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RESUMEN

Paspalum atratum cv Camba FCA es una graminea perenne de ciclo estival con alto
potencial forrajero para el nordeste argentino. Los bajos contenidos de fosforo en los
suelos de esta region pueden afectar el crecimiento y productividad del forraje, siendo
preciso mejorar la eficiencia de la fertilizacion fosférica utilizando las mejores
combinaciones de microorganismos benéficos. Se destacan las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), que actian mediante la produccion de
fitohormonas y la solubilizacion de fosforo, y los hongos micorrizicos arbusculares, que
permiten explorar mayor volumen de suelo mejorando la captacién de agua y fésforo.
Se evaluo la respuesta a la inoculacion con PGPR y su interaccién con la micorrizacion
espontanea sobre el crecimiento y produccién de biomasa del cv. Camba FCA, con y
sin el agregado de fosforo. Se realizaron dos experimentos factoriales, uno en macetas
y otro a campo, cuyos factores fueron inoculantes (Azospirillum brasiliense Az39,
Pseudomonas fluorescens, Bradhyrizobium japonicum E109 y testigo), y fertilizacion
fosférica (sin fertilizar y fertilizado con 60 kg.ha de P,Os), utilizando un suelo con bajo
contenido de fasforo (1,06 ppm). Se evalué en ambos experimentos la colonizacion
radical, micorrizacion espontanea, altura, volumen radical, biomasa radical, aérea y
total, macollos y porcentaje de fésforo y a campo cobertura y tallos fértiles. Se realizé
un ANAVA y Test de Tukey. En ambos experimentos, pudo comprobarse la colonizacion
de raices. Sin el agregado de fdsforo, A. brasiliense promovié la micorrizacién
espontanea, la cual disminuyé en tratamientos fertilizados. El tenor de fésforo aument6
con la fertilizacion y no estuvo relacionado con la micorrizacion. En general, los
tratamientos inoculados y fertilizados mostraron una mejor respuesta. B. japonicum
promovio el crecimiento y la produccion de biomasa del cv. Camba FCA en macetas y
a campo, sin embargo no se encontré una interaccién constante entre esta PGPR y la
fertilizacién por lo que no puede afirmarse que la inoculacién con esta cepa podria
mejorar la eficacia de la fertilizacion fosférica. La realizacién de pruebas similares y la
obtencion de resultados comparables a los presentes en sistemas productivos reales
bajo pastoreo con diferentes dosis de fertilizacion fosférica determinaran
adecuadamente la ventaja de usar a la cepa E109 como PGPR en cultivos de especies
forrajeras en la regién nordeste de Argentina.

Palabras clave: PGPR; HMA; Paspalum atratum; Camba FCA; Azospirillum brasilense;
Bradyrhizobium japonicum; Pseudomonas fluorescens; micorrizacibn espontanea;
crecimiento; biomasa.
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ABSTRACT

Paspalum atratum cv Camba FCA is a summer cycle perennial grass with high forage
potential for the northeast of Argentina. The low phosphorus content in the soils of this
region can affect the growth and productivity of the forage, being necessary to improve
the efficiency of the phosphoric fertilization using the best combinations of beneficial
microorganisms. The plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), which act by the
production of phytohormones and the solubilization of phosphorus, and the arbuscular
mycorrhizal fungi, which allow to explore a greater volume of soil improving water and
phosphorus uptake, are highlighted. The response to inoculation with PGPR and its
interaction with spontaneous mycorrhization on the growth and biomass production of
Camba, with and without the addition of phosphorus, was evaluated. Two factorial
experiments were performed, one in pots and another in field conditions, whose factors
were inoculants (Azospirilum brasiliense Az39, Pseudomonas fluorescens,
Bradhyrizobium japonicum E109 and control), and phosphoric fertilization (without
fertilization and fertilized with 60 kg.ha-1 of P205), using a soil with low phosphorus
content (1,06 ppm). In both experiments, radical colonization, spontaneous
mycorrhization, height, root volume, radical, aerial and total biomass, tillers and
percentage of phosphorus were evaluated, and fertile stems and cover were also
evaluated in field conditions. ANAVA and Tukey Test were performed. In both
experiments, the colonization of roots could be verified. Without the addition of
phosphorus, A. brasiliense promoted spontaneous mycorrhization, which decreased in
fertilized treatments. The phosphorus content increased with fertilization and was not
related to mycorrhization. In general, the inoculated and fertilized treatments showed a
better response. B. japonicum promoted the growth and production of biomass of cv.
FCA changes in pots and field, however no constant interaction between this PGPR and
fertilization was found, so it can not be affirmed that inoculation with this strain could
improve the efficiency of phosphorus fertilization. Performing similar tests and obtaining
results comparable to those present in real productive systems under grazing with
different doses of phosphorus fertilization will adequately determine the advantage of
using strain E109 as PGPR in forage species crops in the northeast region of Argentina.

Keywords: PGPR; HMA; Paspalum atratum; Camba FCA; Azospirillum brasilense;
Bradyrhizobium japonicum; Pseudomonas fluorescens; spontaneous mycorrhization;
growth; biomass.



CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

La base de la alimentacién de la ganaderia en la provincia de Corrientes son los
pastizales naturales y un bajo porcentaje de pasturas cultivadas (Royo Pallarés y
Goldfarb, 2000; Méndez et al., 2016). La mayoria de los suelos del territorio correntino
se caracterizan por su contenido deficitario de fésforo (P) (Porta et al., 2008; Borrajo et
al., 2011), debido a su alta fijacién como fosfatos de hierro y aluminio (Gyaneshwar et
al., 2002; Plante, 2007; Smith y Read, 2008; Sharma et al., 2013).

La disponibilidad de P en el sistema suelo-planta-animal juega un rol fundamental
definiendo la productividad del mismo, ya que su deficiencia provoca una marcada
reduccion en el crecimiento y calidad del forraje con bajos tenores de P en tejidos,
causando una nutricién mineral deficiente en el ganado (Pizzio et al., 2004; Porta et al.,
2008). El uso inadecuado de los fertilizantes quimicos pueden contaminar el ambiente
y su utilizacién representa un costo para el sistema productivo, por ello se torna esencial
mejorar su eficiencia mediante el empleo de las mejores combinaciones de
microorganismos benéficos (Pérez-Montafio et al., 2014; Kaur et al., 2016).

En este contexto se destacan los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA)
y las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o “PGPR” (del inglés plant growth-
promoting rhizobacteria), que pueden contribuir a una mayor eficiencia de absorcion y
de utilizacién tanto del P del suelo como de aquel agregado en forma de fertilizante
mejorando el estado nutricional de las plantas (Gyaneshwar et al., 2002; Antoun, 2012;
Pérez-Montafio et al., 2014; Satyaprakash et al., 2017).

Las pasturas actualmente implantadas en Corrientes son originarias en su mayoria de
regiones tropicales de Africa y manifiestan problemas de adaptacion y ataque de plagas
(Urbani et al., 1996). Se hace necesaria la diversificacion de las forrajeras con especies
productivas y de calidad adaptadas a las condiciones edafoclimaticas de la region (Leite
et al., 2001). Paspalum atratum es una especie nativa de Brasil, Paraguay y Bolivia con
alto potencial como forrajera en el noreste de Argentina (Quarin et al., 1997; Leite et al.,
2001). El cv. Cambéa FCA fue logrado por seleccidn a partir de semillas de esta especie
introducidas a la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) de la Universidad Nacional del
Nordeste (UNNE) en el afio 1990 (Urbani et al., 1996).

P. atratum cv. Camba FCA es una graminea perenne de ciclo estival que forma matas
de abundante macollaje, facil para sembrar y rapida para instalarse, formando plantas
vigorosas con tallos que pueden pasar los 2 metros de altura en floracion. Es palatable
tanto para bovinos, equinos y ovinos y muy buena productora de semillas y se resiembra
con facilidad. Produce forraje desde septiembre a mayo con rendimientos cominmente
entre 10-15 y hasta 22 t.ha'.afo? de materia seca. No tiene plagas ni enfermedades
importantes y ha demostrado buen desarrollo en lomas arenosas o franco-arcillosas
(Urbani et al., 1996). Presenta reproduccién apomictica y por lo tanto esta garantizada
la estabilidad genotipica (Quarin et al., 1997).

En la produccion de pasturas de la provincia de Corrientes no es comun la utilizacion de
inoculantes con PGPR vy, si bien la forrajera P. atratum cv. Camba FCA esta teniendo
creciente difusién y adopcion por parte de los productores ganaderos del nordeste
argentino (Urbani, com. pers.), a la fecha no se encontraron antecedentes de utilizacion
de estos inoculantes ni de su interaccion con la micorrizacion espontanea y la
disponibilidad de P en la pastura en consideracion.

Las PGPR son bacterias benéficas de la rizosfera que pueden estimular el crecimiento
y desarrollo de la planta huésped (Vessey, 2003; Bhattacharyya y Jha, 2012). Actdan



mediante mecanismos como la produccién de fitohormonas, solubilizacion de fosfatos,
fijacion de nitrdgeno o la supresion de fitopatdogenos (Bhattacharyya y Jha, 2012; Kaur
etal., 2016; Gouda et al., 2018). Entre las principales PGPR empleadas en la agricultura
se encuentran bacterias de los géneros Azospirillum sp. (Cassén y Garcia de Salamone,
2008; Bashan y de-Bashan, 2010) y Pseudomonas sp. (Valverde y Ferraris, 2009).
También los rizobios tienen la capacidad de actuar como PGPR con especies no-
leguminosas (Mehboob et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015; Patil et al., 2017,
Vargas et al., 2017).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos del suelo capaces
de desarrollar asociaciones simbidticas inespecificas con las raices de plantas terrestres
(Smith y Read, 2008; Miransari, 2011) que proporcionan multiples beneficios a su
hospedador entre los que se incluyen un incremento de la captacion de agua y
minerales, principalmente P y otros elementos poco moviles, mayor resistencia a las
enfermedades y mejora de la estructura del suelo (Goltapeh et al., 2008; Miransari,
2011; Nath y Meena, 2018).

Existe evidencia de que las PGPR pueden contribuir al establecimiento de la simbiosis
micorrizica y a su vez la actividad de las rizobacterias puede verse influida por la
presencia de HMA en la rizosfera (Barea et al., 2005; Artursson et al., 2006; Bruzos,
2017; Lies et al., 2018). Estas interacciones pueden conducir a una mejora en el
crecimiento y la nutricion de las plantas (Dames y Ridsdale, 2012) contribuyendo a la
obtencion de una produccién con mayor rendimiento, que al mismo tiempo puede ser
sostenible desde el punto de vista agricola (Miransari, 2011).

Hipotesis
En condiciones de baja disponibilidad de P en el suelo, la inoculacién con PGPR mejora

el crecimiento y produccion de biomasa de Paspalum atratum cv. Camba FCA y
estimula la micorrizacion esponténea.

Objetivos

= Objetivo General

Evaluar la respuesta a la inoculacion con PGPR (Pseudomonas, Azospirillum y
Bradyrhizobium) y su interaccién con la micorrizacién espontanea sobre el crecimiento
y la produccion de biomasa de Paspalum atratum cv. Camba FCA, con y sin el agregado
de fertilizacién fosférica.

= Objetivos Especificos

— Comprobar la presencia de las rizobacterias inoculadas en la rizosfera de
Paspalum atratum cv. Camba FCA.

— Determinar la colonizacion micorrizica de Paspalum atratum cv. Cambé FCA en
respuesta a la inoculacion con rizobacterias y a la fertilizacion fosforica.

— Establecer el efecto de la inoculacion con PGPR sobre el crecimiento y la
produccion de biomasa de Paspalum atratum cv. Camba FCA, bajo dos niveles
de fertilizacion fosforica.



CAPITULO I
MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA

1. Importancia de las pasturas cultivadas en la provincia de Corrientes

La provincia de Corrientes se encuentra emplazada dentro de la region mesopotamica,
cuenta con una superficie de 88.199 Km?, se halla ocupada por una llanura con creciente
elevacién de Sur a Norte y posee un clima subtropical himedo (Méndez et al., 2016).
Los suelos son heterogéneos y van desde arenosos en el norte hasta arcillosos en el
sur, siendo los principales 6rdenes Entisoles, Alfisoles, Molisoles y Vertisoles, todos
acidos y con marcada deficiencia de P (Pizzio y Royo Pallares, 1994).

La estructura productiva de la provincia de Corrientes esta centrada fundamentalmente
en el sector agropecuario, siendo la actividad ganadera (cria de ganado bovino en forma
extensiva) una de las actividades econémicas mas relevantes y con mayor tradicién
(Pizzio y Royo Pallares, 1994; Porta et al., 2006; Méndez et al., 2016). La existencia de
bovinos en el afio 2016 se ubic6 en 5.007.915 cabezas distribuidas entre las actividades
de cria, recria e invernada, con predominancia de establecimientos dedicados a la cria
en la provincia (Méndez et al., 2016).

La ganaderia correntina se caracteriza por un extenso sistema de produccién, basado
en el aprovechamiento de pastizales naturales, con escasa participacion de las pasturas
cultivadas y de otras fuentes de alimentacion complementarias (Royo Pallarés y
Goldfarb, 2000; Méndez et al., 2016). La implantacién de especies forrajeras perennes
comprende una practica tecnolégica, disponible en general para la mayoria de los
sistemas de produccion, que permite iniciar o profundizar procesos de intensificacién de
los sistemas ganaderos, sin embargo, representa una inversién y como tal, es necesario
asegurarse que la misma sea exitosa (Secanell et al., 2016).

En los ultimos afios, ha existido una tendencia creciente en el uso de forrajeras
cultivadas como herramientas validas para mejorar la produccién y productividad de la
empresa (Altuve y Bendersky, 2003; Kurtz et al. 2015). No obstante, las pasturas
implantadas actualmente en la provincia de Corrientes son originarias en su mayor parte
de regiones tropicales de Africa y manifiestan problemas de adaptacion y ataque de
plagas (Urbani et al., 1996). Es por ello que se hace necesaria la diversificacion de las
forrajeras con especies productivas y de calidad adaptadas a las condiciones
edafoclimaticas de la regién (Leite et al., 2001).

2. El fésforo como limitante de la produccion forrajera

El P es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas ya
que esta involucrado en varias funciones claves como el metabolismo energético, la
fotosintesis, la respiracion, la regulacion de enzimas, el movimiento de nutrientes dentro
de la planta y la transferencia de caracteristicas genéticas de una generacion a otra
(Viruel et al., 2014). La planta lo obtiene de la solucion del suelo en forma de aniones
fosfato, predominando los iones monobasicos (H.POy4) a pH <7,2 y dibasico (HPO4*) a
pH >7,2 (Plante, 2007). En comparacién con otros macronutrientes esenciales, es el
elemento menos mdévil tanto en el suelo como en la planta (Shen et al.,, 2011;
Satyaprakash et al., 2017).

En las forrajeras tropicales, la etapa de germinacion y establecimiento es critica por su
lento crecimiento inicial y un buen desarrollo determina el éxito de su competencia con
las malezas (Tomei et al., 2003). El suministro de P es esencial para el crecimiento del



sistema radical y demas 6rganos, siendo sustancial contar con este elemento durante
el establecimiento de las pasturas (Vilela et al., 1998).

A pesar de que los suelos pueden tener un gran depdsito de P total, las cantidades
disponibles para las plantas comprenden generalmente una pequefia proporcion de este
total (Shen et al., 2011; Bhattacharyya y Jha, 2012). Es asi que suelos de todo el mundo
pueden mostrar algun tipo de deficiencia de este elemento debido a que la
concentracion de P libre disponible para las plantas generalmente es baja, aliin en suelos
fértiles (Gyaneshwar et al., 2002).

Los bajos niveles de P se deben a su lenta difusion y alta fijacion en los suelos (Shen et
al., 2011). El P en solucién reacciona con calcio, hierro o aluminio con los que forma
una gran cantidad de complejos quimicos insolubles disminuyendo la cantidad de
ortofosfato presente en la solucién del suelo (Gyaneshwar et al., 2002). Es asi como el
P soluble precipita rapidamente como fosfatos de hierro y aluminio en suelos acidos o
como fosfatos de calcio en suelos alcalinos o se adsorbe en 6xidos de hierro y aluminio
o superficies minerales de arcilla (Gyaneshwar et al., 2002; Plante, 2007; Smith y Read,
2008; Sharma et al., 2013). Incluso el P aplicado como fertilizante se inmoviliza por estas
reacciones quimicas activas y rapidas (Sharma et al., 2013).

Esta situacién es comun en los suelos de la provincia de Corrientes que se caracterizan
por su contenido deficitario de P, encontrandose valores menores a 3 ppm (Porta et al.,
2008; Borrajo et al., 2011). En este escenario, la adopcion de practicas de manejo
racionales y eficientes, que incrementen y/o mantengan la fertilidad, a través del uso
oOptimo de los nutrientes, requiere conocimiento acerca de los mecanismos
responsables de la dinAmica de dichos elementos (Sharma et al., 2013). La fertilizacién
quimica con P se convierte en una herramienta disponible para corregir la restriccion
impuesta por el suelo a las plantas (Shen et al., 2011) pero debido al alto costo de la
misma, no es una practica comunmente adoptada por los productores ganaderos de la
provincia de Corrientes (Giancola et al., 2013).

