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Resumen

El presente trabajo evalua el efecto de bacterias nativas solubilizadoras de
fosfato en la promocion del crecimiento y adquisicién de P de plantas de mani
y maiz en ensayos a microcosmo y a campo. Inicialmente, se evaluo el efecto
de inoculaciones simples y mixtas con dos cepas nativas, Enterobacter sp. J49
y Serratia sp. S119 y cepas de referencia fijadoras de N,. Las bacterias se
inocularon en raices de plantas de mani y maiz y se analizaron diferentes
parametros de crecimiento; asi como el contenido de P; de las mismas para
determinar la efectividad de las cepas. Las cepas nativas, en inoculaciones
simples, mostraron promover significativamente el crecimiento de las plantas
respecto a las plantas control. Por otro lado, se analiz6 el efecto promotor de
las BSP nativas en diferentes estadios de crecimiento de plantas de mani y
maiz. Fue posible observar que el efecto benéfico de las inoculaciones se
produce mas tempranamente en plantas de mani que en plantas de maiz. Las
inoculaciones bacterianas incrementaron también el contenido de P en tejido
aereo y radical de las plantas. A partir de estos dos ensayos se observd que
Enterobacter sp. )49 presento resultados mas alentadores en plantas de mani
y Serratia sp. S119 en plantas de maiz. Considerando lo observado en los
ensayos anteriores, se evalud el efecto de la aplicacién del inoculante bioldgico
en base a Serratia sp. S119 en combinacién con fertilizantes fosforados en la
adquisicion de P y rendimiento del cultivo de maiz en ensayos a campo. El
mismo se realizdé a lo largo de 2 campanas, 2017/18 y 2018/19} y en dos
campos de la provincia de Cérdoba. Se pudo observar que la cepa nativa
incrementd significativamente el rendimiento de este cultivo incluso en
condiciones de sequia.

Es posible concluir que los inoculantes biologicos a base de cepas nativas,
utilizados en este trabajo, incrementan la adquisicion de P y el crecimiento de

plantas de mani y maiz.



INTRODUCCION

CULTIVOS DE IMPORTANCIA AGRICOLA EN LA PROVINCIA DE CORDOBA
Los cultivos de mani y maiz

La planta de mani (Arachis hypogaea L.) es una leguminosa que pertenece a
la familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae (Figura 1). Es originaria de
Sudamérica, especificamente del noroeste de Argentina y del sur de Bolivia
(Krapovickas, 2009; Ferguson et a/, 2004). Es una planta herbacea anual que
alcanza una altura de 20 a 60 cm y, segun la variedad, el desarrollo de las
ramas laterales puede ser erecto, semierecto o rastrero. Es una planta
geocarpica, y por lo tanto la infrutescencia se introduce en el suelo después
de la floracion y luego el fruto (vaina) madura dentro de la tierra (Moss y

Ramanatha Rao, 1995).

Figura 1. Cultivo (A) y planta (B) de Arachis hypogaea L. (mani)



El suelo ideal para el crecimiento de mani es aquél bien drenado, liviano, de
textura franco arenosa, libre de sales, con alto contenido de calcio, asi como
de fosforo y potasio lo que le permite un buen desarrollo del sistema radicular
produciendo vainas de buen tamafo. Para el crecimiento Ooptimo de este
cultivo se requiere un pH entre 6-6.5, temperaturas superiores a 20°C vy
precipitaciones entre 600-1200 mm anuales (Pedelini, 2012). La temperatura y
la precipitacion son los limitantes climaticos en cuanto a crecimiento,
produccion y extension del cultivo en el mundo (Fiant et a/, 2013). La duracion
del ciclo vegetativo varia segun el cultivar y las temperaturas ambientales
(Sanchez-Dominguez et a/, 2006; Zapata et a/, 2012).

El cultivo de esta oleaginosa es de gran importancia econdémica en la
Argentina. Nuestro pais es el noveno productor mundial y, debido al bajo
consumo interno, exporta alrededor del 95% de su produccion; lo que lo
convierte en el principal exportador mundial (Bolsa de Comercio de Rosario,
2018). La produccion nacional de mani en la campafa 2017/2018 fue de
842.600 Tns. de mani en caja y 536.400 Tns. de mani en grano; disminuyendo,
el rendimiento en caja, en un 42% respecto a la campana 2016/2017 (Bolsa
de Cereales de Cordoba, 2018). El “Fendmeno La Nifia" se manifestd con gran
escasez de lluvia en el area productiva de Argentina a partir de octubre de
2017 y se acentuo durante el verano de 2018; evidenciando la peor sequia de

los ultimos 50 afios (Agrovoz, 2018).


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902017000300202#B18
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902017000300202#B25

La provincia de Coérdoba concentra, aproximadamente, el 90% de la
produccién nacional de mani (Bolsa de Cereales de Cordoba, 2018) (Figura 2).
En esta area productora, este cultivo, involucra una infraestructura importante
y alrededor de 12000 puestos de trabajos directos e indirectos (Camara

Argentina de Mani, 2018)

RENDIMIENTOS ZONALES DEL CULTIVO DE MANI
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Figura 2. Rendimientos zonales del cultivo de mani. Fuente: Bolsa de Cereales de

Cérdoba, 2018.
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En Cordoba, el cultivo de mani se concentra en la region centro-sur. Sin
embargo, en los Ultimos afios este cultivo ha ido desplazandose hacia el sur
provincial debido, principalmente, al deterioro de los suelos como
consecuencia de practicas agricolas tales como el monocultivo, laboreo
intensivo, empleo excesivo de agroquimicos y a la gran incidencia de
enfermedades que afectan a este cultivo (Doran y Zeiss, 2000; Tilman et al,
2001; INTA, 2014). La rotacion de cultivos es una herramienta agricola
sustentable desarrollada para combatir la incidencia de enfermedades y
disminuir el agotamiento de nutrientes que provoca el monocultivo (Leoni
Velazco, 2013).

En la zona agricola argentina, el maiz (Zea mays L) es el principal cultivo
utilizado en rotacion con mani. La planta de maiz es una monocotiledonea
que pertenece al orden de los Cyperales, familia de las Poaceas (Gramineas),
tribu Maydeas, y es la Unica especie cultivada de este género (Figura 3). Esta
es una planta anual que alcanza una altura de 60 cm a 2 m. Si bien la
produccion de granos es la principal razén de este cultivo, todas las partes de
la planta son utilizadas para diversos fines, ya sea como alimento humano,
animal, o fermentado para varios productos industriales (Paliwal, 2001). El ciclo
de cultivo es de 150 a 140 dias y las condiciones 6ptimas de la planta de maiz
son una temperatura de germinacion entre 21y 26°C, debiendo estar siempre

por encima de los 10°C, un pH ligeramente acido (entre 6-7), suelos algo

11



arenosos y 25 mm de agua por semana en época de crecimiento, y 40 mm

para la formacion de la mazorca (MAGRAMA, 2013).

Figura 3. Cultivo (A) y planta (B) de Zea mays L. (maiz)

El cultivo de maiz es uno de los mas importantes a nivel mundial y Argentina
se encuentra entre los principales productores y exportadores con una
produccion aproximada, en la campana 2017/2018, de 11,1 millones de
toneladas; mientras que, en la campana 2018/19, alcanzé una produccién
récord de 22,9 millones de toneladas (Bolsa de Cereales de Cérdoba, 2019).
La provincia de Cérdoba, desde la campafa 2013/2014 hasta la actualidad, se
consolidé a nivel nacional como la principal provincia productora de maiz;
concentrando, aproximadamente, el 35% de la produccién (Bolsa de Cereales

de Cordoba, 2019) (Figura 4).
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DISTRIBUCION DE LOTES DE MAiz
Campaiia 2017- 2018
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BCCBA

Bolsa de Cercales de Cordoba

Figura 4. Mapa de zona centro de cultivo de maiz. Fuente: Departamento de

Informacion Agroecondmica - Bolsa de Cereales de Cérdoba, 2019.

IMPORTANCIA DE MACRONUTRIENTES EN CULTIVOS VEGETALES Y SU
DISPONIBILIDAD EN LOS SUELOS AGRICOLAS DE CORDOBA

El suelo agricola es el recurso mas importante de la economia Argentina. Sin

embargo, la falta de una fertilizacion balanceada, los bajos niveles de
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reposicion de nutrientes del suelo, sumados a la pérdida de materia organica,
han conducido a una disminucién considerable de la fertilidad de los suelos
y, por lo tanto, de la sustentabilidad fisica, ecologica y econémica de las
explotaciones agricolas (Puig, 2004). Uno de los factores que genera pérdidas
durante la produccién en los cultivos de mani y maiz es la falta de fertilidad
de los suelos agricolas (Garcia-Lara y Bergvinson, 2007). Con respecto al
contenido de minerales del suelo, se ha determinado déficit de los
macronutrientes nitrogeno (N), fésforo (P) y potasio (K). En suelos asociados
a la produccion de mani en Cérdoba se ha determinado un bajo contenido
de N (9-14 ppm) y P (5-15 ppm) (Sainz Rosas et al, 2012; Anzuay et a/, 2015,
2017). Estos macronutrientes son requeridos para el crecimiento de las plantas
ya que son componentes estructurales de moléculas esenciales y son
requeridos en las células vegetales para multiples procesos tales como la de
divisiéon celular, crecimiento y desarrollo de raices, entre otros (Sindhu et al,
2014). Asi, estos elementos son criticos para la produccidon agropecuaria
(Rubio, 2002). Si bien el N es uno de los elementos mas abundantes,
predominantemente como Nj, las plantas solo pueden absorber formas
reducidas de este elemento. Por otra parte, si bien la concentracién de P en
el suelo es alta, debido a su baja solubilidad y fijacion en el suelo, un
porcentaje minimo se encuentra disponible para las plantas y a menudo limita

el crecimiento de las mismas (Gulati et a/, 2008).
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Los bajos niveles de P disponible para las plantas provoca la aplicacion
excesiva de fertilizantes fosforados en los suelos con el objetivo de suplir la
alta demanda de este nutriente. Se conoce que aproximadamente del 90% de
estos fertilizantes precipitan a formas insolubles de P; de esta manera no
pueden ser utilizados por las plantas y se favorece su acumulacion.
Generalmente precipitan en forma de fosfato tricalcico (CasPO,) en suelos
alcalinos, y fosfato de hierro (FePO4) o de aluminio (AIPO4) en suelos acidos
(Achal et al, 2007; Banerjee et al/, 2010).

