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Resumen

Es ampliamente conocido que las diferentes estrategias de manejo de cultivos aplicadas en la
produccion agricola pueden modificar la biodiversidad microbiana. Sin embargo, los efectos de la
aplicacion de fertilizantes e inoculantes formulados con bacterias promotoras del crecimiento vegetal
en condiciones de campo sobre las comunidades microbianas nativas no son completamente
conocidos. El objetivo general de este trabajo fue generar conocimiento sobre la ecologia microbiana
rizosférica y sobre las variables agronémicas de los cultivos de trigo y maiz cuando se aplican
fertilizaciones quimicas e inoculantes de ciertas cepas de Azospirillum brasilense en condiciones de
campo. Para ello se llevaron a cabo experimentos de trigo y maiz independientes entre si, en
diferentes campafias agricolas y en diferentes establecimientos productivos de la provincia de
Buenos Aires. Se determin6 produccion de biomasa aérea y radical de los cultivos, rendimiento y sus
componentes, y densidad de longitud total de raices. Se realizaron los recuentos de
microorganismos MFN, celuloliticos y nitrificadores, pertenecientes a los ciclos biogeoquimicos del C
y del N. Se realizé la caracterizacion y cuantificacion de la diversidad funcional y estructural de las
comunidades microbianas rizosféricas, mediante los CLPP y mediante analisis de T-RFLP del gen
16S ARNT, respectivamente. Asimismo, se realiz6 la caracterizacion morfoldgica y fisioldgica de las
cepas de A. brasilense utilizadas en los ensayos a campo y de algunos de sus mecanismos de PGP
en condiciones in vitro, todo ello en comparaciéon con cepas patron de A. brasilense. Los datos
obtenidos se analizaron mediante analisis de varianza y contraste de medias, y mediante métodos
de analisis multivariado, segun correspondiese. El presente trabajo no sélo evalia los efectos de las
practicas de fertilizacion e inoculacion con A. brasilense sobre los parametros agronémicos de los
cultivos de trigo y maiz, sino también sobre las comunidades microbianas rizosféricas nativas.
Considerando el rol preponderante de los microorganismos del suelo en la mayor parte de los
procesos ecosistémicos, los resultados obtenidos en este trabajo constituyen un aporte significativo
al conocimiento cientifico. De las respuestas obtenidas en rendimiento, biomasa aérea, densidad de
longitud radical y EUF resultan evidentes las ventajas de los inoculantes combinados respecto a los
inoculantes monocepa. La inoculacién con A. brasilense 40M y 42M no generd efecto alguno sobre
las comunidades microbianas rizosféricas asociadas a los ciclos de C o del N. Ademas, si bien dicha
inoculacién generd modificaciones en las comunidades microbianas rizosféricas, éstas fueron de

menor magnitud que las observadas a lo largo del ciclo del cultivo y entre cultivos diferentes. Entre

10



estados ontogénicos se registraron diferencias en el indice H” determinado a partir de los datos de
los perfiles funcionales pero no en el indice H” determinado a partir de los datos de los perfiles
estructurales. Se observd que la aplicaciéon del inoculante formulado con ambas cepas de
A. brasilense redujo parcialmente los efectos negativos de la fertilizacion fosforada sobre el
desarrollo de la micorriza arbuscular nativa. El conocimiento obtenido permite brindar herramientas
para mejorar la respuesta de los cultivos a la inoculacion con A. brasilense en interaccion con
fertilizacidn y para caracterizar el riesgo ambiental de ambas préacticas agronémicas. En esta tesis se
ha generado informacién cientifica capaz de conectar procesos que ocurren en la porcion aérea del
sistema con procesos que tienen lugar en la porcién subterranea. Esto tiene implicancias tanto
académicas como productivas y ambientales, y resulta directamente transferible a asesores y

productores agropecuarios, bajo el actual paradigma de una produccién agricola mas sustentable.
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Capitulo 1. Introduccién.
1.1. Revisidn bibliografica.

El suelo constituye la mayor reserva de C del planeta, por lo que cualquier alteracion en la
misma que genere una disminucién en el C almacenado, provoca una disminucion en la calidad del
suelo (Doran y Zeiss, 2000) y afecta el balance global de C, favoreciendo el cambio climatico (Arias
et al., 2005). En relacién a esto, la degradacion de la materia organica del suelo constituye uno de
los impactos negativos de la actividad agricola (Doran y Zeiss, 2000). El conjunto de préacticas
agicolas conocida como siembra directa, cuyo objetivo es la producciéon de cultivos con un
movimiento minimo del suelo, y la inclusién de mayor cantidad de cultivos de gramineas en la
rotacion, colaboran para obtener un balance positivo de nutrientes y el uso eficiente de los recursos
del sistema suelo-planta. De esta manera se reducen los procesos degradativos de la calidad del
suelo (Diaz Zorita et al., 2002; Sisti et al., 2004), y se contribuye a una mayor sostenibilidad
ambiental de la produccion agricola (Altieri y Nicholls, 2000; Tilman et al., 2002).

Dentro del esquema de rotacion del cultivos comunmente utilizado se encuentran el trigo
(Triticum aestivum L.) y el maiz (Zea mays L.), ambos pertenecientes a la famila de las Gramineas.
Estos cereales, junto al arroz, proveen mas del 60% de las calorias de la dieta humana, por
consumo directo o indirecto a través de la alimentacion del ganado y la obtencién de subproductos
(FAOSTAT, 2012). Junto a las oleaginosas soja y girasol, el trigo y el maiz constituyen los
principales cultivos de la regién pampeana, en donde se observan los mayores rendimientos
(Diaz Zorita et al., 2002).