En el sistema suelo-planta-animal este nutriente juega un rol fundamental definiendo la
productividad del mismo (Porta et al., 2008). En consecuencia, la deficiencia de P en el
suelo determina una marcada reduccion en el crecimiento y calidad del forraje que
alcanza un bajo contenido del nutriente en sus tejidos causando una deficiente nutricion
mineral del ganado, lo que implica que durante todo el afio los animales tengan una
dieta pobre en este elemento, limitando su normal desarrollo (Pizzio et al., 2004). Por lo
tanto, la identificacién de aquellas especies forrajeras menos exigentes o mas eficientes
en la absorcion y utilizacion de P puede ser una alternativa para asegurar la
productividad de los pastos cultivados durante largos periodos de tiempo (Costa et al.,
2008).

3. Paspalum atratum cv. Camba FCA

Paspalum es un género de gramineas ampliamente distribuido en regiones templadas
a tropicales, especialmente del hemisferio occidental, y es particularmente abundante
en el centro y sur de Brasil, este de Bolivia, Paraguay, norte de Argentina y Uruguay
(Quarin et al., 1997). Pertenece a la tribu Paniceae de la subfamilia Panicoideae, familia
Gramineae y consta de aproximadamente 330 especies (Zuloaga y Morrone, 2005). La
mayoria de sus especies son perennes y constituyen la base de la alimentacion del
ganado en los campos naturales de esa region aunque apenas una docena de esas
especies se han llevado a cultivo para uso forrajero (Urbani y Quarin, 2017).

La apomixis es el sistema reproductivo predominante en el género, lo que significa un
escollo para el mejoramiento genético por métodos tradicionales. Sin embargo, décadas
de investigacion sobre apomixis y sobre otros aspectos biolégicos de especies de



Paspalum abrieron caminos para sortear este obstaculo para la transferencia de genes
con fines de mejoramiento (Urbani y Quarin, 2017). En la FCA de la UNNE se
desarrollaron tres cultivares apomicticos de Paspalum mediante diferentes estrategias:
el cultivar Camba FCA de P. atratum, material vegetal de este estudio inscripto en el
INASE en 1997, el cv. Chané FCA de P. guenoarum y el cv. Boyero UNNE de Paspalum
notatum inscriptos en 2002 y 2012, respectivamente (Urbani y Quarin, 2017).

Paspalum atratum es una graminea perenne nativa de Brasil, Paraguay y Bolivia, con
un alto potencial para la produccién de forraje y es particularmente interesante en el
noreste de Argentina por sus condiciones como forrajera y por ser muy buena
productora de semillas (Quarin et al., 1997; Leite et al.,, 2001). La especie es de
reproduccion apomictica y por lo tanto esta garantizada la estabilidad genotipica
(Quarin, 1981). Produce rizomas cortos que dan origen a las cafas, tiene una base muy
frondosa con brotes gruesos comprimidos o subcompresos y con vainas notablemente
aquilladas. Posee un habito de crecimiento erecto con un dosel de hojas que alcanza
los 75 a 90 cm de altura y los tallos florales alcanzan hasta 2 m de altura, las laminas
foliares tienen una longitud de 30 a 45 cm, una anchura de 1,5 a 2,0 cm y son muy
escabrosas en los margenes (Evers y Burson, 2004).

El cultivar Camba FCA es una forrajera perenne de ciclo estival que forma matas de
abundante macollaje, facil para sembrar y rapida para instalarse, es palatable para
bovinos, equinos y ovinos, es muy buena productora de semillas y se resiembra con
facilidad; produce forraje desde septiembre a mayo con rendimientos comunmente entre
10-15 y hasta 22 t.ha-l.aflo-1 de materia seca; no tiene plagas ni enfermedades
importantes y ha demostrado buen desarrollo en lomas arenosas o franco-arcillosas
(Urbani et al., 1996).

4. Empleo de microorganismos benéficos para una agricultura sustentable

Los microorganismos del suelo juegan un rol sustancial en los ciclos bioquimicos de
nutrientes organicos e inorganicos y en el mantenimiento de la salud y calidad del medio
edafico (Jeffries et al., 2003). Muchos de ellos participan activamente en la
transformacién, movilizacién y solubilizacién de los nutrientes y en la posterior absorcién
de los mismos por las plantas para desarrollar todo su potencial genético (Hayat et al.,
2010).

Ante el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos y sus costos cada vez mayores, la
utilizacién de microorganismos benéficos para una agricultura sustentable y segura ha
aumentado en todo el mundo durante las Gltimas décadas (Kaur et al., 2016). Los
bioinoculantes elaborados con microorganismos debidamente seleccionados por su alta
eficiencia e inocuidad permiten reducir los insumos externos y mejorar la cantidad y
calidad de los recursos internos, ademas de ser econOmicos y ecolégicamente
amigables (Maza et al., 2017).

En el marco de la intensificacion de los sistemas ganaderos, el uso de bioinoculantes
presenta ventajas en la germinacion y crecimiento vegetal, convirtiéndolos en una
alternativa para favorecer la implantacion e incrementar la produccion de pasturas
megatérmicas (Maza et al., 2017).

Algunos microorganismos edéficos pueden contribuir a aumentar la absorcion no solo
del P del suelo sino también de aquel agregado como fertilizante mejorando el estado
nutricional de las plantas aun en condiciones de baja fertilidad (Plante, 2007; Sharma et
al., 2013). Estas habilidades son de gran importancia agricola en términos de mejorar la
fertilidad del suelo y el rendimiento de los cultivos, reduciendo asi el impacto negativo
de los fertilizantes quimicos en el medio ambiente (Pérez-Montafio et al., 2014).



En este contexto se destacan los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA)
y algunas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), que pueden
desempefiar un papel fundamental en el uso razonable de los fertilizantes fosféricos
promoviendo un incremento en la eficiencia de absorcion y de utilizacion de las fuentes
solubles, favoreciendo el desarrollo de sistemas sostenibles en la produccion de cultivos
(Gyaneshwar et al., 2002; Antoun, 2012; Pérez-Montafo et al., 2014; Satyaprakash et
al., 2017).

5. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
5.a. Conceptos generales

El término rizosfera fue introducido por Hiltner en 1904 para definir la parte del suelo
gue es influenciada por el sistema radical (Hartmann, 2008). Comprende la estrecha
zona de suelo que rodea a la raiz y que es rica en nutrientes debido a la acumulacién
de compuestos organicos liberados por las raices por exudacion, secrecion y
deposicién, compuestos que pueden ser utilizados como fuentes de carbono y energia
por microorganismos, resultando en un crecimiento microbiano y actividad intensos en
la rizosfera (Dobbelaere et al., 2003). Las bacterias asociadas a las plantas que pueden
colonizar las raices se llaman rizobacterias y pueden ser beneficiosas, nocivas o neutras
en funcion de sus efectos sobre el crecimiento de las plantas (Dobbelaere et al., 2003;
Bhattacharyya y Jha, 2012).

Las rizobacterias benéficas se conocen como PGPR, término que fue acufiado por
primera vez por Kloepper y Schroth (1978) para describir a la poblacion bacteriana de
la rizosfera que coloniza las raices y muestra actividad de promocion del crecimiento de
las plantas. De las rizobacterias que habitan el suelo, las PGPR comprenden una
porcién muy pequefia (2 - 5%) (Antoun y Kloepper, 2001). Esta poblacion representa
una amplia variedad de bacterias que, cuando se cultivan en asociacion con una planta
huésped, dan como resultado la estimulacion del crecimiento de su hospedador
mediante diferentes mecanismos (Vessey, 2003; Bhattacharyya y Jha, 2012), siendo
sus caracteristicas distintivas inherentes: ser competentes para colonizar la superficie o
interior de la raiz, promover el crecimiento de las plantas, y sobrevivir, multiplicarse y
competir con la microbiota, al menos durante el tiempo necesario para expresar sus
actividades de promocion del crecimiento de las plantas (Kloepper, 1994).

Los PGPR se relacionan de diferentes maneras con las plantas hospederas siendo las
dos clases principales de relaciones las rizosféricas, que consisten en colonizar la
superficie de la raiz o los espacios intercelulares superficiales de la planta huésped, y
las relaciones endofiticas, que involucran a las PGPR que residen y crecen dentro de la
planta huésped en el espacio apoplastico (Vessey, 2003). Pertenecen al primer grupo
los géneros bacterianos tales como Azospirillum sp., Pseudomonas sp., entre otros,
mientras que son considerados endofiticos a los géneros Bradyrhizobium sp. y
Rhizobium sp., que pueden fijar simbi6ticamente el nitrdgeno atmosférico con las
plantas superiores (Kaur et al., 2016). Algunos rizobios también pueden comportarse
como PGPR con plantas no leguminosas (Sessitsch et al., 2002).

5.b. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal

La actividad de promocion del crecimiento de las PGPR puede manifestarse mediante
mecanismos directos alterando el desarrollo vegetal a través de la produccion de
fitohormonas, solubilizacién de fosfatos, fijacion de nitrégeno, incremento de la
absorcion de agua y minerales, entre otros procesos, o indirectamente mediante la
supresion de fitopatdgenos, ayudando a otros microorganismos beneficiosos a mejorar



su accion sobre las plantas o degrandando contaminantes organicos en los suelos
(Bhattacharyya y Jha, 2012; Kaur et al., 2016; Gouda et al., 2018).

De acuerdo con el objetivo de su aplicacién las PGPR se clasifican en biofertilizantes,
que actuan aumentando la disponibilidad de nutrientes para la planta, fitoestimuladores,
gue promueven el crecimiento de las plantas a través de la produccion de fitohormonas,
rizorremediadores, que degradan contaminantes y agentes de biocontrol (Lugtenberg et
al., 2002; Bhattacharyya y Jha, 2012). Este ultimo grupo incluye bacterias que reducen
la incidencia o la gravedad de las enfermedades de las plantas a través de diversos
mecanismos tales como la competencia por nutrientes y sitios de infeccién, la induccién
de resistencia sistémica y la producciéon de antibidticos, sideroforos, cianuro de
hidrogeno o enzimas hidroliticas (Bhattacharyya y Jha, 2012; Dames y Ridsdale, 2012;
Kaur et al., 2016).

Las PGPR pueden usar mas de un mecanismo benéfico ya que la evidencia
experimental sugiere que la estimulacion del crecimiento de las plantas es el resultado
de multiples mecanismos que pueden activarse simultdneamente (Martinez-Viveros et
al., 2010). Empero, el modo de accidn de los diferentes PGPR varia de acuerdo con una
serie de factores bi6ticos como el genotipo y la etapa de desarrollo de la planta,
mecanismos de defensa, presencia de otros microorganismos Yy factores abibéticos tales
como composicién y manejo del suelo o condiciones climaticas (Gouda et al., 2018).

5.b.1. PGPR como fitoestimuladores

Las fitohormonas o reguladores del crecimiento de las plantas son sustancias organicas
gue influyen en los procesos bioquimicos, fisioldgicos y morfolégicos participando en el
crecimiento y desarrollo de células, tejidos y o6rganos (Dobbelaere et al., 2003).
Desempefian un papel clave en la respuesta de las plantas a su medio ambiente (Garcia
de Salamone et al., 2005) y son activas en plantas en pequefias cantidades (Fuentes-
Ramirez y Caballero-Mellado, 2005). Pertenecen a una amplia variedad de compuestos
entre los que se encuentran auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y acido abscisico
(Davies, 2010).

Las fitohormonas no solo son sintetizadas por las plantas sino que también influyen en
su sintesis numerosas bacterias (Dobbelaere et al., 2003). Estas fitohormonas
bacterianas alteran el metabolismo y la morfologia de las plantas, lo que conduce a una
mejor absorcién de minerales y agua, por ende, plantas mas grandes y mas saludables
(Bashan y de-Bashan, 2010). Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal
con la capacidad de modificar la concentracion de las fitohormonas se denominan
fitoestimuladores y pueden actuar produciendo reguladores del crecimiento o
disminuyendo la concentracion de etileno en el interior de la planta (Lugtenberg et al.,
2002).

El efecto de las PGPR como fitoestimuladores proviene de la manipulacién de la red
compleja y equilibrada de las hormonas vegetales que participan directamente en el
crecimiento y desarrollo (Pérez-Montafio et al., 2014). Debido a que la concentracién de
sefiales hormonales es critica para la regulacion de diversos procesos fisiolégicos, los
cambios locales en los niveles de fitohormonas pueden conducir a cambios
caracteristicos en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Dobbelaere et al., 2003).

Las principales moléculas de sintesis bacteriana propuestas para la promocion del
crecimiento de las plantas por PGPR incluyen auxinas, citoquininas y giberelinas y la
enzima l-amino-ciclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACC- desaminasa) que
participa en la descomposicion del etileno (Lugtenberg et al., 2002; Jha y Saraf, 2015).



- Auxinas

Se conoce con el nombre genérico de auxinas a un grupo de compuestos quimicos
asociados con diferentes procesos en las plantas tales como la elongacion del tallo y la
raiz, estimulacion de la divisién celular, iniciacion de raiz lateral y adventicia,
diferenciacion de tejido vascular, dominancia apical, gravitropismo y fototropismo (Teale
et al., 2006; Davies, 2010). La auxina natural mas crucial y la mas comun es el acido
indol-3-acético (AlA), producido por bacterias, plantas y hongos (Duca et al., 2014). Las
bacterias productoras de AIA que interactian con las plantas tienen el potencial de
interferir con cualquiera de estos procesos al cambiar de manera espaciotemporal el
conjunto de auxinas de las plantas (Spaepen et al., 2007).

Muchos géneros de bacterias son productores de auxinas incluyendo Azospirillum sp.,
Bradyrhizobium sp. y Pseudomonas sp. (Spaepen et al., 2007; Duca et al., 2014), entre
otros. Las auxinas liberadas por las rizobacterias afectan principalmente al sistema
radical, aumentando su tamafio y peso, el nUmero de ramificaciones y el area de
superficie en contacto con el suelo lo que puede conducir a un aumento en su capacidad
de sondear el suelo para el intercambio de nutrientes, mejorando asi la nutricion de las
plantas y la capacidad de crecimiento (Jha y Saraf, 2015).

- Giberelinas

Las giberelinas (GA) constituyen un amplio grupo de compuestos naturales producidos
por plantas, hongos y bacterias, que regulan diversos aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas como la germinacion, el alargamiento caulinar, la floracién y la
fructificacién (Davies, 2010). Se ha observado la capacidad de sintetizar GA en
Bradyrhizobium sp. (Boiero et al., 2007), Azospirillum sp. (Bottini et al., 2004; Bashan y
De-Bashan, 2010), Pseudomonas sp. (Sivasakthi et al., 2013), entre otros. Azospirillum
brasilense Az39 y Bradyrhizobium japonicum E109, solos 0 en combinacién, mostraron
aumentos del porcentaje de germinacién y longitud del brote de plantulas de maiz y soja,
en concordancia con la produccion de GA detectada para ambas bacterias (Cassan et
al., 2009).

- Citoquininas

Las citoquininas (CK) comprenden reguladores importantes de muchos procesos
fisiol6gicos como la divisién celular, la senescencia foliar, la movilizacién de nutrientes,
el dominio apical y la germinacion de las semillas (Sakakibara, 2006). Pueden ser
producidas por bacterias y se usan principalmente como sefial quimica para
comunicarse con la planta o como una herramienta para invadir la planta huésped
(Castillo et al., 2015). Son capaces de producir CK diversos géneros bacterianos como
Pseudomonas sp. (Garcia de Salamone et al., 2001), Azospirillum sp. y Bradyrhizobium
sp. (Cassan et al., 2009).

- ACC-desaminasa

El etileno afecta el crecimiento de la planta al inhibir la elongacién de la raiz (Dames y
Ridsdale, 2012). Algunos PGPR tienen la capacidad de sintetizar ACC-desaminasa, una
enzima que hidroliza al 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) que es el precursor
del etileno, lo que disminuye la produccion de este uUltimo promoviendo el alargamiento
de la raiz (Bashan y de-Bashan, 2010). La actividad ACC desaminasa se ha descrito en
los géneros Azospirillum sp. y Pseudomonas sp., entre otros (Vessey, 2003). La enzima
ACC-desaminasa puede actuar como un mecanismo para asegurar que el nivel de



etileno en los tejidos de la planta no se eleve hasta el punto donde el crecimiento de la
raiz o de los brotes se vea perjudicado (Jha y Saraf, 2015).

5.b.2. PGPR como biofertilizantes

Los biofertilizantes comprenden sustancias que contienen microorganismos vivos que,
cuando se aplican sobre la semilla, la superficie de la planta o el suelo, colonizan la
rizosfera o el interior de la planta y promueven el crecimiento a través de un mayor
suministro o disponibilidad de nutrientes para la planta huésped (Vessey, 2003). Se
consideran una alternativa o complemento de la fertilizacién quimica para aumentar la
produccién de cultivos en sistemas agricolas de bajos insumos (Martinez-Viveros et al.,
2010).