En la provincia de Coérdoba, la mayor parte de los suelos destinados a la
agricultura son de tipo calcareo y el P presente en los mismos se encuentra
predominantemente bajo la forma de fosfatos de calcio. Los valores
detectados de P asimilable para las plantas en los suelos maniseros de
Cérdoba son inferiores a los niveles criticos para mani y maiz; ya que, para
mani el contenido 6ptimo sugerido es de 10 ppm y para maiz dichos valores
se encuentran entre 12-15 ppm (Gudelj et a/, 2016; Esposito, comunicacion
oral, 2019). Debido a los requerimientos de P de estos cultivos, se considera
conveniente mantener en el suelo los niveles minimos de este nutriente en 20
ppm.

El P existe en la naturaleza en una variedad de formas organicas e inorganicas,

principalmente en formas insolubles o muy poco solubles (Figura 5).
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Figura 5. Formas y ciclo biogeoquimico de P en el suelo de los agroecosistemas.

La distribucién de las diferentes formas de fésforo en el suelo depende de
factores que incluyen el pH, aporte de fertilizantes, tipo de suelo, tipo de
vegetacion y actividad microbiana (Rooney et a/, 2009.). Las plantas adquieren
el fosfato a partir de la solucion del suelo en forma inorganica en estado
soluble como fosfatos mono y dibasicos, siendo necesario un pH de 6,5 para
que el ion ortofosfato en el suelo quede disponible para las plantas, dado que
a ese pH la precipitacién de los fosfatos de aluminio y calcio disminuye (Sylvia
et al, 1995). Debido al fenémeno de precipitacién que sufren los fosfatos,
principalmente provenientes de los fertilizantes quimicos, una alternativa al
empleo de los mismos son los microorganismos solubilizadores de fosfato.
Entre éstos, las bacterias solubilizadoras de fosfato han sido motivo de muchos
estudios debido a su eficiente capacidad de solubilizar fuentes insolubles de

P del suelo.
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BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATOS

La productividad de los sistemas agricolas depende, en parte, de los procesos
funcionales de las comunidades microbianas del suelo (Doran y Zeiss, 2000).
Los microorganismos del suelo son criticos para su funcionamiento ya que
llevan a cabo numerosas funciones, tales como descomposicidn y
mineralizacién de materia organica, liberacién y transformacién de nutrientes
inorganicos, participacion en los ciclos biogeoquimicos de nutrientes,
mantenimiento de la salud y calidad de los suelos, etc. (Ngoma et a/, 2012).
La rizosfera es la interfase suelo-raiz constituida por el suelo adherido a la raiz,
asi como el suelo que la rodea (Babalola, 2010). También, es definida como el
volumen de suelo que rodea a la raiz y donde se establecen interacciones con
los microorganismos y las raices de las plantas (Ngoma et a/, 2012). Esta
interfase es un entorno ecolégico versatil y dinamico de intensas interacciones
microorganismos-planta para aprovechar micro y macronutrientes (Jeffries et
al, 2003). Un considerable nimero de especies bacterianas, la mayoria
asociadas con la rizésfera de las plantas, son capaces de afectar positivamente
el crecimiento de las mismas y han sido denominadas PGPB (“plant growth
promoting bacteria”) (Olanrewaju et a/, 2017).

Las PGPB poseen mecanismos directos e indirectos de promocion del
crecimiento vegetal. Los mecanismos directos incluyen: fijacion de nitrogeno
atmosférico, solubilizacién de fosfato, produccion de auxinas, ACC desaminasa,

citoquininas, giberelinas, y secuestro de hierro por sideréforos bacterianos. Por
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otro lado, los mecanismos indirectos se refieren a rasgos bacterianos que
inhiben el funcionamiento de uno o méas organismos patégenos de plantas,
tanto hongos como bacterias (Balogh et a/, 2010; Frampton et a/, 2012). Las
bacterias con caracteristicas PGPB a menudo poseen uno o mas de los
mecanismos mencionados anteriormente y éstos difieren bajo diferentes
condiciones ambientales y del suelo (Saharan y Nehra, 2011).

Las bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico (BFN,) y solubilizadoras de
fosfato (BSF) aportan directamente N y P, respectivamente a las plantas. Asi,
la BFN, contribuye a disminuir la necesidad de aplicacion de fertilizantes
nitrogenados quimicos y a mantener la estructura y materia organica de los
suelos (Lodeiro, et al, 2003.). Por su parte, las PGPB que poseen capacidad
solubilizadora/mineralizadora de P son de gran importancia ya que estan
asociadas a la nutricién de este elemento esencial para las plantas (Chen et
al, 2006).

Son diversos los mecanismos mediante los cuales las BSP pueden dejar
disponible el P dependiendo de la naturaleza quimica de la fuente. El P es
liberado de los compuestos fosforados organicos mediante procesos
enzimaticos (Picone et a/, 2002) tales como las fosfatasas, fitasas, etc. Mientras
que la liberacion de acidos organicos es el principal mecanismo por el cual
los compuestos fosfatados inorganicos son movilizados (Fernandez et al,
2005). Estos acidos quelan los cationes tales como el Al*3, Fe*3+2 y Ca*2 unidos

al P convirtiéndolo en disponible con el subsecuente descenso de pH
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(Stevenson, 2005). Entre los acidos organicos secretados por las bacterias, la
produccién de acido gluconico es el mas reportado y que define el fenotipo
MPS (solubilizacion de fosfato mineral). Este mecanismo ha sido descripto en
bacterias Gram negativas las cuales producen este acido a través de una
oxidacion de glucosa no fosforilativa por accion de la enzima glucosa
deshidrogenasa (GDH) y el cofactor proteico pirroloquinolina quinona (PQQ),

holoenzima GDH-PQQ (Duine, 1991).

BIOINOCULANTES

En la agricultura moderna, los agroquimicos son frecuentemente aplicados
para incrementar el rendimiento de los cultivos (George et al, 2016). Sin
embargo, los agroquimicos tienen efectos adversos a largo plazo sobre las
propiedades del suelo, como también en las poblaciones de bacterias
rizosfericas (Ahemad et a/, 2009). Como se menciond anteriormente, una
estrategia alternativa para reducir el uso de agroquimicos es la inoculacién
con PGPB (Vicario et al, 2016). Por lo tanto, el empleo de bacterias fijadoras
de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato es una alternativa econdmica y mas
amigable al empleo de fertilizantes quimicos para incrementar el contenido
de nutrientes en el suelo. Bashan et a/ (2014) indican que la formulacién y
aplicacion a campo de inoculantes biologicos solos, en consorcio o
combinados con fertilizantes para mejorar la disponibilidad de nutrientes es
una estrategia econdmica y es de gran importancia en una agricultura

sustentable. Ademas, el uso de cepas nativas es un aspecto importante cuando
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se pretende introducir bacterias al suelo debido a su superior adaptabilidad al
ambiente respecto a cepas foraneas (Ramachandran et a/, 2007). Asi, diversos
autores han reportado efectos benéficos en plantas de interés agronémico
cuando las mismas fueron inoculadas con bacterias nativas (Viruel et a/, 2014;
Pradhan, 2017). Resultados previos del laboratorio demostraron que cepas
bacterianas nativas de plantas de mani fueron mas efectivas en la promocién
del crecimiento de esta leguminosa, respecto a las cepas de referencias

utilizadas (Taurian et al, 2013; Anzuay et al, 2017).

HIPOTESIS
Los inoculantes biolégicos a base de cepas nativas incrementan la adquisicion

de fésforo y el crecimiento de plantas de mani y maiz.

Objetivo general:

Estudiar el efecto de inoculaciones bacterianas sobre el crecimiento y estado

nutricional de plantas de mani y maiz.

Objetivos especificos:

1. Analizar el efecto de la inoculacion (simple y mixta) con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal sobre el crecimiento de plantas de mani

y maiz en ensayos en microcosmo.
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2. Evaluar el efecto de inoculantes bioldgicos a base de bacterias con
capacidad solubilizadora de fosfato en la adquisicion de P y en el crecimiento
de plantas de mani y maiz en diferentes estadios fenoldgicos.

