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1. RESUMEN

En Argentina el avance tecnoldgico sobre la genética del maiz (Zea mays),
condujo a que este sea el cultivo con mayor aumento de rendimiento en los
altimos 30 afos. Por otra parte, la oferta y variedad de los insumos utilizados en
su produccion, tales como agroquimicos, fertilizantes, maquinaria, etc., provocaron
profundos cambios para que tenga cada vez mayores rendimientos,(Gear, 2006).

Con la creciente demanda mundial de alimentos, se ha aumentado la
produccion, utilizando mayor cantidad de fertilizantes, pesticidas, herbicidas,
fungicidas, etc. Los cuales provocan un aumento en la contaminacion ambiental.
Los tratamientos microbiolégicos son herramientas tecnolégicas que permiten
obtener resultados a nivel de produccién similares a las practicas agronémicas
convencionales pero con potenciales beneficios ambientales.

Mediante la coinoculacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y
distintas especies de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR)
se planted un posible efecto sinérgico en el desarrollo del cultivo de Maiz. Se
busco evidencia del efecto sinérgico, comparando los parametros vegetativos del
cultivo y en el porcentaje de colonizacién radicular por hongos micorrizicos
arbusculares, en los distintos tratamientos.

En este trabajo se puso de manifiesto un aumento en el porcentaje de
colonizacion radicular por hongos micorrizicos arbusculares en los tratamientos
con coinoculacion. Viendo también buenos resultados en los parametros

vegetativos.

PALABRAS CLAVE
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2. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los granos alimenticios mas antiguos que
se conocen. Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y
es la unica especie cultivada de este género (Paliwal, 2001; Acosta, 2009).

La produccion de maiz a nivel mundial es mas grande que cualquier otro
cereal. Los tres exportadores principales son los EEUU, Argentina y Brasil.

El futuro del comercio internacional, de cualquier modo, reviste hoy gran
incertidumbre como consecuencia de la pandemia del coronavirus COVID-19. Las
medidas tomadas para contener la diseminacion de la enfermedad y el temor a
sus efectos han provocado una notable retraccion del consumo global y una fuerte
correccién en los precios. Por este motivo, las proyecciones de cantidades y

precio de nuestras exportaciones estan sujetas a ajustes (https://bcr.com.ar/es).

Debido al crecimiento de la poblacion, la demanda de alimentos requiere el
desarrollo de nuevas tecnologias aplicadas a los cultivos con el objetivo de
mejorar la calidad y el aumento de la produccién de granos (Ratz et al., 2017;
Buchelt et al., 2019).

El desarrollo de los cultivos en los suelos agricolas esta influenciado por
muchos factores bibticos y abiéticos. Si bien los productores usan rutinariamente
enfoques fisicos y quimicos para manejar el ambiente del suelo con el objetivo de
mejorar los rendimientos de los cultivos, la aplicacion de productos microbianos
para este propésito es menos comun. Una excepcion a esto es el uso de
inoculantes para leguminosas, utilizados para garantizar una fijacién eficaz del
nitrégeno (Smith, 1997).

Dentro del sistema suelo, el entorno inmediato de la raiz, llamada rizosfera,
es considerada una de las interfaces microbianas mas dinamicas de la tierra
(Philippot et al., 2013). La rizosfera es relativamente rica en nutrientes, debido a
gue los exudados vegetales son abundantes en aminoacidos y azucares que
proporcionan energia y nutrientes, lo que da lugar a mas poblaciones microbianas
en esta region que fuera de ella (Haas y Defago, 2005).

Para aumentar la productividad y reducir los costos, se han buscado
alternativas para reducir el uso de insumos y pesticidas. Una alternativa es el uso

de rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (del inglés Plant Growth


https://bcr.com.ar/es

Promoting Rizobacterias, PGPR), que es una opcion bioldgica prometedora en el
control de fitopatdgenos, desarrollo de plantas y aumento de la productividad de
los cultivos (Hernandez-Hernandez et al., 2018). PGPR son bacterias que se
encuentran en la rizosfera (superficie radicular en asociacidon con las raices), y
ayudan a promover el crecimiento (Ratz et al., 2017). Bacillus, Pseudomonas,
Azospirillum, Rhizobium, entre otros se encuentran entre los géneros mas
estudiados (Araujo y Guerreiro, 2010).

Las PGPR son microorganismos que impactan favorablemente en el
crecimiento y desarrollo de estas e incrementan su tolerancia, resistencia y
proteccibn a otros microorganismos causantes de enfermedades. Se han
establecido algunas caracteristicas que definen a este grupo. En primer lugar,
tienen una elevada densidad poblacional en la rizésfera después de su
inoculacién, ya que una poblacién que declina rapidamente tendra una baja
capacidad competitiva con la microflora nativa del suelo (Chen et al., 2013). Deben
poseer alta capacidad de colonizacion efectiva sobre la superficie de la raiz vy,
como consecuencia, influir positivamente en el crecimiento de la planta.
Complementariamente, puedan controlar de manera natural y eficiente a otros
microorganismos patdgenos del suelo y, por dltimo, que no produzcan dafio en el
hombre (Wernitznig et al., 2013; Newman et al., 2016).

Las poblaciones microbianas de la rizésfera son importantes para el
mantenimiento de la salud de las raices, la absorcion de nutrientes y la tolerancia
al estrés ambiental (Bowen y Rovira, 1999; Cook, 2002). Estos microorganismos
benéficos pueden ser un componente importante de las practicas de manejo para
lograr aumentos de rendimientos de los cultivos (Cook, 2002). Los potenciales
beneficios ambientales de este enfoque, que llevan a una reduccién en el uso de
productos agroquimicos, y el ajuste de practicas sustentables, estan impulsando el
uso de microorganismos benéficos. El progreso reciente en la comprension de las
interacciones biolégicas que se producen en la rizésfera, el estudio de
formulaciones y el uso de inoculantes permiten aumentar la fiabilidad de la
tecnologia en el campo y facilitar su desarrollo comercial (Nelson, 2004).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR), fueron
definidas por primera vez por Kloepper y Schroth en 1978, para describir las

bacterias del suelo que colonizan las raices de las plantas luego de la inoculacién



y que aumentan su crecimiento. Son indispensables para el proceso de
colonizacion factores como la capacidad de las bacterias de sobrevivir a la
inoculacion, de multiplicarse en la espermosfera (zona de influencia de la semilla
en germinacion que produce exudados estimulantes o inhibidores de la actividad
y/o crecimiento), de adherirse a la superficie de la raiz y de colonizar el sistema en
desarrollo (Nelson, 2004).

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de
microorganismos en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagonicas, de
competencia fisica y bioquimica, moduladas por multiples complejos y factores
biéticos y abioticos. La rizésfera, uno de los principales sitios donde se presentan
microorganismos, especificamente funcionales, como fijadores de nitrGgeno,
solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal, biocontroladores y
especies patogénicas, normalmente, compiten por espacio y por nutrientes. Estas
interrelaciones entre microorganismos inciden en la interaccion suelo-planta-
microorganismos-ambiente y repercuten, de forma directa, en el crecimiento y en
el desarrollo de las especies vegetales. Microorganismos rizosféricos, como los
hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), y bacterias del género
Pseudomonas, usualmente, catalogados como agentes de control biolégico (BCA)
y microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM), dependen de los
factores mencionados para expresar sus potenciales efectos benéficos; sin
embargo, en la interaccion de estos dos tipos de microorganismos, se pueden
presentar efectos sinérgicos, que potencien los beneficios o, por el contrario,
efectos antagonicos o simplemente que no ocurra ningun efecto en el crecimiento
y en el desarrollo de las plantas, (Cano, 2011).

Se han descrito una gran diversidad de microorganismos que aportan
multiples beneficios al crecimiento de las plantas. Entre los mecanismos
reportados como formas de promocion del crecimiento se encuentran los
siguientes:

e Fijacion bioldgica de N, (FBN) (Hurek et al., 2002; Iniguez et al., 2005).

Diversos estudios reportan la fijacion biolégica del nitrégeno como
mecanismo de promocion del crecimiento vegetal, proceso que se

detallard méas adelante.



e Produccion de fitohormonas (Baca y Elmerich, 2007). Algunas bacterias
producen fitohormonas que promueven el desarrollo y la proliferacion de
las raices resultando en una absorcion mas eficiente de agua y
nutrientes (Oliveira et al., 2002).

e Solubilizacién de fosfato (Sturz et al., 2000; Sessitsch et al., 2002;).
Varios reportes han examinado la habilidad de diferentes especies de
bacterias de solubilizar fuentes de fosfato inorganico insoluble
(Goldstein, 1986),

e EI biocontrol de fitopatbgenos es otro mecanismo por el que las
bacterias promueven el crecimiento vegetal (Weller, 1988; Compant et
al., 2005; Anandhakumar y Zeller, 2008). Los mecanismos de control
mas reconocidos son: competencia por un nicho ecoldgico o sustrato,
produccion de aleloquimicos inhibitorios, e induccién de resistencia
sisttmica (ISR) en plantas huéspedes a un amplio espectro de
patégenos. Los aleloquimicos incluyen sideroforos, antibiéticos, biocidas
volétiles, enzimas liticas, y enzimas de detoxificacion (Compant et al.,
2005).

Uno de los elementos nutritivos que con mayor frecuencia limita el
rendimiento de los cultivos es el nitrdgeno (N), aun cuando la atmdsfera contiene
un 80 % de nitrégeno molecular (N;), aproximadamente, en este estado no puede
ser aprovechado por la planta (Haag et al., 2013). Por lo tanto, el N es un
elemento clave para la agricultura, ya que el rendimiento es una funcion directa de
la disponibilidad del mismo (Vitousek et al., 1997). El N, solo puede ser utilizado
directamente por un grupo reducido de microorganismos, en un proceso que se
conoce como fijacion biolégica de nitrogeno (FBN), (Zuberer, 2005).

El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales que mas limitan el
rendimiento del maiz. Este macronutriente participa en la sintesis de proteinas y
por ello es vital para toda la actividad metabolica de la planta. Su deficiencia
provoca reducciones severas en el crecimiento del cultivo, basicamente por una
menor tasa de crecimiento y expansion foliar que reducen la captacion de la
radiacion fotosintéticamente activa. Las deficiencias de nitrdgeno se evidencian

por clorosis (amarillamiento) de las hojas mas viejas, (Torres, 2016).



Datos moleculares vy fisiologicos demuestran que transportadores de N de
las plantas son activados durante la micorrizacion, sugiriendo que los HMA liberan
una cantidad sustancial de N a sus hospedadores (Smith y Read, 2008).

Otro elemento importante es el carbono el cual ingresa al agrosistema por
la fotosintesis y sale del mismo por la respiracion radical y microbiana. La
diferencia entre la cantidad de carbono que ingresa como residuos vegetales al
suelo y la que se genera por respiracion microbiana representa el balance de
carbono del mismo. Cuando la biomasa vegetal muere pasa a ser residuos
vegetales. Durante su descomposicion se liberan nutrientes y se emite CO,. Este
también es generado en el proceso de mineralizacion de la materia orgénica
humificada. La suma de la emision de CO, por descomposicion y mineralizacion
constituye la respiracion microbiana o heterotréfica del suelo. El carbono de los
residuos, que no es emitido como CO; durante la descomposicion pasa a formar
parte de la biomasa microbiana en un primer momento. Luego se integra a
sustancias organicas mas estables y se denomina carbono humificado (Alvarez,
2006). Esta demostrado que el carbono es transferido del HMA a las plantas, pero
el mecanismo molecular ain no esta claro (Smith y Read, 2008).

Por ultimo, el azufre (S) también se puede transferir a las plantas a través
de los HMA (Sieh et al., 2013).

Dentro de las bacterias benéficas asociadas a plantas, las rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), especialmente las formadoras de
endosporas, poseen un gran potencial en agricultura. Este potencial se ve
reflejado en el biocontrol de plagas y enfermedades, y en la biofertilizacion de
plantas. Este grupo de bacterias posee la capacidad de formar endosporas, una
estructura que les proporciona grandes ventajas de formulacion en productos
comerciales, ya que genera larga vida util (Garcia de Salamone et al., 2001).

Segun Evans y Burris (1992), podemos clasificar a las bacterias fijadoras de
nitrdgeno en tres grupos: diazoétrofos de vida libre, que fijan el nitrégeno para su
propio uso y el nutriente queda disponible después de su muerte, por ej. especies
de Klebsiella, Azotobacter y Rhodobacter (Fischer, 1994); diazotrofos asociativos,
gue contribuyen al crecimiento de la planta huésped sin formacion de estructuras
diferenciadas, por ej. Especies de Azospirillum, Acetobacter, Pseudomonas,

Bacillus y Paenibacillus (Beneduzi et al., 2008; Santi et al., 2013), y diazotrofos



simbidticos, que establecen una interaccibn muy estrecha entre macro y micro-
simbionte y en algunos casos se forman estructuras diferenciadas denominadas
nodulos como en los géneros de rizobios: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium (Fischer, 1994).

Las caracteristicas descriptivas del género Bradyrhizobium se
corresponden con bacilos cortos de 0.5 a 0.9 pm por 1.2 a 3.0 um, Gram (-),
aerobicas, no esporulantes. Son moviles debido a que poseen un flagelo polar o
subpolar (Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey’s). Esta bacteria
puede vivir en vida libre en el suelo o como bacteroides (Dénarie et al., 1992).