Las PGPR pueden mejorar el estado nutricional de las plantas a través de mecanismos
gue facilitan la absorcién de nutrientes o aumentan su disponibilidad en la rizosfera
(Lugtenberg et al., 2002; Bhattacharyya y Jha, 2012). Estos mecanismos incluyen la
fijacidn de nitrégeno, solubilizacion de nutrientes minerales como por ejemplo formas
insolubles de P y mineralizacion de compuestos organicos (Martinez-Viveros et al.,
2010). La mayor disponibilidad de nutrientes también puede ser causada indirectamente
por las PGPR al influir positivamente en el crecimiento y la morfologia de la raiz o al
ayudar a otras relaciones simbidticas beneficiosas (Vessey, 2003).

- Solubilizacién de fosforo

Los microorganismos son un componente integral en el ciclo del P ya que participan en
la transferencia de este elemento entre diferentes pools de P edafico (Sharma et al.,
2013). Varias bacterias, hongos y actinomicetos solubilizan fosfatos a través de diversos
mecanismos convirtiendo el P inorganico y organico del suelo en una forma
biodisponible que facilita la absorcién por las raices de las plantas (Khan et al., 2014).

Muchas PGPR que se han identificado como bacterias solubilizadoras de P o “PSB” -
del inglés Phosphate Solubilizing Bacteria- mejoran el suministro de P a las plantas
debido a su capacidad para reponer este mineral en la solucién del suelo mediante la
solubilizacién de este elemento en la rizosfera, lo que resulta en una contribucion
fundamental a la nutricion vegetal y, en consecuencia, a la mejora del rendimiento de
las plantas (Rodriguez y Fraga, 1999). Una gran cantidad de cepas de los géneros
Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp. pueden solubilizar el fosfato inorganico (Antoun et
al., 1998; Sharma et al., 2013) al igual que especies del género Azospirillum sp. (Garcia
et al., 2017; Bashan y de-Bashan, 2010). Por su parte, Pseudomonas sp. también se
encuentra entre las PSB més potentes del suelo (Rodriguez y Fraga, 1999; Jeon et al.,
2013; Khan et al., 2014).

La solubilizacién del P inorganico se produce por la acciébn de acidos organicos
sintetizados por las PSB como productos de su metabolismo, principalmente por
respiracion oxidativa o fermentacion de fuentes de carbono organico como la glucosa
(Satyaprakash et al., 2017). La accién de estos acidos resulta de tres procesos
generales: (i) la disociacion de los acidos organicos libera protones que contribuyen a
reducir el pH del suelo y favorecen la disolucion de los minerales fosforicos, (ii) las
reacciones de quelatacién en las cuales los componentes aniénicos de los acidos
organicos se intercambian por el grupo ortofosfato de los fosfatos de Ca2+, Fe3+y Al3+,
liberdndolo en la solucién del suelo, y (iii) el desplazamiento de los fosfatos adsorbidos
no especificamente sobre las particulas del suelo, por las componentes anidnicas de los
acidos organicos (Rodriguez y Fraga, 1999; Plante, 2007; Khan et al., 2014).

Por otro lado, la conversion de todos los tipos de P organico a forma inorganica y la
consecuente disponibilidad para las plantas depende de la mineralizaciébn por
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microorganismos (Smith y Read, 2008). Este proceso esta dirigido por enzimas, entre
ellas se encuentran fosfatasas y fitasas, que hidrolizan el P organico o dividen el P de
los residuos organicos, lo que resulta en la disponibilidad de este elemento en la
solucién del suelo (Satyaprakash et al., 2017). Una vez que el P es mineralizado, puede
ser absorbido por las plantas, inmovilizado por la biomasa microbiana, precipitado en
complejos inorganicos o adsorbido en superficies minerales (Plante, 2007).

- Fijacién biolégica de nitrégeno

El nitr6geno es un nutriente esencial en el crecimiento de las plantas y su mayor reserva
se encuentra en la atmdsfera como gas N3, sin embargo, aunque constituye el 78% del
volumen del aire, las plantas no pueden acceder directamente a él (Santi et al., 2013;
Ahemad y Kibret, 2014). El elemento es absorbido del suelo a través de las raices en
forma de amonio y nitratos (Pérez-Montafio et al., 2014).

El N> atmosférico se convierte en formas utilizables por la planta mediante la fijacion
biol6gica de nitrégeno que es la reduccion enzimética del N> a amonio NH,* realizada
por microorganismos denominados diaz6tréfos y que se lleva a cabo mediante
interacciones simbidticas o no simbidticas con las plantas (Santi et al., 2013; Gouda et
al., 2018). La fijacion simbidtica de N incluye a los rizobios que forman simbiosis con
plantas leguminosas (Vessey, 2003). Entre las PGPR simbi6ticas mas estudiadas se
encuentran Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Sinorhizobium sp. y Mesorhizobium sp.
(Bhattacharyya y Jha, 2012).

La fijacion biolégica no simbidtica es realizada por diazétrofos de vida libre como las
PGPR del género Azospirillum (Bashan y De-Bashan 2010; Ahemad y Kibret, 2014). Los
diazoétrofos que tienen la capacidad de desarrollar asociaciones estrechas con las raices
de diferentes plantas se denominan bacterias "asociativas" fijadoras de nitrégeno (Santi
et al., 2013). Aunque la cantidad de nitrégeno fijado es muy variable y depende del
genotipo de la planta y las condiciones ambientales, las contribuciones de este tipo de
fijacion biolégica de N, tienen importancia agrondmica para muchas gramineas como el
arroz, maiz, cafia de azlcar y algunos pastos (Dobbelaere et al., 2003).

5.c. Potencial de Azospirillum, Pseudomonas y Bradyrhizobium como PGPR

Entre las principales PGPR empleadas en la agricultura se encuentran bacterias de los
géneros Azospirillum (Cassan y Garcia de Salamone, 2008; Bashan y de-Bashan, 2010)
y Pseudomonas (Valverde y Ferraris, 2009). También los rizobios tienen la capacidad
de actuar como PGPR con especies no-leguminosas, entre ellos, bacterias del género
Bradyrhizobium (Mehboob et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015; Patil et al., 2017,
Vargas et al., 2017). En esta seccién, se resume el potencial de estos géneros para
actuar como PGPR y se describen sus caracteristicas y mecanismos de accion.

5.c.1. Azospirillum sp.: caracteristicas y usos

Azospirilum sp. son bacterias aer6bicas gramnegativas con forma vibrioide
pertenecientes a la familia Rhodospirillaceae, orden Rhodospirillales, clase
Alfaproteobacteria, que pueden fijar nitrégeno como diazétrofos de vida libre en el suelo
0 asociados a raices, tallos y hojas (Baldani et al., 2005). Fueron aislados de la rizosfera
de muchas gramineas en todo el mundo, tanto en climas tropicales como templados
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Comprenden una de las PGPR mas ampliamente
estudiadas y utilizadas comercialmente en la agricultura (Casséan et al., 2015).

Azospirillum sp. tiene la capacidad de modificar el crecimiento, desarrollo vy
comportamiento de varias plantas, incluso en condiciones de estrés (Cassan et al.,
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2013; Garcia et al., 2017). Los mecanismos mediante los cuales esta PGPR actua
incluyen mecanismos directos como la produccién de fitohormonas (AIA, GA, CK,
poliaminas) y ACC-desaminasa, fijacién de nitrégeno y solubilizacion de fosfatos (Garcia
et al., 2017) y mecanismos indirectos de control biolégico como competencia ambiental
y desplazamiento de patdgenos, inhibicién de la germinacién de semillas de malezas
parasitarias, mejora general de las plantas para resistir la infeccion de patégenos y
posible inhibicién del crecimiento fangico a través de la produccion (al menos in vitro)
de sustancias toxicas microbianas (Bashan y de-Bashan, 2010).

Se considera que el modo de accion de Azospirillum sp. es el resultado de la
combinacién de algunos o muchos mecanismos pudiendo variar de acuerdo con la cepa,
la especie de la planta y las condiciones ambientales (Bashan y de-Bashan, 2010). Sin
embargo, la produccion de fitohormonas se ha sugerido como el principal mecanismo
de accion de Azospirillum (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Bashan y de-Bashan,
2010; Cassan et al., 2013; Castillo et al., 2015). Luego de la inoculacion con este PGPR
se observa como fenémeno fenotipico mas comun en la mayoria de las especies una
mejoria en el crecimiento de la raiz que seria atribuido a la produccién de fitohormonas
y que a su vez lleva a una absorcion mejorada de agua y minerales (Steenhoudt y
Vanderleyden, 2000; Bashan y de-Bashan, 2010).

En Argentina, la cepa Az39 de A. brasilense aislada de raices de trigo, fue seleccionada
por su eficiencia para promover el crecimiento de este cereal y se recomienda su uso
en formulaciones comerciales (Rodriguez Céaceres et al., 2008). La capacidad promotora
del crecimiento de plantas de Az39 ha sido confirmada agronémicamente por su
efectividad durante los ultimos 30 afios para aumentar la productividad de los cultivos
inoculados en un gran nimero de ensayos en condiciones de campo (Diaz-Zorita y
Fernandez Canigia, 2009).

También se confirmé la capacidad de Az39 de producir in vitro moléculas bioactivas
importantes que intervienen en la promocion del crecimiento de la planta tales como
AlA, GA, CK, &cido abscisico, produccion de sideroforos, etileno y poliaminas (Perrig et
al., 2007; Cassan et al., 2009; Garcia et al., 2017). No obstante, la actividad de
solubilizacién de fosfatos in vitro resulté débil (Garcia et al., 2017) o nula (Perrig et al.,
2007). Esta cepa fue capaz de promover la germinacién de las semillas y el crecimiento
temprano en la soja, el trigo y el maiz, cambios morfolégicos y fisiolégicos que se
atribuyen a la produccién de fitohormonas (Cassan et al., 2009).

5.c.2. Uso de Pseudomonas fluorescens como PGPR

Pseudomonas sp. son bacilos gramnegativos rectos o levemente curvos, aerobios, no
esporulantes, polarmente flagelados y ampliamente distribuidos en la naturaleza,
pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae, orden Pseudomonadales, clase
Gammaproteobacteria (Palleroni, 2005). Incluyen especies patégenas para humanos,
animales o plantas, asi como cepas que promueven el crecimiento de las plantas, entre
ellas, P. fluorescens (Palleroni, 2005; Valverde y Ferraris, 2009). Varias propiedades los
hacen candidatos interesantes como PGPR como ser alta tasa de crecimiento, amplia
utilizacion de fuentes de carbono, gran capacidad de colonizacion en la rizosfera,
produccion importante de metabolitos bioactivos, competencia agresiva para nichos y
una buena adaptacion a una variedad de estreses (Agaras y Valverde, 2013).

La potencialidad de P. fluorescens como herramienta biotecnoldgica que permitiria
aumentar la produccion agricola ya ha sido reconocida y existe un importante nimero
de reportes y estudios cientificos sobre aislamientos de pseudomonas con diferentes
capacidades de mejorar el desarrollo vegetal (Valverde y Ferraris, 2009). Entre los
diversos modos de accién de P. fluorescens se destaca su actividad antagonista ante
un amplio numero de fitopatdégenos (Bhattacharyya y Jha, 2012). Ademas, la especie se
ha sefialado capaz de solubilizar P inorganico (Rodriguez y Fraga, 1999; Jeon et al.,
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2013; Khan et al., 2014; Satyaprakash et al., 2017), producir fitohormonas (Spaepen et
al., 2007; Duca et al., 2014; Sivasakthi et al., 2013; Garcia de Salamone et al., 2001) y
actividad ACC desaminasa (Vessey, 2003).

En la Argentina no se dispone de cepas de Pseudomonas con propiedades PGPR de
referencia o recomendadas para la formulacién de inoculantes, no obstante ello, existe
un importante nimero de productos comerciales disponibles y en desarrollo formulados
con aislamientos obtenidos por el sector privado (Valverde y Ferraris, 2009).

5.c.3. Bradyrhizobium sp. como PGPR con no-leguminosas

Bradyrhizobium sp. son bacilos gramnegativos, aerdbicos y quimioorganotréficos del
suelo pertenecientes a la familia Bradyrhizobiaceae, orden Rhizobiales, clase
Alfaproteobacteria (Kuykendall, 2005). Fueron ampliamente estudiados debido a su
asociacion simbidtica con las leguminosas y la capacidad de fijacion biol6gica de
nitrégeno (Boiero et al., 2007). No obstante, se ha sefialado que algunos rizobios de
este género son capaces de inducir el crecimiento y desarrollo de plantas a través de
mecanismos bioquimicos o fisioldgicos distintos de la fijacién de nitrégeno (Mehboaob et
al., 2012).

En los dltimos afios ha habido una creciente evidencia de que los rizobios son frecuentes
colonizadores de la rizosfera de una amplia gama de plantas y también pueden habitar
endofitamente plantas no leguminosas (Sessitsch et al.,, 2002). En este campo, los
estudios se centraron principalmente en los efectos de estas bacterias como endofiticos
de cereales (Matiru y Dakora, 2004; Dazzo y Yanni, 2006; Baset Mia y Shamsuddin,
2010).

En estos habitats rizosféricos y endofiticos pueden desempefiar un papel importante
como PGPR en especies no leguminosas utilizando uno o mas mecanismos de accion
directos o indirectos (Mehboob et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015; Patil et al.,
2017; Vargas et al.,, 2017). La evidencia indica que los rizobios son cuantitativa y
cualitativamente interesante en la rizosfera ya que pueden influir en el crecimiento de
las plantas y proteger a las mismas contra la invasion de organismos perjudiciales (Zaim
et al., 2017).

Entre los efectos directos de los rizobios sobre la promocion del crecimiento de especies
no leguminosas se pueden citar la produccion de fitohormonas como AlA, citoquininas,
acido abscisico y GA, solubilizacién de P precipitado a través de la liberacion de acidos
organicos y mineralizacion de P orgénico a través de la liberacion de enzimas
fosfatasas, disminucion del nivel de etileno a través de la enzima ACC-desaminasa
(Mehboob et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015; Patil et al., 2017; Zaim et al., 2017).

Respecto a los mecanismos indirectos, los rizobios pueden mejorar el crecimiento de
las no leguminosas mediante el control biolégico a través de la competencia por
nutrientes y espacio, la produccion de antibiéticos, produccion de enzimas que degradan
las paredes celulares de otros microorganismos y la produccion de sideroforos y ademas
inducen resistencia sistémica en la planta huésped (Mehboob et al., 2012;
Gopalakrishnan et al., 2015; Patil et al., 2017; Zaim et al., 2017).

En general, los metabolitos producidos como resultado de una interaccion beneficiosa
entre rizobios y plantas no leguminosas aumentan la germinacién de semillas, la tasa
de elongacion radical, el vigor de las plantulas, la arquitectura de la raiz (longitud,
ramificacion, volumen, superficie), crecimiento de brotes, actividad fotosintética, area
foliar, contenido de clorofila, conductancia estomatica, indice de cosecha, rendimiento
de grano, absorcion de nutrientes, contenido de proteina, tolerancia al estrés abidtico
(Mehboob et al., 2012).
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B. japonicum es la especie utilizada como inoculante comercial de la soja y la cepa E109
es considerada la mas adecuada para la formulacion de inoculantes para esta especie
vegetal en Argentina (Cassan et al., 2009; Torres et al., 2015). Junto con esta capacidad,
se han propuesto mecanismos alternativos para explicar la promocién del crecimiento,
especialmente en las no leguminosas, como la biosintesis de fitohormonas, la
produccién de sideréforos y la induccién de resistencia sistémica (Boiero et al., 2007,
Cassén et al., 2009; Torres et al., 2015).

6. Micorrizas arbusculares
6.a. Generalidades

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son hongos del suelo pertenecientes al
phylum Glomeromycota (Schifler et al., 2001) capaces de desarrollar una asociacién
simbidtica con las raices de las plantas terrestres y generalmente su simbiosis con la
planta huésped no es especifica del hospedador (Miransari, 2011). Los HMA
comprenden el tipo mas comln de micorriza en varios ecosistemas en simbiosis con
una variedad enormemente amplia de plantas hospedantes que incluye angiospermas,
gimnospermas pteridéfitas y hepéticas (Smith y Read, 2008).

Los HMA se encuentran entre los microorganismos edaficos mas importantes e
influyentes que afectan significativamente el desarrollo de las plantas y otros
microorganismos del suelo (Miransari, 2011). Son simbiontes obligados y colonizan la
corteza de la raiz para obtener carbono de su planta huésped, mientras ayudan a la
planta con la absorcion de nutrientes minerales, predominantemente fosfato
(Lugtenberg et al., 2002). Las simbiosis son biotréficas y normalmente mutualistas, las
interacciones compatibles a largo plazo se basan principalmente en la transferencia de
nutrientes bidireccionales entre los simbiontes (Smith y Read, 2008).

Estudios de inoculacién con micorrizas en condiciones de campo y de laboratorio
resaltan la importancia de la influencia simultadnea de las caracteristicas funcionales de
las plantas hospedadoras, la fertilidad del suelo y la complejidad de la comunidad
edafica, que incluye tanto hongos micorrizicos como otros microorganismos, sobre la
respuesta de las plantas a las simbiosis micorrizicas (Hoeksema et al., 2010).

