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Resumen
En Argentina el girasol (Helianthus annuus L) es la segunda oleaginosa de importancia
econdmica. Actualmente ha sido desplazado a zonas agricolas marginales, donde sufre
frecuentes periodos de sequia durante el ciclo de cultivo. Existen bacterias asociadas a la
promocion del crecimiento de plantas (PGPB) que interactian y mejoran algunos aspectos
de los cultivos, incluso en condiciones de estrés hidrico. Nuestro grupo de trabajo aislo de
raices de plantas de girasol cultivadas a campo con irrigacion y sequia las bacterias
Achromobacter xylosoxidans (cepa SF2) y Bacillus pumilus (cepas SF3 y SF4), las cuales
mostraron capacidad de solubilizar fosfatos, de fijar nitrdgeno, e inhibieron el crecimiento
de hongos patogenos especificos de girasol como Verticillum orense, Sclerotinia
sclerotiorum y Alternaria sp. Las tres cepas presentaron actividad ACC-deaminasa, lo cual
aliviaria indirectamente el estrés en las plantas y fueron capaces de producir acido salicilico
(SA), acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (AlA) y acido jasmdnico (JA), hormonas
implicadas en diversos procesos como el crecimiento y la respuesta inmune de las plantas
(Forchetti y col., 2007, 2010). A partir de ello se propuso evaluar los efectos de la
inoculacién y co-inoculacion con las cepas SF2, SF3 y SF4, sobre el crecimiento de la planta
de girasol y profundizar el conocimiento de las relaciones hormonales entre el cultivo vegetal
y las cepas bacterianas en condiciones normales y de estrés hidrico, como del rendimiento
del cultivo a campo. En ensayos realizados “in vitro”, las cepas aplicadas en forma individual
0 combinada, mejoraron el crecimiento de plantulas en condiciones de estrés hidrico, y
modificaron el perfil de las hormonas &cido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), acido
indol-3-acético (AlA) y acido abscisico (ABA), de plantas de 18 dias (Castillo y col., 2013).
Ademas, las bacterias nativas, fueron capaces de incrementar levemente el crecimiento
vegetal en ensayos en los que se utilizo sustrato liquido para el crecimiento de las plantulas.
Por otro lado, al aplicar las cepas conjuntamente con reguladores del crecimiento no se
observaron diferencias en el crecimiento vegetal. Ensayos a campo realizados en diferentes
localidades (Manfredi, Vicufia Mackenna y Bulnes), en cuatro ciclos agricolas,
incrementaron el rendimiento de granos y materia grasa de girasol. Evaluaciones de
viabilidad de estas bacterias en medio de cultivo hasta los 6 meses, mostraron altos valores
de recuentos en medio de cultivo LB, lo cual se muestra como promisorio al momento de
elaborar un inoculante liquido. Nuestros hallazgos sugieren que la inoculacion con las cepas
nativas SF2, SF3 y SF4 de plantas de girasol cultivadas en areas con condiciones de estrés

hidrico, podrian incrementar el rendimiento del cultivo ain mas que si se utiliza fertilizacion
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quimica o inoculacién con bacterias no nativas. Por lo tanto, el propoésito de este trabajo de
investigacion seria obtener un inoculante especifico para el cultivo de girasol, constituido
principalmente por las cepas bacterianas aisladas por nuestro grupo, para ser utilizado con
el fin de mejorar la implantacion de las plantulas, mitigar el estrés tanto bidtico como

abiotico, e incrementar la produccion y rendimiento en condiciones adversas.

Summary

In Argentina the sunflower (Helianthus annuus L) is the second oilseed of economic
importance. At the moment it has been displaced to marginal agricultural areas, where it
undergoes frequent periods of drought during the cycle of crop. There are bacteria associated
with the promotion of plant growth (PGPB) that interact and improve some aspects of the
crops, even under conditions of water stress. Our working group isolated from roots of
sunflower plants, cultivated in the field with irrigation and drought, the bacteria
Achromobacter xylosoxidans (strain SF2) and Bacillus pumilus (strains SF3 and SF4), which
showed the ability to solubilize phosphates, to fix nitrogen, and inhibited the growth of
specific pathogenic sunflower fungi such as Verticillum orense, Sclerotinia sclerotiorum and
Alternaria sp. The three strains showed ACC-deaminase activity, which indirectly alleviates
stress in plants and were able to produce salicylic acid (SA), abscisic acid (ABA), indole-3-
acetic acid (IAA) and jasmonic acid (JA), hormones involved in various processes such as
growth and immunity of plants (Forchetti et al., 2007, 2010). From this it was proposed to
evaluate the effects of the inoculation and co-inoculation with the strains SF2, SF3 and SF4,
on the growth sunflower plant and to deepen the knowledge of the hormonal relationships
between the vegetable culture and the bacterial strains in normal conditions and water stress,
as well as the yield of field crops. In tests carried out "in vitro", the strains applied
individually or in combination, improved the growth of seedlings under water stress
conditions, and modified the profile of the hormones SA, JA, IAA) and ABA, from 18-day
plants (Castillo et al., 2013). In addition, bacterial strains there were able to slightly increase
plant growth in trials in which liquid substrate was used for the growth of the seedlings. On
the other hand, when we applying the strains together with growth regulators no differences

in plant growth were observed. Field trials carried out in different locations (Manfredi,
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Vicufia Mackenna and Bulnes), in four agricultural cycles, increased the yield of grains and
sunflower fat. Viability evaluations of these bacteria in culture medium until 6 months
showed high values cfu in LB culture medium, which is shown as promissory when
preparing a liquid inoculant. Our findings suggest that inoculation with the native SF2, SF3
and SF4 strains of sunflower plants grown in areas with water stress conditions, the yield of
the crop could be increased even more than if chemical fertilization or inoculation with non-
native bacteria is used. Therefore, the purpose of this research work would be to obtain a
specific inoculant for the cultivation of sunflower, constituted mainly by the bacterial strains
isolated by our group, to be used in order to improve the implantation of the seedlings,
mitigate the stress both biotic and abiotic, and increase production and yield under adverse
conditions.
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1. El Girasol

Girasol pertenece a la familia Asteraceae, al género Helianthus que hace referencia
a las palabras griegas helios (sol), y anthos (flor); y a la especie annuus, la cual esta en
relacion a la anualidad de su ciclo vegetativo - reproductivo (Alba-Ordofiez y Llanos-
Company, 1990). Es una planta sin ramificaciones que presenta un solo capitulo con
numerosas flores liguladas y aquenios grandes. Procede de América del Norte y debido a su
facil adaptacion al medio ambiente es que actualmente se lo cultiva en los cinco continentes.

En Argentina, el area potencial del cultivo de girasol se extiende desde Formosa-
Chaco en el norte hasta el sur de la region pampeana (Fig. 1). El girasol es un cultivo
ornamental importante en todo el mundo. Se cultiva con facilidad y principalmente en

condiciones de secano en una amplia gama de suelos (Shehata y El- Khawas, 2003).

Superficie sembrada (ha)

[ ] 1-1000

] 1001 - 10000
I 10001 - 30000

I 30001 - 60000 A -
I 50001 - 90000 /™ f y
I 20001 - 200000 N ,
g = Pt !
/ ‘ ){A/'.\

Principales
areas de
produccion

Fig. 1. Distribucion geogréafica en Argentina del cultivo de girasol hasta el ciclo agricola 2010/2011 (Rural
primicias, 2014; INTAGRO, 2015).

En los ultimos afos, debido al avance de la soja, el cultivo de girasol ha sido

trasladado a areas marginales del sistema agricola argentino (Adreani, 2008). Estas zonas se

14



caracterizan por un régimen de deficiencia hidrica durante el ciclo del cultivo e irregularidad
en la distribucion de las precipitaciones. A nivel regional (pampeana subhumeda-semiarida),
la reubicacion del girasol en zonas con mayor riesgo agroecologico y tierras de menor
calidad afecta directamente su produccion y a los productores del cultivo, los cuales se
estiman entre 3 a 5 mil distribuidos desde el Chaco hasta el sur de la region pampeana.

El girasol se utiliza para la alimentacion de animales y es el segundo cultivo mas importante
produciendo aceite comestible después de la soja (Shehata y El- Khawas, 2003; Fairless,
2007). Se utiliza principalmente para la produccién de aceite, confiteria, alimentacion de
aves y ornamental (ASAGIR, 2009), y en la actualidad para producir biodiesel (Demirbas,
2007). Ademas, el girasol, puede acumular metales (Cindy y col., 2006; Niu y col., 2007;
Fassler y col., 2010; Rojas-Tapias y col., 2012) por lo que su crecimiento en tierras
contaminadas se utiliza para la fitorremediacion de las mismas (Madejon y col., 2003;
Liphadzi y col., 2006; Gutiérrez-Espinoza y col., 2011). La creciente demanda de aceites, el
auge del biodiesel y la nueva tendencia de utilizar aceites con alto contenido de acidos grasos
insaturados, han llevado a un mejor posicionamiento del cultivo de girasol, generando

grandes expectativas en Argentina para cubrir la demanda mundial.

1.1. Estadios fenoldgicos del girasol

En el cultivo de girasol se pueden considerar cuatro fases fenoldgicas (Fig. 2), que se
refieren a los cambios relevantes que sufren las plantas en cada una de ellas (Meier, 2001,
Trapani y Lopez Pereira, 2004).

a) Siembra: es la fase de establecimiento del cultivo en la que tienen lugar la imbibicion
de las semillas, la emergencia de la radicula, el crecimiento de la plantula y la emergencia
de la misma. La temperatura es el factor mas importante en el control de la germinacién de
semillas no dormidas, en suelos no compactados y con adecuada provision hidrica. La
temperatura 6ptima para la germinacion es cercana a los 26 °C, con temperaturas maximas
de 40 °C y minimas de 3 °C (Connor y Hall, 1997). En condiciones sin limitaciones hidricas
se puede predecir la fecha de emergencia de las plantulas de girasol, conociendo la
profundidad de siembra y la temperatura.

b) Emergencia: esta fase comienza con la emergencia de la plantula y finaliza cuando
el apice del vastago, productor de primordios foliares, cambia su forma y actividad, pasando
a diferenciar la inflorescenciay sus flores. Durante esta fase, se define la capacidad potencial

del cultivo de producir area foliar, pues queda fijado el nUmero de hojas por planta. Al mismo
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tiempo comienza la expansion de las hojas emergidas. La duracion de la emergencia depende
principalmente del cultivar, latemperatura y el fotoperiodo (Trapani y Lépez Pereira, 2004).

c¢) Iniciacion floral: la fase comienza con la aparicion de los primeros primordios
florales en el &pice y finaliza con el comienzo de la antesis de las flores de la periferia de la
inflorescencia. Durante el primer tercio de esta fase se diferencian los primordios florales.
Una vez finalizada la diferenciacion floral y hasta la antesis, las flores crecen y adquieren
funcionalidad: los estigmas adquieren receptividad y el polen viabilidad. La duracion de esta
fase depende del cultivar, la temperatura y el fotoperiodo. El rango de temperaturas
apropiado para obtener el mayor nimero de flores que produciran granos se extiende de 20-
30 °C (Chimenti y col., 2001). Esta etapa es de suma importancia para fijar los componentes
del rendimiento ya que durante la misma, no solamente se forma el capitulo, sino que
también se construye el maximo potencial de almacenaje de carbohidratos y minerales de la
planta.

d) Madurez fisioldgica: esta fase comienza con la antesis de las flores periféricas del
capitulo y finaliza con la madurez fisioldgica, cuando los granos alcanzan su maximo peso
seco. Para definir madurez fisiol6gica se toman en cuenta los cambios de color del envés del
capitulo, el cual se torna amarillento, y de sus bracteas, que se vuelven marrones. La madurez
comercial se determina segun el contenido de humedad del fruto, adecuado para la cosecha
mecanica (13-15%), teniendo en cuenta que la base para su comercializacion es del 11%. La
duracion de este periodo depende principalmente del cultivar y de la temperatura. La sequia
y las enfermedades pueden generar un estrés severo que acelere la pérdida de hojas,
interrumpiendo el crecimiento de los granos, determinando asi una menor duracion de esta
fase (Trapani y LOpez Pereira, 2004).

El periodo de siembra del girasol se extiende durante octubre-noviembre, variando la
fecha dptima segun la zona del pais y el cultivar seleccionado. El rendimiento o peso de
frutos por unidad de superficie, puede ser dividido en diferentes componentes: nimero de
capitulos por unidad de superficie, nimero de frutos llenos por capitulo y peso individual de
esos frutos (Aguirrezabal y col., 2001). Segun Trapani y col. (2003) y Aguirrezabal y
Andrade (2002) el numero de granos es el principal determinante del rendimiento.

El nimero de capitulos por unidad de superficie resulta del niamero de plantas por
unidad de superficie capaces de desarrollar una inflorescencia. Dicho componente del
rendimiento depende del numero de semillas sembradas y de la proporcion que germinan,

emergen, creceny se desarrollan. Este componente del rendimiento se define principalmente
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durante la germinacion y la emergencia de la planta, ya que las pérdidas posteriores de
plantas o capitulos son menos frecuentes, produciéndose en casos de ataques de
enfermedades, quebrado o vuelco (Pedrazay col., 2000). Asimismo, el rendimiento en aceite
del cultivo puede ser expresado en términos de: numero de granos por unidad de superficie,

peso por grano Yy concentracion de aceite (Trapani y col., 2003).

s |

N

A

Germinacion Emergencia - Desarrollo Floracion Madurez

Fig. 2. Estadios fenolégicos del girasol (extraido y modificado de Meier 2001).

1.2. Produccion del cultivo de girasol en Argentina

En el area agricola de nuestro pais el girasol soporta con cierta frecuencia periodos
de estrés hidrico, problematica que se acentua hacia la zona oeste. La sequia, las elevadas
temperaturas, la salinidad y el pH del suelo son los factores que limitan la productividad y
el rendimiento de cultivos, debido a que afectan casi todas las funciones de la planta (Shao
y col., 2008). El déficit hidrico afecta todos los aspectos relacionados con el desarrollo del
girasol, tales como la anatomia, morfologia, fisiologia y bioquimica de la planta. En general,
esta especie es relativamente tolerante a sequia debido a la capacidad de su sistema radical
de absorber agua de horizontes profundos del suelo. Ademas, posee algunos mecanismos de
adaptacion al déficit hidrico comunes a todas las plantas: por ejemplo, la disminucién de la
superficie foliar lo cual reduce la tasa de transpiracion y, en menor medida, la tasa de
aparicion de las hojas. En la etapa de floracion se puede producir una reduccién de la
superficie transpiratoria a través de una aceleracion de la senescencia de las hojas
(Aguirrezabal y col., 2001), procesos mediados por la participacion de diferentes hormonas.
Sin embargo, a pesar de las adaptaciones, el estrés causa reduccion en la produccion del

cultivo.
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Argentina esta entre los tres primeros paises exportadores de aceite de girasol a nivel

mundial (Bolsa de comercio de Rosario, 2017). En el ciclo de siembra 2013/2014 la
superficie implantada fue de 1.313.195 ha, mientras que la superficie cosechada fue de
1.261.640 ha, la cual resultdé la més baja de los ultimos 10 afios. Esta reduccion en la
implantacion en la Ultima campafia agricola, implicé una produccién de granos 2.063.410
ton, aunque el impacto en rendimiento por ha (1635 Kg. hal), resulto similar al promedio
de los Gltimos diez afios (1.728 Kg.ha') (MINAGRI, 2015). La reduccién en la implantacion
se deberia a la sequia que afectd a la zona de cultivo de esta especie y al avance del cultivo
de soja.
En el ciclo de siembra 2014/2015, debido al aumento en las precipitaciones durante todo el
periodo del cultivo y, probablemente a la aplicacion de paquetes tecnoldgicos adecuados, se
incrementaron notablemente la produccion y el rendimiento de granos, alcanzando
3.158.290 ton y 2.193 Kg.ha respectivamente, siendo este tltimo el mayor rendimiento
registrado hasta el momento (Fig. 3).

En el ultimo ciclo agricola, 2016/2017, se registr6 un incremento en la superficie sembrada,
alcanzando alrededor de 2 millones de hectareas, lo cual representd una produccion estimada
de 3,5 millones de toneladas (MINAGRO, 2017), esto posiciona a nuestro pais como el
cuarto productor de girasol y el tercer exportador de aceite luego de Ucrania y Rusia
(Oilseed, 2017).
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Fig. 3. Produccién de girasol a) y rendimiento del cultivo en Argentina b), desde 1969/1970 hasta 2014/2015.
(Siia, 2015).

2. Hormonas vegetales y la respuesta al estreés

Los reguladores del crecimiento de las plantas, hormonas vegetales o fitohormonas,
son compuestos organicos de origen natural que a bajas concentraciones regulan los procesos
fisiolégicos de las mismas (Pazurkiewicz Kocot, 2003). Son sintetizados en diferentes partes
de la planta y pueden ser transportados a otros sitios (Fig. 4), donde regulan la expresion de
genes involucrados en importantes procesos fisiologicos, entre ellos: elongacion del tallo,
caida de las hojas, floracién, formacién del fruto, dormicién, germinacion y respuesta a
factores bioticos y abioticos (Aguilar-Piedras y col., 2008).

Debido a su naturaleza sésil, las plantas siempre se han enfrentado con diversos tipos
de estrés abidtico y biotico, en su ambiente inmediato. Como consecuencia de ello, la
supervivencia de las plantas depende de su capacidad para adaptarse rapidamente, del
desarrollo y el crecimiento y de escapar o mitigar los impactos de estrés. Todas las plantas
perciben y responden a las sefiales de estrés tales como sequia, el calor, la salinidad, la
herbivoria, y a los patdgenos. Dicha respuesta la llevan a cabo mediante la produccién de
diversas hormonas tales como &cido salicilico (SA), acido abscisico (ABA), &cido indol-3-

acético (AlA), acido jasménico (JA), etileno (ET), brasinoesteroides, estrigolactonas, entre
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otras, alterando el metabolismo de fosfolipidos, sintesis de proteinas relacionadas al estrés y

la expresidn de genes.
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Fig. 4. Hormonas implicadas en la regulacién del crecimiento, desarrollo y en las respuestas a estrés en las
plantas (modificado de Santner y col., 2009).

2.1. Auxinas

Las auxinas son un grupo de compuestos quimicos que han sido vinculadas a
practicamente todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como la
orientacion del crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz y gravedad (fototropismo
y geotropismo), diferenciacion de tejidos vasculares, estimulacion de la division celular,
dominancia apical, desarrollo de raices laterales y adventicias (Cleland, 1990; Glick, 1995;
Ross y col., 2000; Chaudhry y Rasheed, 2003, Baez-Perez y col., 2015). La hormona més
importante dentro de este grupo es el &cido indol-3-acético (AlA).

El AlIA derivado del triptéfano (Trp) afecta a casi todos los aspectos del desarrollo de

la planta, estimula a corto plazo el crecimiento y a largo plazo la divisién y diferenciacion
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celular (Ross y col., 2000), y esta implicado en las respuestas al estrés abiético (Shibasaki y
col., 2009; Jain y Khurana, 2009). Para su sintesis se han propuesto al menos cinco vias
metabdlicas: 1) &cido indol 3-piravico (IAP), Il) &cido 3-acetamida (IAM) (Lehman y col.,
2010), M) indol-3-acetonitrilo, 1V) triptamina (Cheryl y Glick, 1996), y V) indol- 3-
acetaldoxima (Pollmann y col., 2006). Adicionalmente se ha descripto una via que no
requiere de Trp denominada via independiente (Fig. 5).

Las principales fuentes de sintesis de AIA son meristemas apicales, hojas jovenes, frutos y
semillas en desarrollo (Ljung y col., 2001); desde alli se desplazan, hacia otras zonas de la
planta, a través de un transporte polar que se extiende desde la punta del brote a la punta de
la raiz. Ademas, una cantidad significativa de AIA también se produce en el floema, siendo
este tejido probablemente la ruta principal por el que se transporta.

La fuente primaria de auxinas exogenas en plantas superiores, proviene de la
microbiota rizosférica, donde casi el 80% de los grupos de bacterias establecidos serian
capaces de producir in vitro compuestos tipo AIA. En estos microorganismos la via
biosintética fue planteada siguiendo dos rutas predominantes: la via de IAM y la via de AIP
(Cheryl y Glick, 1996).
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Fig. 5. Vias metabdlicas para la sintesis de AlA (extraido de Santner y col., 2009).
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2.2. Acido Abscisico

El 4cido abscisico (ABA) es una hormona que interviene en la maduracién de las
semillas, en la sintesis de proteinas y lipidos de reserva (Seo y Koshiba, 2002; Xiong y Zhu,
2003), en la promocidn de la tolerancia a la desecacion de semillas y tejidos vegetativos
(Finkelstein y col., 2002), en la induccion y el mantenimiento de la dormicion (Kushiro y
col., 2004; Okasabe y col., 2005; Destefano-Beltran y col., 2006; Finkelstein y col., 2008) y
en el crecimiento reproductivo (Rock, 2000), ademas sus niveles enddgenos se modifican en
respuesta al estrés abidtico.

ABA y sus productos oxidados, el acido faseico (PA) y el &cido difaseico (DPA),
pueden ser conjugados como ésteres, particularmente ABA como glucosil ésteres (ABA-
GE) o bien oxidados (PA y DPA) (Oritani y Kiyota, 2003) (Fig. 6). En general, estos
metabolitos se almacenan en vacuolas donde no estan expuestos a hidrolisis y se liberan en
el momento necesario.

El valor fisiol6gico mas importante de ABA ha sido relacionado con la supervivencia
de la planta y la regulacion de la apertura y cierre estomatico y la adaptacion al ambiental
(Davies y Jones, 1991; Wasilewskaa y col., 2008). También actla como una molécula sefal
que impide el ingreso de bacterias patdgenas por via estomatica, formando parte del sistema
inmune de la planta (Mohr y Cahill, 2003; Melotto y col., 2006; de Torres-Zabala y col.,
2007; Adie y col., 2007) y tiene efecto antagonico con otras hormonas de defensa como SA
(Mohr y Cahill, 2007) y JA (Anderson y col., 2004).
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Fig. 6. Biosintesis de ABA y sus metabolitos (modificado de Seiler y col., 2011).