El aumento del rendimiento de los cultivos, basado en el mejoramiento vegetal de los mismos

y en la aplicacion de altas dosis de fertilizantes de sintesis quimica, representa una practica onerosa
que puede generar impactos ambientales negativos para el ecosistema (Tilman et al., 2002). Es por
ello que resulta importante buscar y mejorar las préacticas agrondémicas tendientes a aumentar y
mantener los altos niveles productivos de manera mas sostenible (Altieri y Nicholls, 2000; Tilman
et al., 2002). Algunos autores han propuesto que luego de la revolucion verde, la cual se basé en la
combinacion del mejoramiento vegetal y el uso de fertilizantes y agroquimicos para aumentar el
rendimiento de los cultivos (Tilman, 1999), el aprovechamiento de los microorganismos edaficos
podria constituir la “nueva revolucion verde”, basada en el incremento de rendimiento mediante el
conocimiento y la utilizacién de los microorganismos benéficos del suelo (Den Herder et al., 2010;
12



Gewin, 2010), entre otras estrategias (Aeron et al., 2011). Teniendo en cuenta la estrecha relacién
entre un genotipo vegetal y la comunidad microbiana que se establece en su rizosfera en un
ambiente dado (Cummings, 2009), el mejoramiento vegetal de los cultivos debera también tener en
cuenta funciones benéficas de los microorganismos rizosféricos (Bakker et al., 2012; Rani y Goel,
2012).

Uno de los principales grupos de microorganismos beneficiosos claves para la sustentabilidad
de los agroecosistemas son los hongos formadores de micorrizas (Barea, 2004; Johansson et al.,
2004). La compleja relacion simbidtica entre las hifas de estos hongos vy las raices de una planta
huésped se denomina micorriza (Koide y Mosse, 2004). Dentro de los diversos grupos de micorrizas,
las del tipo arbusculares se encuentran presentes en la mayoria de las plantas silvestres y cultivadas
(Koide y Mosse, 2004). Los HFMA pertenecen al phylum Glomeromycota, clase Glomeromicetes, e
incluyen varios géneros pertenecientes a diferentes familias (Redecker et al., 2013). Se caracterizan
por la produccién a lo largo de su ciclo de vida de estructuras tipicas denominadas arbusculos,
esporas y, en algunos casos, vesiculas (Peterson y Massicotte, 2004). Los HFMA aumentan el érea
explorada por las raices, incrementan la absorcién de nutrientes del suelo (Richardson et al., 2009),
aumentando la eficiencia de uso de los recursos disponibles (Koide y Mosse, 2004; Ribeiro y
Saggin-Junior, 2004), y favorecen la agregacion del suelo (Rillig et al., 2002), siendo esta asociacidn
planta-microorganismo importante para el buen funcionamiento del agroecosistema (Barea et al.,
2002; Jeffries et al., 2003). Los HFMA son biétrofos obligados (Barea et al., 2005) y, si bien
actualmente se encuentran inoculantes formulados con éstos en el mercado, tanto su calidad como
su efectividad no han podido ser aun correctamente demostradas (Alten et al., 2002). Por todo esto,
en la actividad agricola, la inoculacion con HFMA no es una practica habitual. Sin embargo, dado
que éstos se encuentran presentes en la mayoria de los ecosistemas (Koide y Mosse, 2004; Malusa
et al.,, 2012) y debido a su importancia dentro de los mismos, la cuantificacion de la micorrizacion
natural constituye un indice de calidad de suelos (Jeffries et al., 2003; Garcia de Salamone et al.,
2006).

Las gramineas son capaces de asociarse con diversas especies de bacterias benéficas,
comunmente llamadas PGPR. Estas bacterias constituyen otro de los principales grupos de
organismos beneficiosos en los sistemas suelo-planta (Barea, 2004). Asociadas a las plantas de
cultivo, las PGPR producen efectos benéficos directos e indirectos sobre el crecimiento vegetal
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(Pliego et al., 2011; Verma et al., 2010), mediante la produccioén de sustancias inddlicas (Pedraza
et al., 2004), citoquininas (Garcia de Salamone et al., 2001) y sideréforos (Pedraza et al., 2007),
inhibiendo la sintesis de etileno (Glick, 1995), y mejorando la nutricién fosforada y nitrogenada,
mediante la solubilizacién y la FBN, respectivamente (Kennedy et al., 2004; Garcia de Salamone
et al., 1990; 1996; Sarig et al., 1990; Freitas et al., 1997). En la produccién agricola, la inoculacién
con PGPR resulta una alternativa econdmica y ecologica que se estd difundiendo local e
internacionalmente (Bashan et al., 2004; Caballero-Mellado, 2004; Cassan y Garcia de Salamone,
2008; Lucy et al., 2004; Verma et al., 2010). La inoculacion con PGPR permite aumentar la
produccion de los cultivos en forma sostenible (Garcia de Salamone, 2011; Vessey, 2003),
mejorando la eficiencia en el uso de los fertilizantes de sintesis quimica aplicados
(Caballero-Mellado, 2004; Hayat et al., 2012; Kennedy et al., 2004).

Dentro del grupo de PGPR se encuentra el género Azospirillum el cual, en asociacion con
plantas, pueden fijar N (Garcia de Salamone et al., 1996), producir fitorreguladores (Bottini et al.,
1989; Dobbelaere et al., 1999) y aumentar la cantidad y/o longitud de pelos radicales y raices
adventicias (Okon y Vanderleyden, 1997), lo que redunda en una mejora en la absorcion de agua y
nutrientes (Bashan et al., 2007). Numerosos trabajos mostraron incrementos en el crecimiento y
rendimiento de trigo (Garcia de Salamone et al., 1990; Diaz Zorita y Fernandez Canigia, 2009;
Naiman et al., 2009) y de maiz (Paredes-Cardona et al., 1988; Garcia de Salamone y Ddbereiner,

1996; Caballero-Mellado, 2004), entre otros cultivos.

El nivel de respuesta a la inoculacion depende de las interacciones entre los microorganismos
nativos del suelo y los microorganismos inoculados (Bashan, 1999), y entre éstos Ultimos y el cultivo.
Ademas, estas interacciones estan sujetas a los factores fisico-quimicos imperantes (Rani y Goel,
2012), tales como la disponibilidad de nutrientes (Dobbelaere et al., 2001) para el cultivo y para los
microorganismos. Debido a que la asociacion Azospirillum-planta ocurre con distintos grados de
interaccion, el nivel de respuesta a la inoculacion con Azospirillum depende, entre otras razones, de
las caracteristicas genéticas de la bacteria, a nivel especie y cepa, y de la planta hospedante (Garcia
de Salamone, 2012a; 2012b; Garcia de Salamone y Débereiner, 1996; Garcia de Salamone et al.,
2012). En Argentina, existen inoculantes comerciales disponibles de estas PGPR para el productor
agropecuario (Maddonni et al., 2004a), aunque aun resulta necesario ajustar la tecnologia de
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inoculacién a fin de lograr su maxima eficiencia (Bashan, 1999; Diaz Zorita y Fernandez Canigia,
2009; Garcia de Salamone, 2012a).