Los HMA son una parte integral de los ecosistemas de pastizales templados y tropicales
ya que influyen en las jerarquias competitivas dentro de las comunidades vegetales y
pueden contribuir al éxito o fracaso de la introduccién de especies de plantas exdéticas
(Miller et al., 2012). El conocimiento de las interacciones de HMA vy las condiciones
edéficas puede llevar al establecimiento de poblaciones mejor adaptadas y mas
efectivas que garanticen los beneficios de la simbiosis micorrizica ya que, aunque ha
sido definida como inespecifica, existe evidencia de que estas asociaciones presentan
“especificidad ecologica”, la cual consiste en la posibilidad de encontrar en un indculo
mixto o bajo condiciones nativas un tipo particular de HMA que colonice preferentemente
a un hospedero (McGonigle y Fitter, 1990).

En general, las gramineas perennes con metabolismo fotosintético C4 de estacion célida
se benefician mas de la simbiosis con HMA y alcanzan niveles mas altos de colonizacion
de raices que las especies C3 perennes de estacion fria y que las gramineas anuales,
lo que sugiere que las simbiosis con HMA son mas efectivas cuando el flujo de radiacion
es alto y hay tiempo suficiente para saldar la inversion en carbono que tienen las plantas
para el desarrollo de HMA (Hoeksema et al., 2010; Miller et al., 2012). Los pastos de
estacion calida son plasticos y pueden ajustar la arquitectura de la raiz para aumentar
la dependencia de la simbiosis en respuesta a las limitaciones en la disponibilidad de
nutrientes al tiempo que disminuyen el gasto metabdlico (Miller et al., 2012).
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Una micorriza arbuscular tiene tres componentes importantes: la raiz misma, las
estructuras fangicas intraradicales y un micelio extraradical en el suelo (Smith y Read,
2008). Las plantas adquieren nutrientes inorganicos a través del hongo, mientras que el
hongo obtiene carbohidratos de la planta con un intercambio entre los socios que tiene
lugar a través de complejas interfaces simbiéticas intracelulares (Schuf3ler et al., 2001).
Al mismo tiempo, la extensa red de hifas extraradicales que desarrollan los HMA con el
sistema de raices contribuye significativamente a la mejora de la agregacion del suelo
(Miller et al., 2012) y permite mejores relaciones hidricas (Goltapeh et al., 2008).

Las asociaciones con HMA proporcionan muchos beneficios a su huésped que incluyen
un incremento en la adquisiciébn de P y otros nutrientes y una mayor capacidad de
absorcion general de las raices, mayor area de suelo explorada (ya que el hongo actta
como una extensién de la raiz), una mayor longevidad de las raices absorbentes, una
mejor utilizacion de nutrientes de baja disponibilidad y una mejor
retencion/almacenamiento de nutrientes solubles, reduciendo la reaccién de éstos con
los coloides del suelo o pérdidas por lixiviacion (Nath y Meena, 2018).

Sumado a lo anterior, los cambios morfoldgicos v fisioldgicos que ocurren en la planta
debido a la presencia de HMA permiten al huésped expresar una mayor tolerancia al
estrés hidrico y una mayor resistencia a las enfermedades (Goltapeh et al., 2008;
Miransari, 2011; Nath y Meena, 2018). Respecto a esto ultimo, los HMA pueden actuar
como agentes de control biolégico a través de mecanismos de interaccién tales como
nutricion mejorada, competencia, cambios morfoldgicos, induccion de mecanismos de
defensa y sitios de infeccion reducidos (Dames y Ridsdale, 2012).

La colonizacién intraradical se produce tanto intra como intercelularmente y culmina con
la formacién de arbusculos, pequefios arboles fungicos, dentro de las células corticales
internas (Nath y Meena, 2018). Ademas de los arblsculos, forman dentro de la raiz
estructuras tales como hifas intra e intercelulares y vesiculas (Goltapeh et al., 2008).
Los arbusculos son estructuras finamente ramificadas que se forman dentro de la luz de
la célula del huésped y sirven como un importante sitio de intercambio metabdlico entre
la planta y el hongo (Nath y Meena, 2018), mientras que las vesiculas son los organulos
de almacenamiento especializados con numerosas vacuolas grandes (Miransari, 2011).
Las vesiculas pueden ser esféricas, ovales o lobuladas y son ricas en lipidos (Goltapeh
et al., 2008).

El micelio que se extiende en el suelo esta involucrado en la busqueda de nuevas
plantas y en la adquisicion de nutrientes minerales que son utilizados por los HMA y por
las plantas, mientras que la interface intraradical esté relacionada con la transferencia
de nutrientes entre los simbiontes, siendo el primero altamente variable influido por la
heterogeneidad del suelo, mientras que las estructuras intraradicales son relativamente
constantes y controladas a través de la homeostasis de la raiz (Smith y Read, 2008).

El término micorriza vesicular-arbuscular, que se us6 durante muchas décadas, se ha
descartado porque las vesiculas solo estan formadas por miembros de Glomineae pero
el nombre 'arbuscular' se conserva actualmente, independientemente de la diversidad
estructural (Franken, 2010). Sin embargo, se reconoce una amplia gama de estructuras
intraradicales formadas por HMA, que incluyen bobinas de hifas intracelulares bien
desarrolladas, que a veces ocurren en ausencia de cualquier arbusculo (Smith y Read,
2008).

Las simbiosis micorrizicas en sistemas de campo natural a menudo se establecen en
una planta objetivo a través del crecimiento de una red micelial existente en contraste
con un experimento de inoculacion donde la colonizacion generalmente se realiza a
partir de esporas o micelios fragmentados dando como resultado que los costos de
carbono para establecer la simbiosis en sistemas de campo no manipulados pueden ser
“pagados” con mayor frecuencia por la planta huésped o que la colonizacion puede ser
mas rapida desde una red micelial existente, incrementando los beneficios netos
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proporcionados por los hongos micorrizicos a las plantas hospedadoras en relacion con
los experimentos de inoculaciéon (Hoeksema et al., 2010).

6.b. Papel de las micorrizas arbusculares en la nutricidén fosférica de las plantas

Una de las principales ventajas de la simbiosis micorrizica es una mejora en la nutricién
fosforica de las plantas ya que los hongos extienden en el suelo la superficie de
absorcion a través de sus hifas incrementando la captacion de P y otros nutrientes
minerales (Smith y Read, 2008). Los micelios extraradicales acceden a fosfatos en la
solucion del suelo a distancias de hasta varios centimetros desde la raiz y luego los
transfieren a la planta (Osorio y Habte, 2009; Smith et al., 2011).

Debido a su baja solubilidad y movilidad en el suelo, el P puede agotarse rapidamente
en la rizosfera por la absorcion de la raiz dando como resultado el desarrollo de zonas
de agotamiento alrededor de las raices (Goltapeh et al., 2008). Los HMA proporcionan
una via muy efectiva mediante la cual el P se extrae de grandes volimenes de suelo y
se envia rapidamente a las células corticales dentro de la raiz, sin pasar por la via de
absorcion directa de las plantas (Smith et al., 2011).

La rapida propagacion de hifas micorrizicas a muchos centimetros de las raices y el
recambio de hifas exploratorias mantiene una gran superficie para la absorcion (Smith
y Read, 2008) reduciendo el impacto del agotamiento de P en la rizosfera (Smith et al.,
2011). Ademas, la alta densidad de las hifas les permite a los HMA abarcar un area
considerablemente mayor y, debido a su menor diametro y mayor longitud en relacion
con las raices y los pelos radicales, pueden penetrar en los poros del suelo que son
inaccesibles por las raices, aumentando efectivamente el volumen de solucién de suelo
disponible para la absorcion (Smith y Read, 2008).

La colonizacion micorrizica puede verse afectada por la disponibilidad de P en el suelo
y se ha observado que aumenta con bajos tenores y se reduce con altos contenidos de
este elemento (Treseder, 2004; Smith y Read, 2008). La limitacion relativa de los
recursos del suelo en comparacion con la fotosintesis puede determinar si las micorrizas
son una estrategia rentable para la absorcion de nutrientes por parte de las plantas lo
gue explica que con alta disponibilidad de P se reduzca la distribucion de carbohidratos
de las plantas a los hongos (Miller et al., 2012). Es por ello que la aplicacién de
fertilizantes fosfdricos tiende a reducir el porcentaje de micorrizacién (Smith et al., 2011).
Sin embargo, aunque los efectos de la colonizacidon micorrizica en la captacion son
frecuentemente mayores cuando el suministro de P es bajo, pueden aparecer efectos
significativos incluso cuando los niveles son adecuados para un crecimiento casi
maximo de la planta (Smith y Read, 2008).

Conjuntamente con el incremento en la absorciéon de P, los HMA ayudan a la planta en
la captacion de micronutrientes, elementos que se consideran relativamente inméviles,
a la vez que toman estos elementos y los almacenan para evitar que sus
concentraciones alcancen niveles toxicos (Goltapeh et al., 2008). En condiciones de
sequia, la contribucion de las hifas a la absorcion de nutrientes es ventajosa para las
plantas micorrizadas (Goltapeh et al., 2008).

7. Interacciones entre PGPR y micorrizas arbusculares

El establecimiento simbi6tico de los HMA en las raices de las plantas se ve afectado de
diversas maneras por otros microorganismos de la rizosfera y mas especialmente por
las bacterias (Lies et al., 2018). Es por ello que la simbiosis micorrizica no debe
considerarse simplemente como una interaccién bipartita planta-hongo, sino que se
debe incorporar a los organismos asociados (Tarkka y Frey-Klett, 2008).
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Las interacciones entre bacterias y HMA se producen naturalmente ya que comparten
habitats comunes, como la superficie de la raiz, y pueden conducir a una mejora en el
crecimiento y la nutricion de las plantas (Dames y Ridsdale, 2012). Con interacciones
sinérgicas puede obtenerse una produccion de mayor rendimiento, que al mismo tiempo
puede ser sostenible desde el punto de vista agricola (Miransari, 2011).

Las rizobacterias que promueven consistentemente el desarrollo de micorrizas son
denominadas bacterias colaboradoras de micorrizas o “MHB” -del inglés Mycorrhiza
Helper Bacteria’- (Tarkka y Frey-Klett, 2008). Algunas PGPR pueden comportarse como
MHB al promover el establecimiento y el funcionamiento de la simbiosis entre las plantas
y los HMA (Artursson et al., 2006; Antoun, 2012; Bruzos, 2017). Se ha demostrado que
las proteobacterias gramnegativas tienen propiedades como MHB, entre ellas
Azospirillum, Pseudomonas y Bradyrhizobium (Frey-Klett et al., 2007; Miransari, 2011;
Lies et al., 2018).

Los MHB actian mediante diversos mecanismos y pueden estimular el desarrollo de las
micorrizas en diferentes fases durante la interaccion bacteria-hongo-raiz, tanto en
etapas presimbiéticas como durante la colonizacién de la raiz (Tarkka y Frey-Klett, 2008;
Bruzos, 2017). Las MHB pueden mejorar la germinacion de las esporas fungicas y el
crecimiento del micelio a través de la produccién de factores de crecimiento o también
desintoxicando sustancias antagonicas o inhibiendo a los competidores y reduciendo de
esta forma las tensiones que podrian afectar a la simbiosis micorrizica (Frey-Klett et al.,
2007).

La produccion de compuestos por MHB que mejoran las cantidades de exudados de la
raiz resulta en la activacion de las hifas de HMA y, por consiguiente, en una mayor tasa
de colonizacion de la raiz (Barea et al., 2005). Ademds, algunas bacterias
indirectamente ayudan a la penetracion del hongo al modificar la permeabilidad de la
pared celular de la raiz (Lies et al., 2018). Esto ultimo podria ocurrir a través de la
produccion controlada por la MHB de las enzimas de digestién de la pared celular,
permitiendo la penetracion mejorada de las raices por las hifas fangicas y facilitando su
propagacion dentro de los tejidos de la raiz (Tarkka y Frey-Klett, 2008).

La estimulacion del desarrollo de la raiz es también otra forma de promover la
colonizacién micorrizica por MHB al aumentar el nimero de entradas de penetracion
para las hifas a través de la ramificacion de la raiz mediante la produccion de
fitohormonas (Miransari, 2011; Lies et al., 2018). La formacién de nuevas puntas de raiz,
probablemente debido a la produccion de auxinas o sustancias relacionadas con
auxinas por parte de las bacterias, puede conducir al establecimiento de méas micorrizas,
a medida que aumenta la densidad de los sitios de colonizacién por volumen de suelo
(Tarkka y Frey-Klett, 2008).

Los MHB pueden promover el crecimiento de las hifas mediante la produccién de
compuestos metabolicos secundarios que pueden afectar el metabolismo de los hongos
derivando en la promocion del crecimiento micelial (Tarkka y Frey-Klett, 2008). El
aumento de la biomasa micelial en el suelo conduce a un aumento de los encuentros de
hongo-raiz, lo que resulta en una micorrizacion mas rapida (Bruzos, 2017).

También se han informado los efectos sinérgicos de PSB y HMA en la nutricion fosforica
de las plantas (Osorio y Habte, 2009). En suelos con baja disponibilidad de P, las PSB
pueden liberar iones fosfato de compuestos inorganicos y organicos escasamente
solubles en el suelo, contribuyendo asi con un aumento del P en el suelo absorbido por
las hifas de HMA que luego pasa a la planta (Artursson et al., 2006; Osorio y Habte,
2009; Dames y Ridsdale, 2012).

Las plantas micorrizadas liberan cantidades mas altas de sustancias carbonosas en la
rizosfera que son utilizadas como fuente de carbono por microorganismos
solubilizadores de P o “PSM” -del inglés Phosphate Solubilizing Microorganisms-, a la
vez que la extensa red de hifas formada alrededor de las raices puede absorber
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eficazmente el P liberado por PSM, minimizando asi su refijacién (Osorio y Habte, 2009).
El P soluble que ingresa al suelo después de la mineralizacién por parte de dichas
bacterias da como resultado aumentos localizados y de corto plazo en la concentracion
de iones fosfato en la solucion del suelo, de lo que pueden beneficiarse las hifas fungicas
y, posteriormente, las plantas (Barea et al., 2005; Artursson et al., 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que las micorrizas pueden influir en la interaccién entre
la planta y las comunidades microbianas en las raices (Barea et al., 2005; Artursson et
al., 2006; Bruzos, 2017). El establecimiento de las micorrizas cambia la composicion
quimica de los exudados de las raices, mientras que el desarrollo del micelio en el suelo,
que puede actuar como fuente de carbono para los microorganismos edaficos, introduce
modificaciones fisicas en el entorno de las raices (Barea et al., 2005).
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CAPITULO Il

EFECTO DE LA INOCULACION CON RIZOBACTERIAS SOBRE EL CRECIMIENTO,
PRODUCCION DE BIOMASA Y MICORRIZACION DE Paspalum atratum cv. Camba FCA

ENSAYO EN MACETAS

1. Materiales y métodos

1.1. Material biolégico

Como material vegetal se utilizaron semillas de la especie vegetal Paspalum atratum cv.
Cambé FCA.

En los tratamientos inoculados, se utilizaron las formulaciones comerciales de PGPR
que se describen a continuacion:

- Azospirillum brasilense Az39, inoculante liquido en medio estéril con méas de
2x10° UFC.ml.

- Pseudomonas fluorescens, inoculante liquido en medio estéril con mas de
2x10% UFC.ml™.

- Bradyrhizobium japonicum E109, inoculante liquido en medio estéril con méas
de 3x10° UFC.ml,

1.2. Contenedores y sustrato

Se ocuparon macetas de plastico soplado de color negro de 3 litros de capacidad. Se
utilizé como sustrato el suelo de hasta una profundidad de 20 cm de un pastizal natural
utilizado para el pastoreo de ganado bovino perteneciente al orden Alfisol (Escobar et
al., 1996), de textura franco arenoso y pH 4,52.

El nivel de P en el suelo utilizado fue de 1,06 ppm y el tenor de N del 0,12% (calculado
en base al porcentaje de materia organica segun Gros y Domingues, 1992). Las
caracteristicas quimicas del analisis de suelo y la metodologia de medicion utilizada se
muestran en el Anexo 1 (tabla 7).

1.3. Tratamientos

Se utiliz6 un arreglo factorial (4x2), con dos factores A) Inoculantes, con cuatro niveles
(tres in6culos de PGPR mas un testigo sin inocular); y B) Fertilizacion fosférica, con dos
niveles (fertilizado y sin fertilizar), sumando un total de ocho tratamientos (tabla 1).

Tabla 1. Inoculacién de P. atratum cv. Camba FCA con PGPR -
Tratamientos aplicados en el ensayo en macetas

Tratamientos Fertilizacion fosférica Inoculante
AzFO Sin fertilizar Azospirillum
AZFL Fertilizado brasilense Az39
PsFO Sin fertilizar Pseudomonas
PsF1 Fertilizado fluorescens
BrFO Sin fertilizar Bradyrhizobium
BrF1 Fertilizado japonicum E109
TeFO Sin fertilizar Testigo sin

TeF1 Fertilizado inoculacion
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En los tratamientos fertilizados se aplicé 60 Kg.ha! de P,Os a la siembra, suministrados
en forma de superfosfato triple de calcio (SFT). La cantidad aplicada fue definida en
funcién del tenor de arcilla y de la cantidad de P del suelo y se pretende elevar la
disponibilidad de fosforo a mas de 7 ppm, siguiendo las recomendaciones de Vilela et
al. (2001) para P. atratum cv. Pojuca (consultar la tabla 8 en el Anexo 2).