Las bacterias del género Pseudomonas abundan en la superficie de las
raices, ya que son versatiles en su metabolismo y pueden utilizar varios sustratos
producidos por las mismas, interactuando de forma asociativa con la planta
(Madigan y Martinko, 2005). Pseudomonas fluorescens es una de las especies
mas estudiadas, pues produce metabolitos como sideroforos, antibidticos,
compuestos volatiles, enzimas y fitohormonas (Showkat et al., 2012). Tiene una
gran capacidad para solubilizar fésforo. Otro aspecto destacable de Pseudomonas
fluorescens es la produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento.
Actualmente, existen diversas cepas de Pseudomonas fluorescens que han sido
registradas, y algunas de ellas patentadas (Araya, 2003) para su uso en los
cultivos agricolas como agentes de control biolégico. Pseudomonas fluorescens
como PGPR son muy utilizadas en diversos cultivos, pues colonizan las raices de
los mismos, promueven el crecimiento y previenen el establecimiento de
patdgenos. También favorecen la capacidad de absorcién de agua y nutrientes, lo
gue permite que las plantas sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a
condiciones climaticas adversas (Pérez Alvarez et al., 2015).

Azospirillum sp. es una de las rizobacterias, promotoras de crecimiento,
mas estudiada hasta la actualidad. Produce efectos beneficiosos directos e
indirectos en varios cultivos (Bashan et al., 2011). Una de las principales
caracteristicas propuesta para explicar la promocién del crecimiento de plantas ha
sido relacionada con su habilidad para producir reguladores de crecimiento como
auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno, acido abscisico, Oxido nitrico y
poliaminas (Prinsen et al., 1993; Cassan et al., 2009). El nivel de respuesta a la

inoculacion de Azospirillum puede definirse por las caracteristicas genéticas tanto



de las bacterias como de la planta huésped (Garcia de Salamone et al., 2010). Los
resultados mas evidentes con inoculaciones con Azospirillum sp. son los cambios
en la arquitectura radicular. Algunos de ellos ocurren en numerosas especies de
plantas, consecuentemente incrementando y mejorando su sistema radicular.

Las cepas de Acidovorax que crecen en el suelo y el agua pueden
biodegradar algunos poliésteres comerciales. Por ejemplo, Acidovorax facilis y
Acidovorax delafieldii. Recientemente, fue descripto Acidovorax radicis sp. nov.,
gue no posee capacidad patdgena en los cultivos sin embargo presenta potencial
para promover el crecimiento de las plantas (Li et al., 2011). Son capaces de
desnitrificacion heterotréfica de nitrato (Willems y Gillis, 2015).

Paenibacillus sp. tiene aplicaciones consideradas potenciales en la
agricultura porque producen diversas enzimas y sustancias antimicrobianas, como
las polimixinas y bacitracinas (Ma et al., 2011) y algunas cepas tienen la
capacidad de fijacion de nitrégeno (Ma et al., 2007 a, b). Las bacterias formadoras
de esporas se consideran ventajosas para la formulacibn de producto
bioestimulantes y el mantenimiento estable en el suelo, hay mas de 110 especies
gue han sido validadas en este género. Los miembros del género estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y tienen caracteristicas fisiol6gicamente
diversas (Xie et al., 2012).

Existen dos mecanismos de accion de las PGPR: estos se denominan
directos o indirectos.

Dentro de los mecanismos directos se tienen: la fijacion biolégica de
nitrégeno por efecto de la enzima nitrogenasa, la produccion de sustancias
bioldgicamente activas y de reguladores de crecimiento vegetal (fitohormonas), asi
como la solubilizacion de nutrientes, como es el caso de la enzima fitasa y su
participacion en la solubilizacion de fésforo organico a partir de la molécula de
fitato. Y dentro de los mecanismos indirectos se encuentran la generacion de
antibidticos, produccibn de moléculas quelantes de hierro, competencia,
parasitismo e induccién de resistencia sistémica (SIR).

Las interacciones planta-microorganismo-ambiente en la rizésfera son las
principales determinantes de la salud vegetal y la fertilidad del suelo. Se conoce
gue las plantas afectan a las poblaciones microbianas en el suelo, y cada especie

de planta podria seleccionar las poblaciones microbianas especificas que
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contribuyen a su condicién fisiolégica, creando un ambiente selectivo y con
diversidad limitada (Borrego Mufioz, 2016).

Se ha demostrado que la inoculacion de las raices de las plantas con
bacterias del género Azospirillum sp, producen un incremento en el desarrollo del
sistema radical de la planta, lo cual conlleva una mejora en la capacidad de esta
para utilizar de forma mas eficaz los fertilizantes nitrogenados, por lo que pueden
ser aplicados a dosis mucho més bajas. Este es un hecho fundamental ya que se
conoce que hay gran discrepancia entre la cantidad de fertilizante nitrogenado
aplicado y la que realmente es utilizada por la planta (bajo coeficiente de
utilizacion). Por esta razon, puede quedar un exceso de compuestos nitrogenados
en el ecosistema lo que representa la mayor fuente de contaminacion por N tanto
en la atmoésfera (6xidos de N) como en las aguas superficiales y profundas
(nitratos) (Clares, 2006).

La comparacion de las secuencias de los genes que codifican el ARNr de
una de las subunidades ribosémicas en procariotas, los genes que codifican el
16S ARNr especificamente, permite establecer las relaciones filogenéticas
existentes entre dichos organismos. Este hecho ha tenido una enorme repercusion
en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y
permitiendo la identificacién rapida y precisa de las bacterias. Esta macromolécula
presenta una serie de caracteristicas que permiten utilizarla en la identificacién de
bacterias en especies: 1) Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas
las bacterias actuales. Constituye, por tanto, una diana universal para su
identificacion. 2) Su estructura y funcion han permanecido constantes durante un
tiempo muy prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan
probablemente cambios aleatorios. 3) Los cambios ocurren de manera
suficientemente lenta, como para aportar informacion acerca de todos los
procariotas. 4) El tamafo relativamente largo de los genes del 16S ARNr (1.500
nucleotidos) minimiza las fluctuaciones estadisticas. 5) La conservacion en
estructura secundaria puede servir de ayuda en las comparaciones, aportando una
base para el alineamiento preciso. 6) Dado que resulta relativamente facil
secuenciar los genes de 16S ARNr, existen bases de datos amplias, en continuo
crecimiento (Bartoli et al., 2014).
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Los HMA (hongos micorrizicos arbusculares) se asocian con las raices, sin
danarlas, y cooperan con las plantas para que estas tomen nutrientes y agua para
crecer mas y mejor, desde el punto de vista nutricional y sanitario. De este modo,
la planta micorrizada es capaz de resistir mejor las condiciones ambientales
adversas (sequia, salinidad, plagas), siendo asi mas productivas (Giovannetti and
Mosse 1980). Como asi también desempefian un papel clave en el ciclado de
nutrientes en el ecosistema y en la proteccion de las plantas frente a estreses
ambientales. La mayoria de las especies de plantas silvestres y cultivadas forman
micorrizas, siendo las llamadas “micorrizas arbusculares” (del inglés Arbuscular
Mycorrrhizal Fungi, AMF o HMA) (en adelante “micorrizas”) las mas comunes v,
concretamente, las que forman las plantas de interés agrondémico, entre ellas
cereales, leguminosas, horticolas y frutales. El micelio de HMA que emerge del
sistema radicular puede adquirir nutrientes de los lugares del suelo que son
inaccesibles para las raices (Smith et al., 2000). Ademas, las hifas fungicas son
mucho mas delgadas que las raices y, por lo tanto, pueden penetrar en poros mas
pequefios (Allen, 2011). Los carbohidratos y los nutrientes minerales se
intercambian dentro de las raices a través de la interfaz entre la planta y el hongo.
Las hifas fungicas colonizan la raiz y forman estructuras altamente ramificadas
dentro de las células, los arbusculos, que se consideran el sitio funcional de
intercambio de nutrientes (Balestrini et al., 2015).

Por lo tanto, los HMA pueden aliviar la limitacion en el crecimiento de las
plantas causada por un suministro inadecuado de nutrientes (Nouri et al., 2014).

Dados los efectos de las micorrizas como biofertilizantes, fitoestimuladores
y bioprotectores de los cultivos, se acepta que el manejo apropiado de esta
simbiosis pueda permitir una reduccién significativa de fertilizantes y fungicidas
guimicos, aspectos claves en una produccion sostenible en agricultura, con los
consiguientes beneficios ecologicos y econdmicos. Es evidente, por lo que
antecede, que los hongos micorrizicos y su simbiosis con la planta, las micorrizas,
son un componente clave en la estabilidad, sostenibilidad y productividad de los
agro-ecosistemas. Por ello, el hecho de que cualquier perturbacién que sufra el
sistema suelo-planta pueda afectar la diversidad o funcionalidad de estos hongos

y/o simbiosis, puede repercutir en los beneficiosos efectos de las micorrizas.
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Las interacciones de HMA brindan otros beneficios a las plantas, como la
tolerancia a la sequia y la salinidad (Augé et al., 2015) y la resistencia a las
enfermedades (Pozo y Azcén-Aguilar, 2007). Se sabe que los HMA alivian la
toxicidad de metales pesados en las plantas hospedantes y toleran altas
concentraciones de metales en el suelo (Meier et al.,, 2015). También pueden
tener un efecto directo en el ecosistema, ya que mejoran la estructura y
agregacion del suelo (Rillig y Mummey, 2006; Leifheit et al., 2014, 2015; Rillig et
al., 2015) e impulsan las comunidades vegetales y su productividad (van der
Heijden et al., 1998). Las bacterias parecen representar el tercer componente de
la asociacion micorrizica y probablemente jueguen un papel en su funcién. Cada
vez hay méas pruebas de que las interacciones de bacterias y hongos son mas
generalizadas de lo esperado y que su dindmica puede ser crucial en los
ecosistemas. En condiciones naturales las bacterias asociadas a los hongos
micorrizicos colonizan la superficie de las hifas extrarradicales o en algunos
hongos viven en el citoplasma como endobacterias (Bonfante y Anca, 2009).

Diversos ecoélogos y agronomos aseguran que las practicas agricolas que
toman ventaja de la actividad microbiana del suelo son mas eficientes que las
practicas convencionales desde el punto de vista de la utilizacion de la energia y
los nutrientes. Cabe destacar que, en la rizésfera, los diferentes grupos de
organismos del suelo no viven independientemente unos de otros, sino que
forman un sistema interconectado, mas o menos en equilibrio, segun las
condiciones del suelo. Muchas interacciones tienen lugar entre los hongos
micorrizicos y los deméas microorganismos en la rizésfera, y las respuestas de las
plantas a la micorrizacién involucran, no solamente al hongo, sino a todos los
microorganismos presentes (Cheeke et al. 2012).

Varios estudios han demostrado la posibilidad del uso de diferentes
microorganismos, como alternativa biologica para la nutricion de las plantas,
destacandose entre ellos las bacterias fijadoras de nitrégeno y otras bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, asi como los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA). Estos microorganismos son considerados insumos biologicos
de enorme potencial en la agricultura, gracias a sus efectos positivos sobre la
adaptacion y el crecimiento de una gran variedad de cultivos. Ademas, los hongos

micorrizicos constituyen un componente clave para el desarrollo de la biota del
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suelo (conjunto de organismos vivos que habitan en el suelo y cumplen un rol
esencial en los procesos biogeoquimicos), por su gran capacidad de interaccion
con diferentes especies microbianas, a la vez que pueden modificar muchos
aspectos de las propiedades fisicas en la zona rizosférica (Trifonova et al. 2009).
Todos esos efectos modifican los patrones de colonizacion de la raiz micorrizada,
donde se desarrollan procesos bioldgicos que mejoran las condiciones de los
suelos para el desarrollo de las plantas, aspectos muy importantes para el
establecimiento de una agricultura sostenible y el funcionamiento adecuado de los
agro ecosistemas.

Entonces, la interaccion generada entre las micorrizas y las PGPRs lograria
el crecimiento en las plantas, con un consecuente incremento en la emergencia,
el vigor, la biomasa, el desarrollo en sistemas radiculares e incrementos en la
produccion de cultivos de interés comercial, tales como maiz, entre otros
(Giovannetti 2000).

Por lo tanto, la aplicacién eficiente de HMA vy rizobacterias en el manejo
futuro de la agricultura dependerd, en gran medida, de la habilidad para identificar
las funciones especificas que realizan esos microorganismos dentro de cada
agroecosistema particular y para integrar esos descubrimientos dentro de la
estrategia de manejo integrado (Riera y Medina, 2005).

Los aumentos de rendimiento de los cultivos se basan en el
fitomejoramiento que incluye la aplicacion de altas dosis de fertilizantes quimicos
gue pueden generar un impacto ambiental negativo en el ecosistema (Tilman et
al., 2002). Por esa razon, es importante encontrar y mejorar las practicas agricolas
con el fin de aumentar y mantener altos niveles de produccion de una manera mas
sostenible (Altieri y Nicholls, 2000). En este sentido, la inoculacién con
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) es una alternativa
econdmica y ecologica para incrementar los rendimientos de los cultivos (Garcia
de Salamone, 2011; Verma et al., 2010) y mejorar la eficiencia en el uso de
fertilizantes (Hayat et al., 2012). Los cultivos de cereales, como el maiz (Zea
mays), pueden asociarse con muchas especies de bacterias beneficiosas,
generalmente llamadas PGPR (Barea, 2004). Algunas de estas PGPR son
Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens, las cuales han mostrado

capacidades relacionadas con la fijacion biologica de N, (Franche et al., 2009;
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Garcia de Salamone, 2012a) y la mejora de la absorcion de nutrientes
(Dobbelaere et al., 2001; Hayat et al., 2012). En asociacion con la rizésfera de las
plantas de cultivo, las PGPR producen efectos beneficiosos directos e indirectos
sobre el crecimiento de las plantas (Cassan y Diaz-Zorita, 2016; Pliego et al.,
2011; Verma et al., 2010). Al respecto, algunas cepas de estas PGPR promueven
el rendimiento de grano y el crecimiento de la biomasa aérea de maiz, arroz y trigo
(Garcia de Salamone, 2012a; Garcia de Salamone y Débereiner, 1996; Garcia de
Salamone et al., 2006, 2010).