El género Azospirillum pertenece a las alfaproteobacterias y en él se reconocen quince
especies (Reis et al, 2011), siendo las mas estudiadas A. brasilense, A. amazonense,
A. halopraeferans, A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae y la especie tipo del género,
A. lipoferum (Caballero-Mellado, 2004). Este género tiene una gran versatilidad para adaptarse a
condiciones edaficas diversas, habiendo sido aisladas de la rizésfera y del interior de tejidos
vegetales de una amplia variedad de plantas cultivadas y silvestres (Reis et al., 2011), sean éstas
especies gramineas u otras (Kennedy et al., 2004) e, incluso, de suelos contaminados (Young et al.,
2008; Lin et al., 2009).

EI'N es uno de los elementos mas requeridos por los cultivos extensivos, debido a que es el
principal limitante de la productividad primaria neta en los ecosistemas terrestres (LeBauer y
Treseder, 2008). Debido a que la aplicacién de fertilizantes de sintesis quimica en exceso posee
impactos ambientales negativos (Tilman, 1999), existe un gran interés en conocer y utilizar
biotecnolégicamente microorganismos que posean el mecanismo conocido como FBN (Franche
et al., 2009). La FBN es una fuente esencial y potencial de N para el desarrollo de agroecosistemas
sostenibles (Urquiaga et al., 2004). Esto es aplicable a la pampa himeda argentina en donde se ha
reportado que la fertilizacion aplicada en cultivos de trigo, maiz, soja y girasol repone solamente el
23% del N y el 43% del P exportado por los cultivos (Garcia, 1999). La capacidad de FBN de
A. brasilense fue reportada en cultivos de trigo y a arroz (Garcia de Salamone, 2012a),
demostrandose en cantidades equiparables a 100 kg de N ha'' para dos genotipos comerciales de

maiz inoculados con cepas de esta bacteria (Garcia de Salamone et al., 1996).

Garcia de Salamone y Ddbereiner (1996) aislaron cepas de A. brasilense a partir de muestras
de raices de plantas de maiz, creciendo en condiciones de campo, en la localidad de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires. La identificacion de las cepas se realizé con
posterioridad a su aislamiento, mediante secuenciacion del gen 16S ARNr (Garcia de Salamone
et al., 2010). Del total de aislamientos obtenidos, se seleccionaron las cepas 40M y 42M por su alta
eficiencia de FBN. Hasta el momento, estas cepas han sido probadas en condiciones
experimentales y no han sido utilizadas en la formulacion de inoculantes comerciales. En un ensayo

de arroz, realizado en condiciones de campo, fue evaluada la respuesta a la inoculacion de estas
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cepas y se observaron incrementos en la biomasa vegetal y en el contenido de N de la misma, junto
con modificaciones en la fisiologia de las comunidades microbianas rizosféricas asociadas debidas a

la inoculacién (Garcia de Salamone et al., 2010).

Numerosos estudios muestran que los diferentes manejos agricolas modifican la biodiversidad
y alteran la estructura de las comunidades microbianas (Daniell et al., 2001; Govaerts et al., 2007;
Kennedy y Smith, 1995; Kandeler y Béhm, 1996; @vreas y Torsvik, 1998; Lupwayi et al., 2001; Wiliis
et al., 2013). Los microorganismos del suelo cumplen un rol preponderante en las funciones
ecosistémicas (Friesen et al., 2011; Neher, 1999; Winding et al., 2005), por lo que la salud del suelo
y la productividad vegetal, y con éstas, la sostenibilidad de la produccion agricola depende, en gran
parte, de la seleccion de practicas que promuevan la abundancia y la diversidad biologica (Altieri,
1999; Zak et al., 2003).

Diferentes comunidades microbianas son consideradas indicadoras de la calidad del suelo
(Abril, 2003), presentando, ademas, interrelacion con otro tipo de variables (Anderson, 2003;
Bending et al., 2004). Estos indicadores pueden ser utilizados para evaluar los efectos de las
practicas agricolas sobre el agroecosistema (Bending et al., 2004; Romaniuk et al., 2011) y sobre la
calidad del suelo (Schloter et al., 2003). Si bien las diferentes estrategias de manejo aplicadas en la
produccion agricola pueden modificar la biodiversidad microbiana, los efectos de la aplicacién de
fertilizantes e inoculantes sobre las comunidades microbianas nativas en condiciones de campo no

son completamente conocidos.

Entre los métodos disponibles para el andlisis de la diversidad funcional microbiana se
encuentra el estudio de los CLPP. Este método surgié como un analisis complementario al estudio
tradicional de los microorganismos, basado en el aislamiento y recuento de los distintos tipos analisis
taxondmicos. Se basa en la inoculacion de muestras microbianas en varias celdas de microplacas
plasticas, que contienen en cada una de dichas celdas distintas fuentes carbonadas Unicas. Cuando
la fuente carbonada es utilizada, producto del desarrollo microbiano, se obtiene un patron de
desarrollo de color debido a la reduccidén del colorante indicador que puede ser unico para una
determinada comunidad (Di Salvo y Garcia de Salamone, 2012). Esta metodologia ha sido
ampliamente utilizada para la evaluacion del efecto de diferentes manejos agricolas sobre las
comunidades microbianas (Engelen et al., 1998; Lawlor et al., 2000; Bending et al., 2004; Bucher y

Lanyon, 2005; Di Salvo y Garcia de Salamone, 2012; Garcia de Salamone, 2012b).
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Debido a su importancia dentro de los ecosistemas, otro de los indicadores microbiolégicos de
calidad de suelos que puede ser tenido en cuenta para evaluar el efecto de las practicas de manejo
aplicadas, es la intensidad de la micorrizacién natural (Garcia de Salamone et al., 2006). Practicas
agricolas como el monocultivo, la fertilizacion y el uso indiscriminado de agroquimicos podria
disminuir o incluso hacer desaparecer el potencial micorricico del sistema (Collins-Johnson y Pfleger,
1993; Oehl et al., 2003; Schalamuk et al., 2006; Willis et al., 2013).