1.4. Instalacion del ensayo

La investigacion se llevo a cabo en un establecimiento ganadero ubicado en la localidad
de Tapebicua, Departamento de Paso de los Libres, Provincia de Corrientes, Argentina
(29° 28' Sur y 57° 00" Oeste).

El clima de la regién es subtropical, con precipitaciones medias anuales de 1.485 mm.
El invierno es la estacibn mas seca. La temperatura media anual es de 19,7°C, con
valores maximos promedio de 25,6°C y minimos de 14,3°C (EEA INTA Mercedes).

Los inoculantes se aplicaron a las semillas en las dosis recomendadas en el marbete de
cada producto, realizando una mezcla homogénea y dejando orear a la sombra. Los
tratamientos sin inoculacién se humedecieron con agua simulando una inoculacién.

La inoculacién se realiz6 el mismo dia de la siembra. El ensayo se instalo el 6 de
noviembre de 2013.

La siembra fue superficial. Las semillas se cubrieron con una fina capa de suelo bien
mullido. Se sembraron 10 semillas por maceta y a los 10 dias desde la emergencia se
ralearon las plantulas dejando 3 ejemplares por contenedor.

Las macetas fueron rotadas al azar y regadas periédicamente hasta el momento de la
cosecha, manteniendo un nivel de humedad constante. Las malezas se controlaron
manualmente y se reviso diariamente la sanidad de las plantas.

1.5. Disefio experimental y variables evaluadas

Se utilizd6 un disefio completamente aleatorizado con seis repeticiones para cada
tratamiento. Cada maceta comprendio una unidad experimental, disponiéndose en total
de cuarenta y ocho unidades experimentales.

A los 30 dias desde la emergencia se midieron las variables descriptas en la tabla 2. En
el Anexo pueden observarse fotografias del ensayo (figuras 20-24).

Tabla 2. Variables evaluadas en el ensayo en macetas y metodologias empleadas

Variable Metodologia empleada

Se evalué la colonizacién Unicamente en los tratamientos inoculados, utilizando medios de cultivo
especificos seglin la PGPR en cuestion.

Las raices se removieron de las plantas cosechadas, se agitaron vigorosamente para eliminar el
suelo suelto, se lavaron en agua destilada estéril para eliminar las particulas de suelo adheridas y
se sumergieron durante 10 minutos en una solucién amortiguadora de fosfatos y sal (Kremer et al,
1990).

Se cortaron las raices en trozos pequefios, se colocaron en medios de crecimiento especificos:
Congo red-NFb para Azospirillum (Rodriguez Caceres, 1982; Bashan et al., 1993); King’s B para
Pseudomonas (Bashan et al., 1993) y medio EMA para Bradyrhizobium (Vincent, 1970), y se
pusieron a incubar a 25-30°C hasta que el crecimiento fue evidente.

Para caracterizar macro y microscépicamente los cultivos generados se recurri6 al Bergey’s Manual
of Sistematic Bacteriology (Brenner et al., 2005) y se realiz6 la tincién de Gram para determinar
morfotipos celulares (Gram, 1884).

Colonizacién de
raices

Las raices se lavaron y sumergieron durante un dia en KOH al 10%, luego en H202 10 vol. por 15
minutos, se lavaron con agua corriente y se sumergieron en HCI. Por dltimo se transfirieron a
recipientes con lactofenol a los que se adicion6 el colorante azul de tripan (Phillips y Hayman, 1970).

Micorrizacion
espontanea
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Tabla 2 (continuacién). Variables evaluadas en el ensayo en macetas y metodologias empleadas

Para la determinacion del porcentaje de micorrizacién se utiliz6 el método por observaciéon en
laminas de Sieverding (1983). Fragmentos de 2 cm de raiz fueron colocados paralelamente sobre
un portaobjetos y tapados con cubreobjetos.

Micorrizacion Se evalu6 mediante observaciéon con microscopio la colonizaciéon en cada campo con raiz a lo
espontanea largo de cada transecto por presencia o ausencia de estructuras fungicas (hifas, arblsculos,
(continuacion) vesiculas).

Se calcul6 el porcentaje de micorrizacion mediante la siguiente formula:
% Micorrizacion = (N° de campos colonizados/N° total de campos observados)*100

Las plantas se midieron con una regla graduada desde el suelo hasta el punto mas alto de las

Altura . ; h
mismas, sin estirarlas.
Macollos Se contaron los macollos de cada planta.
Volumen Las raices se lavaron en agua corriente y se sumergieron en una probeta graduada con agua. Por
radical desplazamiento se obtuvo el volumen radical.
Biomasa total, Las plantas se lavaron, se separaron en dos fracciones (aérea y radical), y se colocaron en bolsas
de la parte aérea  de papel sulfito y secaron en estufa a 50-60°C hasta peso constante. Luego se pesaron en balanza
y radical digital electronica. Se evalu6 la biomasa total, de la porcion aérea y radical.

Concentracion La biomasa aérea secada en estufa se moli6 y se determin6 el porcentaje de P con el método
de P en brotes Murphy — Riley (Jackson, 1964).

1.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un Analisis de la Varianza (ANAVA)
factorial, siendo los factores principales la inoculacion con PGPR y la fertilizacion con P.
Las diferencias entre las medias se compararon mediante el Test de Tukey (P<0,05).
La normalidad y homocedasticidad de los datos fueron previamente probadas. Los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico InfoStat version 2014
(Di Rienzo et al., 2014).

2. Resultados obtenidos

2.1. Colonizacién de raices

Mediante el cultivo de raices y posterior caracterizacion sobre la base de la morfologia
de la colonia, la tincion de Gram y la forma de las células, se comprobd la colonizacion
de raices por las PGPR inoculadas en la rizosfera de P. atratum cv. Camba FCA, para
cada tratamiento correspondiente.

Los aislados provenientes de las raices de plantas de los tratamientos AzPO y AzP1
fueron compatibles con las caracteristicas descriptas para Azospirillum sp., aquellos que
se obtuvieron de la raices de los tratamientos PsPO y PsP1 se identificaron como
miembros del género Pseudomonas sp. y aquellos aislados obtenidos a partir de raices
de los tratamientos BrPO y BrP1 se encontraron semejantes a los descriptos para el
género Bradyrhizobium sp.

2.2. Crecimiento, produccién de biomasay micorrizacion espontanea

El ANAVA mostré diferencias significativas para la interaccion entre los factores
fertilizaciéon con P e inoculacién con PGPR para la micorrizacion espontanea, contenido
de biomasa (aérea, radical y total) y concentracién de P (tabla 3).



21

Tabla 3. Resultados del ANAVA factorial para los efectos de la inoculacién con PGPR bajo dos niveles de
fertilizacion fosférica de P. atratum cv. Camba FCA. Ensayo en macetas

Variables Efectos principales Interaccion
Evaluadas Inoculacion Fertilizacion  Inoculacion x fertilizacion
Micorrizacion espontanea (%) 0,0003 ** <0,0001 ** 0,0060 **
Altura (cm) 0,0023 ** 0,2603 ns 0,6693 ns
Macollos (N°.pl?) 0,3391 ns <0,0001 ** 0,4611 ns
Volumen radical (ml) <0,0001 ** 0,0247 * 0,3217 ns
Biomasa de la parte aérea (g) 0,0006 ** 0,0002 ** 0,0289 *
Biomasa radical (g) <0,0001 ** 0,0001 ** 0,0011 **
Biomasa total (g) 0,0001 ** <0,0001 ** 0,0077 **
Concentracion de P (%) 0,0083 ** <0,0001 ** 0,0106 *

Se presentan los p-valores obtenidos para cada fuente de variacion. Diferencias significativas: *, P <0.05; **, P <0.01; ns (no
significativo), p> 0,05.

2.2.a. Micorrizaciéon espontanea

Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos en la respuesta a la
micorrizacion espontanea, siendo el tratamiento AzFO el que expresé el mayor
porcentaje de colonizacién diferenciandose estadisticamente de todos los demas.

Todos los tratamientos mostraron una respuesta positiva a la micorrizacion espontanea
aungue aquellas plantas fertilizadas manifestaron en general un porcentaje menor de
micorrizacién en comparacion con las no fertilizadas (figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de micorrizacion espontanea de plantas de P. atratum cv. Camba FCA inoculadas con PGPR bajo
dos niveles de fertilizacion fosférica. Ensayo en macetas.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.b. Altura

La respuesta en altura fue influenciada positivamente por la inoculacion con PGPR.
Aquellos tratamientos inoculados con A. brasilense Az39 y B. japonicum E109 se
diferenciaron significativamente superando a los testigos sin inoculacién (figura 2).
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Figura 2. Altura de plantas de P. atratum cv. Camba FCA
inoculadas con PGPR. Ensayo en macetas.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.c. Numero de macollos

El ANAVA determin6 un efecto significativo de la fertilizacion fosférica para la cantidad
de macollos existentes por planta y el Test de Tukey indic6 que los tratamientos
fertilizados tuvieron mejor comportamiento que los tratamientos no fertilizados (figura 3).
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Figura 3. Macollos de plantas de P. atratum cv. Camba
FCA bajo dos niveles de fertilizacion fosférica. Ensayo en
macetas.

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.d. Volumen radical

Los resultados del ANAVA sugieren que no hubo interaccién entre factores para el
volumen radical sino que existio un efecto directo del inoculante y del fertilizante sobre
la acumulacion de biomasa en los brotes. Al evaluar el efecto del inoculante se observo
que los tres tratamientos inoculados obtuvieron valores superiores y se diferenciaron
significativamente del testigo sin inocular (figura 4 a).

Respecto a la fertilizacion fosférica, aquellos tratamientos con agregado de fésforo
superaron significativamete a los tratamientos sin fertilizacion (figura 4 b).
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Figura 4. Efecto de la inoculacién con PGPR (a) y fertilizacion fosférica (b) sobre el volumen radical de plantas de P.
atratum cv. Camba FCA. Ensayo en macetas.

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.e. Contenido de biomasa

El analisis estadistico mostré diferencias significativas para la interaccién entre
fertilizacién con P e inoculacion con PGPR para el contenido de biomasa radical, de la
parte aéreay total. Las plantas de los tratamientos inoculados y fertilizados manifestaron
los mayores valores en general, siendo el tratamiento de mejor comportamiento BrF1
seguido de PsF1 y luego AzF1 para las tres variables de respuesta, mientras que los
dos testigos presentaron los valores mas bajos en cada evaluacion (figura 5).
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Figura 5. Produccion de biomasa total, aérea y radicular de plantas de P. atratum cv. Cambéa FCA inoculadas con
PGPR bajo dos niveles de fertilizacion fosférica. Ensayo en macetas.

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

El tratamiento BrF1 se diferencié significativamente de los demas en contenido de
biomasa radical y de la parte aérea (en este caso sin diferencias significativas con PsF1).
Se observa que las plantas del cv. Camb& FCA inoculadas con B. japonicum E109
mostraron un incremento en la acumulacion de biomasa aérea en los tratamientos con
agregado de P a la siembra.

También hubo un incremento significativo en plantas inoculadas con P. fluorescens que
fueron fertilizadas con fosforo en contraste con PsFO.
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2.3. Concentraciéon de P en brotes

El porcentaje de P en brotes también arrojé diferencias significativas entre tratamientos
para la interaccion entre factores. En general, los tratamientos fertilizados registraron
una concentracién mayor de este nutriente, independientemente de la inoculacion con
PGPR (figura 6).

BrF1 demostré el porcentaje mas alto de P en tejidos al igual que PsF1 aungque no se
diferenciaron significativamente de TeF1.
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Figura 6. Concentracién de P de plantas de P. atratum cv. Camb& FCA inoculadas con PGPR bajo dos niveles de
fertilizacion fosférica. Ensayo en macetas.

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

3. Discusién

3.1. Colonizacién de raices

La asociacién de una PGPR con la raiz de la planta solo puede tener éxito si la bacteria
puede sobrevivir en el suelo y alcanzar poblaciones significativas en el sistema radical
del huésped (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). La presencia de las rizobacterias
inoculadas en plantas de P. atratum cv. Camba FCA sugiere que las respuestas
significativas observadas en la micorrizacion espontanea y en el crecimiento y
produccién de biomasa de la graminea podrian atribuirse en parte al accionar de estos
microorganismos en la rizosfera, sin dejar de lado la influencia de la fertilizacion fosférica
como se explicara mas adelante.

3.2. Micorrizacién espontanea

La respuesta positiva del cv. Cambé FCA a la micorrizacion espontdnea es consistente
con estudios previos que han sefalado una mayor respuesta a la colonizacion
micorrizica por gramineas C4 perennes en general (Hoeksema et al., 2010; Miller et al.,
2012).

3.2.a. Efecto de lafertilizacion fosforica sobre la micorrizacion espontanea

De acuerdo con Smith y Read (2008) y Smith et al. (2011), el grado de efectividad de la
simbiosis con HMA depende tanto de la planta como de las especies de hongos
asociadas y esta inversamente relacionado con el P disponible en el suelo. En esta
investigacion, se observo la infeccion de raices del cv. Cambé FCA con HMA nativos en
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todos los tratamientos estudiados. Sin embargo quedo en evidencia el efecto negativo
de la fertilizacién fosférica sobre la micorrizacion, ya que los tratamientos fertilizados
maostraron un porcentaje menor de colonizacion.

Dos Santos Pessoa et al. (2000) evaluaron la accion de las micorrizas en la eficiencia
agrondémica de diferentes fuentes de P, entre ellas SFT, y verificaron que la colonizacién
micorrizica de P. notatum presentd variaciones de acuerdo con la disponibilidad de P en
el suelo siendo menor en el tratamiento con SFT, debido a una mayor disponibilidad de
este elemento. Del mismo modo, otros experimentos realizados con gramineas
cultivadas en macetas también han informado un menor porcentaje de colonizacién de
la raiz por HMA debido al agregado de P al sustrato (Pacovsky, 1989; Hetrick et al.,
1990; Carneiro et al., 2007; Carneiro et al., 2011; Rezacova et al., 2018).

Treseder (2004) sefala que si la disponibilidad de P aumenta es de esperarse un
descenso en la abundancia de micorrizas ya que las plantas asignan carbohidratos en
otros lugares y los hongos micorrizicos se vuelven carbono limitados. En este sentido,
Rezadova et al. (2018) informaron que la asignacion de carbono por parte de Panicum
maximum a las estructuras de HMA fueron mas bajas con alta disponibilidad de P
(tratamientos fertilizados) que con baja disponibilidad (tratamientos sin fertilizacion).

3.2.b. Relacion entre lamicorrizacion espontaneay concentracion de P en brotes

En numerosos estudios se ha informado una mayor recuperaciéon de P agregado al suelo
por plantas que forman asociaciones eficientes con HMA, principalmente cuando la
disponibilidad de P se encuentra en niveles sub6ptimos o cuando la fuente agregada es
de menor solubilidad (dos Santos Pessoa et al., 2000). Cooperband et al. (1994)
sefialaron un incremento en la concentracion de P en plantas de Paspalum conjugatum
que mostraron un alto grado de infeccidon micorrizica, al igual que Rocha et al. (2015)
gue estudiaron la influencia de la inoculacion con HMA en Lolium multiflorum, Brachiaria
dictyonera, Brachiaria brizantha, P. maximum y observaron mayores porcentajes de
infeccibn micorrizica acompafiados por mayores concentraciones de P en brotes en
tratamientos inoculados. Rheinheimer y Kaminski (1995) también observaron que la
corteza de raices de P. notatum se presentd densamente colonizada por las estructuras
fungicas en condiciones de baja disponibilidad de P, coincidiendo con las mayores
absorciones de este nutriente.

Sin embargo, un incremento en la colonizacion micorrizica no siempre se correlaciona
en forma positiva con la la cantidad de P absorbido (Rheinheimer y Kaminski, 1995). En
efecto, en el presente estudio se observo que los tratamientos que registraron el mayor
porcentaje de colonizacion fueron los que manifestaron el menor porcentaje de P en
brotes de P. atratum cv. Camb& FCA. Aun asi, debe sefialarse que la falta de una
respuesta positiva en el porcentaje de P en brotes no significa que la via de absorcion
de HMA no contribuye a la adquisicién de P ya que tal como lo describen Smith y Read
(2008), los HMA hacen contribuciones altamente significativas a la absorcion de este
elemento independientemente de la respuesta global de las plantas, ya que la
colonizacién micorrizica puede resultar en la inactivacion completa de la via directa de
captacion de P a través de pelos radicales y epidermis.

3.2.c. Efecto delainoculacion con PGPR sobre la micorrizacion espontanea

En esta investigacion, A. brasilense Az39 se comporté como MHB estimulando el
establecimiento y el funcionamiento de la simbiosis entre P. atratum cv. Camba FCA 'y
los HMA. Resultados similares fueron obtenidos por Djonova et al. (2016) para plantas
de Phleum pratense, Dactylis glomerata y Festuca arundinacea cultivadas en macetas,
las cuales manifestaron un incremento en el porcentaje de micorrizacién cuando se
coinocularon con un biofertilizante micorrizico y A. brasilense en comparacion con el
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testigo sin inocular y el tratamiento Unicamente inoculado con HMA. Rao et al. (1985)
documentaron que la inoculacién de semillas de Pennisetum americanum con A.
brasilense aumenté significativamente la infeccion de la raiz por HMA sobre el control
no inoculado en plantas creciendo en macetas.