2.3. Acido Salicilico

El acido salicilico (SA) es un compuesto derivado del acido benzoico, ambos
originados en la via metabdlica de los fenilpropanoides (Qualley y col., 2012), y es un
regulador del crecimiento involucrado en una amplia gama de respuestas fisiol6gicas y
metabdlicas de las plantas (Hayat y col., 2010a). Durante las Gltimas dos décadas, SA se ha
reportado como una molécula de sefializacion que media las respuestas de defensa local y
sistémica contra los agentes patdgenos (Shah, 2003; Durrant y Dong, 2004; Vlot y col.,
2009). Tambien se ha informado que desempefia un papel en la respuesta de las plantas al
estrés abidtico tales como sequia (Munné-Bosch y Pefiuelas, 2003; Chini y col., 2004), bajas
temperaturas (Kang y Saltveit, 2002), metales pesados (Metwally y col., 2003; Yang y col.,
2003; Freeman y col., 2005), estrés osmotico (Borsani y col., 2001) y calor (Larkindale y
Knight, 2002; Larkindale y col., 2005). De hecho, algunos estudios indican que SA puede
afectar el funcionamiento estomatico (Mori y col., 2001; Lu y Chen, 2005, Hao y col., 2011).
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Es un antioxidante no enzimatico y regula el crecimiento vegetal, desempefiando un papel
importante en una serie de procesos fisioldgicos de la planta incluyendo la fotosintesis
(Waseem y col., 2006; Arfan y col., 2007) y la actividad de los cloroplastos, la absorcion y
trasporte de nutrientes. Aplicado exdgenamente provoca cambios en la anatomia de las
plantas e incrementa el rendimiento (Khan y col., 2010; Purcarea and Cachita-Cosma, 2010).

En plantas se conocen dos vias de sintesis de SA: 1) via de fenilalanina amonio liasa
(PAL), y 1I) isocorismato sintasa (ICS) (Dempsey y col., 2011), ambas utilizan corismato
como precursor (Chen y col., 2009). Asimismo se sabe que algunas bacterias pueden
sintetizarlo a partir del mismo precursor que las plantas, a través de dos reacciones
catalizadas por la ICS y piruvato isocorismatoliasa (IPL), aunque esta Gltima no ha sido
encontrada en vegetales (Chen y col., 2009; An'y Mou 2011) (Fig. 7).
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Fig. 7. Posibles vias de biosintesis de SA (modificado de Chen y col., 2009).

Actualmente se sabe que los metabolitos secundarios no tienen un papel exclusivo en los
diferentes procesos que ocurren en las plantas, sino que los mismos se llevan a cabo debido
al “dialogo” o “crosstalk” que ocurren entre las hormonas. La interaccion antagonica entre

SA-JA es una de ellas y se pone de manifiesto para afrontar los factores bidticos estresantes.
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2.4. Acido Jasmonico

El 4cido jasmoénico (JA) y sus metabolitos, llamados colectivamente jasmonatos
(JASs), son derivados de lipidos que modulan el crecimiento de raices, el desarrollo de la flor,
la senescencia y ajustan las ventajas competitivas de crecimiento-defensa que optimizan la
aptitud de la planta en respuesta a recursos limitados (Browse, 2009; Wasternack y Hause,
2002; Wasternack, 2007 Gimenez-lbanez y col., 2015). La participacion de los JAs en
respuesta a estrés bidtico y abidtico fue ampliamente estudiada en diversas especies
(Lehmanny col., 1995, Kramell y col., 2000; Wasternack y Hause 2002; Wasternack, 2006;
Wastermack y Hause 2013). En este sentido, los JAs median la respuesta al estrés bidtico
tales como el ataque de insectos y microorganismos patdgenos (Stintzi y col., 2001; Browse
y Howe, 2008), abidtico como la exposicion a luz ultravioleta y heridas (Wasternack y
Hause, 2002; Pedranzani y col., 2003; Wasternack, 2007; Wasilewska y col., 2008;
Wasternack y Hause 2013), y ajustan las ventajas competitivas de crecimiento-defensa,
optimizando la aptitud de la planta en respuesta a las limitaciones de recursos (Wasternack,
2007, Gimenez-lbanez y col., 2015).

El camino de biosintesis de los JAs comienza a partir del &cido graso poliinsaturado
a-acido linoleico (a-LA). Este acido graso puede ser sustrato de una 9-lipooxigenasa (9-
LOX) o de una 13-lipooxigenasa (13-LOX), enzimas que insertan un oxigeno en la posicion
9 0 13 del a-4cido linoleico, generando 9-hidroperdxido de &cido linolénico (9-HPOT) o 13-
hidroperdxido de acido linolénico (13-HPOT), esta ultima es la que genera JA. Estos HPOT
resultantes son convertidos por una 6xido de aleno sintasa (AOS) (Knopf y col., 2012) en el
acido cis-(+)-12-oxofitodenoico (OPDA) (Stenzel y col., 2012; Wu vy col., 2011). Este
compuesto por accion de una OPDA reductasa (OPR) y tres ciclos subsecuentes de f-
oxidacion produce el &cido (+)-7iso-jasmonico. Esta sustancia fisiolégicamente activa es
convertida rapidamente en su estereoisomero estable, el (-) JA, que luego es metabolizado
dando origen a diferentes JAs (Thines y col., 2007; Wasternack y Kombrink 2010; Scherer
y col., 2010; Bannenberg y col., 2009). La biosintesis de JAs ocurre en tres compartimentos
celulares: en cloroplastos y eventualmente en otros plastidos donde JA es convertido a
OPDA, en citoplasma OPDA es reducido por una OPR reductasa y en peroxisoma donde
ocurren los tres pasos de f-oxidacion. Luego en el citoplasma JA puede ser modificado por
metilacion, hidroxilacion o conjugacién (Seltmann y col., 2010; Schaller y Stintzi 2009;
Wasternack y Kombrink 2010; Kombrink, 2012).
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Tras estimulos enddgenos o de estrés, las plantas acumulan diferentes JAs, siendo
(+) -7-iso-JA-L-lle (JA-Ile) el unico compuesto bioactivo de los JAs (Fonseca y col., 2009)

(Fig. 8).
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Fig. 8. Vias de sintesis de JA (modificado de Wasternack y Hause, 2013).

A nivel molecular, la produccion de JA-ILe induce la interaccion entre dos
compuestos vegetales: la proteina coronatina 11 (COI1) y proteinas del dominio ZIM de los
jasmonatos (JAZ). Estas ultimas actian como represores nucleares de los factores de
transcripcion denominados MYC (Kazan y col., 2012; Zhang y col., 2015). La interaccion
de JAZ con COI1, luego de la percepcion de un estimulo o estrés, lleva a la degradacion de
JAZ (Fonseca y col., 2009; Thines y col., 2007; Chini y col., 2007), y por lo tanto a la
desrepresion de los factores de transcripcion MYC, los cuales inducen una reprogramacion
transcripcional para dar respuesta al estrés via JA (Pauwels y col., 2009; Pauwels y col.,
2011).

Las proteinas JAZ pueden regular diferentes factores de transcripcion y respuestas
posteriores basadas en umbrales hormonales y / 0 complejos de proteinas Unicos, debido a
la interaccién proteina-proteina especifica o a coincidencias de proteinas especificas en

etapas particulares de desarrollo, tejidos o tipos de células. Mientras que los factores de
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transcripcion MYC2, MYC3 y MYC4 desempefian un papel primario en la defensa de las
plantas, ya que su actividad es esencial para la acumulacion de metabolitos secundarios de
defensa y resistencia (Fernandez-Calvo y col., 2011; Scheizer y col., 2013). Al ser los
principales reguladores de las respuestas de JA, los factores MY C son objetivos de maltiples
procesos ambientales que modulan las respuestas de JA (Chini y col., 2007; Thines y col.,
2007; Sheard y col., 2010; Pauwels y col., 2011; Fernandez-Calvo y col., 2011; Zhang y col.,
2015). Ademas, los factores MYC, especificamente MYC2, participan en la interaccién JA-
SA, aunque en este caso no hay evidencia de que JAZ tenga un papel directo en la misma
(Schmiesing y col., 2016).

Frente a determinados factores de estrés, es el mecanismo de represidén-desrepresion
mediado por MYC el que conllevan a una respuesta por JA e inactivacion de la respuesta de
SA 0 viceversa. Este antagonismo entre las vias de respuesta JA-SA, se manifiesta en
situaciones de estrés provocadas por microorganismos patdgenos, los cuales inducen en la
planta inmunidad gatillada por efectores (ETI) o inmunidad gatillado por moléculas
altamente conservadas de los microorganismos (MAMP) (Jones y col., 2006). A nivel
molecular, el antagonismo JA-SA depende fundamentalmente de componentes de
sefializacion de SA (NPR) los cuales podrian mediar la degradacion de JAZ (Liu y col.,
2016), de factores de transcripcion descendentes (Spoel y col., 2003; Mao y col., 2007;
Zander y col., 2010), de factores de transcripcion de JA que regulan la biosintesis y el
metabolismo de SA (Zheng y col., 2012), y de la concentracion de cada una de las hormonas
(Mur y col., 2006).

Por otra parte, la interaccion entre JA-Acido Giberélico (GA) y JA-ABA implican
un papel directo de JAZ (Chini y col., 2016). Ademés JA promueve la biosintesis de auxinas
(Dombrecht y col., 2007; Sun y col., 2011) y afecta la distribucion y sefializacion de las
mismas (Chen y col., 2011). JA también puede interconectarse con otras hormonas que estan
involucradas en la regulacion del crecimiento, como BR y CK, y el estrés. El equilibrio entre
los mecanismos probablemente contribuya a un mayor y mejor conocimiento de los
numerosos mecanismos regulados por JA.

Por lo tanto, la contribucion colectiva de las hormonas durante las interacciones
planta-estimulos es crucial para establecer el programa de respuesta e inmuno-transcripcion

contra microorganismos invasores y/o estrés abiotico.
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2.5. Hormonas vegetales y su aplicacion en agricultura

Las hormonas vegetales o reguladores del crecimiento, tienen uso en diversas aéreas,
por ejemplo, agricultura, horticultura y floricultura, y son aplicadas exdgenamente y en
diferentes momentos del desarrollo vegetal, intentando lograr diversos propositos, como el
aumento de crecimiento de las plantas, el retraso o promocion de la maduracion, induccion
del enraizamiento, promocion de la abscision y el control de malezas (Emongor, 1995). Un
ejemplo de lo anterior es el uso del acido indol butirico (AIB), que se utiliza para la
propagacion asexual de frutales y plantas ornamentales, debido a que promueve el desarrollo
radicular que le permiten absorber agua y nutrientes (Esteban-Soto; 2006). La misma
hormona aplicada en forma de riego y sobre las hojas, influye en el fortalecimiento del
sistema radical, en la produccion de biomasa, nutricién vegetal y por lo tanto, en la
produccion y calidad de los granos de trigo (Baez-Perez y col., 2015). Otras auxinas y SA
también han sido aplicadas en tomate (Cuesta y Mondaca, 2014; Valdez Sepulveda y col.,
2015); y el GA en maiz (Ghodrat y col. 2012), mostrando resultados similares a los citados.

Debido a que las hormonas vegetales o promotores del crecimiento pueden ademas
reducir el estrés abiotico, su aplicacion tambien ha sido considerada como un medio de
mejorar la eficiencia de técnicas de remediacion del suelo (Barbafieri y Tassi, 2010; Cabello-
Conejo y col., 2013; Cassina y col., 2011). Entre los promotores probados se encuentran
productos a base de giberelinas (GAs), citoquininas y auxinas (Cabello- Conejo y col., 2014).

La aplicacion de estos productos sobre semillas, hojas o raiz (a través del riego) se
realiza de manera individual o combinando diferentes compuestos, con el fin de lograr
efectos aditivos sobre las plantas. Aunque a veces las concentraciones aplicadas resultan
poco favorables para la planta y los resultados son inesperados.

3. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

La interfase constituida por las raices de las plantas y el suelo adherido a las mismas
se denomina rizésfera (Babalola, 2010). Ngoma y col. (2012) la definen como el volumen
de suelo cercano a la raiz, donde se producen interacciones entre microorganismos y la planta
para el aprovechamiento de diferentes nutrientes por ambos organimos (Jeffries y col.,
2003). Los compuestos liberados por las raices de las plantas como azlcares, aminoacidos,
flavonoides, acidos alifaticos, proteinas y &cidos grasos, crean un medioambiente Gnico en
la rizésfera (Badri y col., 2009), los cuales actuan como moléculas sefial para atraer

microorganismos especificos o son utilizados como fuentes de carbono para la nutricion
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microbiana (Antoun y Prevost, 2006). Por su parte, en este microambiente, los
microorganismos generan efectos benéficos o perjudiciales para las plantas

Las rizobacterias capaces de promover el crecimiento vegetal, fueron identificadas
como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (Kloepper y Schroth, 1978).
Luego los microorganismos benéficos de vida libre fueron definidos por Bashan, (1998),
como bacterias promotoras del crecimiento de las plantas a través del biocontrol (PGPB).
Cassan y col. (2009) sugirieron que las PGPB pueden ser clasificadas en tres grandes grupos,
de acuerdo al tipo de efecto que ejercen sobre la planta: (a) promotoras del crecimiento
vegetal; (b) biocontroladoras de patégenos y (c) reguladoras de la homeostasis en
condiciones de estrés abidtico (PSHR). El primer grupo esta representado por las bacterias
que habitan el interior o exterior de la raiz y que estimulan significativamente el crecimiento
de plantas por medio de mecanismos directos, tales como: fijacion bioldgica del nitrogeno
(James, 2000; Bloemberg y Lutengber, 2001), modificacion de nutrientes en cuya
composicion estén presentes hierro o fosforo, quedando estos Gltimos disponibles para la
planta, y la produccién de compuestos reguladores del crecimiento, tales como auxinas (Ona
y col., 2005), GAs (Cassan y col., 2003), poliaminas como la cadaverina (Cassan y col.,
2005) y lipopeétidos (Shu Bin y col., 2012).
El segundo grupo incluye a las bacterias habitantes de la raiz que estimulan el crecimiento
de plantas por medio de mecanismos indirectos, mediados por la capacidad del
microorganismo para impedir el crecimiento de bacterias u hongos fitopatogénicos. Dentro
de los mecanismos indirectos, se destacan la biosintesis de compuestos antibioticos, de
enzimas liticas (Pallavi y col., 2012), la sintesis de metabolitos antifungicos (Dowling y
O’Gara, 1994), la competencia nutricional y de nicho (Bashan y de Bashan; 2002 ay b), y
la estimulacion del sistema inmune de la planta o ISR (Pieterse y col., 2014).
El tercer grupo, incluye las bacterias habitantes de la raiz que estimulan o promueven el
crecimiento de plantas en condiciones de estrés abidtico, tal como el estrés hidrico o salino.
Dentro de los mecanismos que determinarian la pertenencia a este grupo, se destacan las
bacterias que producen moléculas que regulan procesos fisioldgicos relacionados con la
tolerancia a estrés, tal como ABA (Cohen y col., 2008), AIA (Egamberdieva, 2009),
poliaminas (Cassan y col., 2009) o bien por la regulacion de la actividad enzimaética, por
ejemplo la enzima &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico deaminasa (ACC deaminasa),
descripta por Glick (2005) en diferentes géneros microbianos. La accion conjunta de estos

mecanismos, ya sea ejercido por una misma bacteria o por un grupo de ellas, resulta en la
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estimulacion del crecimiento de la planta, a través de un incremento en la emergencia, vigor
y peso. Asi por ejemplo, frente a estrés por sequia los mecanismos bacterianos mencionados

producen un mayor desarrollo del sistema radical (Fig. 9).
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Los microorganismos beneficiosos establecen relaciones a largo plazo con sus
plantas hospedadoras para cumplir con sus ciclos de vida (Zamioudis y col., 2012). Para
desarrollarse dentro del huésped y alimentarse de las células vivas, necesitan lidiar con los
mecanismos de defensa de la planta, y los efectores secretados por los microorganismos
pueden facilitar este proceso, induciendo asi, modificaciones fisico-quimicas, que luego
resultaran por ejemplo en una mayor tolerancia a diferentes tipos de estrés (Yang y col.,
2009).

Para favorecer el establecimiento de bacterias benéficas en los cultivos, una de las
estrategias mas utilizadas es la pre-selecciéon de los microorganismos que se encuentran en
la zona proxima a la raiz o dentro de los tejidos radicales. Estas cepas, denominadas
“nativas”, aisladas de la rizosfera promueven mejor el crecimiento de las plantas en
comparacion con cepas aisladas de otras regiones, aun en condiciones de estrés (Mayak y
col., 2004).

Existen diversas especies de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
pertenecientes a diferentes géneros entre los cuales se encuentran: Achromobacter,
Acetobacter, Pseudomonas, Herbaspirillum, Azotobacter, Burkholderia, Azospirillum,
Bacillus, Rhizobium, Serratia, Xanthomonas, Klebsiella, Agrobacterium Enterococcus,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Serratia y otros (Weller y Thomashow, 1994; Glick,
1995; Probanza y col., 1996; Canbolat y col., 2006; Roman y col., 2013; Gonzélez Mansilla
y col., 2017; Gaviria Giraldo y col., 2018).

En el laboratorio se caracterizaron e identificaron cepas bacterianas aisladas a partir
de raices de plantas de girasol cultivadas en irrigacion y sequia; se obtuvieron 8 aislamientos
con propiedades promotoras del crecimiento, los cuales fueron denominados SF (del inglés
sunflower) y numeradas del 1 al 8. La caracterizacion genotipica mediante secuenciamiento
del gen 16s ARNr arrojo 99,9% de homologia con Bacillus pumilus para las cepas SF1, SF3,
SF4, SF5, SF6, SF7 y SF8, y 99,9% de homologia con Achromobacter xylosoxidans para la
cepa SF2 (Forchetti y col., 2007).

Las cepas pertenecientes al género Bacillus son bacterias Gram-positiva, formadoras
de esporas, y con alta tolerancia a condiciones ambientales adversas (Fig. 10a). Debido a su
capacidad de esporular, las cepas de Bacillus se adaptan facilmente a formulaciones
comerciales para aplicar a campo (Liu y Sinclair, 1993). Bacillus spp. promueve el
crecimiento de las plantas a traves del aporte de nutrientes tales como N, P, K'y Fe (Biswas
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y col., 2000). En medios de cultivo ricos como Luria Bertani (LB), las colonias son grandes,
planas, con bordes irregulares de color blanquecino (Fig. 10b).

Las bacterias del género Achromobacter son bacilos Gram-negativo, aerobios, no
fermentativos (Fig. 10c) (Forchetti y col., 2010). En medio de cultivo solido las colonias son
pequefas, de bordes regulares, cremosas y de color blanquecino (Fig. 10d). Este género fue
citado por Koch y Oya (1974) como fijador de nitrdgeno de vida libre y ha sido citado

también por Jha y Kumar (2009) como bacterias endofiticas promotoras del crecimiento

vegetal de trigo.
a) b) c) d)

Fig. 10. Tincién de Gram y morfologia de las colonias en medio LB, de Bacillus pumilus SF3 0 SF4 a) y b)

y de Achromobacter xylosoxidans SF2 c) y d).

Ademas, las cepas aisladas fueron evaluadas a través de pruebas bioquimicas y
mostraron caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal (Tabla 1) (Forchetti y col.,
2007).

Tabla 1. Caracteristicas PGPR de las bacterias aisladas de girasol.

Caracteristicas PGPR

Celoa Gram Cat. Ox. NibN Nfb Fos. (mm) Sid.
SF1 BG + + + + + B -
SF2 BG - + + + + 12 -
SF3 BG + + + + + 14 -
SF4 BG + + + + + 11 -
SF5 BG + + + + + 12 -
SF6 BG + + + + + - -
SET BG + + + + + -
SF& BG + + + + + - -

BG+: bacilos Gram +; BG-: bacilos Gram -; Cat: prueba de catalasa; Ox: prueba de oxidasa; NfbN:
crecimiento en medio Nfb con Nitrégeno; Nfb: crecimiento en medio Nfb sin Nitrégeno; Fos: solubilizacién

de fosfatos; Sid: produccion de sideroforos (Forchetti y col., 2007).
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También nuestro grupo de trabajo determind que las cepas SF2, SF3, SF4 y SF5,
inhibieron el crecimiento de hongos patdgenos para girasol, Verticillium orense (Fig. 11a) y
Sclerotinia sclerotiorum (Fig. 11b) y Alternaria sp. (Fig. 11c). Esta capacidad
biocontroladora mejoraria indirectamente el crecimiento de las plantas en condiciones

ambientales normales y de estrés (Forchetti y col., 2010).

a) b)

Fig. 11. Inhibicion del crecimiento de los hongos fitopatdgenos de girasol Verticillium orense a), Sclerotinia

scleroteorum b) y Alternaria sp. ) por las cepas bacterianas nativas del cultivo (Forchetti y col., 2010).

Dado que las condiciones de estrés no solo afectan el crecimiento de las plantas sino
también el de bacterias asociadas a la misma, en nuestro laboratorio se realizaron
experiencias a fin de determinar el comportamiento de los aislamientos frente a estrés hidrico
severo. La cepa SF4 presentd mayor velocidad de crecimiento, demostrando una mejor
adaptacion a la sequia. Ademas, las cepas SF2, SF3 y SF4 presentaron actividad ACC-
deaminasa (Forchetti y col., 2007), enzima que desamina el ACC, un precursor de la
biosintesis de etileno en plantas. De esta manera se reducen los niveles del mismo en el
vegetal (Glick, 1995; Jacobson y col., 1994), principalmente en las raices, lugar donde este

se acumula en condiciones de estrés hidrico (Glick, 1995; Glick y col., 1998; 1999).