La inclusion de maiz en las secuencias de cultivo garantiza la adicion de
gran cantidad de residuos del cultivo. Esto es esencial para mantener la calidad
del suelo como establecen las pautas de agricultura de conservacién. La
agricultura mundial tendra que enfrentar el desafio de aumentar la produccion de
alimentos debido a una demanda poblacional cada vez mayor, pero también
tendrd la responsabilidad de reducir y/o minimizar la dependencia de los productos
agroquimicos, para salvaguardar la contaminacién ambiental y la salud humana.
En este contexto, se destaca la necesidad de implementar o revitalizar tecnologias
microbiolégicas, como la biofertilizacion basada en hongos micorrizicos
arbusculares y/o en bacterias PGPRs (Berruti et al., 2015). Comprender las
interacciones entre los microorganismos que componen la rizésfera es esencial
para describir la naturaleza de la interaccion microorganismo-suelo-planta.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de ciertos
inoculantes formulados con PGPR, coinoculados con hongos micorrizicos
arbusculares (del inglés Arbuscular Mycorrrhizal Fungi, AMF o HMA) sobre la

produccion de maiz en condiciones de camara de crecimiento.

3. HIPOTESIS

La coinoculacién de micorrizas vesiculo-arbusculares y PGPR ejercen un

efecto benéfico cuando son aplicadas, en conjunto, al cultivo de maiz.

4. OBJETIVOS



4.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de coinoculacion hongos micorrizicos arbusculares y
PGPR desde la germinacion hasta los primeros estadios vegetativos del desarrollo
del cultivo de maiz, en condiciones in vitro de cAmara de crecimiento; evaluando la

identidad génica de los microorganismos inoculados.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la identidad genética de las cepas presentes en los diferentes
inoculantes bacterianos como asi también la del hongo micorrizico
utilizado.

e Evaluar la utilizacién de diferentes sustratos sobre la germinacién y el
desarrollo del cultivo en condiciones de camara de crecimiento.

e Determinar la viabilidad de cada producto microbioldgico.

e Estudiar el efecto sobre los parametros vegetativos del desarrollo del
cultivo, de la aplicacion individual y la coinoculacion de los productos
biolégicos.

e Analizar el efecto de coinoculacién sobre la colonizacién micorrizica.

5. MATERIALES Y METODOS

Si bien se buscé evaluar los efectos de la coinoculacion sobre los
pardmetros vegetativos, primero se estandarizd el sistema sobre el cual se
desarroll6 el cultivo. Para ello, se realizaron una serie de ensayos en camara de
crecimiento (sirve para controlar los requerimientos de temperatura, humedad, luz
y otros factores). En la cual la temperatura oscila entre los 25°C y 30°C, una
humedad relativa de entre 60% y 70%, con 16 horas de luz de 9000 lux y 8 horas
de oscuridad.
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En todos los ensayos se utilizaron semillas de Maiz NK 860 TD/TG, hibrido
de ciclo intermedio.

Los ensayos se llevaron a cabo en sistemas de contenedores individuales
Cone-tainer™ con didmetro de 3,8 cm, profundidad de 21 cm y volumen de 164
ml, con drenaje inferior, ademas de poseer costillas internas verticales que evitan
que las raices formen espirales (Stuewe & Sons, 2018). Todos los ensayos se
realizaron con disefio completamente aleatorizado.

Los inoculantes comerciales a base de HMA utilizados pertenecen a la

empresa Valent Bio Sciences. Los inoculantes bacterianos utilizados pertenecen a

la empresa Rizobacter.
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Camara de crecimiento

5.1 Puesta a punto de la metodologia de siembra, riego y desarrollo del

cultivo en Cone-tainer™

En una primera instancia se llevé adelante un ensayo piloto donde se
combinaron distintos sustratos, mencionados en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Lista de sustratos utilizados, con sus respectivos pH.

SUSTRATO PH

Suelo no estéril, libre de Bradyrhizobium 6,87
Arena fina + Arena gruesa (2:1) 7,35
Arena + Suelo (2:1) 7,16

Suelo + Arena + Perlita (5:4:1) 7,16
Arena fina 7,19

Arena gruesa 7,19

Todos los sustratos fueron esterilizados (menos el suelo no estéril) en
autoclave durante 180 minutos, a 121°C. Las condiciones edéficas (estéril y no
estéril) del sustrato suelo se presentan en la tabla 10.1 de Anexos. Las mezclas de
sustratos se prepararon siguiendo las distintas proporciones en volumen. Se
suspendieron 10 gramos de sustrato en 100 ml de agua de 6smosis, para luego
tomar la medida de pH de la suspension. Se llenaron 5 Cone-tainers™ con cada
sustrato.

Como primera medida se buscé un material el cual pudiera retener el
sustrato y controlar las raices, se colocdé en el extremo terminal del Cone-
tainers'™. En un primer ensayo se utilizd en el extremo terminal del contenedor un
aposito de algodén con el fin de retener el sustrato en el interior. Se sembraron
dos semillas de maiz, sin tratar, mediante el empleo de pinzas estériles, a una
profundidad de dos veces el tamafio de la semilla. Luego de la germinacion se
procedié al raleo, dejando solo una plantula. El riego se hizo mediante el empleo
de un regador, usandose agua de 6smosis inversa. Se rego dia por medio, sin
tener en cuenta el volumen de agua incorporado en cada recipiente. Transcurridos
28 dias desde la siembra se procedi6é al descalce y lavado de cada planta, dando

por finalizado el ensayo.
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raleo de plantas

Se realizé un segundo ensayo, donde se utilizaron canicas de diferentes
tamafos en el extremo inferior del contenedor., Por lo demas el ensayo procedio
de igual manera que el mencionado anteriormente. Las condiciones fueron las
mismas que lo especificado para el primer ensayo.

En un tercer ensayo se prob6 el uso de OASIS® Esponja Floral en el
extremo inferior de cada contenedor, como barrera tanto para el sustrato como
para las raices en crecimiento, aqui también el ensayo prosiguioé de igual manera
gue lo anteriormente mencionado y las condiciones fueron las mismas que los
ensayos previos.

Luego de finalizado el tercer ensayo se prosiguié con un nuevo ensayo, ya
con el uso de OASIS® Esponja Floral, donde se probaron cuatro sustratos, Suelo
no estéril, libre de Bradyrhizobium, Arena fina + Arena gruesa (2:1), Arena + Suelo
(2:1) y Suelo + Arena + Perlita (5:4:1). Las mezclas de sustratos se prepararon
siguiendo las distintas proporciones en volumen. En este mismo experimento se
ajust6 el riego, a capacidad de campo. Se llené cada Cone-tainers™ con igual
cantidad de gramos (g) de cada sustrato o mezcla de los mismos. El riego se hizo
con agua de 6smosis inversa completando el peso perdido. Luego de 28 dias se
procedié a descalzar y limpiar las plantas de maiz. Se dio por finalizado el ensayo.
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Se llevo a cabo un quinto ensayo, en el cual el riego fue administrado
mediante micropipeta con tips estériles, siendo aplicados dia por medio, con igual
cantidad de micro-litros (ul) de agua estéril en cada una de las plantulas.

Para asegurar la nutricion del cultivo, se proporcion6 solucion Hoagland
modificada (Hoagland y Arnon, 1950), 1000 pl, dos veces a la semana. Los
nutrientes y sus concentraciones finales de la solucion Hoagland utilizada se
presentan en la tabla 10.2 de Anexos. Luego de los 28 dias se procedio a
descalzar y lavar las plantas, dando por finalizado de esta manera el ensayo.

Se realiz6 un ultimo ensayo, manteniendo todas las técnicas ya puestas a
punto, pero esta vez se probd la desinfeccion de superficie de las semillas a
utilizar. Se sembraron 10 Cone-tainers™ con cada sustrato, de los cuales 5 fueron
sembrados con semillas estériles en superficie y 5 con semillas sin tratar. La
desinfeccién de superficie de semillas fue mediante sucesivos lavados, un primer
lavado con alcohol etilico al 70 %, luego dos enjuagues con agua de ésmosis, un
lavado con hipoclorito de sodio al 1 % y por dos enjuagues con agua de 6smosis.
Luego de realizar los ensayos antes mencionados se dio por finalizada la puesta a
punto del sistema.

De esta manera se establecié el uso de OASIS® Esponja Floral en cada
contenedor, riego con agua estéril administrado con micropipeta. Todos los
ensayos posteriores se llevaron a cabo teniendo en cuenta la metodologia

ajustada.

5.2  Eleccion del mejor sustrato

Se realiz6 un ensayo en camara de crecimiento (sirve para controlar las
condiciones climaticas, como: la temperatura, la humedad, la luz y otros factores)
con las condiciones previamente mencionadas. Con un disefio completamente
aleatorizado, con 10 repeticiones por tratamiento, para elegir un Gnico sustrato y
continuar con los experimentos de coinoculaciéon. Se compararon los cuatro
sustratos, Suelo no estéril, libre de Bradyrhizobium, Arena fina + Arena gruesa
(2:1), Arena + Suelo (2:1) y Suelo + Arena + Perlita (5:4:1). Las mezclas de

sustratos se prepararon siguiendo las distintas proporciones en volumen.
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Ensayo de eleccion de sustratos

Se sembraron semillas de maiz NK 860 TD/TG, tratadas con fungicida-
curasemilla de amplio espectro de control (MAXIM ® XL 035 Syngenta — 25 g/l
Fludioxonil + 10 g/l Metalaxil-M, SC (Suspension Concentrada), en dosis
proporcional a 1ml/kg de semilla. Al finalizar el periodo de desarrollo de 28 dias en
camara de crecimiento se descalzaron las plantulas y se procedio a realizar las
mediciones de los siguientes parametros vegetativos:

¢ longitud aérea
e longitud radicular
e masa fresca aérea

e masa fresca radicular
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e masa seca aérea

e masa seca radicular

e volumen radicular

mediciones parametros vegetativos

5.3 Determinacién de parametros de calidad de inoculantes bacterianos
5.3.1 Recuento de bacterias
Para la determinacién de UFC/mL se prepararon las diluciones de trabajo

de la siguiente manera, se agitdé vigorosamente el envase del inoculante a evaluar

durante 30 segundos, se extrajo 1 ml del producto y se adicion6 en un tubo de
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ensayo con 9 ml de agua desmineralizada estéril (pH: 6,5-7,0). Se homogeneizo
durante 10 segundos en vortex, se extrajo 1 ml de la dilucién 10-1 y se coloco en
otro tubo de ensayo que contenia 9 ml de agua desmineralizada estéril. A esta
dilucion se la denomina 10-2, se homogeneizo en vortex durante 10 segundos y se
repiti6 el paso anterior hasta completar la diluciéon requerida, dependiendo del
inoculante. Se sembraron las diluciones en placas de Petri conteniendo el medio
de cultivo agarizado adecuado para cada microorganismo (tabla 5.2). Se comenz6
por la mayor dilucion, colocando 0,1 ml en el centro de la placa y con espatula de
vidrio estéril con alcohol 96°, expuesta a la llama y enfriada, se extendio el liquido
sobre la superficie, (todo esto realizado en campana flujo laminar). Se incubaron
las placas invertidas en estufa entre 29°C y 30°C. Los dias de incubacion variaron
dependiendo del microorganismo (tabla 5.2). Por ultimo, se llevd a cabo un

recuento.

Tabla 5.2: Medios de cultivo y tiempo de incubacion de las distintas cepas utilizadas.

Cepa Medio de cultivo | Dias de cultivo
Bradyrhizobium japonicum YMA 7
Pseudomonas fluorescens F 2

Azospirillum brasilense RC 6
Acidovorax delafieldii LB 4
Paenibacillus terrigena LB 4

El resultado se expresé como unidades formadoras de colonias por mililitro

de producto (UFC.ml-1) y se calculé de la siguiente manera:
UFC.mI-1 = N° de colonias x factor de siembra x factor de dilucion
Referencias:

o N° de colonias: promedio del numero de colonias presentes en las tres
placas de lectura.

o Factor de siembra: 10 si se usa 0,1ml para la siembra en la placa.

. Factor de dilucion: la inversa de la dilucion en la cual se realizo el

recuento de colonias para la obtencion del resultado.



5.3.2 Pureza microbiolégica

Para evaluar la pureza de los inoculantes, se utilizé la técnica de estrias en
superficie. Se tomd una muestra con un ansa estéril y se inoculdé sobre un extremo
de la placa de Petri con el medio de cultivo correspondiente para cada una de las

cepas utilizadas. Con la misma ansa se extendié la muestra formando estrias

sobre la superficie en varios sentidos.

5.3.3 Recuperacion de bacterias sobre semillas

Se llevo a cabo en simultaneo con la siembra de cada tratamiento. Se
contaron 50 semillas, que se colocaron en un frasco estéril, con tapa. Se le agreg6
50 ml de agua estéril, con pH ajustado en 7. Se agitdé durante 15 minutos en
agitador magnético a 200 rpm.
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Luego de este tiempo se continud con las diluciones decimales seriadas en
tubos de ensayo. Por ultimo, se sembrd, por triplicado, en caja de Petri, 0,1 ml de
la dilucién correspondiente a cada inoculante y se extendié sobre la placa con
espatula de vidrio estéril. Todo el procedimiento descrito se llevd a cabo por
triplicado.