De igual manera, Pacovsky et al. (1985) y Pacovsky (1989) sefialaron que para el
Sorghum bicolor inoculado con HMA y A. brasilense, la presencia de esta rizobacteria
en la rizosfera se correlaciono positivamente con el porcentaje de colonizacion por HMA.
Dominguez-Nufez et al. (2015) subrayan que la combinacion de Azospirillum y HMA en
la riz6sfera parece adecuada para las practicas de agricultura sostenible, ya que ambos
microorganismos son compatibles entre si.

3.3. Crecimiento y produccién de biomasa

En este ensayo, B. japonicum E109 se comporté como PGPR de P. atratum cv. Cambéa
FCA promoviendo la produccion de biomasa en general y el crecimiento en altura, con
o sin el agregado de fosforo a la siembra, respectivamente. En este sentido, la
capacidad de los rizobios de actuar como PGPR en no leguminosas se atribuye
principalmente a la produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal tales
como auxinas, citoquininas y giberelinas y con la solubilizacion de fosfatos (Baset Mia y
Shamsuddin, 2010; Mehboob et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015). Cassan et al.
(2009) demostraron la facultad de la cepa E109 de producir fitohormonas in vitro
(auxinas y giberelinas) y luego observaron que esta PGPR promovia un incremento en
el desarrollo temprano de las plantulas de maiz, las cuales obtuvieron un mayor peso
seco de la parte aérea, peso seco radical y altura de plantas en relacién al testigo sin
inocular. Esta PGPR podria haber empleado alguno de estos mecanismos para explicar
el efecto positivo sobre el crecimiento y desarrollo del cv. Cambéa FCA.

En consistencia con ello, otros experimentos también han citado la capacidad de los
rizobios de asociarse y promover el crecimiento de gramineas como pastos (Machado
et al., 2017; Machado et al., 2018) y cereales (Matiru y Dakora, 2004; Dazzo y Yanni,
2006; Baset Mia y Shamsuddin, 2010). Bécquer et al. (2007) observaron en un ensayo
en invernadero que Bradyrhizobium sp. logré6 un mayor peso seco aéreo, peso Seco
raices y longitud del tallo que el control sin inoculacion. También, Machado et al. (2013)
verificaron que Bradyrhizobium sp. promovié un incremento en la masa seca de
Paspalum saurae y mayor peso seco de raices y brotes y un aumento del volumen
radical en plantas de P. maximum en comparacién con el testigo fertilizado con N.

En cuanto al efecto de la fertilizacion fosférica en particular, en esta investigacion se
evidencié el efecto positivo de la misma sobre el numero de macollos, produccién de
biomasa y volumen radical de P. atratum cv. Camba FCA, respuesta que se correlaciona
con trabajos anteriores realizados con el cv. Pojuca de la misma especie, que mostraron
consistentemente al P como el nutriente mas limitante cuya ausencia en la fertilizacion
completa proporcioné drasticas reducciones en el rendimiento en forraje (Costa et al.,
2008). También cabe sefalar que los tratamientos fertilizados que demostraron una
respuesta significativamente positiva en contenido de biomasa fueron aquellos
inoculados con B. japonicum E109 y P. fluorescens, pudiendo atribuirse esto a la
capacidad de estas PGPR de solubilizar fosfatos y aumentar el P edafico disponible
para la graminea.

Las plantas inoculadas mostraron valores superiores de volumen radicular, aumento
que podria atribuirse a la produccion de AIA explicada para las PGPR en estudio
(Spaepen et al., 2007; Duca et al., 2014). EI mayor volumen se observé en plantas
tratadas con A. brasilense Az39, siendo el sistema de raiz mejorado el efecto fenotipico
més comun de la inoculacion con Azospirillum en la mayoria de las especies de plantas
(Bashan y de-Bashan, 2010) y que probablemente se deba a las sustancias reguladoras
del crecimiento secretadas por la bacteria (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). En este
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sentido, Dobbelaere et al. (1999) demostraron que la inhibicion de la longitud de la raiz
junto con el aumento del volumen y el peso de la raiz son respuestas tipicas a la
produccién bacteriana de AIA y pueden imitarse mediante la aplicacién exdégena de AIA
en la semilla. Barbieri et al. (1991) evaluaron la participacion del AlA en la promocién
del crecimiento del trigo comparando los efectos de la inoculacién con dos cepas de A.
brasilense: SpM7918, mutante con baja produccion de AIA en comparacion con la cepa
de tipo salvaje Sp6 y observaron que el mutante mostré una reducida capacidad de
promocién del desarrollo del sistema radical en lo que respecta tanto al nimero como a
la longitud de las raices laterales y la distribucién de los pelos radicales.

3.4. Concentraciéon de P en brotes

Se ha informado que las PGPR utilizadas en este ensayo pueden promover un aumento
en la disponibilidad de P en la solucion del suelo debido a su capacidad para solubilizar
fosfatos inorganicos (Rodriguez y Fraga, 1999). Esto podria explicar por qué las plantas
inoculadas con B. japonicum E109 y P. fluorescens que fueron fertilizadas con P a la
siembra demostraron una mayor concentracion de este mineral en brotes en contraste
con los tratamientos no fertilizados. Sin embargo, el tratamiento testigo fertilizado mostré
las plantas con mayor porcentaje de P junto a BrF1 y PsF1 por lo que el incremento en
la absorcién de P pudo deberse simplemente a una mayor disponibilidad del nutriente
en el suelo por la adicién de SFT.

Las variaciones en la concentracion de un nutriente en la planta reflejan la eficiencia de
absorcion y de uso y dependen de su disponibilidad en el suelo, asi como de su
influencia sobre el crecimiento vegetal, que puede resultar en el efecto de dilucién o
concentracion del mismo en la materia seca producida (Fonseca et al., 2000). En este
ensayo, la incorporacion de P al suelo proporciond un incremento en la concentracion
de este elemento en los brotes del cv. Camba FCA pero a la vez causé una disminucion
en la eficiencia de utilizaciéon biolégica de este nutriente, medida como la cantidad de
materia seca producida por tenor de P absorbido (Costa et al., 2008). Costa et al. (2005)
también registraron que la eficiencia de utilizacion de P por P. atratum BRA-009610
variaba en funcion de la fertilizacion fosforica siendo los valores obtenidos inversamente
proporcionales a las dosis de P y al tenor de este nutriente en la planta.

La eficiencia de uso del P esta directamente relacionada a la capacidad de la planta de
absorber este elemento del suelo y utilizarlo mas eficientemente en su metabolismo y a
la vez depende de la velocidad de crecimiento, de la exigencia en P y de la capacidad
de desarrollo del sistema radical (Costa et al., 2008). En esta investigacion, los tenores
de P medidos en la parte aérea se encuentran expresados en porcentaje por lo que se
puede apreciar que aquellas plantas que presentaron una menor concentracion de P a
la vez mostraron mayor eficiencia de utilizaciéon. Los tratamientos inoculados sin
fertilizacion fosférica (BrF0O, PsFO y AzF0O) fueron mas eficientes en la absorcion y
utilizacion del P disponible para la produccion de biomasa. Al respecto, Costa et al.
(2008) sefiala que una mayor eficiencia en la absorcion de P es sustancial para asegurar
a lo largo del tiempo la productividad de los pastos cultivados.

Por otro lado, debido a que la graminea en estudio tiene como destino principal su
utilizacién como forrajera, es importante considerar la concentracion de P absorbido en
la pastura desde el punto de vista de los requerimientos nutricionales del ganado. Sousa
(1985) describe la importancia de conocer el tenor de este nutriente en el forraje al
momento de definir la suplementacion animal y establece que los requerimientos de
bovinos para carne estarian por sobre un 0,18% de P en la dieta pudiendo llegar a 0,44%
en vacas en lactancia. En este estudio, los tenores de P en brotes de plantas del cv.
Camba FCA de los tratamientos fertilizados fueron superiores al nivel considerado
satisfactorio en forrajeras tropicales, no siendo asi en los tratamientos sin fertilizacion
fosforica.
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CAPITULO IV

EFECTO DE LA INOCULACION CON RIZOBACTERIAS SOBRE EL CRECIMIENTO,
PRODUCCION DE BIOMASA Y MICORRIZACION DE Paspalum atratum cv. Camba FCA

ENSAYO A CAMPO

1. Materiales y métodos

1.1. Material biolégico

Se utilizaron semillas de la especie vegetal Paspalum atratum cv. Camba FCA
inoculadas y sin inocular, segun el tratamiento en cuestion. Los inoculantes empleados
corresponden a tres formulaciones comerciales de PGPR:

- Azospirillum brasilense Az39, inoculante liquido en medio estéril con mas de
2x10° UFC.ml.

- Pseudomonas fluorescens, inoculante liquido en medio estéril con mas de
2x108 UFC.ml.

- Bradyrhizobium japonicum E109, inoculante liquido en medio estéril con mas
de 3x10° UFC.ml,

1.2. Sitio de estudio

La investigacion se llevd a cabo en un establecimiento ganadero ubicado en la localidad
de Tapebicua, Departamento de Paso de los Libres, Provincia de Corrientes, Argentina
(29° 28' Sur y 57° 00' Oeste). El clima de la region es subtropical, con precipitaciones
medias anuales de 1.485 mm. El invierno es la estacibn mas seca. La temperatura
media anual es de 19,7°C, con valores maximos promedio de 25,6°C y minimos de
14,3°C (EEA INTA Mercedes).

El lugar corresponde a un pastizal natural utilizado para el pastoreo de ganado bovino,
cuyo suelo pertenece al orden Alfisol (Escobar et al., 1996) de clase textural franco
arenoso. El analisis del suelo mostré las siguientes caracteristicas quimicas: pH (H20)
4,52; P 1,06 ppm; MO 2,33%; N total 0,12% (calculado en base al porcentaje de MO
segun Gros y Dominguez, 1992). Para un mayor detalle de las caracteristicas quimicas
y clase textural del suelo utilizado ver tabla 7 en Anexo 1.

La vegetacion del lugar es herbacea, con un marcado predominio de gramineas
megatérmicas, de ciclo primavero-estival. La especie dominante en el tapiz vegetal es
Andropogon lateralis, acompafiada por otras gramineas de porte bajo.

1.3. Tratamientos y disefio experimental

El experimento fue realizado utilizando un arreglo factorial en un disefio de bloques
completos al azar con cuatro repeticiones. Los tratamientos resultaron de la
combinacién de dos factores AxB donde A fue la inoculaciéon con PGPR y cuyos cuatro
niveles correspondieron a tres inéculos diferentes mas un testigo sin inocular y B
correspondio al factor de fertilizacién fosforica cuyos dos niveles fueron sin fertilizar y
fertilizado con P,Os a la siembra, dando un total de ocho tratamientos (tabla 4).
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Tabla 4. Inoculacién de P. atratum cv. Camba FCA con PGPR -
Tratamientos aplicados en el ensayo a campo

Tratamientos Fertilizacion fosférica Inoculante
AzFO Sin fertilizar Azospirillum
AzZF1 Fertilizado brasilense Az39
PsFO Sin fertilizar Pseudomonas
PsF1 Fertilizado fluorescens
BrFO Sin fertilizar Bradyrhizobium
BrFi Fertilizado japonicum E109
TeFO Sin fertilizar Testigo sin
TeF1 Fertilizado inoculacion

1.4. Preparacion del suelo y establecimiento de las parcelas

Se traté de un planteo de siembra directa y para controlar la vegetacion herbacea
presente en el area se aplico glifosato (2,5 l.ha! de producto comercial 48% p.a.). El
ensayo se llevé a cabo en un lote de 2.009 m? (41 m por 49 m), Se utilizaron32 parcelas
(unidades experimentales), cada una de 9 m de largo por 5 m de ancho, con un area de
45 m? cada una. La separacion entre las parcelas (calles) fue de 1 m (figura 7).
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Figura 7. Esquema de las unidades experimentales del ensayo a campo y detalle de una parcela.

En los tratamientos fertilizados se aplicé 60 Kg.ha! de P.Os a la siembra, suministrados
en forma de SFT. La cantidad aplicada fue definida en funcion del tenor de arcilla y de
la cantidad de P del suelo y se pretende elevar la disponibilidad de fésforo a mas de 7
ppm, siguiendo las recomendaciones de Vilela et al. (2001) para P. atratum cv. Pojuca
(consultar la tabla 8 en el Anexo 2).

Los inoculantes se aplicaron a las semillas en las dosis recomendadas en el marbete de
cada producto, realizando una mezcla homogénea y dejando orear a la sombra. Los
tratamientos sin inoculacién se humedecieron con agua simulando una inoculacién. La
inoculacion se realiz6 el mismo dia de la siembra. El ensayo se instalo el 5 de noviembre
de 2013.

El pasto se sembré a chorrillo continuo a una distancia de 50 cm entre lineas, con una
densidad de 5 Kg.ha' de semilla (Urbani et al., 1996). En cada parcela quedaron 9
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lineas de plantas. A los 10 dias desde la emergencia las plantas se ralearon dejando 10
cm de separacion entre individuos de la misma linea.

1.5. Variables evaluadas

Se realizaron 3 muestreos: a los 30, 90 y 150 dias desde la emergencia, para los cuales
se delimitaron previamente al azar 3 areas en cada parcela, sin incluir dos lineas en los
bordes ni 0,5 m en los extremos, dejando 0,5 m de relleno entre &reas (figura 8).
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Figura 8. Esquema de una unidad
experimental con sus areas de muestreo.

Las variables evaluadas y la metodologia empleada en cada caso se describen a
continuacion:

e Colonizacién de raices:

Se evalu6 la colonizacion Unicamente en los tratamientos inoculados, utilizando medios
de cultivo especificos seguin la PGPR en cuestion.

Las raices se agitaron vigorosamente para eliminar el suelo suelto y luego se removieron
de las plantas cosechadas, se lavaron en agua destilada estéril para eliminar las
particulas de suelo adheridas y se sumergieron durante 10 minutos en una solucién
amortiguadora de fosfatos y sal (Kremer et al, 1990).

Se cortaron las raices en trozos pequefios, se colocaron en medios de cultivo
especificos: Congo red-NFb para Azospirillum (Rodriguez Caceres, 1982; Bashan et al.,
1993); King’s B para Pseudomonas (Bashan et al., 1993) y medio EMA para
Bradyrhizobium (Vincent, 1970), y se pusieron a incubar a 25-30°C hasta que el
crecimiento fue evidente.

Para caracterizar macro y microscopicamente los cultivos generados se recurrio al
Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology (Brenner et al., 2005) y se realizo la tincion
de Gram para determinar morfotipos celulares (Gram, 1884).

e Micorrizacion espontanea:

Las raices se lavaron y sumergieron durante un dia en KOH al 10%, luego en H,O, 10
vol. por 15 minutos, se lavaron con agua corriente y se sumergieron en HCI. Por dltimo
se transfirieron a recipientes con lactofenol a los que se adiciond el colorante azul de
tripan (Phillips y Hayman, 1970).

Para la determinacion del porcentaje de micorrizaciéon se utiliz6 el método por
observacion en laminas de Sieverding (1983). Fragmentos de 2 cm de raiz fueron
colocados paralelamente sobre un portaobjetos y tapados con cubreobjetos.
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Mediante observacion con microscopio en cada campo con raiz a lo largo de cada
transecto se evalué la presencia o ausencia de estructuras fungicas (hifas, arbusculos,
vesiculas). Se calculd el porcentaje de micorrizacion con la siguiente formula:

% Micorrizacion = (N° de campos colonizados / N° total de campos observados) * 100

o Variables de crecimiento y produccion de biomasa:

Volumen radical: Las raices se lavaron en agua corriente y se sumergieron en una
probeta graduada con agua. Por desplazamiento se obtuvo el volumen radical.

Biomasa total, de la parte aérea y radical: Las plantas se lavaron, se separaron en
dos fracciones (aérea y radical), y se colocaron en bolsas de papel sulfito y
secaron en estufa a 50-60°C hasta peso constante. Luego se pesaron en balanza
digital electrénica expresando los valores obtenidos en g.

Macollos: Se contaron los macollos de cada planta.

Altura: Las plantas se midieron en cm con unaregla graduada desde el suelo hasta
el punto mas alto de las mismas, sin estirarlas.

Cobertura: Utilizando un marco cuadrado de 1 x 1 m, dividido en 25 cuadrados de
0,2 x 0,2 m, se estimo la proporcion aparente en que el pasto cubre cada area de
la reticula, luego se sumaron los valores y se multiplico por 4 para obtener el valor
en porcentaje por m? (Toledo y Schultze-Kraft, 1982).

e Concentracion de P en brotes: La biomasa aérea secada en estufa se molié y se
determind el porcentaje de P con el método Murphy-Riley (Jackson, 1964).

o Tallos fértiles: Se determiné el numero de macollos fértiles por planta (aquellos que
desarrollaron una inflorescencia).