1.2. Objetivos e hipotesis.

En base a la revision bibliogréfica y los antecedentes de la tematica, se establecen las
siguientes hipotesis de estudio:

1. La inoculacion de plantas de trigo y/o maiz con las cepas de A. brasilense 40M y 42M

aumenta el rendimiento, la produccion de biomasa aérea y radical de ambos cultivos.

2. La fertilizacion fosforada y/o nitrogenada de plantas de trigo y/o maiz aumenta el
rendimiento, la produccion de biomasa aérea y radical de estos cultivos.

3. La inoculacién de plantas de trigo y/o maiz con las cepas de A. brasilense 40M y 42M
modifica la diversidad funcional y estructural de las comunidades bacterianas rizosféricas de estos

cultivos.

4. La fertilizacion fosforada y/o nitrogenada de plantas de trigo y/o maiz modifica la

diversidad funcional y estructural de las comunidades bacterianas rizosféricas de estos cultivos.

5. La inoculacién de plantas de trigo y/o maiz con las cepas de A. brasilense 40M y 42M

favorece la micorrizacion natural de estos cultivos.

6. La fertilizacion fosforada y/o nitrogenada de plantas de trigo y/o maiz reduce la

micorrizacion natural de estos cultivos.
A partir de las hipdtesis expuestas se definen los siguientes objetivos:

Objetivo general: Generar conocimiento sobre la ecologia microbiana rizosférica y sobre las
variables agronomicas de los cultivos de trigo y maiz cuando se aplican fertilizaciones quimicas e

inoculantes experimentales de ciertas cepas de A. brasilense en condiciones de campo.
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Objetivos particulares:

1. Realizar una caracterizacion de las propiedades fisiolégicas de las cepas de A. brasilense

utilizadas en los inoculantes para los ensayos a campo.

2. Realizar ensayos de campo independientes para trigo y maiz con el fin de evaluar la
respuesta a la inoculacion con cepas de A. brasilense 40M y 42M y a la fertilizacion fosforada y/o

nitrogenada sobre el rendimiento y la produccion de biomasa y de raices.

3. Evaluar en los ensayos descriptos en el objetivo 2, los efectos de la aplicacion de
inoculacion y fertilizacion fosforada y/o nitrogenada sobre la diversidad funcional y estructural de las

comunidades microbianas nativas.

4. Evaluar en los ensayos descriptos en el objetivo 2, los efectos de la aplicacion de
inoculacion y fertilizacion fosforada y/o nitrogenada sobre las comunidades de HFMA nativos y la

micorrizacion de los cultivos.
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Capitulo 2. Metodologias aplicadas en ensayos a campo.
2.1. Descripcion general de los ensayos a campo y método de obtencion de muestras.

Se llevaron a cabo experimentos de trigo y maiz independientes entre si, en diferentes
campafias agricolas y en diferentes establecimientos productivos de la Provincia de Buenos Aires.
En lo que respecta a control de plagas, fecha de siembra y variedades o hibridos utilizados, y la
conduccion de los cultivos se realizaron segun el manejo habitual de los propietarios de los
establecimientos. El disefio de los experimentos fue variable segun la disponibilidad de factores
analizados en cada uno de los ensayos. Los detalles de cada uno de los ensayos se mencionan en

los capitulos correspondientes a los mismos.

Para cada uno de los ensayos se formularon los inoculantes experimentales utilizados a partir
de cultivos axénicos de las cepas de A. brasilense 40M y 42M (nimero de acceso a GenBank
HM002661 y HM002662, respectivamente). Para ello, el cultivo de las mismas se realizé en medio
Nfb liquido, suplementado con cloruro de amonio 1 g L' (Débereiner y Pedrosa, 1987) (ver anexo 1).
Los inoculantes monocepa -en adelante, inoculante 40M e inoculante 42M, respectivamente- fueron
formulados con los cultivos de las respectivas cepas, mientras que el inoculante mezcla de cepas
-en adelante, inoculante 40M+42M- se formulé mediante la mezcla 1:1 de los cultivos de ambas
cepas en los dias de siembra de los ensayos correspondientes. Previo al dia de la siembra de cada
uno de los ensayos se realizd el recuento de células viables de cada uno de los inoculantes y la
confirmacion de pureza. Para ello, a partir de cada inoculante se realizaron diluciones sucesivas 1:10
en SF estéril (ver anexo 1), las cuales fueron posteriormente sembradas en medio agar nutritivo con

glucosa (TYG) (ver anexo 1).

La inoculacién se realizd en cada uno de los establecimientos al momento de la siembra,
aplicando el o los inoculantes sobre las semillas, bajo las condiciones adecuadas para la
inoculacion, evitando la exposicion directa del sol. Las dosis de inoculantes utilizadas fueron
determinadas segun el cultivo a sembrar y el tratamiento previo de las semillas, de modo de
asegurar la mayor supervivencia de las bacterias sobre éstas. La aplicacion de fertilizantes se llevo a
cabo con la maquinaria disponible en cada uno de los establecimientos. Las dosis de inoculante y
fertilizante utilizadas, el tipo de fertilizante, el momento de aplicacion y la maquinaria utilizada se
describen posteriormente en los capitulos correspondientes a cada uno de los ensayos.
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Se realizaron dos muestreos en cada uno de los ensayos, en estados fenoldgicos diferentes.
Uno de ellos fue durante la etapa vegetativa y el otro durante la etapa reproductiva. Los estados
fenolégicos en los que se realizaron los muestreos en cada uno de los ensayos fueron determinados
segun las escalas de Zadoks et al. (1974) y Ritchie y Hanway (1982) para los cultivos de trigo y
maiz, respectivamente. Ademas, a la cosecha de los cultivos se realizd un tercer muestreo de parte
aérea y de suelo rizosférico. En cada una de las parcelas de cada ensayo se muestrearon 0,5 m
lineales del cultivo, y se cortd la parte aérea a la altura del cuello de las plantas. Sobre la linea de
siembra se tomaron muestras de raices y suelo rizosférico, en una profundidad de 0 a 20 cm,
utilizandose un barreno de 5 cm de diametro. A la siembra y/o a la cosecha del cultivo de cada uno
de los ensayos se realizaron las determinaciones de pH, % de materia organica, % C organico, % N
organico, relacion C/N, contenido de N-NOs (ppm) y contenido de P asimilable Bray (ppm), por el
laboratorio de referencia del Instituto de Suelos del INTA Castelar, laboratorio miembro de la Red
INTA de Laboratorios de Suelo, Agua y Material Vegetal (RILSAV).