Cajas de petri sembradas

5.4 Corroboraciéon genética de cepas utilizadas

Se llevd a cabo la extraccion del ADN gendmico de los inoculantes
formulados de las cepas de Bradyrhizobium japonicum, Pseudomonas
fluorescens, Azospirillum brasilense, Acidovorax delafieldii y Paenibacillus
terrigena, como asi también del hongo micorrizico Rizophagus intrarradice. Esto
se realizé de acuerdo al protocolo indicado por los profesionales de la empresa
(Para ello se utilizara el kit Wizard Genomic ADN Purificarion kit de Promega) (en

el anexo tabla 10.3). Una vez que se corroboro la integridad y la pureza del ADN
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extraido, por electroforesis en gel de agarosa, se envio a secuenciar a Macrogen,
Korea. Se realiz6 un secuenciamiento de los genes ARN 16S para las cepas de
Pseudomonas fluorescens, Azospirillum brasilense, Acidovorax delafieldii vy
Paenibacillus terrigena mientras que para la cepa de Bradyrhizobium japonicum,
ademas del gen ARN 16S, se secuencio el gen GInA y recA. En tanto que para el
hongo micorrizico se hizo el secuenciamiento de los genes 18S. Con las
secuencias entregadas por Macrogen, se realizé un analisis con el programa Blast
N (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1990), el cual compara
las secuencias individuales de acidos nucleicos obtenidas en este estudio, con
aquellas disponibles en la base de datos de acidos nucleicos GenBank (es una
coleccion de todas las secuencias de ADN y proteinas disponibles). Esto permitio
dilucidar la identidad de los microorganismos. Ademas, se realizdé una busqueda
de secuencias coincidentes para realizar un alineamiento multiple, lo cual permitié
analizar las secuencias en el contexto de la filogenia molecular, para esto se
empled el software MEGA v6 (contiene funciones para construir alineaciones de
secuencias, inferir historias filogenéticas y realizar analisis evolutivos
moleculares), bajo el modelo Tamura-Nei, empleando las opciones recomendadas
por el programa (Drummond et al., 2012; Tamura et al., 2013), el cual permitié un
alineamiento mediante clustalW adecuado para dicho estudio. Se prosiguié
descargando el alineamiento (fasta) y una vez obtenido el alineamiento multiple,
se pudo generar el arbol filogenético, para ello se utilizé el método de maxima
probabilidad/maximun likelihood ya que este utiliza con mayor eficacia la
informacion filogenética contenida en el alineamiento multiple y tiende a generar
un resultado mas cercano a la realidad pudiendo asi evidenciar la relacion

evolutiva entre las secuencias.

5.5 Coinoculacién de semillas con bacterias PGPRs y HMA

Se realizd6 un ensayo en camara de crecimiento, con un disefio
completamente aleatorizado, con 15 repeticiones por tratamiento (5 plantas se
reservaron para utilizar en el estudio de colonizacion radicular por HMA). Se utilizé
como sustrato suelo libre de Bradyrhizobium sp., himedo, que se pasteurizé (se

somete el sustrato a altas temperaturas durante un periodo de tiempo para matar
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los microorganismos mas sensibles a la temperatura (mesofilicos). Los
microorganismos mas resistentes al calor (termofilicos) sobreviven a la
pasteurizacion y permanecen vivos para proteger al micelio frente a otros
microbios) en autoclave a 121°C, en dos dias consecutivos durante 45 y 30
minutos respectivamente (Acosta Pefaloza et al. 2013).

Se trataron las semillas con los inoculantes indicados, dependiendo del
tratamiento. En este ensayo no se utilizé fungicida-curasemilla sobre las semillas,
para evitar que interfiera en la coinoculacion de HMA. Pero si se utilizé el protector
bacteriano, Premax R (Rizobacter). El inoculante a base HMA utilizado en todos
los ensayos, se mando a evaluar con la Dra Alicia Godeas (Facultad de Ciencias
Exactas UBA). Donde se comprobd que esta compuesto por Rizophagus

intrarradice.

Tratamientos y dosis para 200 g de semillas de Maiz:

1. Testigo absoluto (semilla sin tratar).

2. Rizoliq

8 mL de Rizolig + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de maiz.

3. Acidovorax delafieldii cepa A736
8 mL de cepa A736 + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de

maiz.

4. Paenibacillus terrigena cepa B241
8 mL de cepa B241 + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de

maiz.

5. Pseudomonas fluorescens cepa 1008

8 mL de Rizofos + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de maiz.

6. Azospirillum brasilense cepa Az39
8 mL de Azospirillum + 2 mL Premax R. Usar 2 mL/200 gr semilla de

maiz.
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7. Rizolig + Micorrizas
8 mL de Rizolig + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1 mL/200

gr semilla de maiz.

8. Acidovorax delafieldii cepa A736 + Micorrizas
8 mL de cepa A736 + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1

mL/200 gr semilla de maiz.

9. Paenibacillus terrigena cepa B241 + Micorrizas
8 mL de cepa B241 + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1

mL/200 gr semilla de maiz.

10. Pseudomonas fluorescens cepa 1008 + Micorrizas

8 mL de Rizofos + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorrizas. Usar 2,1

mL/200 gr semilla de maiz.

11. Azospirillum brasilense cepa Az39 + Micorrizas
8 mL de Azospirillum + 2 mL Premax R. + 0,2 mL micorriza. Usar 2,1

mL/200 gr semilla de maiz.

12. Micorrizas

10 mL de agua + 0,2 mL micorriza. Usar 2,1 mL/200 gr semilla de maiz.

Se siguio la metodologia de siembra, riego, mantenimiento y descalce
de plantas puesta a punto anteriormente. El cultivo permanecié en camara de
crecimiento durante 35 dias después de la siembra. Al finalizar el periodo de
desarrollo se descalzaron las plantulas y se lavaron. Se procedio a realizar, en

10 de las repeticiones, las mediciones de los parametros vegetativos:

e clorofila (con SPAD 502, mide la cantidad de clorofila en una hoja, en

este caso en la hoja bandera a cada lado del nervio central)
e longitud aérea
e longitud radicular
e masa fresca aérea

e masa fresca radicular
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e masa seca aérea
e masa seca radicular

e volumen radicular mediante el uso de root-scanner (con

interpretacion de resultados a través de Software WinRHIZOTM)

Root Scanner

5.6  Cuantificacion de colonizacion radicular por HMA

Se procedi6 a eliminar 2 cm de la parte inferior y superior de las raices. Se
colocaron las raices en tubos de centrifuga conicos de 50 ml y se cubrieron con
alcohol etilico al 50 %, durante 4 horas a temperatura ambiente.
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Luego de transcurrido dicho tiempo se reemplazd el alcohol etilico por
hidroxido de potasio al 20 % y se incubaron las raices a 65°C durante 12 horas.
Se comprob6 que las raices estuviesen hialinas luego del tiempo transcurrido,

mediante la observacion al microscopio estereoscopico.

&
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—— -
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Se eliminé el pigmento remanente en las raices mediando la adiciéon de una

solucién blanqueadora de peroxido de hidrégeno alcalino durante 3 minutos. Se
retir6 dicha solucién y se dejaron reposar las raices durante 30 minutos en agua

de 6smosis. Luego de este tiempo se lavaron 5 veces las raices con agua limpia.
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Se remojaron las raices en acido acético al 5 % durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se elimin6 dicha solucion y se reemplazé por la solucion de
tincion (6 ml de tinta negra marca Sheaffer TM en 194 ml de &cido acético 5 %)
durante 10 minutos a 90°C. Se retir6 la solucion de tincion y se lavaron 5 veces las
raices.

Se dejaron reposar las raices en agua de ésmosis durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se cambid el agua por acido lactico. Se almacenaron las
raices durante 3 dias en heladera, cubiertas de &cido lactico, para asegurar la
eliminacién de burbujas de aire formadas durante el tratamiento.

Para calcular el porcentaje de colonizacion de raices por micorrizas se
siguié el método descripto por McGonigle et al. 1990. Se montaron segmentos de
raiz de 1 cm de longitud sobre un portaobjetos, usando como medio acido lactico
diluido en agua.

Se hicieron 5 preparados, con 10 segmentos de raiz cada uno, por
tratamiento.

Sobre los preparados se realizd6 un recuento de estructuras fangicas
(vesiculas, arbusculos e hifas) en el microscopio. Se realizaron 3 observaciones

por segmento de raiz (punto superior, medio e inferior).
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Por dltimo, se calculé el porcentaje total de raices infectadas por

tratamiento.

Colonizacion por HMA

5.7 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante analisis de la varianza (ANOVA), las
comparaciones se llevaron a cabo mediante el test DGC y un nivel de significacién
de 0,05. Adicionalmente se hizo un analisis multivariado (sirve para medir, explicar
y predecir el grado de relacion que existe entre la variacion (combinacion lineal
ponderada de las variables). El caracter del analisis descansa no sélo en el
namero de variables sino en las multiples combinaciones existentes entre las

variables.), comparando los parametros vegetativos en los diferentes sustratos.
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Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa InfoStat version
2011 (Di Rienzo et al., 2011).

6. RESULTADOS

6.1 Puesta a punto de la metodologia de siembra, riego y desarrollo del

cultivo en Cone-tainers™

En el primer ensayo realizado para la puesta a punto, se observé que el
algodon utilizado para impedir la pérdida de sustrato no fue de utilidad, ya que se
perdio el sustrato por la base del contenedor. También se observé que, a partir de
los 20 dias desde la siembra, las raices de las plantas traspasaron el algodon y
qguedaron en contacto con diversas fuentes de contaminacién por lo cual se
procedié a descartar el algodon de la base de los contenedores. La metodologia
de siembra fue eficiente y se decidié proseguir con el sistema de siembra en
cuanto a la profundidad (2 veces el tamafio de la semilla) y cantidad de semillas (2
por Cone-tainers™), para luego realizar un raleo.

En el segundo ensayo, se utilizaron canicas de varios tamafos,
encontrando diferentes complicaciones, siendo las canicas mas grandes las que
impedian el drenaje del riego, y las mas pequefias no controlaban las raices las
cuales entraban en contacto con diferentes contaminantes, se repitid la
metodologia de siembra dado que esta fue eficiente en el primer ensayo.

En un tercer ensayo, se probd el OASIS® Esponja Floral en el extremo
inferior de cada contenedor, como barrera tanto para el sustrato como para las
raices en crecimiento respondio bien a las expectativas, cumpliendo la funcion
esperada. En adicion al buen desempefio, con dicho material se mantuvo el
volumen de Cone-tainers™ ocupado, ya que se cortaron discos idénticos de los
oasis con un molde permitiendo que todos los contenedores quedaran iguales en
el momento de la incorporacion de los sustratos. En este ensayo se observaron
problemas con los sustratos arena fina, arena gruesa donde las plantas no se
implantaron correctamente (falta de contencién por parte del sustrato) y la pérdida
de humedad fue excesiva. Por lo que se decidié descartar la utilizacion de este

sustrato en los ensayos sucesivos. En un cuarto ensayo donde fueron utilizados
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los sustratos suelo, suelo-arena, suelo-arena-perlita y mezcla de arena fina-arena
gruesa se observo una correcta implantacion. En un siguiente ensayo, teniendo en
cuenta los requerimientos hidricos observados, el riego llevado a cabo mediante
micropipeta estéril y con agua estéril mostré una respuesta favorable. En adicion,
el riego con solucibn Hoagland modificada no mostré6 una mejoria fenotipica
significativa en todo el ensayo, con plantas de aspecto similar en cuanto al
tamafio y color.

Se observé un mayor porcentaje de germinacion al realizar un riego previo
a la siembra y al momento de la emergencia, previo al raleo. De esta manera se
elimin6 el exceso de agua en contacto con semillas sin germinar y se evitd la
pérdida de viabilidad de las semillas. Estd técnica también facilitd el raleo
realizado con pinzas estériles para evitar la contaminacion, técnica que también
fue de utilidad posterior. En un ultimo ensayo de puesta a punto, la utilizacion de
semillas desinfectadas en superficie di6 como resultado una disminucién
importante en el porcentaje de germinacion de plantas, en comparacion a las
semillas sin desinfectar, por lo cual se decidid continuar con semillas sin
desinfectar, para no comprometer la viabilidad de las semillas.

Finalmente se establecié el uso de OASIS® Esponja Floral en cada
contenedor, riego con agua estéril administrado con micropipeta y sin la necesidad

de fertilizacién con solucién Hoagland modificada.

6.2 Eleccion del mejor sustrato

En el sustrato Arena G/F, se observd una longitud aérea significativamente
menor estadisticamente que en los otros tres sustrato, en el sustrato suelo,
presentaron una longitud aérea intermedia entre los dos mejores suelo-arena,

suelo-arena-perlita y Arena G/F (figura 6.1).
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Tratamientos

Figura 6.1:

Con

Longitud aérea de plantas en los distintos sustratos. Medias con letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05).

respecto a la longitud radicular, se observd que las plantas

implantadas en suelo presentaron una longitud radicular significativamente mayor

estadisticamente que las implantadas en los otros tres sustratos (figura 6.2).
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Figura 6.2:

Longitud radicular de plantas en los distintos sustratos. Medias con letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05).
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En cuanto al peso fresco aéreo de las plantas de maiz, se observlé una
disminucién estadisticamente significativa de este parametro en las plantas
implantadas en arena (Arena G — Arena F), en comparacion con el peso fresco de
las plantas en los otros sustratos (figura 6.3). En tanto que el peso fresco radicular
no presento diferencias estadisticamente significativas entre los distintos sustratos

(tratamientos).

3.5

15

peso aereo fresco

Suelo Suelo-Arena  Suelo-Arena-Perlita  Arena G/F
Tratamiento

Figura 6.3: Peso fresco aéreo de plantas en los distintos sustratos. Medias con letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05).

Para el peso seco aéreo de las plantas, también se observé en el sustrato
arena G/F un peso seco aéreo de plantas significativamente menor
estadisticamente que en los otros sustratos evaluados (figura 6.4). En cambio, en
peso seco radicular no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los diferentes sustratos.
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Peso aereo seco

Suelo Suelo-Arena  Suelo-Arena-Perlita  Arena G/F

Tratamientos

Figura 6.4: Peso seco aéreo de plantas en los distintos sustratos. Medias con letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05).

Como bien se dijo anteriormente, peso fresco radicular, y el peso seco
radicular de las plantas, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los sustratos (los andlisis estadisticos
correspondientes estan en el anexo. Seccion: 10.4).