3. Estudiar el efecto de la aplicacion de un inoculante bioldgico en
combinacion con diferentes dosis de fertilizantes quimicos sobre el

rendimiento del cultivo de maiz en ensayos a campo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas utilizadas

1.1. Bacterias nativas asociadas a plantas de mani

Se emplearon 2 cepas bacterianas (£nterobacter sp. J49 y Serratia sp. S119)
aisladas del interior de n6dulos de plantas de mani de la region manisera de
la provincia de Cérdoba (Taurian et a/, 2010). Las mismas fueron seleccionadas
por presentar eficiente capacidad solubilizadora y mineralizadora de fosfato,
fijar N, y por promover significativamente el crecimiento de plantas de mani
y maiz en ensayos de microcosmo (Taurian et al, 2013; Anzuay et al, 2013,

2015, 2017; Luduena et al, 2017).

1.2 Cepas de referencia

En los ensayos de inoculacién bacteriana en microcosmo se emplearon cepas
de referencia para cada una de las plantas. En plantas de mani, se incluy¢ la
cepa comercial Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (IPAGRO, Brasil);
microsimbionte fijador de N, en esta leguminosa, utilizado en los campos
agricolas de la provincia de Cordoba. En plantas de maiz se emple¢ la bacteria
Pseudomonas fluorescens PMT1, la cual es empleada como biofertilizante
fosforado en productos comerciales que se aplican para trigo y maiz en
Argentina (RIZOFOS" ®-RIZOBACTER) y Azospirillum brasilense Az 39 (INTA)

empleada como biofertilizante en maiz en nuestro pais.
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2. Medios de cultivos y conservacion de las bacterias

Inicialmente las bacterias fueron recuperadas a partir de criotubos en los
cuales se encontraban conservadas. Para ello se tomé una alicuota de 50 ul
que fue sembrada en medio TY (Beringer, 1974) o LB (Miller, 1972) para las
cepas nativas y P. fluorescens PMT1, NFb (Doebereiner, 1995) para A
brasilense Az 39 o YEMA (Vincent, 1970) para B sp. SEMIA 6144
Posteriormente, las bacterias se mantuvieron en placas conteniendo el medio
correspondiente segun la cepa. Para su conservacion a largo plazo, se
transfirieron alicuotas de cultivos liquidos crecidos hasta fase logaritmica tardia
a tubos Eppendorf de 1,5 ml que fueron suplementados con glicerol estéril en
una concentracion final de 20% y 40% (v/v) y se conservaron a -80°C o -20°C,

respectivamente.

Medio TY

Tripteina 5 g/l

Extracto de levadura 3 g/I Medio YEMA

CaCl, 2H,0 0,5 g/l KaHPO,4 0,5 g/l

Agar 15 g/l MgSO, 7H,0 0,2 g/l

NacCl 0,1 g/l

Medio LB Manitol 10 g/l
Tripteina 10 g/l Extracto de levadura 1 9/l
Extracto De 5 g/l Rojo Congo 10 ml/I
levadura pH 6.8-7
NaCl 5 g/l Agar 15 g/l
Agar 15 g/l
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Medio NFB

D-molico 5 g/l *Solucion de micronutrientes

K,HPO, 5 ml/| Ma;MoO; 2H,0 0.29
NaCl (sol10%) 1 mi/l MnSO, 2H,0 0,235g
MgSO, 7H,0 (sol 10%) 2 ml/l H3BO;3 0,289
CaCl, 2H,0 (sol 1%) 0.2 g/ CuS0, 5H,0 0,008g
Fe EDMA 4 ml/l ZnSO4 7H,0 0,024g
KOH 4,5 mg/I

Extracto de levadura 20 mg/I

0,3 pl de bromotimol 2 ml/l

pH 6,5

Agar 15 g/l

Solucién de Micronutrientes* 2 ml/l

3. Ensayos de coexistencia bacteriana

Previo a los ensayos de inoculaciéon en plantas se realizaron ensayos de
coexistencia entre las diferentes cepas analizadas para su empleo en
inoculaciones mixtas. En estos ensayos se sembraron dos bacterias en una
misma placa conteniendo medio TY, LB, NFb o YEMA. Las bacterias se
sembraron por estrias, desde el centro de la placa hacia los bordes, cada una
cubriendo una mitad de la superficie de la misma. Se realizaron siembras
simultaneas y espaciadas dependiendo de la velocidad de crecimiento de las
bacterias (Olmedo, 2002). Las cepas nativas y P. fluorescens PMT1 presentan
crecimiento rapido; mientras que, A. brasilense Az 39 y B. sp. SEMIA 6144
tienen tasas de crecimiento intermedias y lentas, respectivamente. A tal fin
éstas Ultimas fueron sembradas con anterioridad a las otras cepas para

asegurar un crecimiento confluente y analizar la coexistencia.
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» Las combinaciones se realizaron entre las cepas nativas solubilizadoras de
fosfato y las cepas comerciales fijadoras de N,. Se incluyo en estos ensayos la
combinacion de las cepas comerciales solubilizadora de fosfato y fijadora de
N, (Pseudomona fluorescens PMT1; Azospirullum. brasilense Az 39)
recomendadas para maiz.

» Serratia sp. S119 + B. sp. SEMIA 6144,

» Enterobacter sp. J49 + B. sp. SEMIA 6144,

> Serratia sp. S119 + A. brasilense Az 39,

» Enterobacter sp. J49 + A. brasilense Az 39.

> P. fluorescens PMT1 + A. brasilense Az 39.

4. Ensayos de inoculacion bacteriana en plantas de mani y maiz en ensayos

de microcosmo

Se realizaron ensayos de inoculaciones simples y mixtas, con las bacterias
seleccionadas, en plantas de mani y maiz en condiciones controladas de luz y

temperatura, creciendo en suelo no estéril en camaras de cultivo (microcosmo)

4.1 Material vegetal

Para llevar adelante este ensayo se emplearon semillas de mani (cultivar

Granoleico) y semillas de maiz (hibrido DK7210).

25



4.2 Desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas de mani, se desinfectaron siguiendo el método de Vincent (1970):
Tratamiento con etanol 96° durante 30 segundos

Un lavado con agua destilada esteéril.

Tratamiento con agua oxigenada (H,0,) 15% durante 15 minutos.

Seis o siete lavados con agua destilada estéril.

Por su parte, las semillas de maiz fueron desinfectadas segin el método
descripto por Pereira et a/ (2011):

Tratamiento con etanol 96% durante 30 segundos

Un lavado con agua estéril

Tratamiento con hipoclorito de sodio 6% durante 10 minutos.

Cinco a seis lavados con agua destilada estéril

Las semillas desinfectadas, de mani o maiz, fueron germinadas en placas de
Petri, conteniendo algodon y papel de filtro humedecido con agua estéril. Las
placas fueron colocadas en estufa a 28°C, en oscuridad, hasta que la radicula
alcanzé una longitud aproximada de 2-3 cm. Las semillas germinadas fueron
transferidas a macetas conteniendo como soporte suelo no estéril proveniente
del area manisera de la provincia de Cérdoba.

Las propiedades fisico-quimicas del suelo fueron: -N: 16,7 ppm (Reduccion

por Cadmio), -P: 7,35 ppm (Método Kurtz y Bray 1), -materia organica: 2,4 %

26



(Método Walkley-Black), -humedad: 7,1 % y -pH: 6,58 (Potenciometria 1:2,5)
(Laboratorio integral agropecuario)

Las macetas, conteniendo las semillas pregerminadas de mani y maiz, fueron
colocadas en camara de cultivo de plantas y se inocularon a los 7 dias de
crecimiento, cuando tenian una altura aproximada de 10 cm. Las mismas
fueron mantenidas en la mencionada cdmara con un ciclo de luz dia/noche
de 16/8 horas, temperatura 25 °C y regadas regularmente con medio
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) sin P, sin N y/o sin P y N, dependiendo

de los tratamientos (punto 4.3).

Medio Hoagland Medio Hoagland sin Py N

Ca(NO;); 1M 10 ml/l ClCalM 10 ml/l
KNO; 1™ 10 ml/l CIK 1M 10 ml/I
SO,Mg 4 ml/l SOsMg 4 mi/l
PO,H:K 1M 2 ml/l ZnSO, 7H,0 1mM 4 ml/l
FeCls 2 ml/l FeCl; 5mg/ml 2 ml/l
Solucién de micronutrientes* 2 ml/l Solucién de micronutrientes* 2 mi/l
Medio Hoagland sin N Medio Hoagland sin P

ClCa1M 10 ml/Il Ca3(NO3)1M 10 ml/I
PO4H.K 1M 2 ml/l KNO; 1M 10 ml/l
SO4Mg 4 ml/l SO;,Mg 4 ml/l
FeCl;5mg/ml 2 ml/l FeCl; 5Smg/ml 2 ml/l
Solucién de micronutrientes* 2 mi/l Solucion de micronutrientes* 2 ml/l

*Solucién de micronutrientes

H2BOs 2,83 g/l
MnCl, 1,81 g/l
ZnCl, 0,11 g/l
CuSO4 0,05 g/l
NaMoO, 0,025 g/I
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4.3. Tratamientos bacterianos utilizados en las inoculaciones

Los tratamientos bacterianos propuestos para las inoculaciones en plantas de
mani fueron:
Inoculaciones simples: 1) Serratia sp. S119
2) Enterobacter sp. J49
Inoculaciones mixtas: 3) Serratia sp. S119 + B. sp. SEMIA 6144
4) Enterobacter sp. J49 + B. sp. SEMIA 6144
Como controles se emplearon plantas de mani sin inocular suplementadas con
3 ml de medio TY estéril y plantas de mani inoculadas con la cepa comercial
B. sp. SEMIA 6144.
Los tratamientos propuestos en plantas de maiz fueron:
Inoculaciones simples: 1) Serratia sp. S119
2) Enterobacter sp. J49
Inoculaciones mixtas: 3) Serratia sp. S119 + A. brasilense Az 39
4) Enterobacter sp. J49 + A. brasilense Az 39
Como controles en plantas de maiz se emplearon plantas sin inocular
suplementadas con 3 ml de medio TY estéril, plantas de maiz inoculadas con
P. fluorescens PMT1, A. brasilense Az 39y P. fluorescens PMT1 + A. brasilense

Az 39.