3.1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal y hormonas

Los microorganismos del suelo estan relacionados con el crecimiento de las plantas,
la sintesis de fitohormonas y con la produccion de enzimas que influyen en sus vias
metabolicas (Glick y col., 1998). Uno de los principales mecanismos propuestos por Bashan
y de-Bashan (2010), se relaciona con la habilidad de las bacterias para producir o metabolizar
fitohormonas (Tien y col. 1979; Okon y Labandera Gonzales, 1994) que junto con otros
mecanismos, acttan de manera aditiva sobre el efecto de promocién del crecimiento y de la
IST.
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Ademas los microorganismos beneficiosos evaden el sistema de defensa del huésped
mediante varias estrategias, incluyendo la produccion de exopolisacaridos, efectores, o
fitohormonas (Zamioudis y Pieterse, 2012), logrando asi que las plantas hospedantes activen
su inmunidad de manera moderada, tolerando a los microorganismos promotores del
crecimiento (Yang y col., 2009) pero dejandola en alerta para una invasion por otros
microorganismos o agentes estresantes.

Varias especies de bacterias son capaces de producir hormonas en concentraciones

suficientes para inducir cambios morfologicos y fisioldgicos en los tejidos de las plantas
jovenes. Muchos autores han descripto la produccion de hormonas por bacterias en
condiciones normales, por ejemplo Azospirillum y Bradyrhizobium, producen AlA (Boiero
y col., 2007; Cassan y col., 2009), el cual influye en los procesos de elongacién y division
celular y en la diferenciacion de los tejidos vegetales. EI AIA producido por bacterias del
suelo, puede incrementar significativamente la tasa de crecimiento de la raiz y desarrollo de
brotes en las plantulas (Barbieri y Galli, 1993; Van Loon, 2007).
Gutiérrez-Mafiero y col. (2001) trabajando con Bacillus pumilus y B. licheniformis y
posteriormente Cassan y col. (2009) con cepas de Azospirillumy Bradyrhizobium, reportaron
la produccion de GAs: GA1, GAsz, GAs y GA. En este sentido se cree que las GAs
producidas por hongos y bacterias influyen en el crecimiento y el desarrollo de sus plantas
hospedadoras (Rademacher, 1994; Bottini y col., 2004).

Resultados previos del laboratorio demostraron que las concentraciones de JA, su
precursor el OPDA y ABA en el medio de cultivo de las cepas nativas de girasol
incrementaron cuando las cepas se sometieron a estrés (Forchetti y col., 2007). Asimismo,
en nuestro laboratorio se comprob6 que las cepas nativas analizadas tienen la capacidad de
incrementar el crecimiento de plantulas de girasol, crecidas in vitro y sometidas a estrés
hidrico (Forchetti y col., 2010). El JA, sus conjugados con aminoacidos, su éster metilico
(JAME) y OPDA son importantes moléculas sefiales en la interaccion de las plantas con
agentes patdgenos, ya sea en respuesta a heridas o lesiones mecéanicas por herbivoros; como
asi también en respuesta a estrés osmatico (Kessler y Baldwin, 2002; Schilmiller y Howe,
2005; Wasternack, 2006).

Asi, las bacterias benéficas nativas capaces de producir hormonas incorporadas a un
cultivo de interés agronémico, mejoran el desarrollo de las plantas en condiciones de estrés

ambiental y preservan o aumentan el rendimiento (Bensalim y col., 1998; Nowak y col.,
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1999), incluso en condiciones de estrés severo causado por salinidad (Dimkpa y col., 2009)

y sequia (Forchetti y col., 2010).

3.2. Bacterias como inoculantes

La preocupacion por los efectos colaterales de los agroquimicos en el ambiente, ha
motivado el interés por las poblaciones microbianas de la rizosfera y la forma en que estas
pueden ser aplicadas (Barea y col., 2004), como una manera de generar una agricultura
sustentable.

Bashan (1998) definié como inoculante a la formulacion que contiene una o mas
cepas 0 especies bacterianas beneficiosas en un material de soporte econémico y fécil de
usar, ya sea organico o inorganico, o sintetizado a partir de moléculas definidas. Segun
Vessey (2003), todas las PGPRs que ejercen un efecto positivo en el estado nutricional de
sus hospedantes se conocen como biofertilizantes; en este sentido, los géneros Azospirillum,
Herbaspirrilum, Acetobacter, Azotobacter, Bacillus, Streptomyces y Pseudomonas se
utilizan como tal, principalmente debido a su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico.
Actualmente diversas mezclas de estas bacterias también estan comercialmente disponibles
como inoculantes para aplicaciones agricolas.

Por su parte, SENASA en el “Manual para el registro de fertilizantes, enmiendas,
sustratos, acondicionadores, protectores y materias primas en la Republica Argentina”,
define como fertilizante biologico, (definido por el Articulo 3° del Decreto 1.624/80), a aquel
formulado que contiene un microorganismo, como principal componente, sobre un soporte.

La incorporacion de méas de una cepa bacteriana o co-inoculacion se ha propuesto
como una nueva herramienta tecnoldgica que busca combinar caracteristicas intrinsecas de
las bacterias, lo cual puede potenciar los mecanismos de promocion de crecimiento en las
plantas (Bashan y Holguin, 1997a; b). El efecto sinérgico entre bacterias se debe al
intercambio de nutrientes, remocién de algunos productos inhibidores ¢ estimulacién de
otros a través de mecanismos fisicos 6 bioquimicos, o bien por la suma de efectos benéficos
(Bashan y Holguin, 1997b). Se sabe que diferentes especies de Bacillus y Bradyrhizobium
actlan sinérgicamente con distintos géneros o especies bacterianas aumentando la fijacion
de nitrégeno, nimero y peso de nodulos en soja, como asi también el peso de la raiz (Yuming
y col., 2003).

Para garantizar la colonizacién de las raices (Fig. 12), las bacterias utilizadas como

inoculantes deben ser capaces de adaptarse y sobrevivir a las condiciones de crecimiento de
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la planta, mostrando buena capacidad de competencia con los microorganismos nativos y
alta tasa de crecimiento en respuesta a los exudados de semillas y raices (Kloepper y col.
1986; 1988; Schrot y Hancook, 1982).

Fig. 12. Colonizacion de la semilla por bacterias aplicadas como inoculantes, semilla inoculada a); la
bacteria debe ser capaz de adaptarse y multiplicarse en la rizésfera b); en respuesta a los exudados de la raiz,
las bacterias se adhieren a la superficie radical c); colonizacidn del sistema radical en desarrollo d); las

bacterias pueden colonizar la regién interna de la raiz e) (modificado de Kloepper y Beauchamp, 1992).

Debido al interés comercial del cultivo de girasol en Argentina y otros paises, y a la
necesidad de establecerlo en areas desfavorables, se ha propuesto la inoculacion y co-
inoculacién con cepas nativas como una nueva herramienta tecnolégica. Por lo tanto, es
también de nuestro interés estudiar las interacciones girasol-bacterias como asi también su
supervivencia en condiciones de estrés hidrico. Debido a las caracteristicas de las bacterias
nativas de girasol y a su capacidad para desarrollarse en medios de cultivo sintéticos, aun en
condiciones de estrés, es que se podrian utilizar para inocular semillas, brindando beneficios

a la planta durante todo su desarrollo
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Hipotesis y Objetivas



Hipdtesis

La accion benéfica de las cepas de Achromobacter xylosoxidans (cepa SF2) y de Bacillus
pumilus (cepas SF3 y SF4) aisladas de raices de girasol, mejora el crecimiento de las plantas
en condiciones normales y de estrés hidrico, como el rendimiento del cultivo de girasol a

campo.

Objetivo general

Evaluar los efectos de la aplicacion de las cepas Achromobacter xylosoxidans (SF2) y
Bacillus pumilus (SF3 y SF4) sobre el crecimiento de la planta de girasol, en laboratorio y
campo, y profundizar el conocimiento de las relaciones hormonales entre el cultivo vegetal

y las cepas bacterianas, en condiciones normales y de estrés hidrico.

Objetivos especificos
I) Evaluar la viabilidad de los indculos bacterianos SF2, SF3 y SF4, y co-in6culos SF2-SF3

y SF2-SF4 en funcidn a la composicion del medio de cultivo y el tiempo de almacenamiento.

I1) Evaluar la produccion de las hormonas acido salicilico (SA), &cido jasmoénico (JA), acido
indol-3-acético (AIA) y &cido abscisico (ABA), en cultivos de las cepas bacterianas SF2,
SF3y SF4.

I11) Evaluar el efecto de la inoculacion simple y co-inoculacion de las cepas SF2, SF3 'y SF4
sobre el crecimiento temprano de plantulas de girasol cultivadas in vitro, en sustrato sélido,

y determinar la produccion de hormonas en condiciones normales y de estrés hidrico.

IV) Evaluar el efecto de la inoculacion simple de las cepas SF2, SF3 y SF4 sobre el
crecimiento temprano de plantulas de girasol cultivadas in vitro en sustrato liquido, en

condiciones normales y de estrés hidrico.

V) Evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de acido salicilico (SA), acido jasmanico (JA),
acido giberélico As (GAz), acido indol-3-acético (AlA) y acido abscisico (ABA), y sus
combinaciones, sobre el crecimiento temprano de plantulas de girasol crecidas in vitro, en

sustrato solido e inoculadas con cepas de SF2, SF3 y SF4.

V1) Evaluar el efecto de la inoculacion simple de las cepas bacterianas individuales SF2,
SF3 'y SF4, sobre el rendimiento de las plantas de girasol en condiciones de campo.
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Materiales y métodos
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1. Especie vegetal y cepas bacterianas

Especie vegetal: germoplasma comercial de Helianthus annuus L. (girasol) Paraiso 24.
Cepas bacterianas: Achromobacter xylosoxidans (SF2) y Bacillus pumilus (SF3 y SF4)
(Forchetti y col., 2007).

2. Viabilidad de las cepas bacterianas individuales

Cincuenta ml de los medios de cultivo Luria Bertani (LB), Glucosa-Levadura (GY) y
Ommafuvbe modficado (OM) (Ver anexo), se inocularon con 1 ml de cultivo puro (108
ufc.ml™) de las cepas bacterianas por separado y, se almacenaron en envases de vidrio a 27
°C. El recuento de unidades formadoras de colonias se realizé en agar LB a los 30, 90, 180
y 365 dias. Se efectuaron cuatro repeticiones y los recuentos se realizaron por duplicado.
Los tratamientos fueron:

LB: medio LB sin inocular.

GY: medio GY sin inocular.

OM: medio OM sin inocular.

LB-SF2: cepa SF2 en medio LB.

LB-SF3: cepa SF3 en medio LB.

LB-SF4: cepa SF4 en medio LB.

GY-SF2: cepa SF2 en medio GY.

GY-SF3: cepa SF3 en medio GY.

GY-SF4: cepa SF4 en medio GY.

OM-SF2: cepa SF2 en medio OM.

OM-SF3: cepa SF3 en medio OM.

OM-SF4: cepa SF4 en medio OM.

Los resultados obtenidos se analizaron con el programa estadistico Infostat a través de un
ANOVA de una via, LSD de Fisher con p<0,05.

3. Viabilidad de las cepas bacterianas en co-inoculos

Cincuenta ml de medio de cultivo LB se co-inocularon con 0,5 ml de cultivo puro (1x10®
ufc.ml™) de las cepas bacterianas y, se almacenaron en envases de vidrio a 27 °C. El recuento
de unidades formadoras de colonias se realiz6 en agar LB a las 48 h y a los 30, 90, 180 dias.
Se efectuaron tres repeticiones y los recuentos se realizaron por duplicados.

Los tratamientos fueron:

41



LB: medio LB sin inocular.

LB-SF2-SF3: cepas SF2 y SF3 en medio LB.

LB-SF2-SF4: cepas SF2 y SF4 en medio LB.

Debido a que fundamentalmente se trataba de dilucidar la viabilidad de las cepas de
diferentes generos en convivencialas, es que no se evalué el co-inoculo SF3-SF4.

Los resultados obtenidos se analizaron cuantitativamente mediante la observacion de la

capacidad de crecimiento de las cepas.

4. Produccion de hormonas por las cepas bacterianas

Cincuenta ml de los medios de cultivo LB, GY y OM se inocularon con 1 ml de las cepas
bacterianas por separado. Los cultivos se llevaron a estufa con agitacion a 27 °C durante 96
h. Finalizado el periodo de crecimiento, 10 ml de cada cultivo se centrifugaron a 8000 rpm
durante 20 min a 4 °C y se procedié segun protocolo Durgbanshi y col. (2005), para la
determinacién de la produccion de SA, JA, ABA, AlA.

El volumen restante de los cultivos se almacend durante 6 meses a 28 °C y, cumplido el
periodo, se realizaron nuevamente las determinaciones hormonales. Se efectuaron cinco
ensayos. El periodo de almacenamiento aplicado fue determinado de acuerdo a la normativa
que rige para los productos inoculantes del mercado actual.

Los tratamientos fueron:

LB: medio LB sin inocular.

GY: medio GY sin inocular.

OM: medio OM sin inocular.

LB-SF2: cepa SF2 en medio LB.

LB-SF3: cepa SF3 en medio LB.

LB-SF4: cepa SF4 en medio LB.

GY-SF2: cepa SF2 en medio GY.

GY-SF3: cepa SF3 en medio GY.

GY-SF4: cepa SF4 en medio GY.

OM-SF2: cepa SF2 en medio OM.

OM-SF3: cepa SF3 en medio OM.

OM-SF4: cepa SF4 en medio OM.

A partir del ensayo se determind la capacidad de las bacterias de producir hormonas

vegetales. Los datos obtenidos no fueron sometidos a analisis estadistico debido a que solo
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se pretendia determinar si las cepas bacterianas producian o no hormonas en los diferentes

medios de cultivo.

5. Ensayos de inoculacion bacteriana en plantas de girasol

5.1. Inoculacion de semillas

La inoculacién de semillas se efectu6 mediante el agregado de 1 ml de medio LB
conteniendo la/s cepa/s y cultivado a 28 °C/100 rpm (hasta alcanzar una densidad Optica de
0,75-1 y 108 ufc.ml?), disuelto en 0,16 ml de adherente protector concentrado soluble
(derivado celul6sico) cada 100 g de semillas de girasol.

5.2. Inoculacién simple y co-inoculacién de plantulas de girasol cultivadas en condicién
control y de estreés hidrico, en sustrato sélido

Cinco semillas de girasol se colocaron en macetas conteniendo arena estéril al 60 % de
capacidad de campo, y se llevaron a camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de
luz (28 °C) / 8 h oscuridad (20 °C). Las macetas se cubrieron con bolsas transparentes. Al
4to dia se retiraron las bolsas y se comenz6 el tratamiento de riego con solucién Hoagland
(HOA) Y2 fuerza ionica o con Polietilenglicol (PEG) 14,7% p/v (-2,03 MPa). Ademas, las
plantulas se inocularon y co-inocularon con las cepas bacterianas a razén de 1 ml de inéculo
por semilla sembrada, con una cantidad de 108 ufc.ml™* por cepa bacteriana. A las plantulas
co-inoculadas se les agregd 0,5 ml de cada inoculo y a las plantulas control 1 ml de medio
LB estéril. Se realizaron cinco ensayos, con tres repeticiones de los tratamientos, descartando
al azar dos plantulas por maceta.

Los tratamientos fueron:

N: plantulas sin inocular, regadas con HOA.

PEG: plantulas sin inocular, regadas con PEG.

SF2: pléntulas inoculadas con SF2, regadas con HOA.

SF3: pléntulas inoculadas con SF3, regadas con HOA.

SF4: plantulas inoculadas con SF4, regadas con HOA.

SF2-PEG: plantulas inoculadas con SF2, regadas con PEG.

SF3-PEG: plantulas inoculadas con SF3, regadas con PEG.

SF4-PEG: plantulas inoculadas con SF4, regadas con PEG.

SF2-SF3: plantulas inoculadas con SF2, SF3, regadas con HOA.

SF2-SF4: plantulas inoculadas con SF2, SF4, regadas con HOA.
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SF3-SF4: plantulas inoculadas con SF3, SF4, regadas con HOA.

SF2-SF3-PEG: plantulas inoculadas con SF2 y SF3, regadas con PEG.

SF2-SF4-PEG: plantulas inoculadas con SF2 y SF4, regadas con PEG.

SF3-SF4-PEG: pléantulas inoculadas con SF3 y SF4, regadas con PEG.

Para generar estrés hidrico se utilizo PEG debido a que es un polimero no iénico y que, por
su alto peso molecular, no penetra facilmente los tejidos vegetales (Tirkan y col., 2005;
Landjeva y col., 2008). El porcentaje aplicado proviene de trabajos previos realizados en el
laboratorio (Forchetti y col., 2007).

A los 15 dias de cultivo, las plantulas se cosecharon y se midié el contenido relativo de agua
(CRA), longitud y peso fresco y seco de parte aérea y radical. A partir del material vegetal
liofilizado, se cuantificaron SA, JA, ABA y AIA mediante el protocolo modificado de
Durgbanshi y col. (2005).

5.3. Contenido relativo de agua (CRA) en plantulas de girasol inoculadas y co-
inoculadas, cultivadas en condiciones control y de estrés hidrico, en sustrato solido
El anélisis se llevo a cabo con nueve plantas por tratamiento. Se cortaron discos de las hojas
superiores de plantas de 18 dias de crecimiento y se determino el peso fresco (PF), peso
turgente (PT) y peso seco (PS) de los diferentes pool de hojas correspondientes a los
diferentes tratamientos. EI CRA se calcul6 de acuerdo a la ecuacion:

CRA (%) = (PF - PS) / (PT — PS) x 100
Los resultados se analizaron con el programa estadistico Infostat a traves de un ANOVA de
dos vias, LSD de Fisher con p<0,05

5.4. Inoculacion de plantulas de girasol cultivadas en condicidén control y de estrés
hidrico, en sustrato liquido

Veinticinco semillas de girasol inoculadas, se colocaron en bandeja entre papel humedecido
con agua destilada y se llevaron a cdmara de crecimiento durante 72 h con un fotoperiodo
de 16 h de luz (28 °C) / 8 h oscuridad (20 °C). Cinco plantulas de cada tratamiento se
trasplantaron a tubos Falcon conteniendo HOA o PEG y se cubrieron, durante cuatro dias,
con bolsas transparentes. Se realizaron cinco ensayos con cinco repeticiones por tratamiento.
Los tratamientos fueron:

N: plantulas sin inocular, con HOA.

PEG: plantulas sin inocular, con PEG.
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SF2: pléntulas inoculadas con SF2, con HOA.

SF3: plantulas inoculadas con SF3, con HOA.

SF4: plantulas inoculadas con SF4, con HOA.

SF2-PEG: plantulas inoculadas con SF2, con PEG.

SF3-PEG: plantulas inoculadas con SF3, con PEG.

SF4-PEG: plantulas inoculadas con SF4, con PEG.

A los 15 dias de cultivo, las plantulas se cosecharon y se midié longitud y peso fresco y seco
de parte aérea y radical. Los resultados fueron analizados a través de un ANOVA de dos vias
con el programa estadistico Infostat, con test a posteriori LSD de Fisher con p<0,05.

5.5. Ensayos de inoculacion a campo

Los ensayos se realizaron durante 3 ciclos agricolas, en campos situados en las localidades
de Bulnes, Vicufia Mackenna y Manfredi. El disefio experimental correspondié a Alpha
Lattice con 4 repeticiones al azar, colocadas en 2 hileras de 5,10 metros.

Los tratamientos realizados fueron:

N: plantas sin inocular.

Nit: plantas sin inocular y fertilizacion quimica.

AZO: plantas inoculadas con Azospirillum sp.

SF2: plantas inoculadas con cepa SF2.

SF3: plantas inoculadas con cepa SF3.

SF4: plantas inoculadas con cepa SF4.

AZO-Nit: plantas inoculadas con Azospirillum sp. y fertilizacién quimica.

SF2-Nit: plantas inoculadas con SF2 y fertilizacion quimica™.

SF3-Nit: plantas inoculadas con SF3 y fertilizacion quimica*.

SF4-Nit: plantas inoculadas con SF4 y fertilizacion quimica*.

*La fertilizacion quimica se realizd con 135 kg de urea ha adicionada al momento de la
siembra.

La evaluacion del efecto de los diferentes tratamientos se llevo a cabo midiendo las variables
detalladas en la Tabla 2, las cuales fueron determinadas en los estadios fenologicos citados,

segun clasificacion de Schneiter y Miller (1981).
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Tabla 2. Variables medidas en los cultivos de girasol de los ensayos realizados a campo.

Variables Abreviatura Estadio fenoldgico
Capitulos cosechados / parcela (n°) CAP R9
Rendimiento grano / ha (kg hat) RENSH R9
Contenido de aceite (%) MG R9
Peso de 1000 semillas (g) PS R9
Rendimiento materia grasa / ha (kg ha™*)* RENMGH R9
Rendimiento grano / ha (kg ha™) RENSA R9
Plantas / ha (n°) PLH R7
Humedad (%) HUM R9
Numero de semillas / capitulo (n°) NSC R9

*Determinado con un equipo de resonancia magnética nuclear, disponible en el INTA EEA Manfredi.

Los resultados fueron analizados a través de un ANOVA utilizando para ello el programa

estadistico SAS (Statistical Analysis Sofware) version 8.

6. Ensayos de aplicacion exdgena de hormonas

6.1. Aplicacion exdgena de hormonas en plantulas de girasol

Cinco semillas de girasol se colocaron en macetas conteniendo arena estéril al 60 % de la

capacidad de campo, y se llevaron a camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de

luz (28 °C) / 8 h oscuridad (20 °C). Las macetas se cubrieron con bolsas transparentes durante

cuatro dias. Luego se quitaron las bolsas y comenzo el riego con las soluciones de las

hormonas: SA, JA, GAs, AIA y ABA. Se realizaron cinco ensayos con cinco repeticiones

por tratamiento.