2.2. Determinaciones de parametros agronémicos.

En cada muestreo, y en cada uno de los ensayos, las muestras de parte aérea fueron
secadas en estufa a 60°C. En el caso de las muestras obtenidas durante la etapa reproductiva y a la
cosecha de los cultivos, las estructuras reproductivas se separaron del resto de la planta y se
secaron separadamente. Luego de secadas, las muestras fueron pesadas para determinacién de
biomasa aérea y componentes del rendimiento: numero de espigas por planta (Unicamente en los
cultivos de trigo), numero de granos ha' y peso de granos. La biomasa radical se determiné
mediante el secado de las raices en estufa hasta peso constante, luego realizados todos los

recuentos de grupos microbianos, segun se describe en la seccion 2.3.1.

A la cosecha del cultivo, se determind el IC. El mismo se calculé como la relacion entre el
rendimiento y la biomasa aérea total (biomasa aérea + biomasa de espigas). Se calculd la EUF,
mediante la relacion entre los kg producidos -de grano o de biomasa aérea- por kg de nutriente o
fertilizante aplicado.
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2.3. Determinaciones microbiolégicas de la rizésfera.
2.3.1. Recuentos de grupos microbianos.

En todos los ensayos y para cada una de las muestras se separaron las raices del suelo
mediante tamizado. Las raices se colocaron en matraces previamente esterilizados y se complet6
con SF estéril de modo de realizar la primera dilucién 1:10, a partir de la cual se realizaron las
diluciones sucesivas 1:10 en SF estéril. Las diluciones se sembraron en viales con medio Nfb
semisolido (Nfb ss) (ver anexo 1) a los fines de realizar el recuento de los microorganismos MFN,
segun la técnica de recuento por NMP (Alef, 1998). En ciertos ensayos, las diluciones también
fueron utilizadas para el recuento de microorganismos celuloliticos y nitrificadores. Para ello se
utilizaron microplacas plasticas de 96 celdas con 200 pl de medios de cultivos especificos para cada
grupo microbiano en cada una de ellas (ver anexo 1). En cada celda se sembraron 50 pl de cuatro
diluciones seriadas consecutivas, por triplicado, para aplicar la técnica del NMP. Las microplacas se
incubaron a 28°C durante 15 dias. Luego de la incubacién, se realizé el calculo del NMP con la tabla
presentada en Man (1983). El nimero caracteristico se determind mediante la cuantificacion de las
celdas positivas, comparadas con celdas control en las cuales no se sembrd ninguna de las
diluciones, y de acuerdo al recuento del grupo microbiano correspondiente. En el caso del recuento
de microorganismos celuloliticos, la determinacion se realizo de acuerdo a una escala colorimétrica
del grado de deterioro del papel de filtro utilizado por los microorganismos como unica fuente de C.
en el caso del recuento de microorganismos nitrificadores, la determinacion se realizd midiendo la
concentracion de nitratos y nitritos mediante bandeletas Quantofix® (Macherey-Nagel, GmbH & Co.
KG, Alemania).

2.3.2. Micorrizacion natural.

Las muestras de raices obtenidas en cada uno de los muestreos de cada ensayo se
sometieron a un tratamiento de decoloracion y posterior tincion, segiin una metodologia adaptada de
Phillips y Hayman (1970). El proceso de decoloracién se realizé sumergiendo las raices en solucion
de KOH al 10% e incubéndolas durante 20 min en bafio térmico a 60°C. Posteriormente, se descartd
la solucién y se repitié el proceso incubandolas durante 10 min a igual temperatura. Se descart6 la

solucién y se las cubrié con una solucién de HCI 1N durante 10 min a temperatura ambiente. Luego
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de este tiempo, se descartd la solucion y se las enjuagé con agua destilada. La tincién se realiz6
inmediatamente a la decoloracion mediante el agregado de una solucién de azul de Tripan al 0,05%
en &cido lactico, manteniéndose durante 15 min en bafio térmico a 60°C. Luego de ese tiempo, se

descartd la solucion y las raices se conservaron en etanol 50% hasta posteriores determinaciones.

La densidad de longitud total de raices se determind mediante la estimacion por la técnica del
intercepto (Newman, 1966). Esta técnica consiste en colocar al azar la muestra de raices, una vez
tefiidas, sobre una grilla y realizar el recuento del numero de intercepciones raiz-grilla. El calculo de

la densidad de longitud radical total se realiz6 con la formula de Newman (1966):

_n1xAxn
2xH

Donde, R es la densidad de longitud radical total, A es el area total de la grilla donde estan
distribuidas las raices, n es el nimero de intercepciones raiz-grilla, y H es la longitud total de las

lineas que conforman la grilla.