4.4. Preparacion del inoculante

Cada inoculante bacteriano fue preparado a partir de una colonia aislada

crecida en medio TY, LB, YEM o NFb transferida al mismo medio liquido el
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cual fue incubado a 28 °C en agitacion. Se inoculé un volumen de 3 ml de
cada cultivo crecido hasta fase estacionaria (10° UFC/ml) en las plantulas de
mani o maiz de 7 dias en las inoculaciones simples y en los tratamientos de

indculos mixtos se sembraron 1,5 ml de cada cultivo.

4.5. Determinacion del efecto de la inoculacion bacteriana sobre el

crecimiento de plantas de mani y maiz

Las plantas de mani y maiz fueron cosechadas a los 45 dias (V5-V6) y 21 dias
(V4-V5) postinoculacion, respectivamente. Se midieron en las mismas las
siguientes variables de crecimiento vegetal: longitud (cm) y peso seco aéreo y
radical (g/planta) y contenido de P (mg/g planta) de tejidos vegetales aéreos
y radicales (Jackson et al, 1973, con modificaciones).

Para la determinacion de la longitud aérea y radical, las plantas fueron
separadas en el punto en el que comienza el tallo. La longitud aérea se
determin6é midiendo desde la base del tallo hasta la punta de la ultima hoja,
y la longitud radical desde la corona radical hasta el extremo de la raiz. Los
datos fueron expresados en centimetros (cm). Por otra parte, el peso seco
aéreo y radical fue determinado luego de que las partes aéreas y radicales
fueran secadas en estufa a 70°C aproximadamente 10 dias, hasta obtener peso
constante. Se utilizd una balanza granataria con un error de 0,001 g. Los datos

fueron expresados en gramos (g/planta).
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5. Efecto de la inoculacion bacteriana en el aporte de P y crecimiento de
plantas de mani y maiz en diferentes estadios fenologicos

Se realizaron ensayos en microcosmos para evaluar el efecto de la inoculacion
con bacterias solubilizadoras de fosfato en el crecimiento y aporte de P

durante diferentes estadios del crecimiento de plantas de mani y maiz.

5.1. Desinfeccidon y germinacion de semillas

Semillas de mani y maiz sanas y limpias se desinfectaron y germinaron como
se menciond anteriormente en el punto 4.1. Las semillas germinadas fueron
transferidas a macetas conteniendo como soporte suelo proveniente del area
manisera de la provincia de Coérdoba. Las propiedades fisico-quimicas del
suelo fueron: -N: 9,2 ppm, -P: 8,70 ppm, -materia organica: 1,25 %, -humedad:
4,2 % y -pH: 6,76 (Laboratorio integral agropecuario). Las plantas fueron
mantenidas en camara de cultivo de plantas en condiciones controladas y

regadas regularmente con medio Hoagland sin P.

5.2. Preparacion del inoculante

Para este ensayo en microcosmo se emplearon de manera individual las
bacterias solubilizadoras de fosfato Serratia sp. S119 y Enterobacter sp. J49. El
inoculante bacteriano fue preparado e inoculado como se menciond
anteriormente en el punto 4.3. Como controles se emplearon plantas de mani

y maiz sin inocular suplementadas con 3 ml de medio TY estéril. Las plantas
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de mani y maiz fueron cosechadas a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 dias

postinoculacion.

5.3. Determinacion del efecto de inoculaciones simples con cepas nativas

en el crecimiento de plantas de mani y maiz

En los diferentes estadios iniciales de crecimiento vegetal de ambas plantas
se midieron los siguientes parametros de crecimiento: longitud aérea y radical
y biomasa seca aérea y radical (ver punto 4.5). Ademas, se determind el
contenido de P en tejidos aéreos y raices y en el soporte en cada tiempo

analizado (ver punto 4.5).

6. Aplicacion de inoculantes bioldgicos y fertilizantes sobre el rendimiento del

cultivo de maiz en ensayos a campo

En funcion de los resultados obtenidos en el ensayo en microcosmo
mencionado en el punto 4, se realizaron ensayos a campo empleando como
inoculante bioldgico la cepa nativa Serratia sp. S119 en plantas de maiz. Para
realizar estos estudios se contd con la colaboracién del Ing. Agr. Federico

Morla, docente e investigador de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

6.1. Sitio de estudio

Se realizaron ensayos simultaneos en los campos experimentales de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto en las localidades de Rio Cuarto

(33°06'35"S 64°18'07"0) y La Aguada (64°3854.9470), provincia de Cérdoba
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en la campafa 2017-2018, mientras que en la campafia 2018-2019 el ensayo
se realizd en el campo de La Aguada.

Las parcelas constaron de 5 surcos de 40 m de largo separados entre si por
0,7 m. La siembra se realizé con una sembradora autopropulsada neumatica
monofila (Nova SIEMBRA) y la inoculacion (dosis de 1,5 I/ha diluidas en un
caldo de inoculacién de 50 I/ha) se llevd a cabo, en el momento de la siembra,
de forma manual en el surco abierto donde se depositaron las semillas de
maiz (hibrido DK7210), a una profundidad de 5-7 cm, con una tasa de siembra
de 6 semillas por metro. Se llevo a cabo un disefio experimental
completamente al azar con 4 repeticiones por tratamiento.

Previo a la siembra se tomaron sub-muestras de suelo de los primeros 20 cm
de profundidad utilizando transectas para analizar las propiedades fisico-

guimicas iniciales del suelo (Tabla 1) (Laboratorio integral agropecuario) .

Tabla 1. Caracteristicas iniciales de los suelos en los campos experimentales de La Aguada y

Rio Cuarto
Caracteristicas fisico-quimicas | Campafa 2017/2018 Campafa 2018/2019
La Aguada Rio Cuarto La Aguada

N (ppm) 25,6 21,1 19,8

2P (ppm) 6,4 25,3 13,6

3Materia Orgéanica (%) 12 18 1,22

4“Humedad (%) 7,5 20,4 ND

pH 6,4 6,1 6,1

1. &cido fenolsulfénico; 2 método | de Kurtz y Bray 3 Método Walkley-Black; 4 100-105 °C; °: Potenciometria 1: 2.5;

ND: no determinado
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El campo ubicado en la localidad de Rio Cuarto fue mantenido bajo riego
artificial cuando el valor de agua util del suelo era inferior al 50%, mientras
que en el campo localizado en La Aguada las condiciones fueron de secano.
Durante el periodo de crecimiento del cultivo de maiz, durante las dos
campafas analizadas, se registraron las precipitaciones (mm) en los campos

experimentales utilizados (Figura 6).
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Figura 6: Precipitaciones (mm) registradas en los campos experimentales de Rio Cuarto (A) y
La Aguada (B) en la campafia 2017-2018 y en el campo experimental de La Aguada (C) en la

campafa 2018-2019.

6.2. Tratamientos

Los tratamientos aplicados en los ensayos a campo fueron:

e Plantas de maiz inoculadas con la cepa nativa Serratia sp. S119

e Plantas de maiz crecidas en suelos fertilizados con media dosis de
fertilizantes quimicos (PO4H (NH4)2 100 kg ha™") e inoculadas con Serratia
sp. S119

e Plantas de maiz crecidas en suelos fertilizados con dosis completa de
fertilizante (PO4H (NHg), - 200 kg ha™")

e Plantas de maiz sin inocular y sin fertilizar
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En los tratamientos fertilizados, la contribucién de N se corrigié mediante la
aplicacion de UAN (fertilizante liquido que contiene urea y nitrato de amonio,
150 | ha™") en el momento de la siembra y en la etapa fenoldgica V6-V7.

Durante el ciclo del cultivo se aplicaron los fitosanitarios correspondientes al
cultivo de maiz con el fin de disminuir el efecto adverso de malezas, plagas y
enfermedades. Los fitosanitarios y fertilizantes quimicos empleados, y las dosis
aplicadas, son los comunmente utilizados en los campos del area agricola de

Coérdoba.

6.3. Preparacion del inoculante

A partir de una colonia aislada de la bacteria nativa Serratia sp. S119 se sembré
en medio liquido TY y se incubd a 28° C en agitador rotatorio (180 rpm) hasta
alcanzar una concentracién de 10° UFC/ml. Posteriormente, el cultivo liquido

se trasvasd a un Erlenmeyer estéril y se almacend a 4° C hasta su utilizacion.