Los tratamientos fueron:

C: control, plantulas sin inocular, regadas con HOA

SA (-7M): plantulas regadas con 1 ppm de SA

SA (-8M): plantulas regadas con 0,1 ppm de SA

JA (-8M): plantulas regadas con 0,1 ppm de JA
JA (-10M): plantulas regadas con 0,001ppm de JA
GAs (-4M): plantulas regadas con 300 ppm de GAg
GAs (-5M): plantulas regadas con 30 ppm de GAs
AlA (-5M): plantulas regadas con 17 ppm de AIA
AlA (-6M): plantulas regadas con 1,7 ppm de AIA
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ABA (-7M): pléantulas regadas con 0,026 ppm de ABA

ABA (-8M): plantulas regadas con 0,0026 ppm de ABA

A los 15 dias de cultivo las plantulas se cosecharon y se midié longitud, peso fresco y seco
de parte aérea y radical. Los resultados fueron analizados a través de un ANOVA de una via
con el programa estadistico Infostat con test a posteriori LSD de Fisher con p<0,05.

6.2. Aplicacion exdgena de mezclas de hormonas en plantulas de girasol inoculadas
Del ensayo anterior se seleccionaron las concentraciones de las hormonas a la cual las
plantulas mostraron, al momento de la cosecha, mayor crecimiento (longitud y peso), y con
ellas se elaboraron dos mezclas hormonales: M1 se prepard con AlA (-6M), ABA (-8M) y
JA (-10M), y M2 con AIA (-6M), ABA (-8M), JA (-10M), SA (-8M) y GA3 (-4M).

Los tratamientos fueron:

N: plantulas sin inocular, regadas con HOA.

SF2: plantulas inoculadas con SF2, regadas con HOA.

SF3: plantulas inoculadas con SF3, regadas con HOA.

SF4: plantulas inoculadas con SF4, regadas con HOA.

M1-N: plantulas sin inocular, regadas con M1.

M1-SF2: plantulas inoculadas con SF2, regadas con M1.

M1-SF3: plantulas inoculadas con SF3, regadas con M1.

M1-SF4: plantulas inoculadas con SF4, regadas con M1.

M2-N: plantulas sin inocular, regadas con M2.

M2-SF2: plantulas inoculadas con SF2, regadas con M2.

M2-SF3: plantulas inoculadas con SF3, regadas con M2.

M2-SF4: plantulas inoculadas con SF4, regadas con M2.

A los 15 dias las plantulas se cosecharon y se midié longitud y peso fresco y seco de parte
aérea y radical. Los resultados fueron analizados a través de un ANOVA de dos vias con el
programa estadistico Infostat.
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Resultados



1. Viabilidad de las cepas bacterianas individuales

El analisis de la viabilidad de las bacterias demostrd que, en general, los cultivos
alcanzan recuentos de 10° ufc.ml al final del periodo de almacenamiento.

La cepa SF2 mostré mayor viabilidad en el medio LB, luego de los 30 dias de
almacenamiento, aunque sin diferencias significativas respecto de los deméas medios hasta
el final del ensayo, donde se observaron diferencias significativas entre los medios LB
(8x10° ufc.ml™) y OM (5,6x10° ufc.ml ™) respecto al medio GY (2,8x10° ufc.ml ™) (Fig. 13a).
La cepa SF3 mostrd mayor viabilidad y estabilidad celular en el medio LB, que en los medios
OM vy GY, a lo largo de todo el periodo de almacenamiento, siendo el recuento al final del
ensayo de 1,6x10" ufc.ml (Fig. 13b).

La cepa SF4, mostr06 mayor nimero de células viables a los 30 dias de
almacenamiento en el medio LB, aunque se observaron fluctuaciones. En los medios OM y
GY, su comportamiento fue estable, alcanzando al finalizar el periodo de almacenamiento

recuentos de 1,9x107 y 1,5x107 ufc.ml?, respectivamente (Fig. 13c).
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Debido a que el medio LB fue el que propicié de manera adecuada el rendimiento y
mantencion de la biomasa de las cepas bacterianas, y ademas es econémico y sencillo de

preparar, es que los ensayos de viabilidad de los co-indculos se realizaron solo en dicho
medio.
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2. Viabilidad de las cepas bacterianas en co-inoculos

La viabilidad se evalué en los co-in6culos SF2-SF3 y SF2-SF4, para tratar de
dilucidar la convivencia entre cepas de diferentes generos.

Las bacterias cultivadas de manera combinada, mostraron a lo largo de todo el
ensayo, concentraciones entre 1x10y 1x10® ufc.ml* (Figs. 14a y b).

La cepa SF2 se mantuvo en valores de alrededor de 1x107 ufc.ml? durante los
primeros tres meses de almacenamiento, incrementando el nimero de células (1x108 ufc.ml-
1) al final de los ensayos (Figs. 14a y b).

Las cepas SF3 'y SF4 se comportaron de manera similar, combinadas con la cepa SF2.
La cepa SF3 se mantuvo en aproximadamente 1x10® ufc.ml™* aunque disminuy6 durante el
altimo periodo de almacenamiento, alcanzando un nivel celular de 2x107 ufc.ml! (Fig. 14a).

Mientras que para la cepa SF4 los recuentos fueron superiores a 1x108 ufc.ml™ durante todo
el ensayo (Fig. 14b).
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Fig. 14. Recuento de colonias de las cepas SF2 (azul), SF3 (verde) y SF4 (rojo), cultivadas en medio LB de

manera combinada, SF2-SF3 a) y SF2-SF4 b), a los 2, 30, 90 y 180 dias de almacenamiento. Los puntos
representan la media = EE (n=3).

3. Capacidad de produccién de hormonas por las bacterias SF2, SF3 y SF4
En los tres medios de cultivo ensayados se identifico la presencia de las hormonas
SA, AlA, JA'y ABA, producidas por las 3 cepas analizadas, siendo los medios GY y OM

los que mayor proporcion de JA'y SA mostraron, y el medio LB el que mayor concentracion
de AIA y ABA exhibio (Fig. 15).
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En particular, a los 4 dias de cultivo la cepa SF2 mostr6 mayor produccion de SA
cuando crecio en el medio GY (Fig. 15a), mientras que en LB produjo principalmente ABA,
JA'y AlA (Figs. 15b, ¢ y d); alcanzando esta ultima una concentracion similar en el medio
OM (Fig. 15b). Al mismo tiempo de incubacion, la cepa SF3 mostré mayor produccion de
las cuatro hormonas en medio LB respecto de los otros medios analizados.

La cepa SF4 produjo mayor concentracion de SA en el medio de crecimiento GY (Fig. 15a).
Asimismo, una mayor produccion de SA se observo en GY, en relacion con el resto de las
hormonas determinadas en LB (Figs. 15b, c y d).

Al final del periodo de almacenamiento (180 dias), la cepa SF2 mostr6 mayor
produccion de SA en el medio OM (Fig. 15a), y del resto de las hormonas en LB (Figs. 15b,
cyd). La cepa SF3 produjo SA en concentraciones similares en los tres medios ensayados
(Fig. 15a), mientras que produjo mayor concentracion de ABAy AlA en LB (Figs. 15b y d).
JA fue producido en concentraciones similares en los tres medios (Fig. 15c¢). La cepa SF4
produjo SA, AlAy JA en concentraciones similares, en los tres medios de cultivo (Figs. 15a,

b y c), mientras que la concentracion de ABA fue superior en el medio LB (Fig. 15d).
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Fig. 15. Produccion de SA a), AIA b), JA ¢) y ABA d) por las cepas bacterianas SF2, SF3 y SF4, en los

medios de cultivo LB (rojo), GY (azul) y OM (verde), a los 4 y a los 180 dias de almacenamiento. N: medio

sin indculo. La barras representa la media, n=2.
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4. Efecto de la inoculacion simple y co-inoculacion en plantulas de girasol cultivadas en
condicidn control y de estrés hidrico, en sustrato sélido

El efecto de la inoculacion de las bacterias en inoculos simples y mixtos, en
condiciones normales y de estrés hidrico se determind mediante el analisis de pardmetros de

crecimiento de las plantulas a los 18 dias de crecimiento.

4.1 Diametro del tallo

Las plantulas crecidas en estrés hidrico mostraron reduccion significativa del
didmetro del tallo respecto a las plantulas control (Fig. 16).

En condiciones control todos los tratamientos bacterianos incrementaron el diametro
del tallo respecto a las plantulas sin inocular, aunque solo se observaron diferencias
significativas en las plantulas inoculadas con SF2 y co-inoculadas con SF2/SF3 (Fig. 16).

En condiciones de estrés todos los tratamientos de inoculacion y co-inoculacion
incrementaron levemente el didmetro del tallo, aunque no se observaron diferencias

significativas respecto a las plantulas control sin inocular (Fig. 16).
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Fig. 16. Diametro del tallo de plantulas de girasol inoculadas y co-inoculadas, crecidas en condiciones
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control y de estrés hidrico. N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2; SF3: plantulas
inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF3;
SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4: plantulas co-inoculadas con SF3 y SF4. Las
barras indican medias + EE. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto a las plantas sin

inocular, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a posteriori LSD de Fisher (n=5).
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4.2. Longitud de parte aéreay radical

Las plantulas en estrés hidrico disminuyeron la longitud de parte aérea y radical
respecto a las plantulas en condiciones control (Figs. 17ay b).

Las inoculaciones con las cepas SF2, SF3 y SF4 y las co-inoculaciones no mostraron
diferencias en la longitud de la parte aérea de las plantulas respecto a las plantulas no
inoculadas (Figs. 17a y 18a y b). Por su parte, en condiciones de estrés, las plantulas
inoculadas y co-inoculadas incrementaron levemente la longitud de parte aérea (Figs. 17b y
18c y d).

Las inoculaciones y co-inoculaciones no produjeron diferencias en la longitud radical
de las plantas respecto a las crecida en condiciones control (Fig. 17a). Por el contrario, las
plantulas crecidas en condiciones de estrés incrementaron levemente este parametro con

todos los tratamientos bacterianos (Fig. 17b).
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Fig. 17. Longitud de parte aérea y radical de plantulas de girasol inoculadas y co-inoculadas crecidas en
condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3: plantulas co-inoculadas
con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4: plantulas co-inoculadas con
SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a posteriori LSD
de Fisher (n=5).
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Fig. 18. Plantulas de girasol de 18 dias crecidas en condiciones control a) y b) y de estrés hidrico c) y d),
inoculadas a) y c) y co-inoculadas b) y d). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3: plantulas co-inoculadas
con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4: plantulas co-inoculadas con
SF3y SF4.

4.3. Peso fresco de parte aérea y radical

En condiciones control, las plantulas presentaron mayor peso fresco de parte aérea
que aquellas sometidas a condiciones de estrés, mientras que el peso fresco de la raiz de las
plantulas fue similar en la condicion de estrés, respecto a la control (Figs. 19a y b).

Las inoculaciones simples no modificaron el peso fresco de la parte aérea, mientras
que los tres tratamientos de co-inoculacion produjeron un incremento de dicho parametro

respecto a las plantulas sin inocular (Fig.19a). Por otro lado, en estrés, los tratamientos
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bacterianos, individuales o combinados, causaron un leve incremento del peso fresco aéreo,
aunque sin diferencias significativas respecto a las plantulas sin inocular (Fig.19b).

Los tratamientos de inoculacion y co-inoculacion no modificaron el peso fresco
radical en ninguna de las condiciones analizadas (Figs. 19a y b).
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Fig. 19. Peso fresco de parte aérea y radical de plantulas de girasol inoculadas y co-inoculadas, crecidas en
condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3: plantulas co-inoculadas
con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4: plantulas co-inoculadas con
SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto a
las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a posteriori LSD de Fisher (n=5).

4.4 Peso seco de parte aérea y radical

Las plantulas sin inocular crecidas en estrés (Fig. 20b) redujeron 1,5 veces el peso
seco del tallo comparado con las plantulas control (Fig. 20a).

En condiciones control, la inoculacion con SF2 y las tres co-inoculaciones
incrementaron el peso seco del tallo comparado con las plantulas sin inocular (Fig. 20a).
Bajo estrés, los tratamientos de inoculacion con las cepas SF2 y SF3, también produjeron
aumento del peso seco, aunque en menor grado (Fig. 20b).
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En contraste a los resultados obtenidos en tallo, el peso seco radical de las plantulas
estresadas y no inoculadas (Fig. 20b) incrementd un 7% respecto a las plantulas sin inocular
crecidas en condiciones control (Fig. 20a).

El peso seco radical de las plantulas inoculadas en condiciones control (Fig. 20a) y

en estrés (Fig. 20b) no mostré diferencias significativas respecto a aquellas sin inocular.
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Fig. 20. Peso seco de parte aérea y radical de plantulas de girasol inoculadas y co-inoculadas crecidas en
condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3: plantulas co-inoculadas
con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4: plantulas co-inoculadas con
SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto a
las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a posteriori LSD de Fisher (n=5).

4.5. Contenido de SA
En condiciones de crecimiento control, el contenido de SA en la parte aérea fue

similar en todas las plantulas, independientemente del tratamiento de inoculacién. En las

mismas condiciones de crecimiento, las raices de las plantulas inoculadas con SF3 y co-
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inoculadas con SF2/SF3 y SF3/SF4, presentaron mayor contenido de SA que las plantulas
sin inocular, siendo el incremento de aproximadamente 10000, 17000 y 12000 pmol.g?,
respectivamente (Fig. 21a).

Las plantulas crecidas en condicion de estrés mostraron un incremento de
aproximadamente 6 veces de SA en parte aérea, respecto las plantulas en condicion control.
Los tratamientos de inoculacion no tuvieron efecto significativo sobre el contenido de la
hormona en parte aérea, respecto a las plantulas sin inocular. Por su parte la co-inoculacién
con SF3/SF4 produjo una reduccion de ~19300 pmol.g™ de la hormona, y la co-inoculacion
con SF2/SF3 aumentd levemente el contenido de la hormona en raiz, respecto al de las
plantas sin inocular (Fig. 21b).

En resumen, el contenido de SA en raiz fue mayor que en tallo en las plantulas control
(Fig. 21a), por el contrario, en condiciones de estrés el contenido de SA en raiz fue menor
que en tallo (Fig. 21b).
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Fig. 21. Contenido de SA en parte aérea y radical, de plantulas inoculadas y co-inoculadas, crecidas en
condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;

SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3: plantulas co-inoculadas
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con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4: plantulas co-inoculadas con
SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE. Letras diferentes representan diferencias significativas con
p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a posteriori LSD de Fisher (n=5).

4.6. Contenido de AIA

El contenido de AlA en el tallo de las plantulas control fue levemente superior en las
inoculadas con SF3 'y SF4 y en las tres co-inoculaciones, comparadas con las plantulas sin
inocular. En la raiz de las plantulas control el contenido de AIA fue mayor en las inoculadas
con SF3 y en las co-inoculadas con SF2/SF3 y SF3/SF4, respecto a las sin inocular (Fig.
22a).

En condiciones de estrés, el contenido de AlA en tallo de las plantulas inoculadas no
mostro diferencias con el de las plantas no inoculadas. Mientras que el contenido de esta
hormona aumento significativamente en las co-inoculadas con SF2/SF3 y SF2/SF4, en
particular, el ultimo tratamiento causo un incremento de 6 veces en comparacion a las plantas
no inoculadas (Fig. 22a). El contenido de AlA en raices de plantulas estresadas aumenté con
todos los tratamientos bacterianos, simples o combinados, aunque las co-inoculaciones
causaron un incremento méas notable que las inoculaciones simples. EI mayor contenido de
la hormona (5,5 veces mayor que el contenido de las no inoculadas) se observé en las
plantulas co-inoculadas con SF3/SF4 (Fig. 22b).
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Fig. 22. Contenido de AIA en parte aérea y radical, de plantulas de plantulas de girasol inoculadas y co-
inoculadas, crecidas en condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas
inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3:
plantulas co-inoculadas con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4:
plantulas co-inoculadas con SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE. Letras diferentes representan
diferencias significativas respecto a las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a
posteriori LSD de Fisher (n=5).

4.7. Contenido de ABA

En condiciones control, el contenido de ABA en tallos y raices no mostro diferencias
en las plantas tratadas con los inoculos simples respecto a las plantas in inocular mientras
que las co-inoculaciones si produjeron incremento significativo (Fig. 23a).

En estrés, el contenido de ABA en tallos aumentd en las plantulas co-inoculadas
aproximadamente 6 veces respecto al control sin inocular (Fig. 23b). Asimismo, en las raices
de plantulas estresadas, ABA incrementd significativamente 10, 12 y 11 veces en los
tratamientos de co-inoculaciones con SF2/SF3, SF2/SF4 y SF3/SF4 respectivamente (Fig.
23b).
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En ambas condiciones de crecimiento, el contenido de ABA en los érganos de las
plantulas fue modificado principalmente por las co-inoculaciones, siendo mayor la

acumulacion en tallos que en raices.
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Fig. 23. Contenido de ABA en parte aérea y radical, de plantulas de plantulas de girasol inoculadas y co-
inoculadas, crecidas en condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas
inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3:
plantulas co-inoculadas con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4:
plantulas co-inoculadas con SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE. Letras diferentes representan
diferencias significativas respecto a las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a
posteriori LSD de Fisher (n=5).

4.8. Contenido de JA
El contenido de JA en los tallos de plantulas crecidas en condiciones control e
inoculadas con una sola bacteria fue significativamente menor que en las no inoculadas,

mientras que la co-inoculacién no tuvo efecto. En las raices la inoculacion con SF2 y SF4
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produjo una leve disminucion de JA, mientras que la co-inoculacion con SF2/SF3
incremento aproximadamente 2 veces el contenido respecto de las no inoculadas (Fig. 24a).
En los tallos de las plantulas estresadas JA aumenté por efecto de las co-
inoculaciones con SF2/SF3 y SF2/SF4; mientras que en las raices el contenido de JA no se
modifico por los tratamientos bacterianos (Fig. 24b).
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Fig. 24. Contenido de JA en parte aérea y radical, de plantulas de plantulas de girasol inoculadas y co-
inoculadas, crecidas en condiciones control a) y de estrés hidrico b). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas
inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4; SF2/SF3:
plantulas co-inoculadas con SF2 y SF3; SF2/SF4: plantulas co-inoculadas con SF2 y SF4; SF3/SF4:
plantulas co-inoculadas con SF3 y SF4. Las barras indican medias + EE. Letras diferentes representan
diferencias significativas respecto a las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA de dos vias y test a
posteriori LSD de Fisher (n=5).

En sintesis, en condiciones de crecimiento de estrés hidrico, la hormona mas

abundante en la parte aérea de las plantas de girasol fue SA, alcanzando concentraciones
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entre 20000-45000 pmol.g™t PS. En la parte radical el ABA fue la hormona que mostré mayor

incremento, alcanzando concentraciones entre 500-4000 pmol.g™* PS.

4.9. Contenido total de hormonas

El efecto de la inoculacién y co-inoculacion sobre el contenido de hormonas en las
plantulas enteras se ilustra en Fig. 25. Como se observa, en condiciones de estrés SA es la
hormona principal en las plantulas inoculadas y co-inoculadas. El contenido de ABA
aumentd por las co-inoculaciones, en ambas condiciones de crecimiento. En estrés, el
contenido de AIA disminuy6 por efecto de la inoculaciéon simple, mientras que la co-
inoculacién tuvo el efecto inverso. Por su parte, el JA disminuyé en mayor medida por efecto

de los tratamientos bacterianos en condiciones de estrés.
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Fig. 25. Patron de distribucion
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4.10. Contenido relativo de agua (CRA)

En condiciones de crecimiento control, el CRA fue mayor en las plantas tratadas con
inoculos simples (95,8%) y en aquellas co-inoculadas (97,9%) respecto a las no inoculadas
(94,6%). En condiciones de estrés, los valores de CRA de todos los tratamientos fueron
menores que los obtenidos de plantas sin estrés. El valor mas alto se registro para las plantas
co-inoculadas (80%), seguido de las plantas tratadas con idculos simples (72%) y las plantas
no inoculadas (70,4%). Si bien, la condicién de estrés hidrico disminuy6 el CRA en todos

los tratamientos, las bacterias combinadas mejoraron el estado hidrico de las plantas.
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5. Efecto de la inoculacion simple de plantulas de girasol cultivadas en condicién
control y de estrés, en sustrato liquido,

Los ensayos de hidroponia mostraron, al igual que los realizados en macetas, que la
condicion de estrés hidrico afecta el desarrollo de las plantulas, disminuyendo visiblemente
los parametros de crecimiento (Fig. 26).

Fig. 26. Plantulas de girasol inoculadas, crecidas en condiciones control y de estrés, en sustrato liquido. N:

plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas
inoculadas con SF4.

5.1. Longitud de parte aéreay radical

Las plantulas crecidas en condiciones de estrés hidrico mostraron menores valores
de la longitud de parte aérea y radical respecto a las plantulas en condiciones control (Figs.
27ayDb).

En condiciones control, las inoculaciones no mostraron diferencias en la longitud de

parte aérea y radical, respecto a las plantulas sin inocular (Fig. 27a). Por otro lado, las plantas
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crecidas en condiciones de estrés e inoculadas mostraron mayores valores de longitud de
tallo de aproximadamente un 10% mayor (Fig. 27b).
En raiz se observo una mayor longitud en las plantulas inoculadas con las tres cepas

bacterianas, superando al control sin inocular en promedio en un 7% (Fig. 27b).
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Fig. 27. Longitud de parte aérea y radical de plantulas de girasol inoculadas, crecidas condiciones control
a) y de estrés hidrico b), en sustrato liquido. N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4. Las barras indican medias + EE. Los
asteriscos representan diferencias significativas respecto a las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA
de dos vias y andlisis MLGM (n=5).