En lo que concierne al volumen radicular se observa que las plantas que
crecieron con suelo como sustrato son significativamente mayores

estadisticamente que las que crecieron en los otros sustratos (figura 6.5).
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Volumen radicular

Suelo Suelo-Arena Suelo-Arena-Perlita Arena G/F
Tratamientos

Figura 6.5:Volumen radicular de plantas en los distintos sustratos. Medias con letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05).

Por otro lado, cuando se realiz6 el analisis multivariado para predecir el
grado de relacion existente entre las variables, se pudo observar que el suelo es el
sustrato que mayor correlacion tiene con la longitud radicular y volumen radicular
mientras que los sustratos Suelo-Arena y Suelo-Arena-Perlita tienen un
comportamiento mas neutral. Por ultimo, se observo que la mezcla de arena fina y
arena gruesa correlaciona negativamente con la mayoria de los parametros
vegetativos medidos (figura 6.6).
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Figura 6.6: Andlisis multivariado de los pardmetros vegetativos en ensayo con distintos sustratos.

Entre la componente principal 1 y la componente principal 2 se explica el 85% de la vanabilidad

total.

6.3 Determinaciéon de parametros de calidad de inoculantes bacterianos

Los recuentos de bacterias viables se muestran en la tabla 6.1.

Tabla 6.1: Bacterias viables y pH de los inoculantes utilizados.

PGPR UFC/mI pH
Bradyrhizobium japonicum 1,21 x 10%° 7,39
Pseudomonas fluorescens 1,03 x 10° 6,43
Azospirillum brasilense 6,47 x 108 6,03
Acidovorax delafieldii 1,54 x 10° 6,22
Paenibacillus terrigena 1,40 x 108 6,15
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A través de las observaciones de purezas en microscopio estereoscopico
se pudo observar que los inoculantes no presentaban contaminantes. En las
primeras estrias se obtuvo crecimiento confluente debido al inéculo muy
concentrado y en las Ultimas estrias al quedar menos microorganismos en el ansa,
se obtuvo colonias aisladas originadas a partir de cada célula bacteriana.

Por otro lado, las recuperaciones de bacterias viables sobre semillas,
tomadas a los 15 minutos luego de la inoculacion, al momento de la siembra,
dieron como resultado las unidades formadoras de colonia de la tabla 6.2. Esta
técnica de trabajo permiti6 estimar el numero de bacterias viables que

permanecen sobre las semillas luego de la inoculacién, al momento de la siembra.

Tabla 6.2: Unidades formadoras de colonias recuperadas desde semillas.

Tratamiento UFC en semilla-1
Bradyrhizobium japonicum
1,07 x 10’
Acidovorax delafieldii cepa A736
1,28 x 10°
Paenibacillus terrigena cepa B241
6,47 x 10°
Pseudomonas fluorescens cepa 1008
6,67 x 10°
Azospirillum brasilense cepa Az39
3,50 x 10°
Bradyrhizobium japonicum + Micorrizas
1,13 x 10’
Acidovorax delafieldii cepa A736 + Micorrizas
2,57 x 10*
Paenibacillus terrigena cepa B241 + Micorrizas
3,65 x 10°
Pseudomonas fluorescens cepa 1008 + Micorrizas
6,90 x 10°
Azospirillum brasilense cepa Az39 + Micorrizas
3,53 x 10°
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6.4 Determinacion de la identidad genética de las cepas presentes en los
diferentes inoculantes bacterianos como asi también la del hongo

micorrizico utilizado

Para la secuencia del gen que codifica el 16S ARNr de, Azospirillum
brasilense, Bradyrhizobium japonicum, Paenibacillus terrigena, Acidovorax
delafieldii y Pseudomonas fluorescens, presentes en los inoculante a base de
cada una de las cepas mencionadas, utilizados en el presente trabajo, (figuras:
6.7; 6.8; 6.9; 6.10; 6.11; respectivamente).
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Figura 6.7: Resultado del anélisis con el algortmo BLASTn para la secuencia del gen ARN16s

de Azospirillum brasilense TFG (AZ), donde se seleccionaron las secuencias con mayor identidad

para realizar el arbol filogenético.

- - Scomm Score Cover walue dent -

Figura 6.8: Resultado del andlisis con el algoritmo BLASTn para la secuencia del gen ARN16s

de Bradyrhizobium japonicum TFG (BJ), donde se seleccionaron las secuencias con mayor

identidad para realizar el arbol filogenético.
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Figura 6.9: Resultado del analisis con el algoritmo BLASTn para la secuencia del gen ARN16s

de Paenibacillus terrigena TFG (PT), donde se seleccionaron las secuencias con mayor identidad

para realizar el arbol filogenético.
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Figura 6.10: Resultado del analisis con el algoritmo BLASTn para la secuencia del gen ARM16s

de Acidovorax delafieldii TFG (AD), donde se seleccionaron las secuencias con mayor identidad

para realizar el arbol filogenético.
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Figura 6.11: Resultado del analisis con el algortmo BLASTn para la secuencia del gen ARN16s

de Pseudomonas fluorescens TFG (PF), donde se seleccionaron las secuencias con mayor

identidad para realizar el arbol filogenético.




Luego se realiz6 una busqueda de secuencias coincidentes para realizar un
alineamiento multiple, se obtuvo el arbol filogenético de la figura 6.12. Se observé
un arbol enraizado, gracias a las secuencias del gen que codifica el 16S ARNr de
Escherichia coli, que se utilizé6 como outgroup. Se pudo observar que la secuencia
de Azospirillum brasilense TFG se correlacion6 con otros géneros de Azospirillum
presentes en la base de datos utilizada. En cuanto a la secuencia de
Bradyrhizobium japonicum analizada (Bradyrhizobium japonicum TGF) se
correlacioné con las restantes secuencias de Bradyrhizobium presentes en la base
de datos utilizada. La secuencia de Paenibacillus terrigena TFG se pudo observar
gue se correlaciona con secuencias de Paenibacillus obtenidas en la base de
datos. En tanto a la secuencia de Acidovorax delafieldii TFG, se observé que la
secuencia se correlaciono con secuencias de Acidovorax obtenidas en la base de
datos utilizada. Por ultimo, La secuencia analizada de Pseudomonas fluorescens
TFG se correlacion6 con secuencias tanto de Pseudomonas sp., como con

secuencias de Pseudomonas fluorescens, presentes en la base de datos.
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Azospirillum brasilense TFG

HW174232 1 Azospium brasdense stran USD? 16S nbosomeal RNA gene partial sequence
AY150046 2 Roseomonas faunae strain ATCC 49958 168 nbosomal RNA gene partial sequence
MTT03676.1 Azospindum brasdense stran SRB) 168 nbasomal RNA gene partial sequence
DQ285688 1 Azospinium brasiense strain MTCC4037 165 nbasomal RNA gene pavbial sequence
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| J

| KOB83250 1 Uncubed bacterm clone 33 165 rbasomal RNA gene partal sequence

! KY246978 1 Bradyrhaobium $p.sran SEMIA 5085 165 rbosomal RNA gene parl sequence

| KY246971 1 Bradyrhzobiom sp stran SEMUA 5057 165 rbasomal RNA gene partal sequence

| FJ390915.1 Bradyrhzobum faponicum stran SEMIA 5029 168 rbasomal RNA gene partal saquence
Paenibacillus terrigena TFG
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AMT45264.1 Paendacdlus glebae partial 16S rRNA gene type stran LMG 23880T
KF479528 1 Paendacdus sp. A9 168 nbasomal RNA gene partil sequence

i ~idavars slsfinldii TFGG
r Acidoyorax delafieldii TFG

|4- KP3T528% 1 Uncutured bacteram cone OTUS 168 rbasomal RNA gene parkl sequence

+ DQ395836 1 Unculured organism clone olg CGOF349 168 nbasomal RNA gene parfial sequence
DQ3I5506.1 Uncultured organcsm ckore clg CGOF24T 165 nbosomal RNA gene partial sequence
DQ395839 1 Uncuttured organism clone cig CGOF 168 165 nbosomal RNA gene partial sequence
Pseudomonas fluorescens TFG

MT364822 1 Pseudomanas sp. stran ME020 165 rbasomal RNA gene partal sequence
MT125847 1 Pseudomanas fuorescens san KUBOTC2 168 nbasomal RNA gene partil sequence
AF451275.2 Pseudomonas sp. AHZ 165 nbasomal RNA gene partial sequence

KTE95620. 1 Pseudomonas poae stran 36C8 165 rbasomal RNVA gene partaf sequence

NR 024570, 1 Eschenchia cof stran U 541 165 rbasomal RNA partial sequence
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Figura 6.12: Arbol filogenético generado mediante la metodologia ML a partir de las secuencias

del gen ARN 16s analizado para las especies pertenecientes a PGPR. Utilizando como outgroup
Escherichia coli.



En tanto que para la cepa de Bradyrhizobium japonicum TFG, ademas del
gen ARNr 16S, se secuencié el gen GInA (Fig. 6.13) y recA (Fig. 6.15). También
se realiz6 un analisis con el programa Blast N. para dilucidar la identidad de la
misma. Y hacer una busqueda de secuencias coincidentes para realizar un
alineamiento multiple, y sus respectivos arboles filogenéticos (Fig. 6.14 y Fig.
6.16), utilizando como outgroup Lactobacillus plantarum para GInA y Termus
thermophilus para RecA. Observamos que para ambos genes se observa una
correlacién entre Bradyrhizobium japonicum TFG y las restantes secuencias

obtenidas en la base de datos para ambos genes.

o 00 | 9528%  S228208

Figura 6.13: Resultado del analisis con el algoritmo BLASTn para la secuencia del gen GInA de
Bradyrhizobium japonicum TFG, donde se seleccionaron las secuencias con mayor identidad para

realizar el arbol filogenético.
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Bradyriizobium japonicum TFG

LC417377 1 Bradyrhaobem sp. VAF1238 ginA gene for glamne synthefase partal cds
LC417334 1 Bradyrhobium kipii VAn112 ginA gene for ghtamine synfhefase partal cds
AM182973 1 Bradyrhaobesm gaporicum partal ginA gene for ghtamine synthase stran LWG 613
LC585679.1 Bradyrhaobem Eaonngense VHP4 giA gene smiar o glfamine synthase partial sequence
AF169576.1 Bradyrhzobium aponicum ghutamine syrihetase (ghd) gene partal ods
LC585637 1 Bradyrhaobum Saonngense VAW3 ginA gene smiar fo gbdamne syrihase partal sequence

en

LC417371.1 Bradyrhizobium aponicum YA 13 gnA gene for glutamine synihetase partial ods
LC535680.1 Bradyrhaobem yuanmingense VMPS ginA gene smiar fo gltamne synthase partal sequence
L 05356261 Bradyrhaobum ekans VAFPI gihA gene smiar fo ghdame synihase parial sequence

NC 021224,1:c1766602-1765079 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum P-8 ginA

Figura 6.14: Arbol filogenético generado mediante la metodologia ML a partir de las secuencias

del gen GInA analizado para Bradyrhizobium japonicum TFG. Utilizando como outgroup

Lactobacillus plantarum.
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Figura 6.15: Resultado del andlisis con el algoritmo BLASTn para la secuencia del gen RecA de

Bradyrhizobium japonicum TFG, donde se seleccionaron las secuencias con mayor identidad para

realizar el arbol filogenético.

47



Bradyrhizobium japonicum TFG

EF543474 1 Bradyrhobum sp. CCBAU 83335 RecA (recA) gene partal cds
EU169223 1 Bradyrhzobum aporscum stran COBAU 83523 RecA (recA) gene partial ods
KY507988 1 Bradyrhaobum sp. SEMIA 5046 recombinase A (recA) gene partial ods
AYS91556 1 Bradyrhazobum fapoakcum by. glycneanum stran X3-1 recombination profen A (recA) gene partal ods
JF834150 1 Bradyrhrobum ksomngense stran CCBAU 65660 recombination proten A gene partial cds

000

DQ316317 1 Bradyrhzobum sp. CCBAU 65199 RecA {recA) gene partal ods
MW528325 1 Bradyvhaobum sp. stran YIC1741 recombnation proten (recA) gene partial ods
MWS28334.1 Bradyrhzobum sp. stran YIC 1840 recombinadion profen (recA) gene partial ods
EU370065 1 Bradyrhzobium sp. CCBAU 43197 RecA-ske gene partial sequence
NC 006461.1:c1702680-1701658 recA organism Thermus thermophilus HB8 GenelD 3168508 chromosome 1

Figura 6.16: Arbol filogenético generado mediante la metodologia ML a partir de las secuencias

del gen RecA analizado para Bradyrhizobium japonicum TFG. Utilizando como outgroup Termus

thermophilus.

Por ultimo para la cepa del hongo micorrizico Rizophagus intrarradice TFG,

se hizo el secuenciamiento de los genes 18S, se realiz6 un analisis con el

programa Blast N. para dilucidar la identidad del mismo. Y hacer una basqueda de

secuencias coincidentes para realizar un alineamiento mdaltiple (Fig. 6.18), y el

arbol filogenético (Fig. 6.19), utilizando como outgroup Wongia fusiformis, se

correlacion6 con secuencias tanto de Glomus, como con secuencias de

Rizophagus, presentes en la base de datos.
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Figura 6.17: Resultado del andlisis con el algoritmo

Rizophagus intrarradice TFG, donde se seleccionaron

realizar el arbol filogenético.
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Raizophagos intravadices TFG

FLABRAALE 3 Glms siraradces 125 A e bl TS 358 AU gere 150 and 155 N gt il i A o priSRRE

(s pokfeasm 128 VA geve e 1131 5189 (VA gere TS0 and 285 VA peve ] spsomen wwcher MO 41407 o g8 1740

hesomal FNA e kel sequenne b ansevded pacer 1535 aosomal B e el ansorded spaces 1 ompee seence ande

B9 1RA gere (TS0 e 255 A g s 208 e SRS

FRIESSH 1 s riradons 155 A ot arkal 1757 5135 A e TS0 and 255 A g sl el A cone US43

{IF:".‘-'I».' 1 Fanveforms mosseae solle A1 smal subend bosomal P geve parka Sequence néema Fansorbed pacer 1308 rdosomal RV gene and el ransonded spaces 7 compel sequene
EFSTSR12 1 Fomeifmes mosseas ol 12 smal sbund ooy RN e vkl squence b snbed spaoer 1535 csomay A ot and el st sy £ complete e
NG 0774431 Wongia fosiformis MFLUCC 210028 165 rRNA gene partial segusace from TYPE material

Figura 6.18: Arbol filogenético generado mediante la metodologia ML a partir de las secuencias

del gen 18s analizado para Rizophagus intrarradice TFG. Utilizando como outgroup Wongia

fusiformis.