6.4. Determinacion del efecto de la inoculacién bacteriana en plantas de
maiz

Al momento de la cosecha se evalué el rendimiento final del cultivo y sus
componentes numeéricos principales (niUmero de plantas y granos por unidad
de superficie y peso de 100 granos). Ademas, se midi6 el contenido de P en

tejidos aéreos de las plantas de maiz, como ya fue descripto anteriormente
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(ver punto 4.5), y el contenido de N empleando el método de Kjeldahl

modificado (Nelson y Sommers, 1973).

7. Analisis estadistico
Los datos experimentales fueron analizados empleando el andlisis de la
varianza (ANOVA) y la prueba LSD Fisher para las comparaciones multiples,

utilizando el programa Infostat versién 2014 (Balzarini, et a/, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudios de coexistencia bacteriana

Se realizaron ensayos de coexistencia para evaluar si las bacterias analizadas
podian ser utilizadas en inéculos mixtos en los ensayos en plantas. Los
resultados obtenidos indicaron que hay coexistencia positiva tanto en medio

TY como en YEMA y NFB entre las cepas bacterianas (Figura 7, Tabla 2).

Figura 7: Ensayo de coexistencia entre las bacterias Serratia sp. S119 (1) y Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 (2) en medio YEMA (A) y Serratia sp. S119 (1) y Azospirillum brasilense Az 39 (2)
en medio TY (B).

Tabla 2: Ensayos de coexistencia entre las cepas solubilizadoras de fosfatos y las cepas de

referencia fijadoras de nitrégeno.

Enterobacter sp. J49 + Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 +
Serratia sp. S119 + Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 +
Enterobacter sp. J49 + Azospirillum brasilense Az 39 +
Serratia sp. S119 + Azospiriflum brasilense Az 39 +
Pseudomonas fluorescens PMT1 + Azospirillum brasilense Az 39 +

Los signos + indican coexistencias positivas entre las cepas.
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2. Andlisis del efecto de la inoculacion bacteriana (simple y mixta) en el
crecimiento y contenido de P de plantas de mani y maiz en ensayos en

microcosmo

El efecto de la inoculacion de las bacterias seleccionadas sobre el crecimiento
de las plantas de mani y maiz se determind a los 45y 21 dias postinoculacion,
respectivamente. Se analizaron diversos parametros de crecimiento vegetal; y,

ademas, se determiné el contenido de P en los tejidos vegetales.

2.1. Efecto las inoculaciones bacterianas en plantas de mani:

2.1.1. Longitud aérea y radical

Los resultados indican que las plantas inoculadas con Enterobacter sp. J49, B.
sp. SEMIA 6144 y Serratia sp. S119 incrementaron significativamente la
longitud aérea respecto a las plantas control sin inocular (Figura 8 A). Las
plantas inoculadas con Enterobacter sp. J49 y B. sp. SEMIA 6144 presentaron
también un aumento significativo en la longitud radical de las plantas de mani
analizadas (Figura 8 B). Las inoculaciones mixtas no presentaron diferencias

con respecto a las plantas control en ninguna de las dos variables.
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Figura 8: Longitud aérea (A) y radical (B) de las plantas de mani inoculadas con los

tratamientos analizados a los 45 dias postinoculacion

2.1.2. Peso seco aéreo y radical

Los valores obtenidos en el peso seco aéreo de las plantas de mani a los 45
dias de crecimiento no presentaron diferencia significativa con respecto al
control sin inocular (Figura 9). Por otro lado, el peso seco radical de las plantas
inoculadas con Enterobacter sp. J49 mostré un aumento significativo respecto
a las plantas control.

Considerando que la adquisicion de nutrientes del suelo esta influenciada por
el crecimiento radical y su interaccion con los componentes bidticos y
abioticos del mismo, los incrementos en la longitud y peso seco radical en las
plantas de mani inoculadas Enterobacter sp. J49 son altamente prometedores.
Estos resultados de promocion del crecimiento vegetal en plantas de mani
inoculadas con esta cepa bacteriana coinciden con trabajos previos realizados

en el laboratorio (Anzuay et al, 2015, 2017). En particular este trabajo se
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analizaron inoculaciones simples con estas cepas nativas y en consorcio con
una cepa comercial, utilizada para el cultivo de mani, empleando como

soporte suelo del area agricola Argentina con bajo contenido de fosforo.

A - Enterobacter sp. J49 B - Enterobacter sp. J49
Il Serratia sp. S119 I Scrratia sp. S119
2,5 - [[_1B. sp. SEMIA 6144 10~ [CIB. sp. SEMIA 6144
[ Enterobacter sp. J49 + B. sp. SEMIA 6144 [ Enterobacter sp. J49 + B. sp. SEMIA 6144
1 I Serratia sp. S119 + B. sp. SEMIA 6144 0.9 1 [ Serratia sp. S119 + B. sp. SEMIA 6144
- Control - Control
2,0 4 . 084
A o]
S 07- B
=3
1,5 4 2 064
©
Q
5 0,54
)
1,0 4 8 044
[0]
(2]
o 0,341
(72}
[0
0,5 O g2
0,14
0,0 - 0,0
Tratamientos Tratamientos

Figura 9: Peso seco aéreo (A) y radical (B) de las plantas de mani inoculadas con los

tratamientos analizados a los 45 dias postinoculacion

2.1.3. Contenido de P aéreo y radical

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de P en la parte aérea de las
plantas de mani indican incremento significativo en las plantas inoculadas con
Enterobacter sp. J49 y con ambas inoculaciones mixtas (£nterobacter sp. J49
+ B.sp. SEMIA 6144 y Serratia sp. S119 + B. sp. SEMIA 6144) respecto a plantas
sin inocular (Figura 10 A). Por su parte, los tratamientos Enterobacter sp. J49,
B. sp. SEMIA 6144 y la inoculacién mixta Serratia sp. S119 + B. sp. SEMIA 6144
aumentaron significativamente el contenido de P radical en las plantas de

mani con respecto a las plantas control (Figura 10 B).
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Figura 10: Contenido de fosforo aéreo (A) y radical (B) de las plantas de mani inoculadas con

los tratamientos analizados a los 45 dias postinoculaciéon

En general, fue posible observar que los tratamientos con inoculaciones
simples fueron mas eficientes que los de inoculaciones mixtas, en las variables
analizadas. Los resultados mas alentadores se observaron con el tratamiento
Enterobacter sp. J49. La inoculacion individual con esta cepa en plantas de
mani presentd promocion del crecimiento en 3 de los 4 parametros evaluados
e incremento el contenido de P en tejidos vegetales aéreos y radicales. Como
se menciond anteriormente, esta bacteria posee capacidad solubilizadora y
mineralizadora de fosfato y el suelo empleado como soporte para este ensayo
en microcosmo posee bajo contenido de P disponible. Asi, estos resultados
sugieren que la promocion del crecimiento de las plantas de mani inoculadas
con Enterobacter sp. J49 podria estar relacionada con el mecanismo de

solubilizacidn-mineralizacion de fosfato.
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Resultados similares fueron obtenidos en otros estudios en los cuales se
aplicaron BSP en plantas de interés agricola. Khanna et a/. (2012) reporté que
la utilizacion de bacterias nativas solubilizadoras de fosfato (pertenecientes a
los géneros Bacillus y Pseudomonas) co-inoculadas con Rhizobium,
incrementaron el crecimiento de plantas de lentejas, tanto en consorcio como
individualmente. Por su parte, Masciarelli et a/, (2013), en tratamientos con
inoculaciones mixtas y simples con B. japonicum y B. amyloliquefaciencs,
observaron incrementos en el crecimiento de plantas de soja. Asi también
Walpola y Yoon (2013) inoculando dos BSP (Pantoea agglomerans y
Burkholderia anthina) observaron efectos promotores en el crecimiento de
plantas de tomate. Por su parte, la inoculacién simple con una BSP increment6
el crecimiento de la vid (V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon) en condiciones de
invernadero (Liu et a/, 2016). En el caso particular de mani, la inoculacion de
esta leguminosa con BSP ha mostrado resultados alentadores
(Mudalagiriyappa et al, 1997; Dey et al, 2004, Taurian et al, 2013, Azuay et
al, 2015). Recientemente, Jiang et al. (2018) analizaron inoculaciones simples
con BSP en condiciones de estrés salino (Bacillus megaterium, Enterobacter
sp., Providencia rettgeri y Ensifer adhaeren) y observaron promocion del

crecimiento en plantas de mani.

42



Longitud aérea (cm)

A

90
80 -
70-
60—-
50-
40
30-
20

10

1 ] P. fluorescens PMT1

2.2 Efecto de los tratamientos bacterianos en plantas de maiz

2.2.1. Longitud aérea y radical

Fue posible observar que la mayoria de las inoculaciones simples y mixtas de

las bacterias analizadas en plantas de maiz incrementaron significativamente

la longitud aérea y radical, respecto al tratamiento control sin inocular (Figura

11).
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Figura 11: Longitud aérea (A) y radical (B) de las plantas de maiz inoculadas con los

tratamientos analizados a los 21 dias postinoculacion

2.2.2. Peso seco aéreo y radical

Los resultados en el peso seco aéreo de las plantas indican que las plantas de

maiz inoculadas con tres de los tratamientos analizados (Serratia sp. S119,

Enterobacter sp. JA9 y Serratia sp. S119 + A. Brasilense sp. az 39) presentaron

un aumento significativo respecto al control. Por otro lado, fue posible

observar que el peso seco radical presentd incrementos significativos cuando

las plantas de maiz fueron inoculadas con Serratia sp. S119 'y Enterobacter sp.