5.2. Peso fresco de parte aéreay radical

Las plantulas crecidas en estrés mostraron un peso fresco de la parte aérea y radical
significativamente menor, respecto a las plantulas control.

En condiciones control, las inoculaciones con las cepas SF2 y SF3, mostraron valores
levemente mayores de peso fresco de parte aérea (Fig. 28a). Mientras que en estrés los tres
tratamientos bacterianos produjeron incremento de este pardmetro, incluso mayor que el
observado en la condicion control, llegando a aumentarlo en promedio en un 11% (Fig. 28b).
En raiz la respuesta al estrés y a las inoculaciones fue similar que en la parte aérea. En

condiciones control se observo un mayor peso fresco de la raiz de las plantulas inoculadas
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con las tres cepas bacterianas, superando al peso de las plantas sin inocular, en un promedio
de 17% (Fig. 28a). De manera similar, en estrés, los tratamientos bacterianos incrementaron

el peso fresco radical en un 23%, respecto al de las plantas sin inocular (Fig. 28b).
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Fig. 28. Peso fresco de parte aérea y radical de plantulas de girasol inoculadas, crecidas condiciones control
a) y de estrés hidrico b), en sustrato liquido. N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4. Las barras indican medias + EE. Los
asteriscos representan diferencias significativas respecto a las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA
de dos vias y analisis MLGM (n=5).

5.3. Peso seco de parte aéreay radical

Las plantulas crecidas en estrés mostraron una disminucion significativa del peso
seco de la parte aérea, respecto a las plantulas control.

En condiciones control, las inoculaciones con las cepas SF2 y SF3, incrementaron
levemente el peso seco del tallo, superando al del control sin inocular en 5% y 11%,
respectivamente (Fig. 29a). Si bien el estrés redujo el peso seco de la parte aérea de todas las
plantulas, las tres inoculaciones produjeron incrementos del parametro medido, en un 10%,
18% y 3%, respecto al peso registrado en las plantulas no inoculadas (Fig. 29b).

Por otro lado, en la condicién control se observé incremento en el peso seco de raiz

en las plantulas crecidas inoculadas con las tres cepas respecto a las plantulas sin inocular.
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Dichos tratamientos superaron al control 5%, 22% y 7% (Fig. 29a). En estrés el incremento

producido por los tratamientos bacterianos superé al control en 30%, 13% y 17% (Fig. 29b).

400 + &) Control b) Estrés

*

300 -+

200

1

PSPA(mgQ)

100 -+

100 -+

PSPR (mg)

200 -
Y DY
A %Q’L %Q'b o A\ %(,'L %Q'b &

Fig. 29. Peso seco de parte aérea y radical de plantulas de girasol inoculadas, crecidas en condiciones control
a) y de estrés hidrico b), en sustrato liquido. N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2;
SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4. Las barras indican medias = EE. Los
asteriscos representan diferencias significativas respecto a las plantas sin inocular, con p<0,05 para ANOVA
de dos vias y andlisis MLGM (n=5).

6. Ensayos de inoculacion a campo
6.1. Localidad de Manfredi

En los ensayos realizados en el campo experimental del INTA-Manfredi las plantas
inoculadas con las cepas bacterianas mostraron un mayor nimero de capitulos por parcela
que su control sin inocular en el ciclo 2008/2009, mayor nimero de semillas por capitulo en
los cuatro ciclos agricolas y, solo el SF2 produjo aumento del peso de mil semillas en tres
de los cuatro ciclos (Tabla 3).

La inoculacién con la cepa SF2 produjo aumento en el rendimiento de granos en los
ciclos 07/08, 08/09 y 11/12; los mismos resultaron un 20% (250 Kg.ha), 13% (339 Kg.ha"

1Yy 11% (189 Kg.ha) superiores al de las plantas sin inocular. Estos resultados se vieron
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reflejados directamente sobre el rendimiento de la materia grasa, incrementandolo en ~ 18,
12 y 11% respectivamente (Fig. 30).

La inoculacion con la cepa SF3 produjo aumento del rendimiento de granos en los
dos ciclos en las que se aplicé (10/11y 11/12); siendo los rendimientos 4%y 7% (123 y 114
Kg.ha) superiores al de las plantas sin inocular. Ademas produjo incremento en el
rendimiento de materia grasa del 3% y 10% (40 y 75 Kg.ha?) (Fig. 30).

La inoculacién con la cepa SF4 causé incremento en el rendimiento de granos en los
ciclos 07/08 y 08/09, superando al control sin inocular en ~ 10 y 11% respectivamente (117
y 277 Kg.ha); éstos aumentos incidieron positivamente en el rendimiento de la materia
grasa, superando al obtenido en las plantas control en 8 y 14% (34 y 136 Kg.ha't) (Fig. 30).

El tratamiento con Nitrégeno, aumentd solo el nimero de semillas por capitulo
(Tabla 3). El rendimiento de granos se modifico en promedio un 3% con dicho tratamiento,
lo que implicé un aumento en materia grasa del 8%. ElI mismo tratamiento combinado con
la cepa SF2, aumentdé ambos rendimientos aunque, en promedio, no supero al tratamiento
sin inocular, incluso en algunas repeticiones el efecto fue menor que el producido por la cepa
individual. Respecto a las cepas SF3 y SF4 combinadas con Nitrogeno, se observé un leve
incremento en ambos pardmetro de rendimiento, en los ciclos 07/08, 08/09 y 10/11, sin
embargo al igual que en el caso de la inoculacién con SF2, algunas repeticiones no superaron

a los rendimientos de los tratamientos en ausencia de Nitrogeno (Fig. 30).
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Tabla 3. Numero de capitulos por parcela, namero de semillas por capitulo y peso de mil semillas (gr) de

plantas de girasol inoculadas con cepas comercial y nativas, correspondiente a los ciclos agricolas 2007/2008,

2008/2009, 2010/2011 y 2011/2012 de la localidad Manfredi.

NuUmero de capitulos por

NUmero de semillas por

Peso de mil semillas

parcela capitulo (gn)

07/08 | 08/09 | 10/11 | 11/12 | 07/08 | 08/09 | 10/11 | 11/12 | 07/08 | 08/09 | 10/11 | 11/12
N 16,2 16,5 | 155 15 | 406,4 | 741,4 | 1110 | 817,4 | 716 | 76,3 | 67,5 | 55,6
Azo 16,2 17,0 | 16,0 15 | 434,7 | 829,2 | 1077 | 788,7 | 72,6 | 77,5 | 70,0 | 56,5
SF2 16,0 17,0 | 14,0 | 13,7 | 480,5 | 810,7 | 1235 | 949,4 | 74,2 | 77,3 | 62,5 | 56,7
SF3 - - 14,0 | 145 - - 1396 | 883,4 - - 65,0 | 56,4
SF4 15,2 17,0 | 15,0 | 13,5 | 482,8 | 8834 | 1134 | 893,4 | 70,2 | 75,7 | 67,5 | 52,2
Nit 15,2 16,5 | 15,2 15 | 437,1 | 7951 | 1337 | 884,6 | 73,7 | 742 | 65,0 | 54,4
Nit-
AZ0 15,2 16,5 | 132 15 |524,4 |859,4 | 1439 | 899,5| 66,9 | 754 | 70,0 | 61,3
Nit-
SE? 16,0 17,0 | 145 15 | 446,7 | 817,8 | 1391 | 9252 | 70,9 | 75,1 | 65,0 | 59,7
Nit-
SE3 - - 15,0 | 135 - - 1343 | 927,9 - - 67,5 | 57,6
Nit-
SE4 16,0 16,7 | 14,0 16 | 490,7 | 816,7 | 1262 | 838 | 754 | 655 | 67,5 | 557

N: plantas sin inocular; Nit: plantas sin inocular tratadas con fertilizacion quimica; Azo: plantas inoculadas

con Azospirillum sp.; SF2: plantas inoculadas con SF2; SF3: plantas inoculadas con SF3; SF4: plantas

inoculadas con SF4; Nit-Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp. y con fertilizacion quimica; Nit-SF2:

plantas inoculadas con SF2 y con fertilizacion quimica; Nit-SF3: plantas inoculadas con SF3 y con

fertilizacion quimica; Nit-SF4: plantas inoculadas con SF4 y con fertilizacion quimica.
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Fig. 30. Rendimiento de granos y materia grasa de plantas de girasol inoculadas con cepas nativas, cepa
comercial y fertilizacion quimica, correspondientes a los ciclos agricolas 2007/2008, 2008/2009 y 2011/2012
en la localidad Manfredi. N: plantas sin inocular; Nit: plantas con fertilizacion quimica; Azo: plantas
inoculadas con Azospirillum sp.; SF2: plantas inoculadas con SF2; SF3: plantas inoculadas con SF3; SF4:
plantas inoculadas con SF4; Nit-Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp. y fertilizacion quimica; Nit-
SF2: plantas inoculadas con SF2 y fertilizacién quimica; Nit-SF3: plantas inoculadas con SF3 y fertilizacién

quimica; Nit-SF4: plantas inoculadas con SF4 y fertilizacién quimica.
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6.2. Localidad de Vicuiia Mackenna

En los ensayos realizados en el campo de la localidad de Vicufia Mackenna las cepas
nativas aplicadas incrementaron el peso de granos en el ciclo agricola 08/09; el nimero de
semillas por capitulo en el ciclo 10/11 y el nimero de capitulos por parcela en el ciclo 11/12
(Tabla 4)

La inoculacién con la cepa SF2 produjo aumento en el rendimiento de granos en los
ciclos agricolas 08/09 y 11/12; siendo los mismos de 124 y 10 kg.ha™, respecto a las plantas
sin inocular. Estos resultados incidieron positivamente en el rendimiento de materia grasa,
incrementandolo ~5 y 26% respectivamente (Fig. 31).

La inoculacion con la cepa SF3 produjo un leve aumento en el rendimiento de granos
en ambos ciclos, aunque el aumento observado en el rendimiento de materia grasa fue mas
notable (75 y 135 Kg.ha?) (Fig. 31).

La inoculacién con la cepa SF4, en los ciclos agricolas 10/11 y 11/12, produjo
rendimiento de granos que superaron al del control sin inocular en ~ 330 y 170 Kg.ha
respectivamente. Estos resultados incidieron positivamente en el rendimiento de materia
grasa, siendo mayores al control en 170 y 180 Kg.ha* (Fig. 31).

El tratamiento con Nitrogeno, en esta localidad, tuvo efecto positivo en el ciclo 11/12,
donde se observo incremento en el numero de capitulos por parcela (Tabla 4); dicho
parametro reflejo aumento en los rendimiento de granos (61 Kg.hat) y materia grasa (164
Kg.ha!), aunque estos valores no superaron a los de las cepas aplicadas individualmente. El
mismo tratamiento combinado con la cepa SF2 tuvo un efecto positivo en los ciclos 08/09 y
11/12, aunque las diferencias obtenidas no superaron a las producidas por la inoculacion con
la misma cepa sin nitrégeno (Fig. 31).

La cepa SF3, combinada con la aplicacion de nitrégeno, causo aumento de los rendimientos
en los dos ciclos en los que se la aplico, aunque nuevamente las diferencias observadas no
superaron a las producidas por la cepa individual respecto su control sin inocular (Fig. 31).
La cepa SF4, combinada con nitrégeno, produjo un leve incremento solo en el ciclo 10/11
y, al igual que en los otros dos tratamientos bacterianos, las diferencias provocadas no

superaron a las obtenidas por la aplicacion de la cepa individual (Fig. 31).
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Tabla 4. NUmero de capitulos por parcela, namero de semillas por capitulo y peso de mil semillas (gr) de plantas
de girasol inoculadas con cepas comercial y nativas, correspondiente a los ciclos agricolas 2008/2009, 2010/2011
y 2011/2012 en la localidad Vicufia Mackenna.

Numero de capitulos por Numero de semillas por Peso de mil semillas
parcela capitulo (gn)

08/09 10/11 | 11/12 | 08/09 10/11 | 11/12 | 08/09 | 10/11 11/12
N 16,0 16,7 11,7 | 14998 | 12682 |1137,6| 553 62,5 32,8
Az0 15,2 16,5 14 14550 | 13694 | 1438 56 60 35,9
SF2 16,0 14,7 13 14322 | 1520,6 |1131,6| 59,3 60 30,2
SF3 - 16,5 15 - 1361,8 | 974,2 - 60 30,2
SF4 14,7 16,7 13,2 | 13761 | 1512,8 |13832| 56 57,5 28,1
Nit 14,7 16,0 135 | 14714 | 1360,1 |11154| 583 60 30,9
Nit-Azo | 150 16,2 13,7 | 1407,3 | 1400,0 |10065| 55,5 60 35,9
Nit-SF2 | 155 16,2 135 | 15776 | 12300 |12529| 523 60 35,4
Nit-SF3 - 15,7 13 - 15380 |1166,1| - 57,5 33,6
Nit-SF4 | 152 16,2 135 | 1467,4 | 1351,3 |10487| 528 60 31,5

N: plantas sin inocular; Nit: plantas sin inocular tratadas con fertilizacién quimica; Azo: plantas inoculadas con
Azospirillum sp.; SF2: plantas inoculadas con SF2; SF3: plantas inoculadas con SF3; SF4: plantas inoculadas
con SF4; Nit-Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp. y fertilizacién quimica; Nit-SF2: plantas inoculadas
con SF2 y fertilizacion quimica; Nit-SF3: plantas inoculadas con SF3 y fertilizacidn quimica; Nit-SF4: plantas

inoculadas con SF4 y fertilizacién quimica.
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Fig. 31. Rendimiento de granos y materia grasa de plantas de girasol inoculadas con cepas nativas, cepa
comercial y fertilizacion quimica, correspondientes a los ciclos agricolas 2008/2009, 2010/2011 y
2011/2012 en la localidad Vicufia Mackenna. N: plantas sin inocular; Nit: plantas con fertilizacion quimica;
Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp.; SF2: plantas inoculadas con SF2; SF3: plantas inoculadas con
SF3; SF4: plantas inoculadas con SF4; Nit-Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp. y fertilizacion
quimica; Nit-SF2: plantas inoculadas con SF2 y fertilizacion quimica; Nit-SF3: plantas inoculadas con SF3

y fertilizacién quimica; Nit-SF4: plantas inoculadas con SF4 y fertilizacion quimica.

6.3. Localidad de Bulnes

En los ensayos realizados en el campo de la localidad de Bulnes los tratamientos
bacterianos no tuvieron efecto significativo sobre el nimero de semillas por capitulo y el
peso de las mismas. Solo fue posible observar un aumento en el nimero de capitulos por

parcela en las plantas inoculadas con SF3 y SF4 (Tabla 5). Este aumento no fue suficiente
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como para provocar un efecto positivo sobre el rendimiento de granos y materia grasa (Fig.
32).
La aplicacién de Nitrégeno tampoco modifico significativamente los parametros

medidos, incluso combinado con las cepas bacterianas.

Tabla 5. NUmero de capitulos por parcela, nimero de semillas por capitulo y peso de mil semillas (gr) de plantas

de girasol inoculadas con cepas comercial y nativas, correspondiente al ciclo agricola 2010/2011 en la localidad

Bulnes.
NUmero de capitulos por NUmero de semillas por Peso de mil semillas

parcela capitulo (gn)
N 16,33 1131,06 60
Azo 16,75 933,82 57,5
SF2 16 1054,72 60
SF3 17,25 1116,45 57,5
SF4 16,5 1020,52 60
Nit 16,75 1049,26 60
Nit-Azo 16 1072,04 55
Nit-SF2 16,5 1086,27 55
Nit-SF3 16,75 1094,84 57,5
Nit-SF4 16 1211,93 57,5

N: plantas sin inocular; Nit: plantas con fertilizacién quimica; Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp.; SF2:
plantas inoculadas con SF2; SF3: plantas inoculadas con SF3; SF4: plantas inoculadas con SF4; Nit-Azo: plantas
inoculadas con Azospirillum sp. y fertilizacion quimica; Nit-SF2: plantas inoculadas con SF2 y fertilizacion
quimica; Nit-SF3: plantas inoculadas con SF3 y fertilizacion quimica; Nit-SF4: plantas inoculadas con SF4 y

fertilizacién quimica.
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Fig. 32. Rendimiento de granos y materia grasa de plantas de girasol inoculadas con cepas nativas, cepa

comercial y fertilizacién quimica, correspondiente al ciclo agricola 2010/2011 en la localidad Bulnes. N:

plantas sin inocular; Nit: plantas con fertilizacién quimica; Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp.;
SF2: plantas inoculadas con SF2; SF3: plantas inoculadas con SF3; SF4: plantas inoculadas con SF4; Nit-

Azo: plantas inoculadas con Azospirillum sp. y fertilizacién quimica; Nit-SF2: plantas inoculadas con SF2

y fertilizacién quimica; Nit-SF3: plantas inoculadas con SF3 y fertilizacién quimica; Nit-SF4: plantas

inoculadas con SF4 y fertilizacion quimica.

7. Aplicacion exdgena de hormonas en plantulas de girasol

El efecto de la aplicacion exdgena de hormonas sobre plantas de girasol se determind

mediante el analisis de parametros de crecimiento en plantulas de 18 dias de crecimiento.

7.1. Diametro de tallo
El riego con las soluciones de hormonas increment6 levemente el didmetro del tallo,

excepto en las plantulas regadas con GAs-1y 2, AIA-1y SA-1, que no mostraron diferencia

respecto a las plantas control (Fig. 33). El tratamiento con la solucién AlA-2 causé el mayor

incremento (17%), mientras que las demas soluciones produjeron un aumento de ~12% (Fig.

33).
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Fig. 33. Diametro de tallo de plantulas de girasol regadas con soluciones de hormonas. C: plantulas regadas
con HOA,; SA-1 y SA-2: plantulas regadas con soluciones de SA; JA-1 y JA-2: plantulas regadas con
soluciones de JA; GAs-1 y GAs-2: plantulas regadas con soluciones de GAs; AlA-1 y AlA-2: plantulas
regadas con soluciones de AlA; ABA-1 y ABA-2: plantulas regadas con soluciones de ABA. Las barras
representan media + EE. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para ANOVA de una
via con test a posteriori DGC (n=5).

7.2. Longitud de parte aéreay radical

La longitud de parte aérea mostro valores significativamente mayores en los
tratamienotos con riego con ambas soluciones de GAs, aumentando el pardmetro medido en
alrededor de un 30% (Figs. 34 y 35).

En raiz los riegos con hormonas redujeron levemente la longitud, respecto a las
plantulas sin tratar (Figs. 34 y 35).
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Fig. 34. Longitud de parte aérea y radical de plantulas de girasol regadas con soluciones de hormonas. C:

plantulas regadas con HOA; SA-1 y SA-2: plantulas regadas con soluciones de SA; JA-1y JA-2: plantulas

regadas con soluciones de JA; GAs-1 y GAs-2: plantulas regadas con soluciones de GAs; AlA-1 y AlA-2:

plantulas regadas con soluciones de AlA; ABA-1y ABA-2: plantulas regadas con soluciones de ABA. Las

barras representan media + EE. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para ANOVA

de una via con test a posteriori DGC (n=5).
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CONTROL

Fig. 35. Plantulas de girasol regadas con soluciones de hormonas. CONTROL.: plantulas regadas con HOA;
SA-1y SA-2: plantulas regadas con soluciones de SA; JA-1 y JA-2: plantulas regadas con soluciones de JA;
GAs-1y GAs-2: plantulas regadas con soluciones de GAs; AIA-1 y AlA-2: plantulas regadas con soluciones de
AlA; ABA-1y ABA-2: plantulas regadas con soluciones de ABA.

7.3. Peso fresco de parte aéreay radical
El peso fresco de parte aérea de las plantulas regadas con AlA-2 y ambas soluciones

de ABA incrementaron el peso fresco de parte aérea en 25 y ~24% respectivamente, mientras
que ambas concentraciones de JA aumentaron este pardmetro en ~20% (Fig. 36).

El peso fresco radical fue mayor principalmente en las plantulas regadas con las
soluciones de JA, AIA y ABA, superando en los dos ultimos tratamientos, en ~43 y 50%

respectivamente, respecto a las plantulas sin tratar (Fig. 36).
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Fig. 36. Peso fresco de parte aérea y radical de plantulas de girasol regadas con soluciones de hormonas. C:
plantulas regadas con HOA; SA-1 y SA-2: plantulas regadas con soluciones de SA; JA-1y JA-2: plantulas
regadas con soluciones de JA; GAs-1 y GAs-2: plantulas regadas con soluciones de GAs; AIA-1 y AlA-2:
pléntulas regadas con soluciones de AIA; ABA-1y ABA-2: plantulas regadas con soluciones de ABA. Las
barras representan media + EE. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para ANOVA

de una via con test a posteriori DGC (n=5).

7.4. Peso seco de parte aéreay radical
El peso seco de parte aérea incremento significativamente en las plantulas regadas

con las soluciones de ABA-2, AlA-2 y JA-2, superando el peso de las controles en ~40%,
~34% y ~22% respectivamente (Fig. 37).

El peso seco de raiz mostrd incremento significativo en las plantulas regadas con las
soluciones de AIA (entre 50 y 70%) y en menor medida con las de ABA, JA-1y GAsz-1
(Fig. 37).
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Fig. 37. Peso seco de parte aérea y radical de plantulas de girasol regadas con soluciones de hormonas. C:
plantulas regadas con HOA; SA-1 y SA-2: plantulas regadas con soluciones de SA; JA-1y JA-2: plantulas
regadas con soluciones de JA; GAs-1 y GAs-2: plantulas regadas con soluciones de GAs; AIA-1y AlA-2:
plantulas regadas con soluciones de AIA; ABA-1y ABA-2: plantulas regadas con soluciones de ABA. Las
barras representan media + EE. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para ANOVA

de una via con test a posteriori DGC (n=5).