La frecuencia de medicién no fue la misma para todas las variables, siendo que algunas
se midieron en todos los muestreos y otras solamente en el primer o Gltimo muestreo.
La tabla 5 resume los momentos de evaluacion para todas las variables estudiadas. En
el Anexo pueden observarse fotografias del ensayo (figuras 30-37).

1.6.

Tabla 5. Variables evaluadas en el ensayo a campo y momento de evaluacion.

Momento de evaluaciéon

Variable 1° muestreo  2° muestreo 3° muestreo
(30 dde) (90 dde) (150 dde)

Colonizacion de raices X
Micorrizacion espontanea X

Altura X X X

Macollos X X

Cobertura X X X
Volumen radical X

Biomasa de la parte aérea X X X
Biomasa radical X
Biomasa total X
Concentracion de P X

Tallos fértiles X

dde: dias desde la emergencia

Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un ANAVA factorial, siendo los
factores principales la inoculacién con PGPR vy la fertilizacion con P. Las diferencias
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entre las medias se compararon mediante el Test de Tukey (P<0,05). La normalidad y
homocedasticidad de los datos fueron previamente probadas. Se utiliz6 el paquete
estadistico InfoStat versién 2014 (Di Rienzo et al., 2014).

2. Resultados obtenidos

2.1. Colonizacién de raices

Para la colonizacion de raices, mediante la caracterizacion macro y microscopica de los
aislados obtenidos se observo la presencia de las PGPR estudiadas en la rizosfera de
P. atratum cv. Camba FCA para todos los tratamientos inoculados. Las cepas aisladas
de los tratamientos AzPO y AzP1 se identificaron como miembros del género
Azospirillum sobre la base de la morfologia de la colonia, la tincion de Gram y la forma
de las células, mientras que en los cultivos obtenidos a partir de raices de los
tratamientos PsPO y PsP1, las cepas aisladas se encontraron semejantes a aquellas
descriptas para el género Pseudomonas sp. Por ultimo, para los aislados provenientes
de las raices de plantas de los tratamientos BrPO y BrP1, las caracteristicas macro y
microscopicas fueron compatibles con las descriptas para Bradyrhizobium sp.

2.2. Crecimiento, produccién de biomasay micorrizacion espontanea

Respecto a los efectos sobre el crecimiento, produccién de biomasa y micorrizacién
espontanea, los resultados del ANAVA factorial mostraron la existencia de interaccion
entre la fertilizacion con fosforo e inoculacion con PGPR para la micorrizacion
espontanea, altura y biomasa de la parte aérea de plantas de P. atratum cv Camba FCA
en el primer y segundo muestreo. No se observd interaccion entre factores para las
demas variables evaluadas, sin embargo, en algunos casos se obtuvieron diferencias
significativas para los efectos principales de uno u otro factor (tabla 6).

Tabla 6. Resultados del ANAVA factorial para los efectos de la inoculacion con PGPR bajo dos niveles de
fertilizacion fosférica de P. atratum cv. Camba FCA. Ensayo a campo

Variables Efectos principales Interaccion
evaluadas Inoculacion Fertilizacion Inoculacion x fertilizaciéon
1° muestreo
Micorrizacion espontanea (%) <0,0001 ** <0,0001 ** <0,0001 **
Altura (cm) 0,0026 ** 0,5021 ns 0,0015 **
Cobertura (%.m?) 0,2402 ns 0,0690 ns 0,7533 ns
Macollos (N°.pl?) 0,0188 * 0,4259 ns 0,8537 ns
Volumen radical (ml) 0,2609 ns 0,2156 ns 0,8374 ns
Biomasa de la parte aérea (g) <0,0001 ** <0,0001 ** 0,0361 *
Biomasa radical (g) 0,0140 * 0,0288 * 0,6381 ns
Biomasa total (g) 0,0001 ** <0,0001 ** 0,0596 ns
Concentracion de P (%) 0,2144 ns <0,0001 ** 0,3263 ns
2° muestreo
Altura (cm) <0,0001 ** <0,0001 ** 0,0230 *
Cobertura (%.m?) 0,1677 ns 0,9213 ns 0,8740 ns
Biomasa de la parte aérea (g) 0,0011 ** 0,0001 ** 0,0377 *
3° muestreo
Altura (cm) 0,0353 * 0,2250 ns 0,1717 ns
Cobertura (%.m?) <0,0001 ** 0,7878 ns 0,4024 ns
Biomasa de la parte aérea (g) <0,0001 ** 0,0003 ** 0,3451 ns
Macollos (N°.pl%) <0,0001 ** 0,1221 ns 0,6721 ns
Tallos fértiles (N°.pl?) 0,0296 * 0,6079 ns 0,9737 ns

Se presentan los p-valores obtenidos para cada fuente de variacion. Diferencias significativas: *, P <0.05; **, P <0.01; ns (no
significativo), p> 0,05.
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2.2.a. Micorrizacion espontanea

El andlisis estadistico mostré la existencia de una interaccién altamente significativa
entre la inoculacién y la fertilizacion sobre la micorrizacién espontanea, indicando que
los factores estudiados no actuaron independientemente.

En las raices de las plantas del tratamiento AzFO0, inoculadas con A. brasilense Az39 y
sin el agregado de P, se registr6 el grado mas elevado de colonizacion micorrizica
(figura 9).

No hubo diferencias entre los demas tratamientos sin fertilizacion y tampoco se observo
diferencias entre tratamientos fertilizados. En general se observé una mayor infeccién
en las plantas que no fueron fertilizadas a la siembra.
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Figura 9. Porcentaje de micorrizacion espontanea en plantas de P. atratum cv. Camba FCA inoculadas con PGPR bajo
dos niveles de fertilizacion fosférica. Valores obtenidos en el primer muestreo del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05).

2.2.b. Altura

Tanto en el primer muestreo a campo como en el segundo, el ANAVA indicé que hubo
interaccion entre factores para altura de plantas. Seguidamente, el Test de Tukey
demostré que la parcela sin fertilizacion fosférica inoculada con P. fluorescens (PsF0)
registré una mayor altura inicial de plantas en el primer muestreo seguida del tratamiento
fertilizado e inoculado con A. brasilense Az39 (AzFl), diferenciandose ambos
significativamente de los dos testigos (TeFO y TeF1).

En el segundo muestreo el tratamiento que alcanzé una mayor altura fue el inoculado
con B. japonicum E109 fertilizado a la siembra (BrF1) diferencidndose significativamente
de los demas a excepcion del tratamiento PsF1 (figura 10).

En el tercer muestro, no se determind la existencia de la interaccion entre factores para
altura de plantas registrando solamente un efecto estadisticamente significativo de la
inoculacion. Al respecto, al comparar los tratamientos se observd que las plantas
inoculadas con la cepa E109 de B. japonicum mostraron una altura mayor
diferenciandose significativamente de las plantas del tratamiento testigo sin inoculaciéon
(figura 11).
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Altura (cm)

1° muestreo 2° muestreo

EAzZFO ®AzF1 ®mPsFO ®mPsrFl ®=Brr0 BrFl1 ®mTeF0 =TeFl

Figura 10. Altura de plantas de P. atratum cv. Camba FCA inoculadas con PGPR bajo dos niveles de fertilizacion
fosférica. Valores obtenidos en el primer y segundo muestreo del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)
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Figura 11. Altura de plantas de P. atratum cv. Camba FCA
inoculadas con PGPR. Valores obtenidos en el tercer
muestro del ensayo a campo.

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.c. Cobertura

No se observaron diferencias significativas para la interaccion entre factores ni para los
efectos principales en ninguno de los muestreos realizados para la variable cobertura,
a excepcion del efecto significativo observado en el tercer muestreo para la inoculacién
con PGPR donde las plantas inoculadas superaron significativamente a las plantas
testigos a los 150 dias de la emergencia (figura 12).
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Figura 12. Cobertura registrada para parcelas de plantas de
P. atratum cv. Camba FCA inoculadas con PGPR. Valores
obtenidos en el tercer muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.d. Macollos

No se obtuvieron diferencias significativas en la interaccién entre factores al evaluar la
cantidad de macollos por planta en ninguno de los muestreos realizados. Sin embargo,
tanto en el primer muestreo como en el Gltimo, la inoculacién influy6é positivamente en el
namero de macollos observandose que todos los tratamientos inoculados tuvieron un
mejor comportamiento que los testigos (figura 13).
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Figura 13. Numero de macollos de plantas de P. atratum cv. Cambéa FCA inoculadas con PGPR. Valores obtenidos en
el primer y tercer muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.e. Volumen radical

El analisis estadistico no evidencioé diferencias significativas para la interacciéon entre
factores ni para los efectos principales de los mismos para el volumen radical de las
plantas.

2.2.f. Contenido de biomasa

Los resultados del primer y segundo muestreo indicaron una interaccion
estadisticamente significativa entre los factores en estudio para la biomasa de la parte
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aérea, para la cual el Test de Tukey determindé que los tratamientos inoculados y
fertilizados (BrF1, PsF1 y AzF1) mostraron los valores mas altos diferencidndose
significativamente de los dos testigos (figura 14).
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Figura 14. Biomasa de la parte aérea de plantas de P. atratum cv. Camba FCA inoculadas con PGPR bajo dos niveles
de fertilizacion fosférica. Valores obtenidos en el primer y segundo muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

El ANAVA del tercer muestreo sugiri6 que no hubo interaccién entre factores para la
biomasa de la parte aérea sino que existi6 un efecto directo del inoculante y del
fertilizante sobre la acumulacion de biomasa en los brotes.

Al evaluar el efecto del inoculante se observé que los tres tratamientos inoculados
obtuvieron valores superiores y se diferenciaron significativamente del testigo sin
inocular (figura 15 a).

Respecto a la fertilizacion fosférica, aquellos tratamientos con agregado de fosforo
superaron significativamente a los tratamientos sin fertilizacion (figura 15 b).
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Figura 15. Efecto de la inoculacion con PGPR (a) y fertilizacion fosférica (b) sobre la biomasa de la parte aérea de
plantas de P. atratum cv. Camba FCA. Valores obtenidos en el tercer muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

El ANAVA no mostré la existencia de interaccién entre factores para las variables
biomasa radical y total, ambas evaluadas durante el primer muestreo, en cambio
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determiné un efecto individual significativo para los factores inoculacion vy fertilizacion.
Todos los tratamientos inoculados con PGPR se diferenciaron significativamente del
testigo en el contenido de biomasa total (figura 16 a) y biomasa radical (figura 17 a) a
excepcion del tratamiento con A. brasilense Az39 para esta Ultima variable.
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Figura 16. Efecto de la inoculaciéon con PGPR (a) y fertilizacion fosforica (b) sobre la biomasa total de plantas de P.
atratum cv. Camba FCA. Valores obtenidos en el primer muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

Respecto a la fertilizacion fosforica, tanto para la biomasa radical como para la biomasa
total se observo que los tratamientos fertilizados superaron significtivamente a los no
fertilizados (figuras 16 by 17 b).
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Figura 17. Efecto de la inoculacion con PGPR (a) y fertilizacién fosférica (b) sobre la biomasa radical de plantas de P.
atratum cv. Camba FCA. Valores obtenidos en el primer muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.g. Concentracién de P en brotes

El porcentaje de P en brotes, evaluado en el primer muestreo, solamente se vio
influenciado significativamente por la fertilizacion fosférica. Los tratamientos a los que
se les agreg0 P a la siembra exhibieron un porcentaje mayor de este nutriente en los
tejidos, diferenciandose significativamente de los tratamientos sin fertilizacion (figura 18).
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Figura 18. Concentracion de P de P. atratum cv. Camba
FCA bajo dos niveles de fertilizacion fosférica. Valores
obtenidos en el primer muestreo del ensayo a campo.

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

2.2.h. Tallos fértiles

Por altimo, el ANAVA sefialé un efecto significativo de la inoculacién sobre la cantidad
de tallos fértiles por planta medida en el tercer muestreo. El test de comparacion de
medias reveld que los tratamientos inoculados con B. japonicum E109 se diferenciaron
significativamente de los testigos sin inoculacién (figura 19).
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Figura 19. Numero de tallos fértiles de plantas de P.
atratum cv. Camba FCA inoculadas con PGPR. Valores
obtenidos en el tercer muestro del ensayo a campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, P<0,05)

3. Discusion

3.1. Colonizacién de raices

En este trabajo de investigacion, los resultados de la caracterizacibon macro y
microscopica de los aislados obtenidos de raices de P. atratum cv. Camba FCA,
demostraron la presencia de las PGPR inoculadas para cada tratamiento
correspondiente. Las respuestas observadas en la micorrizacion espontanea y en el
crecimiento y produccién de biomasa de las plantas fueron variables y en muchos casos
se podrian atribuir a la incidencia de las rizobacterias. Aun asi, como se describir4 a lo
largo de esta discusién, el P jugd un papel clave en el nivel de respuesta ya que en
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muchas variables estudiadas los tratamientos inoculados y fertilizados se destacaron en
su comportamiento, no siendo el caso de la micorrizacién espontanea.

3.2.  Micorrizacion espontanea

Se ha indicado que las simbiosis micorrizicas pueden constituir un mecanismo efectivo
para la implantacion exitosa de nuevas especies en ecosistemas de pastizales naturales
ayudandolas en la adaptacion a las condiciones ambientales locales (Miller et al., 2012).
En este estudio se observé una respuesta positiva a la micorrizacién de raices del cv.
Camba FCA con HMA nativos en todas las parcelas estudiadas en mayor o menor grado
dependiendo del tratamiento en cuestion, lo que podria significar que los HMA estarian
interviniendo en el éxito de la implantacion de esta pastura en el campo natural del sitio
de estudio.

3.2.a. Efecto de lafertilizacion fosférica sobre la micorrizacién espontanea

Se observo marcadamente como en tratamientos fertilizados, y por lo tanto con mayor
contenido de P edafico disponible para las plantas, el porcentaje de micorrizacion
espontanea fue inferior. Se han informado efectos negativos similares de la aplicacion
de fertilizantes fosforados sobre la colonizacion micorrizica en numerosos estudios de
campo recopilados en un meta-andlisis por Treseder (2004). Al respecto, Garcia et al.
(2016) advirtieron esta tendencia para Paspalum dilatatum y Coelorhachis selloana,
cuya presencia de micorrizas fue significativamente menor en las parcelas con
fertilizacién en comparacion con el campo natural no fertilizado. También Chen et al.
(2014) establecieron un ensayo de campo para examinar el efecto de 6 afios de
fertilizacién con P en la estructura de la comunidad de HMA en suelos y raices de
gramineas en una estepa, obteniendo como respuesta una disminucioén significativa en
la tasa de colonizacién micorrizica inducida por la fertilizacion fosforica. Ryan et al. (2000)
asimismo observaron que la colonizacion de HMA en Lolium perenne y P. dilatatum fue
menor en los pastos con manejo convencional que aplicaron fertilizacion fosfoérica, que
en los pastos de granjas biodindmicas sin fertilizar.

Esta situacién puede explicarse tal como lo indica Miller et al. (2012): cuando las
micorrizas no resultan un método rentable para la absorcion de minerales debido al
enriguecimiento de nutrientes edaficos, las plantas pueden prevenir la colonizacion de
sus raices por HMA. En este sentido, Chen et al. (2014) indicaron que dependencia de
la simbiosis con HMA para la captacion de P podria reducirse cuando el P disponible en
el suelo es alto, permitiendo que la colonizacién se establezca en situaciones de
escasez de nutrientes en las que las micorrizas aumentarian la capacidad de acceder a
los mismos. Asimismo, Ryan et al. (2000) sefialaron que el efecto negativo de la
disponibilidad de P sobre los niveles de colonizacion puede deberse a que, cuando las
concentraciones de P en el suelo son lo suficientemente altas para las plantas, estas lo
obtengan facilmente, y por lo tanto habria menos energia disponible para los hongos y
su crecimiento se veria reducido.

3.2.b. Relacion entre lamicorrizacion espontaneay concentracién de P en brotes

Numerosos estudios analizados por Hoeksema et al. (2010) demuestran que las
simbiosis micorrizicas son fundamentales para la nutricion fosférica en muchas especies
de plantas y que los beneficios de los HMA en la absorcién de P a menudo se relacionan
inversamente con la disponibilidad de P en el suelo. En contraste con estos hallazgos,
los resultados obtenidos en esta investigacion no demostraron que mayores porcentajes
de micorrizacién en condiciones de baja disponibilidad de P promuevan un incremento
significativo en la absorcién de este nutriente por parte de la forrajera, viéndose ello
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influenciado solamente por la fertilizacion. La retencion de la simbiosis micorrizica en
las gramineas, cuando la misma no es esencial para la adquisicion de nutrientes y la
escasa relacion entre la concentracion de P en los brotes y los niveles de colonizacion
de HMA, pueden reflejar que los hongos podrian estar proporcionando beneficios no
nutricionales para la planta huésped y que los HMA sean deseables por razones
distintas a la mejora directa de la absorcién de nutrientes y el crecimiento de los pastos
(Ryan et al., 2000).