6.5 Estudiar el efecto sobre los parametros vegetativos del desarrollo del
cultivo, de la aplicacién individual y la coinoculacion de los productos
bioldgicos.

El andlisis estadistico mostré los siguientes resultados al comparar los
pardmetros vegetativos de plantas en los distintos tratamientos probados. En
cuanto a la longitud aérea, se observO que las plantas inoculadas con
Paenibacillus terrigena cepa B241 + Micorrizas y Azospirillum brasilense cepa
Az39 + Micorrizas fueron estadisticamente mayor que en todos los tratamientos
restantes, donde no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre

ellos.
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Figura 6.19: Longitud Aérea de plantas en distintos tratamientos. T= testigo; BJ= Bradyrhizobium

japonicumt, AD= Acidovorax delafieldii; PT= Paenibacillus terrigena; PF= Pseudomonas fluorescens;
AZ= Azospirllum brasilense; AMF-= sin coinoculacidn de AMF, AMF+= coinoculacion de AMF.

Medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p = 0.05)

En lo referido a longitud radicular, peso fresco aéreo y volumen radicular no
se presentaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (analisis
estadisticos en anexos 10.5).

Respecto al peso fresco radicular, se vié que al comparar las plantas
tratadas con Azospirillum brasilense + Micorrizas, Paenibacillus terrigena +
Micorrizas y Pseudomonas fluorescens en contraste con los tratamientos con
Bradyrhizobium japonicum, Acidovorax delafieldii, Paenibacillus terrigena,
Azospirillum brasilense y Acidovorax delafieldii + Micorrizas, los primeros
presentaron un aumento significativo de peso fresco radicular, notandose
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, en tanto que en
los tratamientos con Pseudomonas fluorescens + Micorrizas y Bradyrhizobium
japonicum + Micorrizas, se observé una disminucion estadisticamente significativa

de este parametro vegetativo, en relacion con los demas tratamientos.
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Figura 6.20: Peso fresco radicular de plantas en distintos tratamientos. T= testigo; BJ=
Bradyrhizobium  japonicum;, AD=  Acidovorax delafieldii; PT= Paenibacillus terrigena; PF=
Fseudomonas fluorescens, AZ= Azospirillum brasilense; AMF-= sin coinoculacidn de AMF; AMF+=

coinoculacion de AMF. Medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.05).

En cuanto al peso seco aéreo, se observé que el tratamiento con el testigo
positivo (Micorriza), presentdé un aumento estadisticamente significativo en este
parametro, en contraste con los demas tratamientos (Figura 6.21).

En tanto que el peso seco radicular, los tratamientos con Azospirillum
brasilense + Micorrizas, Paenibacillus terrigena + Micorrizas y Pseudomonas
fluorescens, presentaron un aumento en dicho parametro, observandose
diferencias estadisticamente significativas entre estos y los restantes tratamientos
(Figura 6.22).
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Figura 6.21: Peso seco aéreo de plantas en distintos tratamientos. T= testigo; BJ=
Bradyrhizobium  japonicum; AD=  Acidovorax delafieldii;. PT= Paenibacillus ferrigena; PF=
Fseudomonas fluorescens, AL= Azospirllum brasilense; AMF-= sin coinoculacién de AMF, AMF+=

coinoculacidn de AMF. Medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.05).
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Figura 6.22: Peso seco radicular de plantas en distintos tratamientos. T= testigo; BJ=
Bradyrhizobium  japonicumt, AD=  Acidovorax delafieldi;, PT= Paenibacillus ferigena, PF=
Pseudomonas fluorescens; AZ= Azospirillum brasilense; AMF-= sin coinoculacidn de AMF; AMF+=

coinoculacidén de AMF. Medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
{p = 0.05).
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Por ultimo en cuanto a clorofila medida en la hoja bandera a cada lado del
nervio central, se observd que todos los tratamientos tuvieron un comportamiento
similar, salvo el tratamiento con Acidovorax delafieldii, donde se observo una

disminucién estadisticamente significativa entre este y los demas tratamientos.

B AMF -
20
A B AMF +
18 A A A A A
A A A A A
i6
B
14
= 12
-
E 10
O g . .
6
4
2
u r T T T T T 1
T Bl AD PT PF AZ
Tratamientos

Figura 6.23: Clorofila de plantas en distintos tratamientos. T= testigo; BJ= Bradyrhizobium

japonicum; AD= Acidovorax delafieldii; PT= Paenibacillus ferrigena; PF= Pseudomonas fluorescens;
A= Azospirllum brasilense; AMF-= sin coinoculacion de AMF; AMF+= coinoculacion de AMF.

Medias con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05).

6.6 Efecto de coinoculacién sobre la colonizacion micorrizica

Luego de realizar las observaciones al microscopio para determinar el
porcentaje de infeccion por HMA en los distintos tratamientos, se observa que el
tratamiento de coinoculacién con Paenibacillus terrigena y HMA con un 18 % de
colonizacion radicular, fue el que poseia mayor porcentaje de infeccion. Luego le
siguieron los tratamientos de coinoculacion con Azospirillum brasilense y HMA
16% y el testigo con HMA con 16 %.
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Los tratamientos inoculados con Pseudomonas fluorescens y HMA,
Bradyrhizobium japonicum y HMA, y Acidovorax delafieldii y HMA, presentaron
niveles de infeccién de entre 9 % y 12 %. Por dltimo, los tratamientos restantes,
aunque no estuvieron tratados con HMA mostraron un bajo porcentaje de infeccion
(La presencia del bajo porcentaje de raices colonizadas por hongos micorrizicos
que no fueron inoculadas con HMA podria deberse a la sobrevida, de hongos

naturalizados, en el suelo).
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Figura 6.24: Porcentaje de colonizacidn radicular por AMF en los distintos tratamientos. T= testigo;
BJ= Bradyrhizobium japonicum; AD= Acidovorax delafieldii;, PT= Paenibacillus terrigena; PF=
Pseudomonas fluorescens, AZ= Azospinllum brasilense; AMF-= sin coinoculacidn de AMF, AMF+=

coinoculacidn de AMF.
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7. DISCUSION

Con respecto a la puesta a punto del sistema de siembra, riego y desarrollo
del cultivo de maiz en Cone-tainers™, el resultado fue exitoso. El protocolo de
desinfeccion de semillas fue descartado dado que los resultados no fueron los
esperados y asi mismo esto no seria lo que pasa en una situacion real a campo.

En el ensayo de eleccion del mejor sustrato se evaluo el uso de diferentes
sustratos y las caracteristicas vegetativas de plantas de maiz en condiciones de
camara de crecimiento.

La morfologia del sistema radical de un cultivo esta definida por la genética,
mientras que las condiciones fisicas del suelo modifican la distribucién espacial de
las mismas (Barrios et al., 2014). Sabiendo que en los distintos sustratos se
sembraron semillas de maiz del mismo hibrido, se descarta la influencia genética
en las diferencias estadisticamente significativas observadas en los parametros
vegetativos entre distintos sustratos.

El crecimiento de la raiz principal y de las raices laterales produce un
aumento de la superficie de absorciébn de las plantas, lo que favorece el
intercambio de nutrientes. Muchos autores han reportado la capacidad de las
PGPRs de potenciar estos cambios morfolégicos en los sistemas radiculares de
los cultivos (Kapulnik et al., 1985; de-Bashan et al., 2007; Spaepen et al., 2008).

La radicula y las raices seminales son fundamentales hasta que la planta
alcanza tres hojas, estado en que la presencia de raices principales es aun muy
escasa. Al estado de cuatro hojas las raices primarias dejan de crecer y van
perdiendo gradualmente su importancia, luego de la emergencia del coleoptilo, el
crecimiento del sistema de raices seminales disminuye y luego se detiene
aproximadamente en V3, por ello es importante evaluar el crecimiento radicular en
los primeros estadios del cultivo, por lo que los datos obtenidos en los ensayos a
los 28-35 dias desde la siembra son de suma importancia (Troyer, 2009).

Las plantas implantadas en el sustrato suelo presentaron una longitud
radicular significativamente mayor que las implantadas en los otros tres sustratos
evaluados. Se sabe que el crecimiento de las raices esta influenciado por la
densidad aparente, porosidad, aireacién, agua, temperatura, materia organica
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(Barrios et al., 2014). Dicha observacion se corresponde con la disminucién en el
aporte de nutrientes, mayor aireacion, menor retencion de agua y nula materia
organica por parte de los sustratos inertes (arenas y perlita). En cuanto a la parte
aérea las plantas implantadas en suelo-arena, suelo-arena-perlita, presentan una
longitud significativamente mayor que las implantadas en suelo, y a su vez con las
implantadas en arena gruesa-arena fina, compensando de esta manera la menor
longitud radicular. Cuando se evalu6 la masa, tanto fresca como seca, se observo
gue la biomasa producida en el sustrato arena gruesa-arena fina es en todos los
casos significativamente menor estadisticamente. Esto indica un mejor desarrollo
del cultivo en los sustratos restantes, seguramente debido a las caracteristicas
poco favorables del sustrato arena. En general, la arena tiene baja capacidad de
retencion de humedad (16 % a capacidad de campo y 11 % a punto de
marchitamiento permanente) (Porta et al., 1999), y retiene agua disponible
facilmente, pero la pierde rapidamente (Segura Castruita et al. 2008). Por lo tanto
la decision de seguir con el sustrato suelo fue lo mas adecuado, dado que
present6 los valores mas altos en la mayoria de los parametros vegetativos en
estudio (tabla de anexo 10.5), y estructuralmente le da un mejor soporte al cultivo.

El inoculante en base de Bradyrhizobium japonicum contenia 1,2 x 10*
ufc/ml, superando de ésta manera a lo indicado por el fabricante, de 1 x 10
ufc/mL a la fecha de elaboracion y 1 x 10° ufc/mL a la fecha de vencimiento. En
cuanto a la resolucion-264-2011-SENASA, establece en el capitulo 3 referido al
registro de productos, en el item D fertilizantes biol6gicos, concentracion minima
para productos formulados en base a Rhizobium y Bradyrhizobium de 1 x 10® ufc /
ml al vencimiento, por lo que el inoculante utilizado superé ampliamente dicha
cantidad.

En el caso del inoculante en base a Pseudomonas fluorescens contenia
1,03 x 10° ufc/ml, en concordancia a lo indicado por el fabricante, de 1x10° ufc/mL
a la elaboracién, 1x10® ufc/mL al vencimiento.

El inoculante en base a Azospirillum brasilense contenia 6,47 x 108 ufc/ml,
superando de esta manera a lo indicado en la resolucion-262-2011-SENASA,
donde se describe como requerimiento para el registro de productos una

concentraciéon minima para los productos al vencimiento de 1 x 10 ufc / ml.
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Con respecto a los inoculantes formulados en base a Acidovorax delafieldii
y Paenibacillus terrigena, con 1,54 x 10° ufc/ml y 1,40 x 10® ufc/ml
respectivamente, se consideran titulos adecuados para su utilizacién.

En cuanto a la recuperacion de bacterias viables sobre semillas, las
concentraciones encontradas se consideraron adecuadas para continuar con los
ensayos.

En relacion a la corroboracién de la identidad genética de las secuencias de
ADN de las cepas evaluadas, mediante la busqueda de secuencias coincidentes,
el alineamiento multiple y la generacion de arboles filogenéticos se pudo observar,
a nivel de especie, la identidad de las cepas analizadas. La informacion obtenida
por medios bioinformaticos coincidié con la brindada por el fabricante, en el caso
de las cepas utilizadas. La colonizacion de hongos formadores de micorrizas
puede afectar a las poblaciones microbianas de la rizésfera directa o
indirectamente, a través de cambios en los exudados de la raiz (cuantitativa y
cualitativamente), lo que se conoce como “efecto de micorrizésfera” (Linderman,
1992). La colonizacion por HMA puede aumentar, no afectar o disminuir el nimero
total de bacterias en la rizosfera (Christensen y Jakobsen, 1993). Balota et al.
(1995) describieron la estimulacion del establecimiento de HMA en raices por
parte de bacterias productoras de &cido indol-3-acético (auxina mas conocida).
Este efecto se relaciona con la capacidad de los compuestos que promueven el
crecimiento de estimular la susceptibilidad de las plantas a la colonizacion
micorrizica, germinacion de esporas o crecimiento de micelio, aumentando asi la
posibilidad de contacto entre hifas fungicas y raices, y en consecuencia aumentar
el establecimiento de HMA.

Lo dicho anteriormente se aplica al caso de Azospirillum brasilense, que
produce reguladores de crecimiento como auxinas, citoquininas, giberelinas,
etileno, &cido abscisico, 6xido nitrico y poliaminas (Prinsen et al., 1993; Cassan et
al., 2009).