8. Aplicacion exdgena de mezclas hormonales en plantulas de girasol inoculadas

Las combinaciones hormonales M1y M2 se conformaron de acuerdo a los resultados
del ensayo anterior, en el cual se observé que AIA-2 produjo incremento, si bien en algunos
casos muy leves, de todos los parametros evaluados, seguido de ABA-2 y JA-2. Dichas
concentraciones hormonales conformaron ambas combinaciones. A M2 se le adiciono
ademas SA-2 y GAs-1 debido a que las plantas tratadas con dichas concentraciones
hormonales mostraron una respuesta similar al control o levemente superior en los
parametros evaluados. En los casos que hubo una respuesta similar en las mediciones de

ambas concentraciones, se opto por experimentar con la concentracion mas baja (Fig. 38).
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Fig. 38. Plantulas de girasol regadas con HOA y mezclas hormonales M1 y M2, no inoculadas e inoculadas

con las cepas bacterianas. La imagen muestra dos de los cinco ensayos realizados.

8.1. Longitud de parte aéreay radical

Al comparar las plantulas tratadas con hormonas e inoculadas, con las sin inocular
se observé que la longitud del tallo de aquellas regadas con M1, incrementaron levemente
la longitud alcanzada por las plantulas regadas con HOA. Por su parte, las plantulas tratadas
con M2 duplicaron la longitud del pardmetro medido. Este efecto no se vio reflejado de la
misma manera cuando se midié la longitud radical, ya que los riegos con las mezclas
hormonales no incrementaron dicho parametro (Fig. 39).

La longitud del tallo de las plantulas regadas con HOA fue similar
independientemente de los tratamientos bacterianos. En cuanto a la longitud de las raices,
las pléantulas inoculadas con las tres cepas mostraron un leve aumento, aungque no
significativo, comparadas con las de plantulas sin inocular (Fig. 39a).

En las plantulas regadas con M1, los tratamientos bacterianos no mostraron efecto
sobre la longitud del tallo y raiz respecto de las plantas sin inocular, (Fig. 39b).

Las plantulas regadas con M2 e inoculadas con SF4 incrementaron levemente,
aunque no significativamente, la longitud del tallo respecto a las plantulas sin inocular.

Mientras que en raiz no se observo efecto, producto de la inoculacion (Fig. 39c¢).

81



La relacién longitud radical/ longitud aérea de las plantas regadas con HOA y M1,
no inoculadas e inoculadas, fue 0,6 y 1, respectivamente; mientras que la longitud de parte
aérea de las plantas regadas con M2 excedio al doble de la longitud radical, lo cual implicé
una relacion entre las partes radical y aérea igual a 0,3; valor inferior al de las plantas control.
Ademas estas plantas presentaron tallos delgados y largos, y hojas finas y alargadas; lo cual
resulta morfolégicamente anormal, por lo que dichas plantulas serian no viables en un
tiempo de cultivo mas prolongado (Fig. 40).
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Fig. 39. Longitud de parte aérea y radical de plantulas de girasol regadas con las soluciones Control a), M1
b) y M2 ¢). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3;
SF4: plantulas inoculadas con SF4. Las barras representan la media + EE, letras diferentes indican
diferencias significativas con p<0,05 para ANOVA de dos vias, y test a posteriori DGC (n=5).
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Fig. 40. Morfologia de plantulas regadas con soluciones Control a) y d), M1 b) y M2 c) y e)

8.2. Peso fresco de parte aéreay radical

La combinacion hormonal M2 increment6 el peso fresco aéreo en pléantulas sin
inocular, respecto plantulas regadas con HOA, aunque dicha diferencia no resultd
estadisticamente significativa. En raiz M2 produjo un efecto inverso al observado en tallo,
reduciendo el peso fresco, respecto a las plantulas regadas con HOA (Fig. 41).
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El peso fresco aéreo de las plantulas regadas con HOA e inoculadas con las tres cepas
bacterianas no se vio modificado significativamente. Asimismo, el peso fresco radical de las
mismas plantulas supero levemente al peso fresco de las raices de las plantulas control (Fig.
41a).

En las plantulas regadas con M1 las inoculaciones produjeron un incremento no
significativo en parte aérea respecto a las plantulas no inoculadas. En raiz el tratamiento con
SF4 aumento levemente el parametro medido aunque dicho aumento resulté no significativo
(Fig. 41b).

Las plantulas regadas con M2 e inoculadas con SF4 incrementaron levemente el peso
fresco de parte aérea. El peso fresco de raiz de las plantulas regadas con M2 no se modifico

por ninguna de las inoculaciones (Fig. 41c).
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Fig. 41. Peso fresco de parte aérea y radical de plantulas de girasol regadas con las soluciones Control a),
M1 b) y M2 c). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con
SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4. Las barras representan la media + EE, letras diferentes indican
diferencias significativas con p<0,05 para ANOVA de dos vias, y test a posteriori DGC (n=5).
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8.3 Peso seco de parte aéreay radical

La combinacién hormonal M1, no produjo diferencias en los valores de los
parametros medidos respecto de las plantulas control. Mientras que el riego con M2
incrementd levemente el peso seco de la parte aérea de las plantulas y disminuyo el peso
radical (Fig. 42), lo que provocé una disminucién a la mitad, de la relacion peso seco
radical/peso seco parte aérea (R/A) respecto a la de las plantulas regadas con HOA (Fig.
43).

En las plantulas regadas con HOA los tratamientos bacterianos con SF2 y SF3,
incrementaron levemente el peso seco del tallo y de la raiz (Fig. 42a). Si bien las diferencias
encontradas no fueron significativas, incrementaron la relacion R/A (Fig. 43), implicando
una mejora en el crecimiento de la plantula.

Las plantulas regadas con M1 e inoculadas modificaron levemente el peso seco aéreo,
respecto de las plantulas sin inocular. En raiz las inoculaciones con SF3 y SF4 incrementaron
el peso seco, respecto del peso seco radical de plantulas sin inocular, aunque las diferencias
encontradas resultaron no significativas (Fig. 42b). Estas pequefias diferencias no
modificaron de manera relevante la relacion R/A (Fig. 43).

Las plantulas regadas con M2 e inoculadas no presentaron diferencias en el peso seco
del tallo respecto del control sin inocular. En raiz, los tres tratamientos bacterianos
incrementaron, aunque no significtivamnete, el peso seco (Fig. 42c). Si bien no se
observaron incrementos respecto a las plantulas control, si fue modificada la relacion R/A
(Fig. 43).

85



b M1 c M2
06 - a) Control ) )

: ab ab ab
0,5 - ab ab : : ab ab

04

PSPA(g)

0,3
0,2 -

01 -

01 -

0,2 -

ab ab ab ab ab

0,3 ab
ab

PSPR (9)

04 -

0,5

0,6 -
Y 1Y [
A3 6{1« %Q’b o Y C}'L c_,?fb R S 6{2« cﬁ'b &

Fig. 42. Peso seco de parte aérea y radical de plantulas de girasol regadas con las soluciones Control a), M1
b) y M2 ¢). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3;
SF4: plantulas inoculadas con SF4. Las barras representan la media + EE, letras diferentes indican
diferencias significativas con p<0,05 para ANOVA de dos vias, y test a posteriori DGC (n=5).
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Fig. 43. Relacion peso seco de parte radical y aérea (R/A) de plantulas girasol inoculadas y no inoculadas,

R/IA

regadas con soluciones Control a), M1 b) y M2 c). N: plantulas sin inocular; SF2: plantulas inoculadas con

SF2; SF3: plantulas inoculadas con SF3; SF4: plantulas inoculadas con SF4.
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Discusion
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El uso de inoculantes en la actualidad aun es moderado, aunque cada vez son mas los

agricultores que las utilizan debido a las ventajas que se observan en los cultivos tratados,
entre las que se destacan aumento de la productividad (Lugtemberg y Kamilova, 2009),
disminucion del uso de fertilizantes quimicos (Dobbelaere y col., 2001) y de compuestos
toxicos como pesticidas y herbicidas (Myresiotis y col., 2012). Esto hace que los
microorganismos sean la mejor eleccion en la agricultura ya que son altamente comptibles
con el entorno, son amigables con el medio ambiente, y reducen los costos de los procesos
previos a la cosecha.
Las bacterias utilizadas en este trabajo, por sus caracteristicas PGPB, podrian constituir parte
de un inoculante especifico para el cultivo de girasol. Se sabe que la formulacion elegida en
un inoculante bioldgico determina, en parte, el éxito del mismo (Fages, 1992). Hedge (2002)
y mas tarde Vendan y Thangaraju (2006) demostraron que el desarrollo de la formulacion
de un inoculante liquido tiene varias ventajas, incluyendo un alto recuento celular, mayor
vida durante el almacenamiento, mayor proteccién contra las agresiones del medio ambiente
y mayor eficacia a campo. Estos autores atribuyen los beneficios mencionados a que si los
microorganismos forman esporas, dan lugar a células activas después de la aplicacion en el
campo, lo cual ayuda a aumentar la vida util del formulado liquido por méas de un afio.
Trabajando con microorganismo no esporuladores, Manikandan y col. (2010) informaron
que P. fluorescens Pf1 en formulados liquidos mostraron mejor resultado que otros soportes,
cuando inocularon plantas de tomate. Asimismo, algunos factores importantes que
contribuyen a la complejidad de la respuesta de las plantas a los efectos de la inoculacion no
es solo el inoculante aplicado, sino también la variedad o el cultivar utilizado, las
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del suelo y las interacciones, sinérgicas y
antagodnicas entre suelo, inoculante y cultivar (Pedraza y col. 2010).

En el presente estudio, cuando se analizo la viabilidad de las bacterias individuales,
las cepas Achromobarcter xylosoxidans (SF2) y Bacillus pumilus (SF3) crecen en numero
adecuado en el medio de cultivo LB a lo largo de todo el periodo de almacenamiento. Por su
parte, la cepa de Bacillus pumilus, SF4, crecié adecuadamente en los medios OM y GY, si
bien su desarrollo en el medio LB indico que los recuentos estuvieron dentro de los valores
exigidos. El medio LB es de origen bioldgico, tanto la tripteina bacteriologica como el
extracto de levadura presentes en él, proporcionan a los microorganismos en desarrollo,
aminoéacidos y bioelementos derivados de proteinas tales como C, N, S y P, fundamentales

para la sintesis de nuevas biomoléculas, vitaminas (principalmente del complejo B) y
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carbohidratos, también importantes para sintesis de nuevos compuestos y desarrollo
microbiano. Ademas, el cloruro de sodio que contiene enste medio, ayuda a mantener el
equilibrio osmotico, esencial para el desarrollo de las bacterias. Los medios GY y OM,
proporcionan diversas fuentes de los bioelementos fundamentales para el desarrollo de los
microorganismos, aungue quizas en este ensayo las proporciones resultaron poco favorables,
principalmente para las cepas SF2 y SF3, que mostraron recuentos por debajo de los
obtenidos con LB. Nuestros hallazgos sugieren que el crecimiento diferencial de las cepas
nativas de girasol esta ligado a la preferencia por las fuentes de nutrientes de los medios de
cultivos utilizados, lo cual resultaria de guia al momento de formular un soporte adecuado.
Aunque cabe destacar que el primero (LB) es econémico y sencillo de preparar, lo cual al
momento de utilizarlo como soporte resulta prometedor. Ademas, como ya se menciond, en
dicho medio el crecimiento microbiano es adecuado, incluso cuando existe la combinacion
bacteriana.

En concordancia con nuestros resultados, estudios realizados por Manikandan y col.
(2010) mostraron que la cepa P. fluorescens Pf1 presento alta viabilidad en medio de cultivo
liquido, luego de 150 dias de almacenamiento.

El crecimiento en co-in6culo mostré que las cepas SF2 y SF4 incrementron su
viabilidad mientras que la cepa SF3 disminuia. Aunque en los ensayos de laboratorio
realizados en el presente trabajo no se pudieron tener en cuenta todas las interacciones que
ocurren en el ambiente de donde fueron aisladas las bacterias, el hecho de que los
microorganismos combinados se mantengan viables y en nimero elevado durante el periodo
de almacenamiento es algo esperado, ya que las cepas provienen de una misma comunidad
microbiana, en la cual conviven e interaccionan, no solo entre si sino también con el entorno.
Lo anterior sugiere que estas bacterias aisladas de las raices de girasol, realizan intercambios
de nutrientes, remocién y/o estimulacion y liberacion de reguladores del crecimiento o la
combinacién de dichos efectos, ayudandose entre si para sobrevivir en la rizésfera. Estos
resultados indican que las bacterias estudiadas podrian utilizarse como inoculantes para
girasol de manera conjunta y en medio liquido; lo mejoraria su aplicacion a campo,
resultando ademas econdémico y facil de aplicar para el agricultor.

Estudios realizados por Chowdappa y col. (2013) mostraron que B. subtilis OTPB1
produce AlA y GAs, incrementando el contenido de estas hormonas en 86.42% y 82.02%,
respectivamente, en comparacién con los caldos nutritivo y dextrosa, sin inocular.

Actualmente, Camelo-Rusinque y col. (2017) reportaron también, la produccion de indoles
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en fermentaciones discontinuas de A. chrooccocum, sugiriendo, estos hallazgos, que dichos
microorgansimos son prometedores en la formulacion de un biofertilizante liquido, apartir
de que los compuestos microbianos quedarian disponibles para que la planta pueda
utilizarlos mejorando su desarrollo y crecimiento. La produccién de hormonas por los
microorganismos en el presente estudio, en los tres medios de cultivo utilizados, sugieren
que la mayoria de las hormonas cuantificadas (ABA, JA y AlA), se mantienen a un nivel
estable cuando las bacterias se cultivan en el medio LB; mientras que el medio OM es en el
que se observa mayor produccion de SA. La produccion de hormonas puede estar
influenciada por las condiciones de crecimiento de los microorganismos y el medio de
cultivo, las especies o cepas bacterias, la etapa de crecimiento y la disponibilidad de sustratos
(Arshad y Frankenberger, 1991). Ademas, se ha visto que las bacterias pueden recurrir a
diferentes vias de biosintesis y que una cepa bacteriana puede utilizar méas de una via de
sintesis para obtener un determinado producto, segin sean las condiciones en las que se
encuentre (Patten y Glick, 1996, 2002).

Las interacciones beneficiosas entre bacterias y plantas aceleran la germinacion de
semillas, promueven el crecimiento, aumentan los rendimientos de los cultivos y la
produccion de metabolitos secundarios, aumentando asi el éxito reproductivo. Mas
recientemente, a las interacciones planta-microorganismo se les ha atribuido un aumento de
la tolerancia al estrés biotico y abidtico, incluida la resistencia a enfermedades de las plantas
y tolerancia a la sal y la sequia (van Hulten y col., 2006; Zhang 2010; Ashrf 2010; Hayat y
col., 2010; Marques y col., 2010; Rudrappa y col., 2010; Medeiros y col., 2011; Cappellari
y col., 2013; Diagne y col., 2013).

Si bien las poblaciones de bacterias nativas en el suelo interaccionan entre ellas, lo
que puede resultar en una competencia, también pueden facilitar el establecimiento de los
consorcios bacterianos por inoculacion, mejorando la fertilidad del suelo a través de la
regulacion de los ciclos biogeoquimicos e influyendo en la cinética de afluencia de nutrientes
y agua, en el incremento de elementos quimicos disponibles y en la activacion o inhibicion
de enzimas microbianas y de procesos de degradacion (Hipdlito-Romero y col., 2017). Es
por ello que la inoculacidn con cepas nativas, y mas aun la co-inoculacion, se han propuesto
como una nueva herramienta que busca mejorar las condiciones de los cultivos y su
adaptacion a ambientes desfavorables. En el caso de la co-inoculacién, procura combinar

caracteristicas intrinsecas de cada cepa bacteriana, para potenciar los mecanismos de
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promocidén de crecimiento en plantulas. Raupach y Kloepper (1998) reportaron que la co-
inoculacién de semillas de pepinos con B. pumilus, B. subtilis y Curtobacterium
flaccumfaciens mejora la promocion del crecimiento y reduce las enfermedades. Figueiredo
y col. (2008) reportaron resultados similares cuando co-inocularon frijol con Rhizobium sp.
y dos cepas de Paenibacillus polimyxa. Estos autores incluso observaron mayor crecimiento
de plantas y de nodulacion en comparacion a la inoculacién con cepas individuales. Yuming
y col. (2003) demostraron que la co-inoculacién de soja con Bacillus sp. y Bradyrhizobium
japonicum aumenta la fijacion de nitrégeno y el nimero y peso de nodulos. Mas
recientemente Hungria y col. (2015), realizaron ensayos de co-inoculacion de soja con
Bradyrhyzobium spp. y Azospirillum brasilenese, y demostraron que dicho tratamiento es
eficiente y benéfico para el cultivo, ya que incrementa el rendimiento del mismo, incluso sin
afiadir fertilizantes quimicos. Por su parte, Stajkovié¢-Srbinovi¢ y col. (2014) reportaron
efectos benéficos de la aplicacion de bacterias individuales y combinadas en avena y cebada,
aunque los resultados que obtuvieron no son iguales en los diferentes tratamientos y especies
vegetales ensayadas. En nuestro caso, ademas permitiria brindar una respuesta estable a

diferentes contenidos hidricos del suelo a partir de los resultados observados en SF2 y SF4.

En el presente trabajo de tesis se observd variacion en los parametros de crecimiento
de las plantas de girasol tratadas con las bacterias. Por ejemplo aumento del didmetro del
tallo en las plantulas inoculadas con SF2 y co-inoculadas con SF2/SF3 en condiciones
control. Estos resultados coinciden con los reportados por Aditya y col. (2009), quienes
observaron un aumento significativo del mismo parametro co-inoculando Chukrasia
tubularis con Bacillus megaterium y Azotobacter sp. Respecto a la longitud del tallo de las
plantas de girasol, los tratamientos de inoculacién y co-inoculacién tuvieron un efecto
minimo sobre este pardmetro. Asimismo, nuestros resultados concuerdan con lo reportado
por Desai y col. (2007), cuando inocularon Jatropha curcas L. (pifién) con una cepa de B.
pumilus, y con Casséan y col. (2009) en plantas de soja y maiz inoculadas y co-inoculadas
con A. brasilense Az39 y B. japonicum E109. Han y col. (2014) publicaron que Bacillus
subtilis GB03 mejoré la longitud del tallo como la de la raiz de plantas de Trifolium repens
L. cultivar Huia, tanto en condiciones control como de estrés salino. En girasol, resultados
similares se reflejaron en las plantas crecidas en sustrato solido, mientras que en sustrato
liquido solamente hubo un leve incremento en la longitud aérea de las plantas inoculadas.
Hipolito-Romero y col. (2017) inoculando cultivares de cacao con suspensiones de

consorcios bacterianos, observaron resultados similares, es decir incrementos en la longitud

91



de los tallos, del nimero de ramas y de hojas en las plantas inoculadas, estos hechos
concuerdan con lo mencionado anteriormente por otros autores y con los resultados

obtenidos en el presente trabajo.

En condiciones control, el incremento del peso de parte aérea, en las plantulas de
girasol co-inoculadas con las tres combinaciones bacterianas coincide con los ensayos
realizados por Bai y col. (2003), quienes sefialaron también un incremento en el peso de
parte aérea cuando co-inocularon soja con cepas de Bacillus sp. y Bradyrhizobium sp.
Previamente, Pereira y col. (1988) trabajando con Sorghum vulgare (sorgo) y Oryza sativa
(arroz) y mas tarde, May col. (2009) en Brassica juncea (mostaza parda), demostraron que
la inoculacion con Azospirillum sp., Herbaspirillum seropedicae y A. xylosoxidans
respectivamente, incremento el desarrollo de la parte aérea, hecho que se reflejé en un mayor
peso fresco y seco. Asimismo la co-inoculacién con Azotobacter chroococcum vy
Mesorhizobium ciceri, aumento significativamente la produccién de granos y biomasa en
Cicer arietinum L., comparados con las plantas inoculadas con las cepas por separado
(Qureshi y col., 2009).

Malhotra y Srivastava (2009) propusieron que la inoculacion de las semillas de varias
especies vegetales con Azospirillum brasilense SM produce cambios en diferentes
parametros de crecimiento; en este sentido, la longitud radical y el nimero de raices laterales
de sorgo y judias, y la longitud del tallo en judias se incrementd luego de 2 semanas del
tratamiento de las semillas con A. brasilense SM. Asimismo, la inoculacion de sorgo con A.
brasilense SM aumentd el peso seco total de plantas luego de 2, 10 y 16 semanas del
tratamiento. En concordancia, nosotros observamos incremento del peso seco del tallo en
plantulas crecidas en condiciones control e inoculadas con SF2 y co-inoculadas con las tres
combinaciones bacterianas. Las variaciones observadas en el crecimiento de las diferentes
especies vegetales, frente a las inoculaciones bacterianas, mostradas en los estudios
mencionados e incluso en el presente, dependen de la especie vegetal, el estadio de
crecimiento, el sustrato de crecimiento y de la/s cepa/s utilizada/s para la inoculacion. Del
mismo modo Stajkovi¢-Srbinovi¢ y col. (2016) reportaron los efectos benéficos de la co-
inoculacién con Azotobacter chroococcum A2 y Sinorhizobium meliloti, Pseudomonas sp.
0 Bacillus megaterium, y A. chroococcum A5 con S. meliloti. Sus resultados mostraron
aumento en el peso seco y en el contenido de N, P y K, en plantas de Dactylis glomerata L.
y Festuca pratensis Huds. Los mismos autores coinciden en que es dificil conectar la

influencia positiva de las bacterias particulares, aplicadas en co-indculos, debido a los
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diversos mecanismos promotores del crecimiento que las mismas presentan in vitro. Aunque,
como ya se menciond, la presencia de caracteristicas promotoras del crecimiento en una cepa
bacteriana no garantiza la real promocion del crecimiento vegetal, si no que se deben tenerse
en cuenta los demas factores asociados.