JA9 + A. Brasilense sp. Az 39 (Figura 12).
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Figura 12: Peso seco aéreo (A) y radical (B) de las plantas de maiz inoculadas con los

tratamientos analizados a los 21 dias postinoculacion

2.2.3 Contenido de P aéreo y radical

Las plantas de maiz inoculadas con £nterobacter sp. JA9, Serratia sp. S119 y

Serratia sp. S119 + A. brasilense sp Az39 aumentaron significativamente el

contenido de P radical con respecto a las plantas sin inocular (Figura 13).
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Figura 13: Contenido de fosforo aéreo (A) y radical (B) de las plantas de maiz inoculadas con

los tratamientos analizados a los 21 dias postinoculacién.
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En general, las plantas de maiz inoculadas con tratamientos simples y mixtos
presentaron promocion en los parametros de crecimiento vegetal evaluados
y en el contenido de P vegetal. Los resultados indican que las inoculaciones
simples con las cepas nativas Serratia sp. S119 y Enterobacter sp. J49 fueron
mas eficientes en la promocion del crecimiento que las cepas comerciales
utilizadas habitualmente en el cultivo de maiz. Ademas, los resultados indican
que las inoculaciones simples con las bacterias nativas Serratia sp. S119 y
Enterobacter sp. J49, presentaron los resultados mas alentadores en plantas
de maiz. Dentro de estas, el tratamiento con la cepa Serratia sp. S119 mostré
incrementos significativos en todos los parametros de crecimiento vegetal
evaluados e incremento el contenido de P en tejidos radicales de las plantas
de maiz. Resulta interesante destacar que la inoculacion simple y mixta de
esta cepa nativa incremento de manera significativa las variables analizadas
en estas plantas.

La adquisicion de nutrientes es llevada a cabo por las raices, asi el incremento
en la longitud y el peso seco de las plantas inoculadas seria beneficioso. De
esta manera, el incremento en el contenido de P de los tejidos vegetales
sugiere que las inoculaciones bacterianas aumentarian la disponibilidad de
este mineral, favoreciendo la incorporacion del mismo por las plantas.
Kudoyarova et al. (2017) reportaron que el empleo de BSP, en plantas de trigo,
incrementd la masa del tejido aéreo y radical y el contenido de P radical.

Abassy y Manzoor, (2018) demostraron que la inoculacion con BSP en maiz
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produjo un aumento en la biomasa de las plantas y el contenido de P del
suelo. Otros autores también han reportado promocién del crecimiento en
plantas de maiz y mani inoculadas con bacterias solubilizadoras de fosfatos
nativas de suelos en ensayos a campo y microcosmo, respectivamente (Viruel

et al, 2014; Pradhan, 2017).

3. Efecto de la inoculacion bacteriana en el aporte de P en plantas de mani
¥y maiz en diferentes estadios fenologicos

Se realizaron ensayos en microcosmo de plantas de mani y maiz inoculadas
con las cepas nativas Serratia sp. S119 y Enterobacter sp. J49 en las cuales se
midieron parametros de crecimiento vegetal y contenido de P de tejidos
aéreos y radicales en distintos estadios fonoldgicos de las plantas. Estas
variables fueron medidas cada 10 dias durante un periodo de 60 dias en
ambas plantas. Este analisis se realizd para intentar establecer el requerimiento
de P en las primeras etapas del desarrollo vegetal y ademas el tiempo en el
cual comienza a observarse el efecto de la inoculacién bacteriana en el aporte

de este nutriente y en el crecimiento de las plantas analizadas.

3.1. Efecto de la inoculaciéon con BSP sobre los parametros de crecimiento
y contenido de P en plantas de mani durante los primeros estadios de

crecimiento vegetal

Fue posible observar que a partir de los 10 dias postinoculacion las plantas

tratadas con la cepa Serratia sp. S119 presentaron un incremento significativo
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en la longitud aérea respecto a las plantas control. Dicho incremento
significativo se mantuvo durante los 20 y 60 dias postinoculacién. Por otro
lado, las plantas inoculadas con Enterobacter sp. J49 mostraron incremento
significativo en este parametro, a los 20 dias postinoculacion y se mantuvo,
aunque sin presentar diferencia significativa con las plantas control (Figura 14
A). Por su parte, la longitud radical de las plantas de mani, inoculadas con
ambas cepas analizadas, incrementaron significativamente este parametro a
partir de los 10 dias postinoculacién, y dicho aumento fue mantenido en el
tiempo, mostrando diferencias significativas, a los 20 y 50 dias postinoculaciéon

comparados con las plantas sin inocular (Figura 14 B).
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Figura 14: Cinética de crecimiento de la longitud aérea (A) y radical (B) de plantas de mani.

*' Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo

analizado

Fue posible observar incrementos significativos, con respecto a las plantas

control, en el peso seco aéreo y radical de las plantas inoculadas con
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Enterobacter sp. J49 a partir de los 20 dias y se mantuvo hasta los 40 dias
postinoculacion (Figura 15).

En general, de las dos cepas nativas analizadas, la inoculacion con la cepa
nativa Enterobacter sp. J49 fue eficiente en plantas de mani; al igual que lo
observado en el punto anterior y en resultados previos del laboratorio (Anzuay
et al, 2015, 2017). En este ensayo, en las plantas inoculadas con esta cepa
nativa, se observé promocion en todos los parametros de crecimiento vegetal

a partir de los primeros estadios analizados (10-20 dias postinoculacion).
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Figura 15: Cinética de crecimiento de peso seco aérea (A) y radical (B) de plantas de mani. *:

Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo analizado

Fue posible observar que el contenido de P de las plantas de mani presento
los valores mas elevados a los 20 dias en tejidos aéreos y a los 30 dias en
tejidos radicales. Todos los tratamientos mostraron una disminucion en el
contenido de P aéreo a los 50 dias y de P radical a los 40 dias postinoculacion

(Figura 16). Esto podria deberse a que las plantas de mani aproximadamente
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a los 45 dias comienzan la etapa de floracion, y en ella los nuevos 6rganos

requieren de grandes cantidades de nutrientes tales como el fésforo.

Las plantas inoculadas con Serratia sp. S119 presentaron incrementos

significativos en el contenido de P aéreo a los 10 dias postinoculacion; dicho

aumento fue mantenido en el tiempo, presentando diferencia significativa a

los 50 dias postinoculacion, con respecto a las plantas control. Ambas cepas

nativas, mostraron incrementos significativos en el contenido de P de tejidos

aereos a los 50 dias y a los 40 dias en el tejido radical, respecto a las plantas

sin inocular. Asi, la inoculacion con BSP analizadas podria contribuir a aportar

P en las plantas de mani cuando estas se encuentran en periodos criticos de

necesidad de este nutriente.
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Figura 16: Cinética de crecimiento contenido de P aéreo (A) y radical (B) de plantas de mani.

*' Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo

analizado

49



Los resultados del contenido de P de suelos de las macetas (soporte) no
indican diferencias significativas respecto a las plantas control (Figura 17).
Estos resultados sugieren que las bacterias en el soporte no dejarian excedente
de P. Sin embargo, las plantas de mani inoculadas con ambas bacterias
incrementaron los parametros de crecimiento y el contenido de P de los
tejidos vegetales en la mayoria de los tiempos analizados. Ello sugiere que el
P solubilizado por las bacterias, ya no se encontraria en el soporte y habria

sido utilizado por las plantas para su desarrollo.
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359 —a— Control

30 4

25 1

P suelo (ppm)

0 T

T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Crecimiento
vegetal (dias)

Figura 17: Cinética de contenido de P de suelo de macetas con plantas de mani. *: Indica
diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo analizado

Las inoculaciones con ambas cepas nativas mostraron incrementar las variables
analizadas. Como se mencion6 anteriormente los resultados fueron mas
alentadores en plantas inoculadas con la cepa £nterobacter sp J49. Estos

resultados coinciden con lo observado en ensayos en microcosmo y a campo

(Anzuay et al, 2019, trabajo en preparacion). Los resultados de este trabajo

50



Longitud aérea (cm)

indican que el efecto de la inoculacidn con esta cepa comienza en los estadios
iniciales de crecimiento; incrementando en plantas de mani su crecimiento y
el contenido de P en tejidos aéreos y radicales. Considerando lo expuesto es
factible proponer a la cepa nativa £nterobacter sp. J49 como potencial bio-

inoculante para ser empleado en plantas de mani.