3.2.c. Efecto delainoculacion con PGPR sobre la micorrizacion espontanea

En los dltimos afios se han publicado estudios especificos de la interaccion de
Azospirilum-HMA 'y su efecto sobre la colonizacion de ambos grupos de
microorganismos. Bellone y Carrizo de Bellone (2012) informaron que A. brasilense y
HMA fueron capaces de colonizar y coexistir tanto intra como intercelularmente en
raices de cafia de azUcar coinoculadas, promoviendo un incremento en la produccion
de biomasa de las plantas. En este ensayo, las plantas de las parcelas inoculadas con
A. brasilense sin el agregado de fertilizacion fosférica manifestaron el mayor porcentaje
de micorrizacién espontanea lo que podria estar relacionado con la capacidad de esta
PGPR de comportarse como MHB y mejorar la colonizacién de los HMA tal cual lo
sugieren Ratti et al. (2001), quienes observaron que la doble inoculacién con HMA-A.
brasilense incrementé la colonizacion micorrizica de la graminea Cymbopogon martinii
en condiciones de bajo y medio contenido de P en comparacién con plantas inoculadas
Gnicamente con HMA.

Similarmente, en otro estudio realizado por Bhowmik y Singh (2004) se obtuvo un
incremento en el nimero de esporas y en el porcentaje de infeccion por micorrizas en
raices de Chloris gayana tratadas con cultivos puros de Azospirillum o con
sobrenadantes de las cepas bacterianas libres de células. Los autores atribuyen estos
resultados a la capacidad de esta PGPR de sintetizar cantidades considerables de
sustancias biolégicamente activas, entre ellas las fitohormonas, que aumentan la
germinacion de esporas de HMA y la elongacién de las hifas, lo que a su vez acelera la
colonizacion micorrizica de la raiz.

3.3. Crecimiento y produccién de biomasa

Se observo6 en general gue las plantas de P. atratum cv. Camba FCA inoculadas con las
diferentes PGPR obtuvieron mejores respuestas que los testigos sin inoculacion, con
algunas excepciones. Los valores obtenidos para los tratamientos inoculados con
Pseudomonas, Bradyrhizobium o Azospirillum para biomasa radical, aérea y total,
cobertura, numero de macollos y cantidad de tallos fértiles, superaron en todos los casos
al crecimiento alcanzado por las plantas no inoculadas, pudiendo atribuirse estos
resultados a la capacidad de estas PGPR de sintetizar fitohormonas.

Cabe considerar por otra parte la incidencia positiva de la fertilizacion fosférica en el
crecimiento y produccion de biomasa en general de P. atratum. Al respecto, diversos
autores han comunicado respuestas afines de esta especie a la fertilizacién fosforica,
entre ellos Costa et al. (1996), Royo Pallarés y Goldfarb (2000), Costa et al. (2005).
Costa et al. (1996) observaron que el P fue el nutriente mas limitante para la produccion
de forraje de P. atratum Accesién BRA-09610, ya que la falta de este mineral significo
un 70% de reduccion en el rendimiento de materia seca constituyéndose, por lo tanto,
en un factor indispensable para el establecimiento y la productividad de la pastura. Cabe
sefalar que la accesion BRA-09610 constituy6 el material original a partir del cual se
selecciond el cv. Camba FCA (Urbani, et al. 1996).

Si bien se ha documentado la capacidad de P. fluorescens de actuar como PSB
aumentando el contenido de P disponible para las plantas en la solucion del suelo
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mediante la solubilizacién de fosfatos (Rodriguez y Fraga, 1999; Jeon et al., 2013; Khan
et al., 2014), asi como también se ha descripto a la solubilizacién de P como uno de los
mecanismos promotores del crecimiento de las plantas utilizado por Bradyrhizobium sp.
(Halder et al., 1990; Gopalakrishnan et al., 2015) y Azospirillum sp. (Bashan y de-
Bashan, 2010; Garcia et al., 2017), en este experimento no se observd un efecto
significativo de la inoculacién sobre la absorcion de P en brotes siendo esta variable
Unicamente influenciada por la fertilizacion. Este resultado sugiere que los incrementos
en la concentracion de este mineral en las plantas fertilizadas serian consecuencia de
una mayor disponibilidad de P en el suelo y no estaria en principio determinado por la
accion solubilizadora de las PSB.

El incremento en la biomasa de raices en plantas del cv. Camba FCA inoculadas con P.
fluorescens y B. japonicum E109 puede atribuirse a la capacidad de estas PGPR de
producir auxinas descripta por Spaepen et al. (2007) y Duca et al. (2014). Estas
fitohormonas actian aumentando el tamafio y peso del sistema radical mejorando la
absorcion de nutrientes y por consiguiente, la capacidad de crecimiento de las plantas
(Jha y Saraf, 2015). Cabe destacar ademas, la produccién de ACC-desaminasa
descripta para P. fluorescens (Shaharoona et al., 2008), que provoca una mejora en el
crecimiento de la raiz como consecuencia de la disminucién de la sintesis de etileno
(Jha y Saraf, 2015).

Resultados similares fueron obtenidos por Shaharoona et al. (2008) quienes analizaron
el efecto de dos cepas de P. fluorescens sobre el crecimiento y la eficiencia de uso de
nutrientes en trigo bajo cinco niveles de N-P-K y observaron un incremento del peso de
las raices y de otras variables estudiadas en todos los tratamientos inoculados respecto
al control y a los tratamientos no inoculados para todas las dosis de fertilizantes
utilizadas. Los autores explicaron que estas Pseudomonas podrian emplearse en
combinacién con dosis adecuadas de fertilizantes para un mejor crecimiento de las
plantas y un uso eficiente de la fertilizacion.

En el presente trabajo, el tratamiento inoculado con P. fluorescens sin el agregado de
fertilizacion fosférica mostr6é las plantas con mayor altura a los 30 dias desde la
emergencia. Este incremento inicial en altura podria significar que las parcelas alcancen
con anticipacion la altura ideal de pastoreo, definida por Costa et al. (2004) de entre 40-
60 cm. Sin embargo, a los 90 dias, momento a partir del cual se indicaria como el
apropiado para iniciar el pastoreo en esta especie (Costa et al., 2004), PsFO fue
superado por los tratamientos inoculados y fertilizados.

En los tres momentos de medicién, las plantas inoculadas con B. japonicum E109
exhibieron los ejemplares con mayor acumulacion de biomasa de la parte aérea. De
modo similar, Bécquer et al. (2008) estudiaron en un experimento de campo el
comportamiento de 12 cepas nativas de B. japonicum en trigo y registraron un mayor
peso seco aéreo para todos los tratamientos en comparacion con el testigo absoluto sin
inoculacion. Barbera y Benitez (2017) consideran que el valor forrajero de un material
no solo depende de su capacidad de implantacién y produccién inicial, sino también de
su aptitud para sostener la productividad en el tiempo.

Se ha descripto que los rizobios pueden actuar como PGPR con especies de plantas no
leguminosas comportandose como organismos rizosféricos o endofiticos y empleando
mecanismos de acciébn como la produccion de fitohormonas, solubilizacion de P
inorganico, produccién de sideroforos y actividad de la enzima ACC desaminasa
(Mehboob et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015; Patil et al., 2017; Vargas et al., 2017).
En este sentido, varios autores han documentado la capacidad de diferentes cepas de
B. japonicum de producir AlA in vitro (Antoun et al., 1998; Boiero et al., 2007; Cassan et
al., 2009; Machado et al., 2013; Osorio Filho et al., 2014; Tan et al., 2015), zeatina y
GA3 (Boiero et al.,, 2007; Cassan et al., 2009). La promocion del crecimiento y
produccién de biomasa observada en plantas del cv. Camba FCA inoculadas con B.
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japonicum E109 podrian atribuirse a la produccion de fitohormonas que ha sido
verificada in vitro para esta cepa (Boiero et al., 2007; Cassan et al., 2009).

Por otro lado, el incremento en el nimero de macollos y el aumento en la cobertura
observados en los tratamientos inoculados con las diferentes PGPR sugiere que las
PGPR podrian influir en parte en la generacidén de nuevos retofios y en la ocupacion de
la superficie del suelo disponible por P. atratum cv. Camba FCA. Pedreira et al. (2017)
sostienen que la persistencia y la productividad de los pastos tropicales estan
garantizadas por la constante reposicion de los individuos en la poblacion y por lo tanto,
la capacidad de la planta para producir nuevos retofios afecta directamente la densidad
de la poblacion y la adaptabilidad al pastoreo.

De forma similar, otros autores han evidenciado incrementos en el nimero de macollos
de gramineas atribuidos al efecto de la inoculacion con las mismas especies de PGPR.
Se ha evidenciado asi el efecto positivo de Pseudomonas sp. sobre el macollaje del
arroz (Sakthivel y Gnanamanickam, 1987), el trigo (Afzal et al., 2005; Shaharoona et al.,
2008; Zabihi et al., 2011) y Pennisetum glaucum (Raj et al.; 2004). También se ha
documentado un mayor incremento en el nimero de macollos en plantas de arroz
inoculadas con B. japonicum (Osério Filho et al., 2014; Tan et al., 2015).

Ademas de obtener el mayor nimero de macollos a los 150 dias, los tratamientos
inoculados con B. japonicum E109 causaron un incremento en la cantidad de tallos
fértiles superando ampliamente a los testigos. Machado et al., 2013 indicaron que la
inoculacion con la cepa Lc336 de B. japonicum aumentd el nimero de paniculas en el
pasto Brachiaria decumbens, mientras que las plantas del tratamiento control no
produjeron paniculas.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Si bien en los capitulos referidos a cada experimento (macetas y a campo) se discutio
particularmente la contribucién especifica de cada uno de ellos como respuesta a la
inoculacién con A. brasilense Az39, P. fluorescens y B. japonicum E109 y su interaccién
con la micorrizaciéon espontanea sobre el crecimiento y la produccion de biomasa de P.
atratum cv. Camba FCA con y sin el agregado de fertilizacion fosférica, se puede concluir
que:

En ambos experimentos se comprobd la presencia de las PGPR estudiadas en la
rizosfera del cv. Camba FCA.

Tanto a campo como en macetas, se evidencié una respuesta positiva a la micorrizacién
espontanea en todos los tratamientos y se observd que el porcentaje de colonizacion
disminuyé significativamente con la fertilizacion fosférica. En condiciones de baja
disponibilidad de P en el suelo, la inoculacion con A. brasilense Az39 estimul6
significativamente el grado de colonizacién micorrizica.

El tenor de P en brotes aumenté con la disponibilidad de P en el suelo y no se encontrd
relacionado con el grado de micorrizacion ni con la presencia de las PGPR en las raices.

La respuesta de la inoculacion con PGPR sobre el crecimiento y la produccion de
biomasa de P. atratum cv. Camba FCA bajo dos niveles de fertilizacién fosférica fue
variable de acuerdo con la cepa utilizada y la disponibilidad de P en el suelo.

En general, los tratamientos inoculados y fertilizados mostraron un mejor
comportamiento que aquellos sin inoculacion ni fertilizacion.

En el ensayo en macetas, la inoculacion con B. japonicum E109 increment6
significativamente la produccion de biomasa de la parte aérea, radical y total, en
condiciones de alta disponibilidad de P a la siembra.

Los tratamientos inoculados promovieron un incremento en altura y en volumen radical
de las plantas creciendo en macetas. Por su parte, la fertilizacion con fésforo también
influyé significativamente sobre el volumen radical y ademés fue el Unico factor que
afectd al nUmero de macollos en este experimento.

En el ensayo a campo, en condiciones de baja disponibilidad de P, P. fluorescens caus6
un incremento significativo en la altura de plantas en el primer muestreo. Sin embargo
fue superada en el segundo muestreo por B. japonicum E109 en interaccién con la
fertilizacion fosférica. Esta ultima PGPR también fue la de mejor comportamiento
durante el tercer muestreo pero sin interaccion con la fertilizacion fosférica.

La cepa B. japonicum E109 se comporté como PGPR de P. atratum cv. Camba FCA en
interaccion con la fertilizacion fosférica promoviendo significativamente la produccién de
biomasa de brotes en el primer y segundo muestreo a campo. La cepa E109 también
se destaco a los 30 dias desde la emergencia en biomasa total y a los 150 dias en
biomasa de la parte aérea, cobertura, nimero de macollos y porcentaje de tallos fértiles,
con efectos independientes de la fertilizacion fosforica.

Los resultados resaltan el potencial de B. japonicum E109 para promover el crecimiento
y la produccion de biomasa del cv. Camba FCA. Sin embargo, no se encontré una
interaccion constante entre el efecto de la PGPR y del fertilizante por lo que no puede
afirmarse que la inoculacién con esta cepa puede mejorar la eficacia de la fertilizacion
fosforica.

La realizacion de pruebas similares y la obtencion de resultados comparables a los
presentes en sistemas productivos reales bajo pastoreo con diferentes dosis de



44

fertilizacién fosférica determinardn adecuadamente la ventaja de usar a la cepa E109
como PGPR en cultivos de especies forrajeras en la region nordeste de Argentina.
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ANEXOS

1. Resultados del andlisis realizado al suelo utilizado en los experimentos y
metodologia de medicidn

Tabla 7. Caracteristicas quimicas y clase textural del suelo utilizado en los experimentos*.

Profundidad pH MO P Ca Mg K Clase
(cm) (H20) (%) (ppm) - (meq/100g) -- Textural
0-20 4,52 2,33 1,06 1,74 0,41 0,08 Franco Arenoso**

* Andlisis realizado en el Laboratorio de Suelos de la FCA-UNNE. Métodos utilizados: para pH: potenciométrico, relacion suelo:agua 1:2,5;
para MO: Walkey-Black; para P: Bray |; y para Ca, Mg y K: Acetato de amonio.
** Composicion: 65% de arena; 20% de limo y 15% de arcilla.

2. Recomendacion de fertilizaciéon con fésforo para la implantacién de P. atratum
cv. Pojuca

Tabla 8. Cantidad de fosforo a ser apliacada por hectarea para la implantacién de P. atratum
cv. Pojuca definida en funcién del tenor de P y de arcilla. Extraido de Vilela et al, 2001.

Tenor de Tenor de fdsforo en el suelo (ppm o mg.dm-3)
arcilla (%) Muy bajo Bajo Medio Adecuado
> 60 0-0,5 06-15 1,6-3,0 >3,0
36 — 60 0-15 1,6-3,0 3,1-45 >45
15-35 0-25 2,6-5,0 51-7,0 >7,0
<15 0-3,0 31-6,0 6,1-9,0 >9,0
Recomendacién de fosforo (Kg.ha! de P,0s)
> 60 120 90 60 0
36 — 60 90 70 45 0
15-35 60 45 30 0
<15 40 30 20 0

3. Fotografias del experimento en macetas
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Figura 20. Inoculacién de semillas de P. atratum cv. Camba FCA (izq.) y preparacion de macetas (der.).

semillas de P. atratum cv. Camba FCA (izq.) y posterior disposicion de las macetas en disefio
completamente aleatorizado (der.).

Figura 21. Siembra de
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Figura 22. Plantas de P. atratum cv. Camb& FCA en macetas al momento de cosecha (30 dias desde la emergencia).

%

Figura 23. Medicién de altura (izq.) y recuento de macollos (der.) de plantas de P. atratum cv. Camba FCA en macetas
a los 30 dias desde la emergencia.

! N °
Figura 24. Cosecha de plantas de P. atratum cv. Camba FCA (izq.) y medicion del volumen radical (der.) a los 30 dias
desde la emergencia en el ensayo en macetas

Figura 25. Separacion parte aérea-sistema radical (izq.) y medicion de peso seco (der.) luego de secado en estufa
hasta peso constante de plantas de P. atratum cv. Camba FCA del ensayo en macetas
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Figura 26. Tincion de raices de plantas de P. atratum cv. Camba FCA del ensayo en macetas para evaluar
micorrizacion espontanea.

Y

Figura 27. Presencia de estructuras micorrizicas en raices de plantas de P. atratum cv. Camba FCA observadas con
microscopio 6ptico. Ensayo en macetas

Figura 29. Tincion de Gram (izq) y observacion en microscopio 6ptico (medio y der.) para evaluar la colonizacién de
raices por PGPR. Ensayo en macetas.
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4. Fotografias del experimento a campo

Figura 30. Delimitacion de parcelas (izq) e inocupalcion de semillas de P. atratum cv. Cambéa FCA (der.) para la
instalacién del ensayo a campo.

Figura 31. Siembra de semillas de P. atratum cv. Camba FCA (izq). Detalle de las semillas y del fertilizante dispuestos
en la linea de siembra (der.). Ensayo a campo.
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Figura 33. Primer muestreo a campo. Cosecha de plantas de P. atratum cv. Cambéa FCA (izq) y limpieza de raices para
separar particulas grandes de suelo (der.).
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Figura 34. Primer muestreo a campo. Medicién de altura de plantas de P. atratum cv. Camba FCA (izq.) y evaluacién
de la cobertura (der.).

Figura 35. Siembra de raices (izq), repique (medio) y observacién en microscopio 6ptico (der.) para evaluar la
colonizacién de raices por PGPR. Ensayo a campo.

Figura 36. Segundo muestreo a campo. Vista de las parcelas a los 90 dias desde la emergencia (izg.) y medicion de
altura de plantas de P. atratum cv. Camba FCA (der.).

\

Figura 37. Tercer muestreo a campo. Vista de las parcelas a los 150 dias desde la emergencia (izq) y detalle de una
inflorescencia de P. atratum cv. Camba FCA (der.).