Todos estos hallazgos indicarian que la co-inoculacion es la mejor manera de
promover el crecimiento de los vegetales, debido a que existe, muchas veces, un sinergismo
entre los microorganismos aplicados, que favorece la promocién del crecimiento y la

respuesta de las plantas incluso frente a diferentes tipos de estrés.

Las plantas se adaptan al estrés, por ejemplo, a la sequia, minimizando la pérdida de
agua y aumentando la captacion de agua. Esto lo logra por ejemplo reduciendo el nimero de
hojas y su area, y/o aumentando el crecimiento radical (Naderifar Alves y Setter, 2004;
Poorter y col., 2009). El estrés por sequia también reduce la tasa de respiracion (Brylay col.,
2001; Rizhsky y col., 2002). Actualmente nuestros suelos estan sujetos a estrés no solo por
sequia sino también por calor, salinidad, frio, inundaciones, microorganismos patdégenos que
causan enfermedades (Porter y col., 2014), incluso la combinacion de ellos (Pandey y col.,
2015). Bajo este escenario de cambio climatico, se prevé que los rendimientos de los cultivos
disminuyan tanto en zonas tropicales como en zonas templadas (Challinor y col., 2014), y
que bajo condiciones de estrés las distintas especies vegetales intenten adaptarse para tolerar,
sobrevivir y crecer en ambientes adversos.

En el presente estudio se midi6 el contenido relativo de agua (CRA) de las hojas,
considerando que el mismo es un indicador del potencial hidrico de la planta. Una
disminucion en el CRA refleja una pérdida de turgencia que resulta en expansion celular
limitada con la consiguiente reduccion del crecimiento de las plantas (Ashraf, 2010; Lu y
col., 2010). En estres hidrico, el analisis in vitro del CRA en girasol, mostré una disminucion
del mismo, por lo tanto, la disminucion del area foliar y del peso seco observada en este
estudio puede atribuirse en parte a la reduccion del CRA mencionado. También se observé
que las plantulas crecidas bajo estrés, en sustrato sélido, mostraron mayor desarrollo del
sistema radical, lo que indica un mecanismo de adaptacion en respuesta a sequia, ya que la
disminucion de la parte aérea disminuye la perdida de agua y el aumento de masa radical
favorece a la toma de la misma (Pandey y col., 2015).

Distintas especies de plantas responden diferencialmente al estrés hidrico. Un
prolifico sistema radical puede promover el crecimiento del cultivo durante estadios

tempranos y extraer agua del suelo que de otra manera se perderia por evaporacion de las
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capas superficiales (Johansen y col., 1992). El peso seco, es un parametro que representa la
produccion de biomasa de una planta, que puede ser modificado por la condicion de estrés
y por la inoculacion con bacterias PGPB. La reduccion del peso seco del tallo observada en
las plantulas de girasol bajo condiciones de estrés hidrico, en sustrato solido y liquido,
concuerda con los hallazgos de Figueiredo y col. (2008), en poroto bajo tres niveles de estrés
hidrico. Asimismo, en el presente estudio se observé un mayor peso seco de la raiz en las
plantulas estresadas en sustrato solido, lo cual concuerda con lo previamente reportado en
girasol por Tahiry col. (2002) y en Catharanthus roseus por Jaleel y col. (2008). De manera
similar, Phoenix dactylifera NHH respondi6 al estrés hidrico incrementando la longitud de
la raiz primaria, nUmero de raices laterales y peso seco de raiz (Sané y col., 2005); por el
contrario Andrade y col. (2017) reportaron que en lineas de girasol tolerantes al estrés se
produce una disminucién de la longitud de la raiz primaria debido a las condiciones de
estrés. En el presente trabajo se observd que los tratamientos bacterianos aplicados a las
plantulas de girasol en condiciones de estrés mejoran el CRA en las hojas de dichas plantulas
(Castillo y col., 2013). Esto se deberia a que las plantulas con mayor masa de pelos
radiculares aumentan la capacidad de absorcidn de nutrientes y agua, y por consecuencia
presentan un mejor desarrollo durante su ciclo de cultivo (Dufault, 1998). Las estrategias
claves de adaptacion que emplean las plantas para sobrevivir a la sequia también se han
informado como algunas de las utilizadas por las bacterias del suelo para resistir el estrés.
Por ejemplo, muchos de los solutos compatibles que ayudan a las bacterias a sobrellevar el
estrés por sequia también ayudan a las plantas a tolerarlo (Ngumbi y Kloepper, 2016).
Asimismo, en este estudio se observo que la inoculacién y co-inoculacion promueven
la elongacion radical en condiciones de estrés hidrico. En concordancia, Diaz Vargas y col.
(2001) realizaron ensayos de inoculacion con Beijerinckia indica, P. aeruginosa, P. cepacia,
y P. fluorescens, en Lactuca sativa L. variedad Longifolia (lechuga), encontrando resultados
similares a los observados en girasol. Este hecho podria indicar que en ambientes
desfavorables las bacterias incrementan la capacidad de exploracion de agua y de absorcion
de nutrientes por parte de la planta, apoyando lo propuesto previamente por Kloepper (1993),
Glick (1995) y Forchetti y col. (2010). Kloepper y col. (1991) mencionaron que las bacterias
promotoras del crecimiento se caracterizan por incrementar el desarrollo radical, lo que
afectaria directamente el crecimiento de la parte aérea y el rendimiento del cultivo. Asi
Naderifar y Daneshian (2012), trabajando con canola (Brassica napus L.) observaron que

cepas de Azotobacter tienen multiples funciones para el crecimiento de las plantas, que
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pueden derivar tanto de su fijacion de nitrégeno como del efecto estimulante sobre el
desarrollo de las raices. Al mismo tiempo, Dodd y Pérez-Alfocea (2012) reportaron que otros
mecanismos de promocion de crecimiento de las plantas por rizobacterias, tales como la
produccion de fitohormonas, la fijacion de N, y la absorcion de minerales, pueden contribuir
a mejorar la adaptacion de las plantas inoculadas al déficit de agua.

El aumento observado en el peso seco de las plantulas de girasol inoculadas con las
cepas SF2 y SF3 en condiciones de estrés, en sustrato solido, y en menor medida en el
liquido, sugiere un posible sinergismo entre la planta hospedante y los microorganismos, lo
que permitiria mejorar la absorcién de elementos esenciales como N y P. Estos elementos
junto con las fitohormonas provocan mayor desarrollo de la parte aérea del cultivo (Arshad
y Frankenberger, 1991; Forchetti y col., 2007). Mas recientemente Han y col. 2014
establecieron también que la inoculacion con Bacillus subtilis GB03 aumenta
significativamente el crecimiento de la biomasa vegetal del trébol blanco incluso en
condiciones de estres salino.

Asi los efectos negativos que se observa en las diferentes especies vegetales, como
por ejemplo disminucién del peso seco, debido al estrés, pueden mitigarse con la aplicacion
de bacterias promotoras del crecimiento. En nuestros ensayos, la aplicacion de las cepas
bacterias SF2, SF3 y SF4 sobre plantas de girasol crecidas en estrés hidrico, incrementaron
el peso seco de las raices y la parte aérea, lo cual demuestra el efecto promotor del
crecimiento, aun en un sustrato hidroponico. Aunque no todos los trabajos han reportado una
correlacion entre la produccion de 1-acido carboxilico amino ciclo propano-desaminasa
(ACC-d) y la tolerancia al estrés por sequia, las cepas mencionadas contienen ACC-d, que
probablemente se genera a través de la estimulacion de la produccion de etileno (ET)
inducida por el estrés (Glick y col., 2007; Belimov y col., 2009). El ET actia como un
inhibidor del crecimiento y de este modo la disminucién de los niveles de ACC en plantas,
debido a la presencia de ACC-d de las rizobacterias, causa disminucién de esta hormona,
aumentando asi el crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés hidrico (Arshad y col.,
2008; Belimov y col., 2009). Del mismo modo Lim y Kim (2013) demostraron que las
plantas de pimienta (Piper nigrum) tratadas con Bacillus licheniformis K11 toleraron el
estrés por sequia y mejoraron su supervivencia en comparacion con las plantas no tratadas
con bacterias.

AlA es una hormona vegetal involucrada en la division celular, senescencia foliar,

movilizacion de nutrientes, dominancia aplical, diferenciacion de cloroplastos y mejora el
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sistema radical por promocion del desarrollo de las raices laterales y division celular en el
meristema apical, dando lugar al alargamiento de la raiz (Sakakibara, 2010). La produccion
de auxinas es también una funcion bacteriana generalizada ya que el 80% de las especies
dentro de ciertos géneros de rizobacterias las producen (Ahmad y col., 2008) y afectan el
desarrollo de la planta a las que se asocian incrementando por ejemplo el crecimiento radical
y el nimero de pelos y raices laterales (Dimkpa y col., 2009). La inoculacion simple y la co-
inoculacién de soja y maiz con A. brasilense Az39 y Bradyrhizobium japonicum E109
incrementa la longitud del tallo y el peso seco de parte aérea y radical a través de la
produccion de AIA y GAz (Cassan y col., 2009). Patten y Glick, (1996) y posteriormente
Van Loon, (2007), Malhotra y Srivastava (2009) y maés tarde Contesto y col., (2010),
propusieron que el AIA producido por bacterias del suelo, puede incrementar
significativamente la tasa de crecimiento de las raices de las plantas, por lo que en
condiciones de estrés hidrico se favoreceria la elongacion de las raices para la exploracion
de horizontes con mayor disponibilidad de agua. En el presente estudio, las plantulas de
girasol inoculadas con SF3 y SF4 y las co-inoculadas crecidas en condiciones control,
incrementaron el contenido de AIA en tallos. Este incremento se vio reflejado en el aumento
del peso seco del tallo de las plantulas co-inoculadas, aunque no en las inoculadas,
sugiriendo nuevamente que la co-inoculacion produce un efecto sinérgico. Spaepen y col.
(2008) también reportaron que la produccion de AlA bacteriana por A. brasilense SP245,
genera un aumento del 10% en el peso seco del tallo de plantas de trigo, en comparacién con
plantas sin la aplicacion bacteriana. Posteriormente Cassan y col. (2009) informaron que la
inoculacion individual y la co-inoculacion de soja y maiz con A. brasilense Az39 y
Bradyrhizobium japonicum E109 causaron un aumento significativo de la longitud y peso
seco del tallo y la raiz, y atribuyeron dicho incremento a la produccion bacteriana de AIA 'y
de GAa.

En el presente estudio, las plantulas de girasol bajo condiciones de estrés,
respondieron diferencialmente a la inoculacion y a la co-inoculacion. En plantulas
inoculadas con SF2 y SF3, el peso seco del tallo mostrd un leve incremento; aunque el
contenido de AIA no se modificd. El contenido de esta hormona en las plantulas co-
inoculadas con SF2/SF3 y SF2/SF4 se reflejo en un leve aumento del peso seco del tallo.
Ademas, las plantulas co-inoculadas con SF2/SF4 aumentaron el peso seco radical y el
contenido de AIA, aunque las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas. En

concordancia, Marulanda y col. (2009) observaron que plantas de Trifolium repens
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inoculadas con P. putida, B. megaterium, y otras Pseudomonas sp, incrementaron el peso
seco del tallo en todos los tratamientos, y en algunos tratamientos el peso seco radical. Estos
autores reportaron que estas dos especies bacterianas pueden producir AIA en condiciones
de estrés. La habilidad de ciertos microorganismos de producir AIA en condiciones de estrés
podria explicar la efectividad en la promocion del crecimiento e incrementar la tolerancia a
estrés por sequia de algunas plantas. En el presente estudio, se encontrd una correlacion
positiva, aungue no significativa, entre el contenido de AlA 'y el crecimiento de plantulas de
girasol, principalmente en aquellas tratadas con las combinaciones bacterianas. Asimismo,
aun no esta claro si los efectos de estas bacterias sobre el crecimiento de las plantas son
debido a la modificacion en la sefializacion de AIA tal como lo propusieron Dodd y col.
(2010).

SA esta relacionado no solo a la respuesta a patogenos biotrofos y hemibiotrofos,
sino también al estrés abiotico. La inmunidad vegetal se basa en una compleja red de vias de
sefializacion hormonal en la que el SA 'y el JA juegan un rol central (Gimenez-Ibafiez y col.,
2013) y, aunque existe evidencias en la mayoria de los caso estudiados de la relacion
antagénica entre ambos metabolitos, la misma no siempre se lleva a cabo de esa manera
(Yamada y col., 2012; Tamaoki y col., 2013). En el presente estudio realizado con plantas
de girasol, las condiciones de crecimiento y tratamientos bacterianos aplicados, causaron
cambios notables en el contenido de SA. La inoculacién con SF3 en las plantulas control
incremento el contenido de SA en raiz, lo cual podria deberse en parte a la habilidad de éstas
bacterias de sintetizar la hormona en condiciones control y de estrés (Forchetti y col., 2010).
La relacién entre el incremento de SA y la disminucion de JA observada en las plantas de
girasol crecidas en estrés abiotico, podria, por una parte, poner de manifiesto el antagonismo
mencionado anteriormente. Asimismo, el incremento de SA en las plantas estresadas y
tratadas con las bacterias individuales podria deberse también a que la planta activa su
sistema de defensa frente a estos microorganismos, sin llegar a eliminarlos, quedando alerta
ante un posible ataque por patégenos biotrofos. Mientras que la combinacién bacteriana,
aplicada a las mismas plantas, incrementa el contenido de JA, lo cual implicaria un estado
de alerta ante microorganismos necrotrofos. Por ello, esta respuesta diferente frente a las
inoculaciones y co-inoculaciones confirmaria la respuesta antagonica de las hormonas en
girasol. También se observo que el contenido de SA en tallo de plantulas de girasol en estrés
fue mas elevado que en raices. SA se sintetiza a través de dos vias distintas, dependiendo de

la especie de la planta: la via isocorismato (IC) y la via fenilalanina (Phe) (Dempsey vy col.,
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2011). Ambas vias se originan de corismato (Lee y col., 1995; Ribnicky y col., 1998) y
tienen como enzimas principales isocorismato sintasa (ISC) y fenilalanina amonio liasa
(PAL) (Catinot y col., 2008; Uppalapati y col., 2007). Klambt (1962) propuso que en girasol
SA es sintetizado a partir de benzoato, el cual se origina a través de la via PAL; mientras que
la via ICS es responsable de la sintesis de >95% de las especies de plantas (Catinot y col.,
2008; Garcion y col., 2008; Chen y col., 2009). La localizacion de la enzima ICS en
cloroplastos (Garcion y col., 2008), explicaria el alto contenido de SA en tallos de las
plantulas de girasol respecto de raices. Asimismo, el elevado contenido de SA en tallos de
plantulas de girasol descripto en el presente trabajo, sugieriria que en esta especie la sintesis
de la hormona se realizaria a través de la via ICS, méas que por la via PAL. Otra posible
explicacion seria que el SA recircule entre tallo y raiz, como fue reportado por Jiang y col.
(2012) para ABA en P. sativum.

SA es un compuesto fundamental en la respuesta al estrés e interviene en las redes
de sefializacion que se ponen en marcha en dicha situaciones (Horvéth y col., 2007; Khan y
Khan, 2013). En girasol el contenido de SA en plantulas estresadas, resulté 3 veces superior
al de plantulas control, lo cual sugiere que el contenido de esta hormona esta directamente
relacionado a las respuestas a estrés abiotico, particularmente al estrés hidrico. De manera
similar Munne-Bosch y Pefiuelas (2003) en Pisctacea lentiscus, Chini y col. (2004) en
Arabidopsis, y Bandurska y Stroinski (2005) en cebada obtuvieron resultados que apoyan
estas conclusiones.

Por otra parte, estudios previos mostraron que raices de plantas vasculares crecidas
bajo condiciones de estrés hidrico, sintetizan ABA (Parry y Horgan, 1991; Parry y col.,
1992) y que esta hormona funciona como una molécula sefial desde la raiz al tallo
(Milborrow, 2001; Hartung y col., 2002), incrementandose los niveles enddgenos en los
distintos drganos de la planta. En girasol, como en otras especies, este aumento podria
relacionarse igualmente con el contenido de agua en el suelo (Gomes y col., 2004). Mas
recientemente, Zhang y col. (2012) informaron que la sequia redujo el CRA en hojas y
aumento el contenido de ABA en cultivares de maiz sensibles y tolerantes a sequia. Estos
autores sugirieron que ABA enddgeno modula el contenido de agua y el crecimiento de las
plantas en condiciones de sequia, a través de la regulacion de la conductancia estomatica,
especialmente en el cultivar sensible. Del mismo modo, en el presente estudio, el CRA
disminuyd en plantas bajo condiciones de estrés hidrico, en asociacion con un aumento en
el contenido de ABA.
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Ha sido descripto que distintas especies bacterianas son capaces de producir ABA,
en concentraciones suficientes para inducir cambios morfoldgicos y fisioldgicos en los
tejidos vegetales y en el contenido de la misma hormona en la planta (Dodd y col., 2010).
Boiero y col., (2007) trabajando con B. japonicum USDA110, Perrig y col. (2007)
inoculando con A. brasilense Az39 y A. brasilense Cd, y mas tarde Coheny col. (2008) con
A. brasilense sp. 245, demostraron que estas bacterias producen ABA in vitro en condiciones
control y de estrés salino. Cohen y col. (2008) observaron que la inoculacién de A.thaliana
con A. brasilense sp 245, causé un aumento del contenido de la hormona 2 veces mayor al
de plantas sin inocular. Mas tarde, Cohen y col. (2009) informaron resultados similares
cuando inocularon plantas de Zea mays con A. lipoferum USA59Db, lo que indica que la

produccion de ABA bacteriana puede aumentar las concentraciones de ABA en las plantas.

En girasol las plantulas co-inoculadas con las tres combinaciones bacterianas,
crecidas en condiciones control y de estrés hidrico, mostraron elevado contenido de ABA,
sugiriendo que el incremento podria deberse a la produccion de esta hormona parte de las
bacterias. Dicho aumento permitiria que la planta reaccione con mayor rapidez, y/o de forma
mas eficaz frente a estrés, pudiendo sobrevivir a esta situacion por un tiempo mas
prolongado. La acumulacion de ABA representa una respuesta adaptativa que limita la
pérdida de agua de la planta mediante la estimulacion del cierre de los estomas, por ello las
plantas, para optimizar el crecimiento, necesitan regular las concentraciones de ABA dentro
de limites estrechos (Taylor et al., 2005). EI ABA exudado por las raices de las plantas a la
rizosfera y el producido por los microorganismos, puede influir en las respuestas fisioldgicas
de las mismas, ya que el ABA suministrado a través del suelo en diferentes dosis, estimularia
o limitaria el crecimiento de la planta y alteraria la conductancia de la raiz (Mulholland y
col., 1996; Astacio y van lersel, 2011). En este sentido, en plantas de maiz y trigo inoculadas
con Azospirillum sp. crecidas en condiciones de estrés, un alto contenido relativo de agua
estaria relacionado con la produccion de ABA por parte de la bacteria; lo que provocaria el
cierre de los estomas, mitigando el estrés por sequia (Casanovas y col., 2002; Creus y col.,
2004). De hecho, Dodd y col. (2010) sugirieron gue el efecto de la inoculacidn con bacterias
sobre el contenido de agua de la planta se relaciona con la producciéon de ABA bacteriano
y/o con la alteracion de la sensibilidad de los procesos fisioldgicos tales como el cierre
estoméatico. Mas recientemente Belimov y col. (2014) sugirieron que las bacterias en
asociacion con las raices pueden utilizar ABA enddgeno, disminuyendo asi las
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concentraciones de ABA en plantas inoculadas, sin embargo, el/los mecanismo/s por el cual
los microorganismos intervienen en estos procesos, se desconocen.

Por otra parte, como ya se menciond, los jasmonatos juegan un rol en la proteccién
de las plantas bajo condiciones de estrés bidtico y abi6tico. La participacion de JA en las
respuestas a estrés abidtico (por ejemplo, sequia y salinidad) ha sido reportada en varias
especies (Creelman y Mullet, 1995; Wasternack, 2007). En girasol, se observo que el
contenido JA en los tallos de las plantulas estresadas fue menor que en las control. De manera
similar, Hamayun y col. (2010) observaron una disminucién de JA en hojas de soja bajo
estrés por sequia. Asimismo, Aimar y col. (2011), trabajando en Panicum virgatum
encontraron que el contenido de JA no se modificd ante la condicidn de estrés. Harb y col.
(2010) observaron que en condiciones de sequia moderada, bajos niveles de JA se
relacionaron con altos contenidos de ABA en A. thaliana durante etapas tempranas del
crecimiento, lo cual estimuld respuestas necesarias para la aclimatacién a sequia, por
ejemplo, cierre estomatico y modificaciones en la pared celular. Debido a ello,
probablemente no se requiere de una alta concentracion de JA en las plantas para que
sobrevivan a estrés hidrico y respondan a las condiciones adversas.