3.2 Efecto de la inoculacion con BSP sobre los parametros de crecimiento

y contenido de P en plantas de maiz

La longitud aérea en plantas de maiz presentd un crecimiento exponencial a
partir de los 10 dias. No fue posible observar diferencias entre las plantas
inoculadas y control. Las inoculaciones con ambas cepas analizadas,
principalmente con Enterobacter sp. J49, presentaron incrementos
significativos en la longitud radical, a los 60 dias postinoculacién, respecto a

las plantas sin inocular (figura 18).
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Figura 18: Cinética de crecimiento de Longitud aérea (A) y radical (B) de plantas de maiz. *:

Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo analizado
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Fue posible observar que las plantas de maiz inoculadas con la cepa
Enterobacter sp. J49 presentaron un incremento significativo en el peso seco
aéreo, respecto al control, a partir de los 40 manteniéndose hasta los 60 dias
postinoculacion. En este Ultimo tiempo analizado las plantas inoculadas con
ambas cepas presentaron diferencias significativas respecto a las plantas sin
inocular. Las inoculaciones con Serratia sp. S119 incrementaron
significativamente el peso seco radical a partir de los 10 dias postinoculacion.
Este efecto se mantuvo hasta los 40 dias, tiempo en el cual esta cepa y
Enterobacter sp. J49 aumentaron significativamente este parametro (Figura

19).
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Figura 19: Cinética de crecimiento de peso seco aérea (A) y radical (B) de plantas de maiz. *:

Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo analizado
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El contenido de P de los tejidos vegetales de plantas de maiz no mostré
diferencias significativas, en ninguno de los estadios de crecimiento vegetal

con los tratamientos analizados, respecto a las plantas control, (Figura 20).
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Figura 20: Cinética de crecimiento contenido de P aérea (A) y radical (B) de plantas de maiz.
*' Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo

analizado

Al igual que lo observado en el contenido de P del suelo (soporte) de las
plantas de mani, el soporte en las plantas de maiz no presentd diferencias

significativas respecto a las plantas control en esta variable (Figura 21).
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Figura 21: Cinética de crecimiento contenido de P de suelo de macetas con plantas de maiz.
*' Indica diferencia significativa p> 0,05 respecto al tratamiento control en cada tiempo

analizado

Fue posible observar, respecto al valor de P inicial en el soporte, que el
contenido de P en las macetas incrementd en presencia de ambas plantas
analizadas. Sin embargo, los valores de P mas elevados se observaron en suelo
proveniente de macetas que contenian plantas de maiz, con respecto de
aquellas con plantas de mani. Como se menciond anteriormente, el
requerimiento de este nutriente para el crecimiento de plantas de maiz es
superior a los valores de P necesarios para las plantas de mani.

Estos incrementos en la concentracion de P en el suelo podrian estar asociados
a la liberacién de exudados radicales (ER). La concentracion de P en la rizdsfera
podria modular la composiciéon de los ER. Chaparro et a/, (2012) informaron
que la composicion y concentracion de los mismos puede variar de acuerdo
con la disponibilidad de nutrientes, entre otros factores. Ademas, los

microorganismos presentes en la rizosfera también podrian, mediante la
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solubilizacion y mineralizacion de fosfatos, incrementar los valores de este
nutriente en el soporte. Kudoyarova et al (2017) analizaron el efecto de BSP
en suelos con presencia y ausencia de plantas y observaron que cuando en el
sustrato se encontraban solo bacterias se incrementaba el contenido de P del
soporte. Contrariamente, cuando en el sustrato ademas de bacterias se
encontraban plantas, observaron una disminucion en el contenido de P del
soporte. Esto sugiere, al igual que lo observado en nuestro trabajo, que las
BSP aportarian P al soporte y que el mismo seria incorporado y utilizado por
las plantas para su crecimiento.

En general, en plantas de mani fue posible observar que las inoculaciones
bacterianas promovieron los parametros de crecimiento analizados en los
primeros estadios (10, 20 dias postinoculacion), manteniendo esta promocion
hasta finalizar el ensayo. Por otro lado, en plantas de maiz las inoculaciones
con las cepas nativas promovieron tales parametros a partir de los ultimos

tiempos evaluados (40, 50, 60 dias post inoculacion).

4. Efecto de la aplicacion de inoculantes biologicos y fertilizantes sobre el
rendimiento del cultivo de maiz en ensayos a campo

El efecto beneficioso observado en el crecimiento de plantas de maiz
inoculadas con Serratia sp. S119 (resultados descriptos en los puntos 2 y 3)
motivd seleccionar esta cepa para realizar ensayos a campo y analizar el efecto

de la inoculacion de la misma sobre el rendimiento de este cultivo. Ademas,
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resulto interesante analizar el contenido de P de las plantas obtenidas en el
ensayo a campo a los efectos de establecer una posible correlacion entre este
parametro y la capacidad solubilizadora de fosfato de la bacteria empleada. A
tal efecto, se analizo la aplicacién de un bio-inoculante, basado en esta cepa,
con diferentes dosis de fertilizantes quimicos sobre el rendimiento del cultivo
de maiz en la campana 2017-2018 en dos campos experimentales de manera

simultanea y en la-campafia 2018-2019.

4.1. Campana 2017/2018: Rendimientos de maiz inoculado con Serratia sp.
S$119 en los campos experimentales de La Aguada y Rio Cuarto.

Entre los componentes numéricos analizados, el peso de 100 granos es una
variable de relevancia a analizar (Viruel, 2014, Zamudio- Gonzales et a/, 2015).
Este pardmetro presentd incrementos significativos, respecto a las plantas
control, en las plantas de maiz inoculadas con la cepa nativa Serratia sp. S119
en el campo experimental de La Aguada; mientras que, en el campo de Rio

Cuarto todos los tratamientos incrementaron el mismo (Figura 22).
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Figura 22: Peso de 100 granos de plantas de maiz, al momento de la cosecha, inoculadas y
fertilizadas en el campo experimental de La Aguada (A) y Rio Cuarto (B). Las letras indican
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos de la misma campaia

analizada.

Fue posible observar que el rendimiento de las plantas de maiz inoculadas
con la cepa Serratia sp. S119 en el campo de La Aguada presentaron
incrementos significativos (227%) respecto a las plantas sin inocular y sin
fertilizar (Figura 23 A). Por su parte, en el campo de Rio Cuarto todos los
tratamientos incrementaron significativamente el rendimiento de las plantas
de maiz respecto a las plantas control (Figura 23 B). En este campo, el aumento
mas destacado se observo en el rendimiento de las plantas de maiz crecidas
en suelos inoculados con Serratia sp. S119 + media dosis de fertilizantes (23%).
Ademas, las plantas inoculadas con la cepa Serratia sp. S119 presentaron un
incremento del 3%. Resultados similares fueron reportados por Kaur et al.
(2014) quienes observaron una mejora en el rendimiento de maiz y trigo, como

resultado de la inoculaciéon con microorganismos solubilizadores de fosfatos.
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Estos autores ademas reportaron que la utilizacion de BSP con aplicacion de

una fuente fosforada al sustrato presenté efectos beneficiosos.
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Figura 23: Rendimiento (Kg/ha) de plantas de maiz, al momento de la cosecha, inoculadas y
fertilizadas en el campo experimental de La Aguada (A) y Rio Cuarto (B). Las letras indican
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos de la misma campafia

analizada.

En general, los rendimientos observados en la campafa 2017/2018 fueron
inferiores a los observados habitualmente en el area agricola Argentina. Estos
resultados posiblemente se deban a las condiciones de sequia que se
produjeron durante esta campafa. El agua es vitalmente necesaria para cada
organismo en una cantidad especifica, por lo que, cualquier déficit hidrico
impone condiciones de estreés. El estrés por sequia es una de las condiciones
naturales que mas afecta la productividad agricola en la provincia de Cérdoba
(Fernadndez et al, 2017).

Los incrementos en el rendimiento observados con el tratamiento Serratia sp.
S119, respecto al tratamiento control, en el campo experimental de Rio Cuarto

no fueron tan marcados como en el campo experimental de La Aguada. Esto
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podria deberse a que en el campo de Rio Cuarto el suelo no presentaba un
marcado déficit de P. Por su parte, los tratamientos de fertilizacion e
inoculacion presentaron incrementos significativos respecto al control. Por
otro lado, en el campo de La Aguada, el suelo es nutricionalmente pobre,
presentando un bajo contenido de P disponible, lo cual podria explicar la
correlacién entre la inoculacion con la cepa nativa, eficiente solubilizadora y
mineralizadora de fosfato, y el incremento significativo observado en el
rendimiento del cultivo de maiz en el mismo. La limitacion de P del sustrato
promueve la solubilizacion de fosfatos insolubles por parte de las bacterias
(Pineda, 2014). Ademas, las PGPB pueden conferir tolerancia a sequia a travées
de multiples mecanismos, entre ellos la sintesis de auxinas (Acido indolacético
(AIA)) y T-amilociclopropano-1-carbocilato desaminasa (ACCd) (Glick, 1995).
Serratia sp. S119 ademas de presentar una eficiente capacidad de
solubilizacion de fosfato, posee capacidad de produccion de AlA y actividad
ACCd (datos no publicados). Este ultimo mecanismo es el mas estudiado en
las bacterias involucradas en la tolerancia a la sequia por las plantas. La enzima
ACCd descompone al ACC que es el precursor intermediario de etileno a a-
cetobiturato y amoniaco, resultando en la disminucion de los niveles de esta
hormona en las plantas, lo que reanuda el crecimiento de tallo y raiz (R.Glick,
2014). Por lo tanto, la hormona vegetal etileno permanece por debajo de los
niveles inhibitorios de crecimiento y contribuye al crecimiento de la raiz y asi,