Luego de la determinacién de la densidad de longitud total de raices, se armaron preparados
para la observacion y determinacion al microscopio del porcentaje de colonizacidn radical y de la
presencia de las estructuras tipicas de las micorrizas arbusculares. Los preparados fueron armados
con 15 fragmentos de raices de aproximadamente 1 cm, colocados sobre un portaobjetos y
cubiertos con un cubreobjetos luego de colocar sobre el portaobjetos una gota de acido lactico al
90%. Al menos tres preparados fueron armados para cada una de las muestras, de forma tal de
cubrir un minimo de 30 fragmentos de raices necesario para cada muestra, de acuerdo con Pongrac
et al. (2007). La colonizacion radical se registr6 con un aumento de 100X, y se considero
colonizacion positiva cuando el fragmento de raiz estuvo tefiido al menos en el 50% de su longitud.
Estos datos fueron utilizados para la determinacion del porcentaje de colonizacion radical. Debido a
que en este trabajo se analizaron muestras de raices obtenidas a campo mediante un colorante que
tifie la quitina (Giovannetti y Mosse, 1980) y que otros hongos pueden ser tefiidos con este protocolo
(Dodd y Jeffries, 1986), la variable obtenida mediante la cuantificacién del total de raices tefiidas se
denomind colonizacién radical, en lugar de colonizacion micorricica, y hace referencia a la

colonizacion radical por parte de hongos del suelo. Finalmente, en cada una de las raices con
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colonizacion radical positiva, se registré la presencia o ausencia de estructuras tipicas de micorrizas

arbusculares, como ser arbusculos, vesiculas y esporas, con aumentos de 100X y 400X.

2.3.3. Diversidad funcional de comunidades rizosféricas.

A partir de las muestras obtenidas en cada uno de los muestreos de cada ensayo, se realiz6
la caracterizacién y cuantificacion de la diversidad funcional bacteriana mediante la obtencién de los
CLPP de las comunidades presentes en cada una de las muestras segun la metodologia descrita
por Di Salvo y Garcia de Salamone (2012). Para ello, 50 ul de la dilucién 104 realizada para los
recuentos microbianos, se sembré en cada una de las celdas de las microplacas que contenian 100
I de medio mineral basal, 50 pl de colorante indicador redox, y 50 pl de cada una de las 23 fuentes
carbonadas diferentes (ver anexo 1). Las microplacas se incubaron a 30°C durante cuatro dias. El
desarrollo de las comunidades bacterianas presentes en cada una de las celdas fue determinado
mediante la lectura de absorbancia a 590 nm en espectrofotémetro Multiskan EX™ (Thermo, Vantaa,
Finlandia) cada 24 horas, durante cuatro dias consecutivos. Ademas de la caracterizacion de la
diversidad funcional mediante el analisis multivariado de la informacién provista por esta
metodologia, para realizar una cuantificacion de la misma se realiz6 el calculo del indice H” (Gémez

et al., 2004). Este indice se obtiene mediante la aplicacion de la siguiente formula:

H' = Zpl. x Inp,

Donde, H’ es el indice de diversidad de Shannon-Weaver, p; es la relacion entre el desarrollo

(absorbancia) generado a partir de una fuente carbonada determinada (i) y la sumatoria de todos los

valores de absorbancia obtenidos en todas las fuentes carbonadas, para cada una de las muestras.

2.3.4. Diversidad estructural de comunidades rizosféricas.

La caracterizacién de la diversidad estructural se llevé a cabo mediante el analisis de los
perfiles por T-RFLP del gen 16S ARNr de las comunidades microbianas rizosféricas. Para ello se
secaron las muestras de suelo rizosférico a 55°C. A partir de 0,5 g de muestra se extrajo el ADN

total con el kit comercial UltraClean Soil DNA Isolation (#12800, Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA,
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USA). EI ADN extraido fue utilizado como molde para la amplificacion del gen 16S ARNr con el par
de primers 27f (5-AGTTTGATCMTGGCTCAG-3') y 1392r (5-ACGGGCGGTGTGTRC-3") (Marchesi
et al., 1998). El primer 27f habia sido marcado con 6-carboxifluoresceina. Tres alicuotas por muestra
de ADN extraido fueron utilizadas para realizar la amplificacion por PCR en tres reacciones
independientes. Todas las amplificaciones fueron realizadas en 25 pl de volumen de solucién total,
la cual contenia 100 ng de ADN, 0,1 uM de cada primer, 2,5 mM MgCl, BSA (0,2 mg ml'), buffer de
la enzima Taq 1x, 0,2 mmol de cada dNTP y 0,4 U uL' de la enzima Taq ADN polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
(GeneAmpPCR System 2400, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) con una secuencia de
desnaturalizacién inicial 5 min a 94°C, 30 ciclos con la siguiente secuencia: 1 min a 94°C, 1 min a

55°Cy 3 mina72°C, y un paso final de extensiéon de 10 min a 72°C.

Las tres alicuotas de cada muestra fueron mezcladas luego de la amplificaciéon por PCR y los
productos de dicha amplificacion fueron concentrados y desalinizados con columnas de filtracion por
centrifugacion (Microcon 100, Amicon, EMD Millipore, Billerica, MA, USA). Aproximadamente 300 ng
de los productos de PCR marcados fueron digeridos con las enzimas de restriccion Mspl y Hhal
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) por separado. Luego de la inactivacion de
dichas enzimas mediante el calentamiento a 65°C durante 15 min, la determinacion de los T-RFLP
se realizd en Macrogen GeneScan Service mediante el mezclado de alicuotas de 4 pL de cada
digestién enzimatica con una solucion conteniendo formamida deionizada, buffer de corrida (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) y 0,5 L del estandar de tamafio de fragmento de ADN GS1200LIZ
(Applied Biosystems).

Los diferentes T-RFs obtenidos fueron analizados con el software PeakScaner v1.0 (Applied
Biosystems). Todos los T-RFs entre 50 y 550 pb, con alturas de pico mayores a 100 unidades de
fluorescencia fueron considerados para los analisis de los perfiles de T-RFLP. La intensidad de
fluorescencia total presente en cada electroferograma fue comparada en cada set de datos y los
datos de T-RFLP fueron estandarizados con la menor intensidad, segun describen Dunbar et al.
(2001). Los perfiles fueron alineados utilizando el mismo software. Luego de los analisis estadisticos
pertinentes, algunos de los T-RFs obtenidos fueron contrastados con digestiones in silico realizadas
con la aplicacion de digestion virtual (ISPaR) del software Microbial Community Analysis IIl (MiCA) a

partir de la base de datos denominada Ribosomal Database Project (RDP, R10, U27) 700,829 Good
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Quality (>1200) Bacterial y con la secuencias de primers y enzimas de restriccion utilizadas en este
trabajo. Las secuencias obtenidas que correspondian a bacterias no cultivables (“unculturable

bacteria”) fueron descartadas para los analisis.