Estudios recientes se han abocado al analisis de la interrelacion entre vias de
transduccion de sefiales de JA 'y ABA. Asi, De Ollas y col. (2012) reportaron una relacion
clara a nivel de la biosintesis entre JA y ABA en citricos. Estos autores encontraron un
aumento transitorio en los niveles de JA que precedié a la acumulacion de ABA en las raices,
bajo condiciones de estrés por sequia. Resultados similares se obtuvieron en hojas de citricos
crecidos en suelos inundados (Arbona y Gomez-Cadenas 2008), en papaya bajo sequia
moderada (Mahouachi y col., 2007) y en Arabidopsis en condiciones de sequia severa
(Arbona y col., 2010). En cada uno de estos casos, la acumulacion JA fue precedida, o se
produjo simultdneamente, con el incremento de ABA, lo cual sustenta la idea de una
conexion temporal entre la accion de las dos hormonas. De manera similar, en el presente
estudio, una baja acumulacion de JA ocurrié simultdneamente con un aumento de ABA en
tallos de plantulas co-inoculadas en condiciones de estrés. Las diferencias en la acumulacién
hormonal entre los diversos sistemas experimentales reflejan el efecto de diferentes factores
tales como diferentes condiciones de estrés abidtico, material vegetal utilizado, tiempo de
crecimiento de las plantas después del tratamiento de estrés y, en el presente estudio, el
efecto de la inoculacién bacteriana.
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Ademaés, JA es conocido por mediar resistencia sistémica inducida (ISR) en plantas
bajo condiciones de estrés bidtico. Se ha observado ISR mediada por JA para ciertas cepas
no patogenas de Pseudomonas spp. y Bacillus spp. (Kloepper y col., 2004; Van Loon y
Bakker, 2006). Asi, es posible considerar la posibilidad de que las bacterias asociadas a
girasol puedan inducir ISR a través jasmonatos con actividad bioldgica, tales como JA-ILe
(Katsir y col., 2008; Fonseca y col., 2009; Howe, 2010).

En este estudio la relacion entre hormonas se modificO dependiendo de las

condiciones de crecimiento y los tratamientos bacterianos. El perfil hormonal se alter6
notablemente cuando las plantulas fueron co-inoculadas. Las co-inoculaciones en plantulas
estresadas convirtio la relacion de SA: otras hormonas en ~ 50:50, y el contenido de ABA 'y
AlA se incrementd mas que en las plantulas sin inocular. En las plantulas estresadas y co-
inoculadas SA representé alrededor de un 70% de las hormonas totales y el 30% restante lo
conformaron principalmente ABA 'y AlA.
Si bien estudios recientes han proporcionado nuevos conocimientos sobre la interaccién
entre muchas de las hormonas vegetales (Dombrecht y col., 2007; An'y Mou, 2011; Suny
col., 2011; Chen y col., 2011; Khan y col., 2012; Heinrich y col., 2013; Chini y col., 2016;
Wani y col., 2016; Liu y col., 2016), el alto contenido de SA observado principalmente en
plantulas de girasol en condiciones de estrés indica un destacado rol de esta fitohormona en
la respuesta al estrés abiotico.

El conocimiento logrado hasta el presente sobre las hormonas vegetales es lo que ha
orientado a la industria agroquimica a desarrollar formulaciones a base de compuestos
hormonales naturales o sintéticos, Ilamados biorreguladores, para aplicarlos a las plantas en
pequefias concentraciones, y manipular sus procesos y eventos fisiologicos, ya sea
promoviéndolos, inhibiéndolos o modificandolos (Camargo y col., 2009).

La aplicacion de biofertilizantes o inoculantes, con agregados de reguladores del
crecimiento, se utiliza actualmente para reducir los efectos negativos del estrés y aumentar
la germinacion, el crecimiento y rendimiento de las plantas. Asi, se ha observado que
aplicaciones foliares de SA aumentan la biomasa de plantas de soja (Gutiérrez-Coronado y
col., 1998) y el rendimiento de trigo (LOpez-Tejeda y col., 1998). Ademas aumenta la
actividad de catalasa y peroxidasa, en tomate (Ortega-Ortiz y col., 2007) y extiende la vida
de platanos luego de la cosecha (Srivastava y Dwivedi, 2000). SA incrementa
significativamente el crecimiento de las raices en soja (Gutiérrez-Coronado y col., 1998) y

Pinus patula (San Miguel y col., 2003). Por otro lado, aplicaciones de SA (500uM) en H.
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vulgare incrementaron la asimilacion del CO- y la conductancia estomatica (Habibi, 2012).
En maiz la aplicacion foliar de SA (LuM) refuerza el sistema de defensa antioxidante del
cultivo (Saruhan y col., 2012). En otras especies vegetales por ejemplo, en pino y crisantemo,
estudios realizados sobre el uso de diferentes dosis de SA mostraron incrementos en la
biomasa radical (San Miguel y col., 2003; Echeverria- Machado y col., 2007; Villanueva-
Couoh y col., 2009). Asi, es abundante la literatura que indica que el efecto del SA en el
crecimiento de las raices es positivo (Gemes y col., 2008; Ahmad y col., 2013). Aunque el
efecto de la aplicacion exdgena del SA en el crecimiento de las plantas, depende de la
especie, la etapa de desarrollo y de la concentracion aplicada (Rivas-San Vicente y Plasencia,
2011).

Otros estudios demostraron que la aplicacion exdgena de GAs en una concentracion
de 1000 mg L%, induce un aumento significativo de estrobilos masculinos en Pinus pinea L.
Ademas, este regulador incrementa el largo de los brotes apicales, y combinado con
bencilaminopurina (BAP) produce un aumento de brotes vegetativos en la misma especie
(Venegas-Gonzalez y col., 2015). Carranza y col. (2016) aplicaron los mismos reguladores
del crecimiento, en diferentes concentraciones, sobre semillas de Passiflora quadrangularis
L. y reportaron aumentos en el porcentaje de germinacion y disminucion del tiempo en el
que ocurre dicho proceso, en las semillas a las que se les aplico GAs (1200 ppm). Por el
contrario, Amador-Alférez y col. (2013) realizaron ensayos de aplicacién de GA 'y AlA, en
diferentes concentraciones, sobre semillas de dos especies de Ferocactus, demostrando que
la aplicacion de los reguladores no modifica significativamente el porcentaje ni el tiempo de
germinacion.

Por otra parte el tratamiento con auxinas es una practica muy frecuente entre los
productores horticolas, siendo la respuesta del cultivo dependiente del genotipo, las
condiciones ambientales imperantes durante el ciclo del cultivo, zona de produccion, las
dosis del regulador aplicado y momento y forma de aplicacion (Martinez y col. 2015).
Incluso, en la actualidad, se realizan aplicaciones exdgenas de AlA, GAsy MeJA, en cultivos
de Glycyrrhiza uralensis, destinados a la farmacologia, con el fin de aumentar la produccion
de &cido glycyrrhizico, el cual es utilizado para tratar distintas patologias en seres humanos
(Liycol., 2016).

También en nuestro pais, Batistella y col. (2013) reportaron que la aplicacion exdgena de
ABA en diferentes variedades de vides, mejora el color de las uvas. Aungue estos autores

sugieren que es necesario seguir trabajando con diferentes productos, momentos de

102



aplicacion, dosis y variedades, ya que son factores que impactan en forma decisiva en los
resultados obtenidos. Por otro lado en trigo la aplicacion foliar de GA3, AIA y ABA por
separado, en diferentes variedades, modifica el rendimiento en condiciones de invernadero
(Cai y col., 2014).

En girasol la aplicacion de los reguladores del crecimiento se efectud a través del
riego por capilaridad, lo que implica una mejor disponibilidad para la planta y la rizésfera
de las hormonas provistas. Asimismo, la aplicacion de SA no produjo el efecto promotor del
crecimiento radical citado por otros autores en diferentes especies, probablemente debido a
que las concentraciones aplicadas fueron distintas y la especie y condiciones de crecimiento
también. En cambio, las aplicaciones de JA, AIA y ABA si produjeron una respuesta
positiva, aumento de peso seco de las raices y por consiguiente en la relacion R/A,
principalmente cuando se aplicaron de manera individual, que concuerda con algunos de los
resultados reportado por otros autores.

Es sabido que la produccién de biomasa vegetal es producto fundamentalmente de la
biomasa de la parte aérea aunque hay relativamente poca informacion sobre la biomasa de
las raices. Las raices absorben el agua y los nutrientes del suelo y sustentan el crecimiento
del tallo, cuyo rendimiento depende del crecimiento de la raiz. Por otra parte la relacion R/A
se utiliza para estimar la biomasa de las raices (Bollinder y col., 1997, 2002), y ha sido
interpretada como un reflejo del uso diferencial de los compuestos de la fotosintesis entre
los 6rganos superficiales y subterraneos (Titlyanova y col., 1999). Las proporciones R/A
pueden variar a causa de maltiples factores como son las condiciones del suelo, la variedad
del cultivo, el clima entre las regiones durante los diferentes periodos de crecimiento de los
cultivos y factores bidticos (Mokany y col., 2006) aunque esta relacién no es siempre directa.
Los valores de R/A también varian con la profundidad de la muestra de suelo y edad del
cultivo (Sainju y col., 2017), incluso el estrés hidrico puede provocar un mayor desarrollo
de las raices aumentando la profundidad de captacion de agua de las mismas, dando como
resultado una mayor biomasa radical y por lo tanto una mayor relacion R/A (Weaver y
Himmel, 1929; Skinner y Comas, 2010; Sainju y col., 2017). Por ejemplo, en arboles la
relacion R/A se ve muy afectada por la acumulacién de biomasa muerta en el tejido lefioso
a lo largo del tiempo, y varia entre 0,1-26 (Litton y col., 2003, Mokany Yy col., 2006); en
gramineas perennes la relacion R/A oscila entre 0,57 y 6,25 en Estados Unidos (Mo y col.,
1992; Mortimer, 1992) y de 0,18 a 2,44 en otros paises (Bray, 1963; Bollinder y col., 2002).

En girasol, Murcia y col. (2016) reportaron una respuesta diferencial a la bajas temperatura
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en las pates aérea y radical de todos los cultivares estudiados, resultados que cambiaron la
dindmica de crecimiento, con la consiguiente modificacion del indice R/A.

En el presente trabajo el riego con M1 no modifico la relacién R/A, mientras que la
aplicacion de M2 produjo una menor R/A. Esto, sugiere que los reguladores de crecimiento
aplicados inducen a la plantula a que desarrolle su parte aérea aumentando en longitud, pero
no en peso conduciendo a plantas con debilidad estructural y posibles problemas de vuelco
a campo.

Asimismo, la aplicacion de los indculos bacterianos SF2 y SF3, increment6 la
relacion R/A de las plantulas control, debido principalmente a un aumento de la parte radical,
lo que implica que las plantulas estarian mejor dispuestas para incorporar agua de mayores
profundidades o frente a condiciones de estrés hidrico. Mientras que las plantulas inoculadas
y regadas con M2 mostraron diferencia respecto a su control sin inocular, pero las mismas
no superaron a las obtenidas en las regadas con solucidn de Hoagland (HOA). Esto indica
por una parte que los microorganismos aplicados producen una mejora en desarrollo de la
biomasa vegetal, independientemente de la aplicacion de los reguladores del crecimiento.
Aunque es claro que deben realizarse estudios méas profundos teniendo en cuenta no solo la
interaccion planta-microorganismos, sino también la concentracion de reguladores a aplicar,
ello sin dejar de considerar las condiciones de crecimiento; ya que en condiciones de campo
existen comunidades microbianas y condiciones ambientales y del suelo que seguramente

arrojaran resultados diversos comparados con los obtenidos en el laboratorio.

El rendimiento del cultivo de girasol es atribuido a diferentes componentes: nimero
de capitulos por hectarea, nimero de granos por capitulo y peso de granos (Pedraza y col.,
2000). El namero de capitulos por hectéarea resulta de la cantidad de plantas capaces de
desarrollar una inflorescencia, y por lo tanto depende del nimero de semillas sembradas y
de la proporcién que germina y se desarrolla. No obstante segin Trapani y col. (2003) y
Aguirrezabal y Arfan (2002), el nimero y peso de granos son los componentes que explican
en mayor medida las variaciones en el rendimiento del cultivo. En los campos de las
localidades de Manfredi, V. Mackenna y Bulnes, la inoculacion con las cepas nativas de
girasol incremento el numero de capitulos por parcelas, mientras que el nimero de semillas
por capitulo y el peso de mil semillas solo aumentaron en las plantas inoculadas de V.
Mackenna y Manfredi. Estos resultados coinciden con los de Gholami y col. (2009) en maiz,

quienes reportaron que el peso y nimero de semillas por espiga se incrementd en plantas
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inoculadas con distintos géneros de Pseudomonas y Azospirillum. Ademés, Yasari y
Patwardhan (2007) demostraron que la inoculacién de canola con Azotobacter y
Azospirillum también incrementa el peso de semillas.

Considerando las variables que definen el rendimiento y las cepas utilizadas,
observamos que en promedio, las inoculaciones con SF3 y SF4 causaron mayor nimero de
capitulos por parcela y de semillas por capitulo, lo cual implica que ambas cepas incrementan
el rendimiento en granos y materia grasa por hectarea. Por otra parte, la inoculacién con SF2,
aumentd el nimero de semillas por capitulo y peso de semillas, lo que también incidi6
positivamente sobre los rendimientos. Estos resultados coinciden con los de Metin y col.
(2010), quienes demostraron aumento en el rendimiento total del cultivo de trigo por la
aplicacion de cepas de Bacillus, Azospirillum y Paenibacillus, bacterias fijadoras de N2y
solubilizadoras de fosfatos. Estudios realizados por Dawwam y col. (2013) mostraron que
las bacterias aisladas de raices de papa, Bacillus cereus y Achromobacter xylosoxidans,
promueven el crecimiento de las plantas cuando estas cepas se utilizan como bioinoculantes.
Yasari y Patwardhan (2007), Gholami y col. (2009) y Ekin (2010) mostraron resultados
similares en ensayos de inoculacién de canola, maiz y girasol respectivamente; siendo este
Gltimo tratado con una cepa de Bacillus sp. Asi como la latitud de un determinado lugar
puede afectar la calidad y el rendimiento del cultivo de girasol (Pereira-lrujo y Aguirrezabal,
2007), los resultados obtenidos en este estudio indicarian una respuesta diferencial del
mismo a las precipitaciones de la zona y a las inoculaciones. Las plantas inoculadas con las
cepas en estudio mostraron diferentes rendimientos en cada campafia, en los afios de menores
precipitaciones se produjeron mejores resultados en la inoculacion con la cepa SF2, mientras
gue en los afios de mayores precipitaciones las cepas SF3 y SF4 produjeron los mejores
rendimientos. El aumento en el rendimiento obtenido en las plantas inoculadas se podria
atribuir a la produccién de sustancias producidas por las bacterias colonizadoras de las
raices. Estos hallazgos indicarian el efecto sinérgico antes mencionado, y que, si se formula
un inoculante a base de las cepas nativas, el mismo se podria aplicar en zonas de diferentes
condiciones climaticas, o bien se podria generar un producto especifico para una
determinada zona de aplicacion.

Por lo tanto, las cepas bacterianas SF2, SF3 y SF4 se pueden recomendar como
bioinoculantes para reducir la dependencia de fertilizantes quimicos y proporcionar una
mejora hacia la agricultura sostenible y amigable con el medio ambiente.
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Actualmente, numerosos estudios muestran una tendencia a incrementar el uso de la
inoculacién en el campo de la tecnologia, ya que actualmente se estan desarrollando
inoculantes con combinaciones de microorganismos y compuestos promotores del
crecimiento. Estas mezclas permiten que las bacterias interactlen entre si de manera
sinérgica, aportando nutrientes la una a la otra o a la planta hospedante, eliminando productos
inhibidores y mejorando entre si algunos aspectos beneficiosos de su fisiologia y de la planta.
Asimismo, el uso de bacterias promotoras del crecimiento aumenta la productividad, la
inmunidad de las plantas y también la absorcion de nutrientes, lo que reduciria la necesidad
de utilizar fertilizantes quimicos con la consecuente prevencion de la acumulacion de
nitratos y fosfatos en los suelos agricolas. Una reduccion en el uso de fertilizantes quimicos
disminuiria los efectos de la contaminacion del agua por el escurrimiento, ademas no
producen perdida de la fertilidad del suelo y, para los agricultores supone un ahorro y una
ganancia, ya que los inoculantes son mas econémicos y pueden dar mejor rendimiento que

los compuestos quimicos.
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Conclusiones
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Conclusiones

Las cepas bacterianas Achromobacter xylosoxidans (SF2) y Bacillus pumilus (SF3 y SF4)
se desarrollan y mantienen adecuadamente en el medio de cultivo LB, ya sea en forma

individual o combinadas.

En los tres medios de cultivo ensayados se identificé produccién de las hormonas SA,
AlA, JA'y ABA sintetizadas por las bacterias. Siendo los medios GY y OM los que mayor
proporcion de SA mostraron, y el medio LB el que mayor concentracion de JA, AlA 'y
ABA exhibio.

Las co-inoculaciones bacterianas producen un efecto sinérgico sobre la promocion del
crecimiento de girasol mediante el incremento de la biomasa vegetal y la modificacion
del perfil hormonal de plantulas de 18 dias crecidas en condiciones control y de estrés

hidrico en sustrato soélido.

Las inoculaciones con las cepas SF2, SF3 y SF4 mejoran levemente el crecimiento de

plantulas de girasol crecidas en sustrato liquido, incluso en condiciones de estrés hidrico.

La combinacion de las inoculaciones con las cepas SF2, SF3 y SF4 y las mezclas de

hormonas ensayadas, no producen modificaciones en el peso de las plantulas.

Las plantas de girasol generan mayor rendimiento de granos y de materia grasa por ha,

cuando son inoculadas con las cepas nativas de girasol SF2, SF3 y SF4.

En condiciones de campo, en ambientes con regimenes de precipitaciones bajos, la cepa
que mejor se comporta como PGPB es SF2; mientras que en ambientes con regimenes de

precipitaciones medias y altas las que mejor se comportan son las cepas SF3 y SF4.
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Conclusién final

La inoculacion con las bacterias Achromobacter xylosoxidans y Bacillus pumilus aumenta
la productividad del girasol, lo que permitiria reducir la necesidad de utilizar fertilizantes
quimicos con la consecuente prevencion de la acumulacion de nitratos y fosfatos en los
suelos agricolas.

Esta reduccion del uso de fertilizantes quimicos disminuye los efectos de la
contaminacion del agua por el escurrimiento y, para los agricultores supone un ahorro y
una ganancia, ya que los bioinoculantes son méas econdomicos y pueden dar mejor

rendimiento que los compuestos quimicos.
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Medios de cultivo y soluciones de trabajo

-Luria Bertani (LB)
CINa

Extracto de levadura
Tripteina bacteriologica
H.O destilada

pH~7

Para realizar los recuento en placa se le agreg6 agar a razén 15g/L

-Omafuvbe modificado (OM)

Glicerol
Triptona
POsHK:>
POsH2K
SO:2Mg

CINa

NOsK

H.O destilada
pH~7

-Glucosa-Levadura (GY)

Acido Malico

KOH

POsHK:>

POsH:K

SO.Mg

Glucosa

Extracto de levadura
CINa

CINH4

Tripteina bacteriologica
H.O destilada
pH~7

109
5¢
109

1000 ml

4 ml
0,19
059
0,39
0,259
0,759
0,39
1000 ml

59
484
0,449
0,29
0,259
0,59
0,59
0,849
1,25¢
0,19
1000 ml
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-Solucion Hoagland (HOA) % fuerza i6nica

(NO3)2Ca 236,15 g/ 1000 ml 5 ml /1000 ml sIn
NOzK 101,01 g/ 1000 m 5ml /1000 ml sin
SOsMg 246,50 g / 1000 ml 2 ml /1000 ml sIn
PO4H2K 136,09 g / 1000 ml 1 ml /21000 ml sin
CLsFe 5g /1000 ml 1 ml /1000 ml sIn
Micronutrientes: 1 ml /1000 ml de solucion
BOsH3 2,83 g/1000 ml

CL2Mn4H20 1,81 g /1000 ml

Cl2Zn 0,11 g/1000 ml

SO4Cu2H20 0,05 g /1000 ml

MosNa22H.0 0,025 g /1000 ml

-Solucion Polietilenglicol (PEG) 14,7 % p/v (-2,03 MPa)
PEG 6000 147 g / 1000 ml
(Se enrasa con solucion de HOA %4 fuerza idnica)

Protocolo para determinacion y cuantificacion de hormonas en los diferentes
materiales de estudio

-Protocolo modificado de Durgbanshi y col. (2005)

Se utilizaron 200 mg de material vegetal liofilizado (parte aérea y radical, por separado) o
20 ml de medios bacterianos liofilizados, a los que se le agregaron 5 ml de agua desionizada.
A cada muestra se adicionaron los estandares internos deuterados (?Hg)AIA, (?Hs)ABA,
(®°Hs)SA 'y (?Hg)JA (OIChemIm Ltd, Olomouc, Czech Republic). Se centrifugd a 5000 rpm
durante 15 min a 4 °C, se colect6 el sobrenadante y se ajusto el pH a 2,8 con acido acético
15%. Se particiono, dos veces, con éter sulfarico (1:1) descartandose la fase acuosa. La fase
organica se evaporé a sequedad en rotavapor. Los extractos se disolvieron en 1,5 ml de
metanol (MeOH), se filtraron a través de una jeringa filtro celulosa en camara de vacio a un
flujo menor a 1 ml.min y finalmente se evaporaron a 35 °C en Speed Vac. Los extractos
evaporados se resuspendieron en 5 pul de MeOH grado HPLC y se inyectaron en el equipo
LC-ESI/MS-MS.

La separacion cromatografica se realizd con un HPLC Alliance 2695 (Waters, Inc.,
California, USA) equipado con una columna de fase reversa C18 (100 mm x 2.1 mm, 3-pum),
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el cual se encuentra acoplado con un espectrémetro de masa con triple cuadripolo (Quattro
Ultima pt; Micromass, Manchester, UK), realizandose la ionizacion por electrospray en
forma negativa (ESI).

La cuantificacion se llevd a cabo por inyeccion de las muestras en modo monitoreo de
reacciones multiples (MRM). La adquisicion de datos por MRM se realiz6 por monitoreo de
iones parentales sus transiciones para ABA: 263>153 y para su estandar interno 268>159,
JA: 209>59 y para su estandar interno 215>59, SA: 137>93 y para su estandar interno
141>97 y para AlA 174>130 y para su estandar interno 180>135. El Software utilizado fue
MassLynx TM v. 4.1, Micromass, Manchester, UK.
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