplicadas en semillas de lechuga mejoraron el sistema radical
aumentando las posibilidades de implantacion de las plantas (Hernandez, 2014). Ademas, el
extracto sobre las plantas de lechuga, tanto inoculadas como inmersas en ellas, muestra
mejoras en el desarrollo de la masa radicular, uniformidad, salud nutricional y tolerancia a

diferentes tipos de estrés que incrementa la productividad de esta hortaliza.
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CONCLUSIONES

La energia y poder germinativo de semillas de lechuga aumenta con la inoculaciéon con
estracto de algas, incrementando a los 7 dias post-siembra el crecimiento radical, lo

cual aseguraria el establecimiento de las plantas.

Los tratamientos de inoculacidon e inmersion, tanto con bacterias como algas y/o su

mezcla, ejercen un efecto positivo en el crecimiento de plantas.

El tratamiento de inmersioén con el extracto de algas favorece a la adaptacion a un
ambiente desfavorable (déficit hidrico) incrementando la masa radical y protegiendo a

las células de los efectos negativos derivados del estrés.

El estracto de algas puede servir y ser utilizado como agente de soporte para el
mantenimiento de estado fisioldgico de las bacterias, probablemente por la capacidad

de las algas de producir alginatos.
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