Ademas de la caracterizacion de la diversidad estructural mediante el andlisis multivariado de
la informacién provista por esta metodologia, para realizar una cuantificacion de la misma se realizé
el calculo del H’ (Gomez et al., 2004). Este indice se obtiene mediante la aplicacion de la siguiente

formula:

Donde, H’ es el indice de diversidad de Shannon-Weaver, p;es la relacion entre la intensidad
de fluorescencia (altura observada en cada pico) correspondiente a un tamafio de fragmento
determinado (i) y la sumatoria de todas las intensidades de fluorescencia (alturas de pico)

correspondiente a todos los T-RFs, para cada una de las muestras.

2.4. Analisis estadisticos.

Los datos obtenidos para las variables biomasa aérea, rendimiento, sus componentes y el IC,
asi como los datos de recuentos de grupos microbianos, el indice H’, y aquellos de las variables
correspondientes a la evaluacion de la micorrizacién natural fueron comparados mediante analisis de
varianza y contraste de medias mediante test de Tukey (P<0,05). Aquellas variables que no
cumplieron con los supuestos de la varianza fueron analizadas mediante métodos no paramétricos.
Los datos obtenidos en la caracterizacién de la diversidad funcional y estructural de las comunidades
microbianas presentes se evaluaron mediante métodos de analisis multivariado. Para el analisis de
los datos de T-RFLP se utilizé el programa PeakScanner (v1.0 software, Applied Biosystems). Para

todos los analisis se utilizé el paquete estadistico Infostat, versién 2011 (Di Rienzo et al., 2011).
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Capitulo 3. Caracterizacion de cepas de Azospirillum brasilense.
3.1. Introduccion.

Los niveles de respuesta a la inoculaciéon con bacterias del género Azospirillum estan
definidos por las caracteristicas genéticas de la bacteria y la planta huésped, y las interacciones
entre éstas, entre otras razones (Azevedo et al., 2005; Diaz Zorita y Fernandez Canigia, 2008;
Garcia de Salamone y Monzon de Asconegui, 2008; Garcia de Salamone et al., 2010). Es por ello
que resulta necesario obtener aislamientos bajo diferentes condiciones ambientales, de manera tal
de garantizar el acceso a la diversidad genética del género Azospirillum y, en consecuencia,

incrementar el éxito de la practica de inoculacion y la PGP en vias de una agricultura sostenible.

Histéricamente, el aislamiento de cepas del género Azospirillum, principalmente A. brasilense
y A. lipoferum, se ha basado en el uso de medios de cultivo semisolidos (ss), tales como el medio
Nfb ss (Dobereiner y Pedrosa, 1987). Debido a la aerotaxia, estas bacterias se trasladan hacia el
lugar especifico en el medio donde la tasa de difusion de oxigeno y la respiracion bacteriana
permiten a la enzima nitrogenasa, responsable de la FBN, evitar el efecto inhibidor del oxigeno.
Debido a esto, las bacterias forman una pelicula sub-superficial en forma de velo que es
caracteristica (Tarrand et al., 1978). Rodriguez-Céceres (1982) desarrollo un medio de cultivo
diferencial con la utilizacién del colorante rojo Congo. En este medio, denominado RC, las colonias
son descriptas como rojo escarlata, rugosas y secas. A pesar de la accién carcinogénica del rojo
Congo y su interferencia en el crecimiento de especies bacterianas sensibles, algunos autores han
sefialado que el medio RC ha sido muy Util para obtener nuevos aislamientos de Azospirillum spp.
(Puente et al., 2008).

Técnicas moleculares, tales como RFLP, RAPD fingerprinting o electroforesis en gel de campo
pulsado, han sido utilizadas para diferenciar algunas cepas de diferentes especies del género
Azospirillum. Sin embargo, algunas cepas mostraron similares patrones moleculares y no pudieron
ser diferenciadas, dependiendo de la técnica o el protocolo utilizado (Fancelli et al., 1998; Fani et al.,
1993; Grifoni et al., 1995; Gundisch et al., 1993; Kirchhof et al., 1997). Recientemente, se han
realizado diversos avances en gendmica, poniendo a disposicion herramientas mas eficientes para
evaluar la diversidad estructural (Baudoin et al., 2010; Lin et al., 2011). Sin embargo, cuando se

quiere realizar una diferenciacion entre cepas, estas herramientas aun son muy onerosas. Por ello,
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no podrian ser utilizadas aun como el método principal para caracterizar la diversidad de

A. brasilense durante los primeros pasos del aislamiento y obtencion de las nuevas cepas.

La caracterizacion fisiologica del género Azospirillum ha sido extensamente considerada en la
literatura (Bergey y Holt, 1994; Ddbereiner, 1998; Hartmann y Baldani, 2006; Okon, 1994; Tarrand
et al., 1978; Westby et al., 1983). La FBN de Azospirillum spp. se ha considerado que es inhibida en
presencia de oxigeno (Zhang et al., 1997). Ademas, se ha descripto que Azospirillum spp. no puede
crecer en medios sélidos sin una fuente de N disponible, debido a la ausencia de mecanismos de
proteccion de la enzima nitrogenasa contra el oxigeno que impiden la actividad de la misma
(Dobereiner, 1998; Day y Dobereiner, 1976; Okon et al., 1976). Ademas, se ha sefalado que
A. brasilense no puede crecer bajo condiciones de microaerobiosis en medios libres de Ny
suplementados con sacarosa o glucosa como fuentes de C (Ddbereiner, 1998; Dobereiner et al.,
1995; Tarrand et al., 1978). También, cuando hay una fuente de N disponible en el medio de cultivo,
no se observa crecimiento en presencia de sacarosa o glucosa como fuentes de C (Martinez Drets
et al., 1984), pero ha sido informado que ciertas cepas han mostrado la capacidad de crecer en

medios conteniendo glucosa (Gillis y Reinhold-Hurek, 1994).