La mayor proporcion de nitrdgeno en los ecosistemas terrestres y acuaticos
proviene de la fijacion biolégica, FBN (Roesch et al., 2008). La integracion de FBN
a la produccion de cultivos mejoraria la sustentabilidad de los sistemas agricolas,
como maiz. A la relacion biolégica entre raiz y bacterias diazotroficas que realizan

FBN, se conoce como asociacion rizosférica o endofitica (Montafiéz et al., 2008).
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Es el caso de Azospirillum (Lodewyckx et al., 2002), que se establece y alimenta
en la raiz (Akello et al., 2008; El-Tarabily et al., 2009) y suministra nitrogeno a la
planta (Mayz-Figueroa 2004, Bashan y de-Bashan 2010). Azospirillum es la
rizobacteria de importancia para mejorar crecimiento o rendimiento de cultivos,
bajo diversos ambientes y condiciones edéficas (Bashan et al. 2004). Azospirillum
brasilense ha sido exitosa, pues se reportaron incrementos mayores al 30 %, en la
produccion de grano y materia seca de cultivos tales como maiz y trigo (Holguin et
al. 2003). Lo que concuerda con lo obtenido en el estudio de colonizacién radicular
por HMA, donde uno de los mayores porcentajes de infeccion se obtuvo en el
tratamiento con Azospirillum brasilense + HMA.

Se ha demostrado que la inoculacion de gramineas, incluido el maiz, con
especies de bacterias diazotrofas producen aumentos en la produccion, mas alla
de que no se confirme que ese aumento sea debido al aporte de N por fijaciéon
biolégica o por otro mecanismo de promocién del crecimiento (Kennedy, 2004;
Ahmand, 2006; Jha y Kumar, 2009) concordando con que los mejores resultados
en cuanto a parametros vegetativos estudiados y porcentaje de coinoculacion con
HMA sean los tratamientos de Paenibacillus terrigena + HMA y Azospirillum
brasilense + HMA.

Voséatka y Gryndler (1999) plantean que el uso de inoculante en base a
microorganismos de vida libre como biocontrol, como es el caso de Pseudomonas
fluorescens, da la posibilidad de que los antagonistas fingicos interactien no solo
con hongos patégenos, sino también con HMA. Aunque también plantean que los
inoculantes a base de Pseudomonas pueden estimular la colonizacién de las
micorrizas. Ademas, se sabe que Pseudomonas sp. Produce metabolitos
secundarios (O’Sullivan y O’Gara, 1992), que mejoran el crecimiento de HMA por
lo que mejora la colonizacion radicular.

En adhesion a lo anteriormente mencionado, en los ensayos realizados en
este trabajo, las raices de las plantas inoculadas con Pseudomonas fluorescens +
HMA, mostraron un porcentaje de colonizacién radicular por HMA de 12 %. Los
tratamientos con Bradyrhizobium japonicum + HMA y Acidovorax delafieldii +
HMA fueron los que presentaron menor porcentaje de coinoculacion, siendo
también los que tuvieron una merma en la mayoria de los parametros vegetativos

analizados. La presencia del bajo porcentaje de raices colonizadas por hongos
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micorrizicos que no fueron inoculadas con HMA podria deberse a la sobrevida, de
hongos naturalizados, en el suelo pasteurizado.

La relacion entre la inoculacion con PGPR vy la clorofila se encuentra en la
fijacion biolégica de nitrégeno, que es responsable del aumento de verdor en las
hojas (Cabrera, 2004) y el verdor de las hojas de una planta es un indicador de la
mejora en el contenido de clorofila (Bojovic y Markovi¢, 2009). Dado que el
nitrégeno es un elemento estructural de la clorofila, su disponibilidad da como
resultado un aumento en el contenido de clorofila. En este trabajo, en todos los
tratamientos (a excepcion del tratamiento con Paenibacillus terrigena + HMA y
Azospirillum brasilense + HMA) al coinocular con HMA se observd una tendencia
estadisticamente no significativa a disminuir los pardmetros vegetativos
(especialmente en longitud aérea) con respecto a los no inoculados con HMA.

Respecto al desarrollo radicular, tanto para la longitud como para el
volumen, no se observo diferencias estadisticamente significativas al comparar las
plantas, pero si hubo un mejor comportamiento en cuanto a peso seco y fresco
radicular. Sin embargo en cuanto a los parametros aéreos medidos, si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, siendo los tratamientos
con Paenibacillus terrigena + HMA y Azospirillum brasilense + HMA los de mejor y
mas regular comportamiento. Teniendo en cuenta que una planta que posee un
sistema radicular mas corto y menos prolifero es capaz de explorar menos
volumen de suelo para la obtencién de agua y nutrientes. Una menor longitud de
raices por unidad de volumen de suelo o una menor densidad radicular requieren
gue la tasa de absorcion de agua y nutrientes se mantengan mas elevadas de lo
normal a fin de satisfacer las demandas (Bennie, 1991). Por lo cual se puede decir
gue los tratamientos de coinoculacibn al no presentar una diferencia
estadisticamente significativa en parametros radiculares, el incremento en
parametros aéreo podria estar establecido por ventajas otorgadas por ciertas
PGPR en coinoculacién con el hongo micorrizico. Encontrando en los tratamientos
con Paenibacillus terrigena + HMA y Azospirillum brasilense + HMA resultados
radiculares similares a los otros tratamientos, pero mejorando notablemente los
parametros aéreos y mostrando el mayor porcentaje de infeccion radicular por
HMA, asi mismo los parametros radiculares obtenidos son buenos y en su

mayoria superiores o iguales al testigo, por lo tanto estos daran un mejor soporte,
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una mayor exploracion de suelo y una mayor reposicion de carbono (en
combinacion con la biomasa aérea), y a su vez otorgaran beneficios para una
mayor biomasay formacién de granos, siendo estos otorgados por la interaccién
PGPR y HMA.

Por otro lado, se sabe que los HMA proporcionan a la planta hospedante
nutrientes minerales y agua, a cambio de productos fotosintéticos (Smith y Read,
2008). Ademas, las hifas fangicas son mucho mas delgadas que las raices y, por
lo tanto, pueden penetrar poros mas pequefios (Allen, 2011). Los carbohidratos y
los nutrientes minerales se intercambian dentro de las raices a través de la interfaz
entre la planta y el hongo. Las hifas fungicas colonizan la raiz y forman
arbusculos, que se consideran el sitio funcional de intercambio de nutrientes
(Balestrini et al., 2015). Por lo tanto, los HMA pueden aliviar la limitacion en el
crecimiento de las plantas causada por un suministro inadecuado de nutrientes
(Nouri et al., 2014). Por lo que, en el tratamiento con Paenibacillus terrigena +
HMA y Azospirillum brasilense + HMA, la mejoria de un sistema aéreo en
comparacién con los demas tratamientos, un mayor porcentaje de infeccion,
teniendo todos parametros radiculares similares, podria decirse que, en este caso
en particular, los HMA estan aportado al sistema radicular la capacidad de captar y
asimilar mejor los nutrientes y agua. En los tratamientos restantes no se encontré
una evidente relacion entre sistema aéreo y sistema radicular como en lo
anteriormente mencionado.

Este estudio deja muy buenos resultados de cara al futuro, dado que la
coinoculacion de ciertas PGPR con HMA dieron un aumento estadisticamente
significativo en los parametros vegetativos en cuestidon, en especial los
tratamientos con Paenibacillus terrigena + HMA y Azospirillum brasilense + HMA,
siendo estas las que mejores resultados mostraron en parametros vegetativos
aéreos, manteniendo buenos resultados radiculares.

Dilucidandose un posible aumento en el rendimiento, biomasa del cultivo y
aportes a la estructura del suelo, y nutrientes, gracias a la coinoculacion de estos

microorganismos.
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8. CONCLUSIONES

La puesta a punto del sistema de siembra, riego y desarrollo del cultivo de
Maiz en Cone-tainers™ se llevd a cabo con éxito, dejando un protocolo
estandarizado para el uso de Cone-tainers™ en el cultivo de Maiz. El sustrato
seleccionado para continuar con los ensayos en este sistema fue el suelo libre de
Bradyrhizobium sp.

Los tratamientos con PGPR sin coinoculacion con HMA no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento control.

En tanto que los tratamientos de PGPR coinoculado con HMA,
especificamente los tratamientos de Paenibacillus terrigena + Micorrizas y
Azospirillum brasilense + Micorrizas dieron diferencias estadisticamente
significativas, dando como resultado el mayor porcentaje de infeccién radicular por
HMA, y también los pardmetros vegetativos mas significativos en el cultivo de
Maiz.

Notandose un aumento en el desempefo del sistema radicular micorrizado
y sSu biomasa aérea, siendo esto de especial importancia para un buen

rendimiento, aumento de biomasa, y aportes al sistema suelo.
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10. ANEXOS

Tabla 10.1: Caracterizacién de las condiciones edéaficas del sustrato Suelo.

. S - MO | Pdisp. | NO3 | N-NO3 | N-NO3 | SO4
(%) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (Kg/ha) | (ppm)
No estéril | 6.38 | 0.09 | 0.83 957 86.15 19.45 48.64 ND
Estéril | 6.73 | 0.07 | 0.89 10 30.11 | 6.80 17.00 ND

Determinaciones analiticas realizadas en el Laboratorio Agronémico S.A. (Chacabuco).

Tabla 10.2: Compuestos y concentraciones finales de la solucién Hoagland

Compuesto Concentracion final
Ca(NO3)2 x 4H20 0.25 mM
KNO3 0.25 mM
MgSO4 x 7H20 1 mM
NaFe EDTA 50 uM
KH2PO4 20 uM
H3BO3 10 uMm
Na2Mo0O4 x 2H20 0.2 uM
ZnS04 x 7TH20 1uM
MnCI2 x 4H20 2 UM
CuS04 x 5H20 0.5 uM
CoClI2 x 6H20 0.2 uM
HCI 25 UM
MES 0.5mM

Ajuste de pH 6,1.
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Tabla 10.3: Protocolo de extraccién de DNA

1- Centrifugar 1.5 ml de cultivo crecido toda la noche.

2- Descartar el sobrenadante:
*Para microorganismos Gram +: Re suspender las células en 480 pl de EDTA
50mM y agitar en vortex. Luego agregar 120 pl de lisozima (10 mg/ml) e incubar
60 minutos a 37°C. Centrifugar y descartar el sobrenadante y continuar en paso
(3). Para microorganismos Gram — no realizar este procedimiento y continuar en
paso (3).

3- Agregar 600 pl de buffer de lisis y mezclar, incubar 10 minutos a 80°C y luego
dejar enfriar a temperatura ambiente.

4- Cuando la temperatura descendio, agregar 3 pul de ARN (10 mg/ml) e incubar a
37° C por 30 minutos.

5- Agregar 200 ul de solucién de precipitacion proteica e incubar en hielo por 20
minutos.

6- Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos, colocar el sobrenadante en un tubo
nuevo y descartar el precipitado.

7- Agregar 600 pl de isopropanol y mezclar.

8- Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos y descartar el sobrenadante.

9- Agregar 500 pl de etanol al 70% (en agua) y mezclar.

10- Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos y descartar el sobrenadante.

11- Secar el pellet (puede no ser visible) por 4 — 6 horas en estufa a 37°C, cuando

no se perciba restos de etanol, resuspender la muestra en agua calidad miliQ.
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Tabla 10.4: eleccidon mejor sustrato analisis estadistico.

ANOVA (DGC) longitud aérea

Variable N R=

R* Aj CV

long aerea 40 0,58

0,55 8,71

Cuadro de Analisis de la Var

ianza (SC tipo III)

rF.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 940,10 3 313,37 16,70 <0,0001
tratamiento 940,10 3 313,37 16,70 <0,0001
Exrror 675,40 36 18,76
Total 1615,50 39

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=4,1201

Error: 18,7611 gl: 36

tratamiento Medias n E.E.
suelo-arena-perlita 54,60 10 1,37 A
suelo-arena 54,10 10 1,37 A
suelo 47,30 10 1,37 B
arena G/F 43,00 10 1,37 C

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

ANOVA (DGC) longitud radicular

Variable H R= R* Aj

cv

long radicular 40 0,20

0,14 5,84

Cunadro de Analisis

de la Varianza (5SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
HModelo 57,08 3 19,03 3,05 0,0407
tractamiento 57,08 3 19,03 3,05 00,0407
Error 224,30 36 6,23
Total 281,38 39

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2,3743

Error: &,230&6 gl: 36

tratamientco Medias n E.E.
suelo 27,40 10 0,79 A
arena G/F 24,90 10 0,79 B
syelo-arena-perlita 24,%0 10 0,7% B
suslo—arena 24,30 10 0,79 B

Medias con una lstra comiln ne son

significativamente diferentes

ip > 0,05)
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ANOVA (DGC) Peso aéreo fresco

Variable H RE E® A5 v
peso aereo fresco 40 0,57 0,53 18,27

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—valor
Modelo 10,91 3 3,649 15,849 <0,0001
tratamiento 10,91 3 3,64 15,84 <0,0001
Error 8,26 36 0,23
Total 19,17 39

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,4557
Error: 00,2296 gl: 3¢
tratamiento Medias n E.E.
suelo-arena 3,05 10 0,15 A
suelo-arena-perlitca 2,98 10 0,15 A
suelo 2,72 10 0,15 A
arena G/F 1,75 10 0,15 B
Msdias con una letra comin no son significativamsnts difsrentes (p

s

=

0.035)

ANOVA (DGC) Peso seco aéreo

Variable N B R® A3 CV
peso seco aereo 40 0,46 0,41 21,96

Cunadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0,26 3 0,0% 10,04 0,0001

tratamiento 0,26 3 0,09 10,04 0,0001

Errorxr 0,31 3¢ 0,01

Total 0,56 3%

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,0877
Errcor: 0,0085 gl: 36
tratamiento Medias n E.E.
suelo-arena 0,51 10 0,03 A
suelo—arena-perlita 0,47 10 0,03 A
suelo 0,41 10 0,03 A
arena G/F 0,30 10 0,03 B
Msdias con una letra comin no son significativamsnts difsrentss (p

-

0,05}
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ANOVA (DGC) Peso radicular fresco

Variable H E=

R Aj CV

pesc radicular fresco 40 0,10

0,03 18,30

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p=valor
Modelo 0,41 3 0,14 1,36 00,2693
tratamiento 0,41 3 0,14 1,36 00,2693
Error 3,62 36 0,10
Total 4,03 35

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,3017

Error: 00,1008 gl: 36

tratamiento Medias n E.E.
suelo-arena 1,90 10 0,10 A
suelo 1,72 10 0,10 A
arena G/F 1,66 10 0,10 A
suelo-arena-perlita 1,65 10 0,10 A

Medias con una lestra comin no son

significativaments diferentss (p > 0,05)

ANOVA (DGC) Peso seco radicular

Variable H R R*® Aj CWV

pesoc seco radicular 40 0,12

0,05 22,46

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,01 3 4,6E-03 1,68 0,187%
tratamiencto 0,01 3 4,6E=-03 1,68 00,1879
Error 0,10 36 2,7E-03
Total 0,11 3%

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,0497

Error: 0,0027 gl: 36

Tracamiento Medias n E.E.
suelo=-arena 0,26 10 0,02 A
suelo 0,24 10 0,02 A
araena G/F 0,22 10 0,02 A
suelo—-arena-perlita 0,22 10 0,02 A

Medias con una lestra comun no son

significativaments diferentess ip > 0,05)
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ANOVA (DGC) Volumen radicular

Variable N E*= E® Lj Ccv
volumen radicular 40 0,21 0,14 24,17

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 6,55 3 2,18 3,13 0,0375
tratamientoe 6,55 3 2,18 3,13 0,037%
Error 25,13 36 0,70
Total 31,68 39

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,7948
Error: 0,6881 gl: 3¢

Tratamisnto Medias n E.E.
suelo 4,15 10 0,26 A
arena G/F 3,31 10 0,26 B
suelo-arena 3,23 10 0,286 B
suelo-arena-perlita 3,14 10 0,26 B

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 10.5: andlisis estadisticos parametros vegetativos.