a la eficiencia en la adquisicién de agua por parte de la planta huésped (Glick
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2004, Berg 2009, Grover 2011). Por otro lado, las auxinas estan involucradas
en el geotropismo y fototropismo, diferenciacién del tejido vascular,
dominancia apical, iniciacién radical (lateral y adventicia), division celular y
elongacioén de tallo y raiz (Grobelak et a/, 2015). El AIA de origen bacteriano
aumenta el area y la longitud de la superficie de la raiz, y por lo tanto
proporciona a la planta un mayor acceso a los nutrientes del suelo y a la
absorcion de agua (Vessey 2003; Ali et al, 2010). Saleem et al, (2018)
demostraron que la disminucion del contenido de ACC en el tejido vegetal,
con la posterior inhibicién de la liberacion de etileno, en plantas inoculadas
con rizobacterias que producen ACC desaminasa y AlA, incrementaron la
tolerancia al estrés por sequia en frijol terciopelo. Ademas de la produccion
de fitohormonas, la capacidad de fijacion de N, y la capacidad de
solubilizacion de fosfato de las bacterias PGPB han mostrado efectos positivos
sobre el crecimiento y el rendimiento de varios cultivos como el trigo, la soja
y la remolacha azucarera (Cattelan et a/, 1999; Ozturk et al, 2003; Salantur
2006; Cakmakgi et al, 2006). A partir de lo expuesto y considerando que la
cepa Serratia sp. S119 posee ademas de la capacidad solubilizadora de fosfato,
la sintesis de AIA y ACCd sugiere que estos mecanismos podrian ser
responsables de los resultados favorables observados en las plantas de maiz
en periodos de sequia.

Los resultados obtenidos en el campo experimental de La Aguada indican que

las plantas de maiz inoculadas con Serratia sp. S119 + media dosis de
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fertilizantes, incrementaron significativamente el contenido de N en tejidos
aéreos. Por otra parte, en el campo experimental de Rio Cuarto se observo un
incremento significativo en el contenido de P en granos en las plantas

inoculadas con esta cepa, respecto a las plantas control (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de P y N de los tejidos aéreos y granos de plantas de maiz con los
tratamientos analizados al momento de la cosecha en los campos experimentales de La
Aguada y Rio Cuarto, Campafia 2017/2018

La Aguada Rio Cuarto
Tratamientos Contenido de P Contenido de N Contenido de P Contenido de N
(mg/g planta) (mg/g planta) (mg/g planta) (mg/g planta)
Tejidos Granos | Tejidos Granos Tejidos Granos Tejidos
aéreos Aéreos Aéreos Aéreos
Serratia sp. S119 2,322+0,18  1,16*+0,39 | 50%+0,2 10,74*8+0,17 | 2,594+0,20 0,66*+0,08 | 830%+0,90  12,93~+0,33

Serratia sp. S119+ | 255°%0,15 120A:037 | 7,1°:07  12,24°t045 | 2594019  085*:021 | 7,40°:0,10  12,03:036

1/2dosis fertilizantes
Fertilizado 2,32A+0,15  0,75A+0,25 | 5907  9,82°+0,13 | 2,40°+0,09  5958+0,53 | 7,60A+0,70  12,732%0,23

Control

Los datos representan la media + E.S. de 3 réplicas bioldgicas (n=3) (p<0,05). Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos por columna.

A partir de los resultados obtenidos en la campafa 2017/2018 fue posible
observar que el rendimiento de granos incrementé significativamente en las
plantas inoculadas con la cepa nativa Serratia sp. S119 respecto a las plantas
control, en ambos campos experimentales, aun en condiciones de sequia.
Ademas, los aumentos fueron mas notorios en campos con déficit de P. Estos
resultados motivaron a realizar un segundo ensayo en el campo experimental

de la localidad de La Aguada.
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4.2 Campana 2018/2019: Analisis de las plantas de maiz inoculadas con

Serratia sp. S119 en el campo experimental de La Aguada

Los resultados obtenidos de este ensayo permitieron observar que en el peso
de 100 granos de maiz se obtuvieron incrementos significativos, respecto al
tratamiento control, en plantas de maiz inoculadas con Serratia sp. S119
crecidas con media dosis de fertilizantes (Figura 24 A). Cuando se analizo el
nimero de granos por m?, las plantas tratadas con el inoculante y aquellas
fertilizadas, presentaron incrementos significativos con respecto de las plantas
control. Sin embargo, las plantas inoculadas con Serratia sp. S119 crecidas con

media dosis de fertilizantes presentaron los valores mas bajos (Figura 24 B).
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Figura 24: Peso de 100 granos (A), N° de granos m? (B) y rendimiento (Kg/ha) (C) de plantas
de maiz inoculadas y fertilizadas, al momento de la cosecha, en el campo experimental de La

Aguada. Las letras indican diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos

Fue posible observar incremento significativo en el rendimiento de las plantas
de todos los tratamientos respecto a las plantas control. Las plantas tratadas
con Serratia sp S119 mostraron el mayor incremento del rendimiento (24%)
con diferencias significativas con respecto al resto de los tratamientos (Figura
24 Q).

Al igual que en la campafa anterior (2017/18), las plantas de maiz inoculadas
con la cepa nativa presentaron el mayor rendimiento. Cabe destacar que en
esta Ultima campafa analizada las condiciones pluviométricas fueron las
esperadas en el area agricola de Cérdoba (Figura 6). Estos resultados indican
que la inoculaciéon con la cepa bacteriana Serratia sp S119 en plantas de maiz
incrementa el rendimiento de las mismas en suelos con bajo contenido de

nutrientes, tanto en condiciones de precipitaciones 6ptimas como en sequia.
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Por otro lado, el contenido de P en tejidos aéreos y radical no mostro
incrementos en ninguno de los tratamientos comparados con las plantas
control.

Tabla 4. Contenido de P y N de los tejidos aéreos y granos de plantas de maiz con los

tratamientos analizados al momento de la cosecha en el campo experimental de La Aguada,
Campana 2018/2019

La Aguada
Tratamientos Contenido de P Contenido de N
(mg/g planta) (mg/g planta)
Tejidos Granos | Tejidos Granos
Aéreos Aéreos
Serratia sp. S119 22004023 1074022 | 520°039  12,24:0,10

Serratia sp. S119+ | 1,85°+023  0,74*+0,17 | 560°+0,13  11,988+0,06

1/2dosis fertilizantes
Fertilizadas 2,44~+0,23 0,742+0,17 5,852+0,15 11,59~+0,09

Control 2,44A£0,23  1,07A+0,22 | 526°+0,08  12,39¢+0,06

Los datos representan la media + E.S. de 3 réplicas biolégicas (n=3) (p<0,05). Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

En los resultados obtenidos en los ensayos en microcosmo y a campo se
observo incremento de parametros de crecimiento y rendimiento de plantas
de maiz tratadas con la cepa nativa Serratia sp. S119. Estos incrementos
podrian estar relacionados con el incremento de P observado en tejidos
vegetales en ensayos en microcosmo. Sin embargo, en los ensayos a campo
no se observd acumulacion de este mineral en los tejidos vegetales. Esto
podria deberse, por un lado, a que los nutrientes ya habrian sido utilizados

por las plantas y esto se ve traducido en el incremento en el crecimiento y
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rendimiento de las plantas. Por otro lado, ha sido descripto que las PGPB,
generalmente, tienen mas de un mecanismo que favorece el crecimiento de
las plantas (Olanrewaju et a/, 2017). Considerando ello, la cepa nativa Serratia
sp. S119, ademas de ser una eficiente mineralizadora y solubilizadora de
fosfato, presenta las propiedades de fijacion biolégica de nitrégeno,
produccién de sideroforos, sintesis de AIA y ACCd; los cuales podrian estar
explicando el efecto benéfico observado.

Chen et a/ ( 2005) reportaron a Serratia como un género bacteriano que
presenta mayor actividad mineralizadora y solubilizadora de fosfato con
respecto a miembros de los géneros Bacillus, Rhodococcus 'y Arthrobacter.
También se ha descripto para este género bacteriano multiples funciones
PGPB entre ellas la produccion de fitohormonas como auxinas, giberelinas,
acido jazmonico, acido abscisico, resistencia sistémica inducida y bio-control
dependiente de acil homoserina lactonasa (Ahmad Zaheer 2016, Sajjad et al,
2017) y la capacidad de solubilizar fosfatos de calcio, hierro y aluminio y fijar
No.

A partir de los resultados de estos ensayos que demuestran que la cepa nativa
Serratia sp. S119 incrementd el rendimiento de maiz incluso en condiciones
de sequia, sumados a los obtenidos en microcosmo, permite proponer esta

cepa como potencial bio-inoculante para este cultivo.
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Conclusiones

e La inoculacion de mani y maiz con las cepas nativas BSP Enterobacter
sp. JA9 y Serratia sp. S119 promueve el crecimiento de estas plantas,
siendo la primera mas beneficiosa en la leguminosa, mientras que la
segunda en la poacea.

e El efecto benéfico de las inoculaciones con las cepas nativas
solubilizadoras de fosfato se produce mas tempranamente en plantas
de mani que en plantas de maiz.

e Serratia sp. S119 incrementa el rendimiento del cultivo de maiz en

suelos con estrés nutricional de P y sequia.

A partir de la hipotesis planteada es posible confirmar que los inoculantes

biologicos a base de cepas nativas utilizados en este trabajo incrementan la

adquisicion de P y el crecimiento de plantas de mani y maiz.
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