ANOVA (DGC) Longitud aérea

Variable H = BE® A4 =
Longitud Aerxea 120 O, 1% O,11 10,17

Cunadro de AnaAlisis de la Varianza (SC tipo IIIL)

F.V. sSC gl CH F p—valox
Modelo B71l,4%5 11 792,23 2,35 0,0124
Tratamiancos 871,49 11 78,23 2,35 Qg,0124
Error 3645,10 108 33,75

Total 451€,5% 11§

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=35,1700
Error: 33,7508 gl: 108
ITratamientos Medias n E.E.

BT + M €1,80 10 1,84 A

AZ += M €1,10 10 1,84 A

FF + M 55,00 10 1,84 B
AD + M 58,40 10 1,84 B
BJ + M 58,00 10 1,84 B
T.A 57,70 10 1,84 B
M 5,70 10 1,84 B
PE 56,40 10 1,34 =B
BJ E€,00 10 1,24 =
FT 54,80 10 1,54 =
AD 53,20 10 1,84 B
AZ 52,60 10 1.84 B_

E:di.: con una le#bEra comin [ne Fon Fignificativaments difsrentss (p > 0,.0F)
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ANOVA (DGC) Longitud radicular

ariakle <) B= BR® RAd L=
Longicud Badicwular 120 0,10 Dy, 0l1 15,01

Coadero de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.W. s5C gl Lo ] E p-valox
Modelo 203,85 11 18, 54 1,05 O,3aTTa
Tratamientos 203, 8% 11 18,54 1,09 0, 37TT8a
Erroar 1843, 10 108 17,049
ToEsal 204943, 55 119

TEat: DT Alfa=0, 05 PCALT=-3, 8454
Error: 17,0880 gl: 105
Tracamiencos Medias n E.E.

PT 29,90 10 1,31 A
BJ Z8,. 20 10 1,31 A
PT = M 8,50 10 1,31 A
AT o+ M =8,490 10 1,31 A
PE 28,00 10 1,31 A
T.h 27,80 10 1,31 A
AZ 2T, 10 10 1,31 R
BJ + M 2T, 10 10 1,31 A
M 26,4940 10 1,31 A
PEF = M 26,20 10 1,31 A
Al o+ M =6, A0 1O 1,31 A
AD 25,40 10 1,31 A

Medias ocon una lebtra oomEEnR e Fonl siaghificativamsnts difersntes @ >~ . 08)

ANOVA (DGC) Peso fresco aéreo

Variable px| RS  BE RS OV
Pe=sc Fresco RAerec 120 0,08 0,00 13 7&

Coadrs e AnAlisis 4de la Varianzsa (SC tipa III)

E.V. sc i oM E p-valox
Mode lo G, 58 1l Q,.&0 Q.28 D, 5665
Tratamientos &,.58 11 0,60 O,.88 o,58&5
Erroxr Ta,TSe 108 O, &8

Total 80,38 115

Teast:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,7TO0O

Error:r 00,6832 gl: 108
Tratamientos Medias m E.E.

AZ &+ M &,62 10 0,26 R
bY] &,17 10 0,26 R
AD + M E,15 10 0,26 R
BT &,06 10 0,26 A
FE + M €,02 10 0,26 A
FT + M S,%% 10 0,26 A
BT =+ M 5,98 10 0,2& A
T.A £,5% 10 O,2& R
BF 5,89 10 0,26 R
AD 5,849 10 0,26 R
BT 5,73 10 0,26 R
AZ 5,65 10 0,26 A

Madias son wna lessrs comidn e Sson sigRifisativamsnts o Fsrentss

| > 0,050
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ANOVA (DGC) Volumen radicular

Variaskbhle= » = R e | =

wolumen radicular 120 0,13 0,04 Z0,.2&

Cuoadrs Jde Analisis de la Varianza (SC tipos III)

F.W. S L=} L | F p=valox
Hode 1o =2, 68 Ll 2,068 1,495 D, lE2Z
ITratamientos 22,68 11 2,06 1,495 o, lLE622
Error 153 . 80 108 1,42
Total LTE, 328 11S

Tast:DEC AlFfawd, D05 PCALT=1,111°7
Errcor: L,+#249 gl: Lo8
Tratamientos Medias n E.E.

PFT + M q4,T2 1O O, 38 A
AD + M 4,55 1O 0,38 A
PF q4,50 1O 0,38 A
AZ += M 4,33 1O O,38 A
- | 4,27 A0 O,3FE A
FE =+ M 4,26 LD O,3FE2 A
AD 4,23 10 O,38 A
BT 4+ M B,598 10 0,38 A
AZ F,TE 1O O,38 A
PT F, 59 1O 0,38 A
T - Fa F, 3% 1O 0,38 A
B.J F, 382 1O O, IS A

Medias ocon una letra comin no son sigRrificativamsnits diferentes Jp > O, 05}

ANOVA (DGC) Peso fresco radicular

Variable M B= B Ad (="

FPeso Fresco Radicular 120 0,49 0,493 15,78

Coadre de Andlisis de la Varianza (S5C tipo III)

F.W. sS5C gl = | F p=valor
Modelo 41,594 11 3,81 9,25 <0,0001
Tratamisntos 41,54 il 3,81 9,25 <0,000L1
Errox 44,53 108 0,41
Tocal 86,47 119

Test:DGC Alfa=0,05% BPCALT=0,5982
Error: 00,4123 gili: 108
Tzatamientos Medias nn E.E.

RZ + M 5,13 10 0,20 A

BT + M 4,97 10 0,20 A

FF 4,70 10 0,20 A

BT 4,13 10 0,20 a

BJ 4,11 10 0,20 B
AZ 4,0% 10 0,20 B
T.A 4,05 10 0,20 =1

M 3,87 10 0,20 B
AD + M 3,76 10 0,20 =
AD 3,59 10 0,20 B

BF + M 3,22 10 0,20 c
BT + M 3,20 10 0,20 c

Msdias con una lestra comiin no Son significativaments difsrsntss

P = O.085)

84



ANOVA (DGC) Peso seco aéreo

Variable M R= RE A4 W
Peso seco Asreoc 120 ©,14 0,06 51,41

Conadroe de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 4,59 i1 0,42 1,6€ 00,0914
Tratcamientcos 4,5% 1l 0,42 1,66 00,0514
Error 27,0% 108 0,25
Tocal 31,68 11%

Test:DGC Alfa=0,05 FCALT=0,4665
Error: 00,2508 gl: 108
Tratamienctos Medias n E.E.

M 1,42 10 0.1 A

BT 1,17 10 0,16 B
AD + M 1,14 10 0,16 B
T.A 1,10 10 0,16 B
PT + M 1,901 10 9,16 B
BJ 0,93 10 0,16 B
BF 0,81 10 0,16 B
PF + M 0,90 10 0,16 B
AD 0,86 10 0,16 B
AZ + 0,81 10 0,1& B
BJ 4+ M 0,72 10 0Q,1& B
AZ 0,68 10 0,16 B

Msdias con una lstra comiin ne son significativamsnts difsrentss (p > 0,05)

ANOVA (DGC) Peso seco radicular

Variakle M R= BR= AJj o
Pesg Seco Radicular 120 0,40 0,34 35,98
Cuoadro de Analisis de la Varianza {(SC tipo

F.W. 5 gl L F p=wvalor
Modelo 4,96 11 0,41 &,45 <0,0001L1L
Tracamientos 4,496 11 0,41 &,4% <0,0001L1
Error &, TS 108 0,06
Tocal 11,26 119

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2337
Error: Q,06Z29 gl: 108
Tratamientos Medias n E.E.

AZ + M 1,05 10 0,08 A

FT =+ M 1,04 10 0,08 A

FPF o,87 10 0,08 A

FT 0,75 10 0,08 B
AZ o,6% 10 0,08 B
T.A Q,66 10 0,08 B
B.J Q,66 10 0,08 B
M 0,61 10 0,085 B
AD + M 0,59 10 0,08 B
AD 0,55 10 0,08 B
PE + M Q0,46 10 0,085 B
BJ + M 0,44 10 0,08 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

ITT)

P > 0,05}
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ANOVA (DGC) Clorofila

Variable Pul R*= R= AJ W
Clorofila 120 0,13 0,04 15,62

Conadro de Analisis de la Varianza

F.WV. SC gl L E
Modelo 110,07 11 10,01 1,50
Tratctamienco=s 110,07 11 10,901 1,50
Errox T20,40 108 &, 87
Tocal 830,498 119

(SC tipo III)

p-—wvalor
00,1418
00,1418

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2 _ 4061

Error: &,6704 gl: 108
ITratamienctos Medias n E.E.
AZ + M 18,10 10 0,82 A
BT <+ M 17,598 10 0,82 A
PF 17,32 10 0,82 A
M l&,64 10 0,82 A
FF == M 16,499 10 0,82 A
B.J 16,48 10 0,282 A
AD + M 16,46 10 0,82 A
BJ + M l&,42 10 0,82 A
T.A 16,10 10 0,82 A
BT 16,10 10 0,82 A
AL 1,02 10 0,82 A
AD 14,26 10 0,82 B

Mpdias con una letra comiin no son significativamentes difsrentes

e > 0,.085)

Tabla 10.6: Valores medio de parametros vegetativos en distintos sustratos.

473 272 041

suelo : 274 A% 172 o 0.24 415 A

suelo- 54,1 3,05 0,51

Suelo " 243 B | 1.9 o 0.26 323 B

suelo- 2,98

arena- 54,6 249 B|A 1.65 0.47 0.22 314 B
! A A

perlita

arena G/F é?’ 249 B é'75 1,66 %3 022 331 B

Dentro de cada columna, medias con una letra distinta son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 10.7: Vvalores medios de parametros vegetativos en los distintos tratamientos.
. —
Tratamientos Longitud | Longitud | Peso fresco | Peso fresco Peso seco | Peso seco Clorofila Volumen gd?fucl::rlomzacmn
aérea radicular | aéreo radicular aéreo radicular radicular
Testigo 577 B 27,8 5,953 4,053 B | 1,102 B | 0,656 B|l161 A 3,39 0%
o,
Bradyrhizobium japonicum 56 B | 292 5734 |4114 B |0926 B |0655 B |1648 A 3,38 e
) - .
Ac'do"oraXAd%gf'e'd” cepa 535 B | 254 5888 |3592 B |0856 B |0549 B |1426 B 4,23 2,50%
Q . - ()
Pae“'bac'”ugztj{”ge”a ceéPa 1548 B 29,9 6,064 4,129 B | 1,171 B | 0,753 B|161 A 3,59 L
[+)
Pse“domonaig(')‘gorecens CePa 1564 B 28 5,893 4,704 A |0,912 B | 0,873 Al1732 A 45 0,25%
Azospirillum brasilense cepa 4.50%
AZ39 526 B 27,1 5,648 4,094 B | 0,675 B | 0,689 B|16,02 A 3,75 »207%
Bradyrhizobium japonicum + 9.50%
Micorrizas 58 B 27,1 5,984 3204 C |0,783 B | 0,444 B|1642 A 3,98 U7
. — -
Acidovorax delafieldiicepa | gg s g | 21 6,149 3761 B | 1,136 B | 0,583 B|1646 A 455 3,50%
A736+micorriza
Paenibacillus terrigenacepa | 51 5 5 | 285 5,992 4971 A | 1,012 B|1039  A|1798 A 4,72 18%
B241 + micorrizas
()
PERLEOIENES HVAMEEENS CEPE. | ey [y | 22 6,018 3224  C | 0,897 B|0456 B |1649 A 4,26 s
1008 + micorrizas
Azospirillum brasilensecepa | g1 1 o | g4 6,623 5128 A | 0806 B|1052 A 181 A 433 16%
Az39 + micorrizas
0,
Micorrizas 567 B | 264 6160 |385 B [1423 A |0608 B |1664 A 4,27 Mk
Dentro de cada columna, medias con una letra distinta son significativamente diferentes (p > 0,05).
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