El analisis de los FAME obtenidos a partir de células bacterianas por cromatografia gaseosa
ha sido utilizado por mas de 50 afios como un método rapido y de facil uso para la identificacion
microbiana de rutina (Maas et al., 1985). Este analisis quimiotaxondmico es comun en la descripcién
de las especies bacterianas. El mismo ha sido aplicado para la identificacion rapida de especies de
Bacillus spp. (Lawrence et al., 1991), Rhizobium spp. (Jarvis y Tighe, 1994) y Bradyrhizobium spp.
(Graham et al., 1995), e incluso para la clasificacién taxondmica de subespecies pectinoliticas
atipicas de Erwinia carotovora (De Boer y Sasser, 1986). Schenk y Werner (1988) han propuesto
que un andlisis de los acidos grasos celulares podria ser un método favorable para identificar nuevos
aislamientos del genero Azospirillum. Sus resultados mostraron similitudes y diferencias en los tipos

de acidos grasos presentes en diferentes especies del género Azospirillum.

Ademas de la FBN, otro mecanismo de PGP del género Azospirillum es la produccion de
fitorreguladores o fitohormonas (Bashan et al., 2004). Existen dos fuentes de fitohormonas, la
produccion endogena en los tejidos vegetales y la produccion exdgena por parte de los
microorganismos. Dichas fitohormonas pueden ser agrupadas en cinco clases principales: auxinas,

giberelinas, citoquininas, acido abscisico y etileno (Baca y Elmerich, 2007), a las que se suman las
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poliaminas y los brasinoesteroides (Salisbury y Ross, 1991). Se identific la sintesis de acido
indolacético (AIA), compuesto mas comun dentro del grupo de las auxinas, tanto en la patogénesis
de bacterias fitopatogenas como en PGPR, promoviendo el desarrollo radical (Lambrecht et al.,
2000). EI AIA es la principal fitohormona sintetizada por A. brasilense (Zimmer y Bothe, 1989). Es
sabido que en esta bacteria la expresién de genes relacionados con la sintesis de AlA se encuentra
regulada positivamente por las auxinas secretadas por las plantas (Lambrecht et al., 2000), y que la
sintesis de AIA es estimulada en presencia del aminoacido precursor triptéfano (Baca et al., 1994),
existiendo varias vias para la sintesis (Baca y Elmerich, 2007). La sintesis de AIA ha sido
identificada en varias cepas de esta especie bacteriana (Crozier et al., 1988; Pedraza et al., 2004).
Las giberelinas, en estrecha relacion con otras fitohormonas, estdn implicadas en numerosos
procesos de la fisiologia y el desarrollo de las plantas, siendo sintetizadas por éstas, pero también
por hongos y bacterias de suelo (Bottini et al., 2004), tales como Azospirillum sp. (Bottini et al., 1989;
Tien et al., 1979). La sintesis de citoquininas fue confirmada en numerosos microorganismos
(Strzelczyk et al. 1994), como asi también en PGPR tales como Pseudomonas sp. (Garcia de
Salamone et al., 2001) y Azospirillum sp. (Tien et al., 1979; Strzelczyk et al., 1994). El etileno es una
hormona sintetizada por las plantas en niveles muy bajos, a lo largo de su ciclo de vida (Bashan
et al., 2004). Sin embargo, su sintesis puede incrementarse debido a condiciones de estrés vegetal
(Glick et al., 2007). Muchos microorganismos del suelo, incluyendo varias PGPR, poseen la enzima
desaminasa del ACC (Baca y Elmerich, 2007). Esta enzima cliva el ACC, precursor directo del
etileno (Glick et al., 1998), reduciendo la acumulacion de esta hormona en las plantas (Penrose y
Glick, 2003) y sus efectos inhibidores sobre la elongacion radical (Blaha et al., 2006). Si bien se ha
establecido que esta enzima no esta presente en el género Azospirillum (Holguin y Glick, 2001),
otros autores han reportado la presencia del gen que codifica para esta enzima en algunas especies
de Azospirillum sp. (Blaha et al., 2006) y la actividad ACC desaminasa de una cepa de A. lipoferum
(Esquivel-Cote et al., 2010).

Junto con los mecanismos de PGP antes mencionados, también se incluyen la capacidad de
los microorganismos de producir sideroforos y de solubilizar fosfatos. En suelos aerobicos, el hierro
se encuentra precipitado por lo que no esta disponible para su asimilacion por los organismos,
existiendo una alta competencia por este elemento en la rizosfera. Ante situaciones de déficit,
muchas bacterias del suelo inducen la sintesis de moléculas con alta afinidad por el hierro,
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denominadas sideroforos (Gamalero y Glick, 2011). La capacidad de producir este tipo de
compuesto también fue reportada para el género Azospirillum (Bachhawat y Ghosh, 1987; Pedraza
et al, 2007). La produccion de sider6foros constituye tanto un mecanismo directo de PGP,
aumentando la disponibilidad del nutriente limitante, como un mecanismo indirecto, debido al
secuestro de este nutriente y la disminucion del mismo para los microorganismos potencialmente
patogenos (Ortiz-Castro et al., 2009). En el suelo, el P esta presente principalmente en formas
insolubles, P mineral y P organico. La presencia de formas solubles en la solucion del suelo depende
de procesos fisicoquimicos, como la sorcion-desorcion y la precipitacion, asi como de procesos
biologicos de inmovilizacion, mineralizacion y solubilizacion (Khan et al., 2009). El principal
mecanismo de solubilizacion de fosfatos es la secrecion de &cidos organicos (Gamalero y Glick,
2011). Numerosos hongos y bacterias del suelo poseen la capacidad de solubilizar fosfatos (Khan
et al., 2009), incluyendo al género Azospirillum (Puente et al., 2004; Rodriguez et al., 2004).

El objetivo del trabajo presentado en este capitulo fue realizar la caracterizacion de la
fisiologia y de algunos mecanismos de PGP de las cepas de A. brasilense utilizadas en todos los
ensayos a campo. Durante esta caracterizaciéon se pusieron en revision algunos de los conceptos
mas importantes, relacionados con los protocolos de aislamiento y caracterizacion cominmente

utilizados en los trabajos realizados con A. brasilense.

3.2. Metodologia.

En este trabajo se realizd una caracterizacién fisioldgica y bioquimica de las cepas de
A. brasilense 40M y 42M (Coleccién de Cultivos Microbianos Diazotréficos de Embrapa Agrobiologia
BR 11036 y BR11038; numero de acceso a GenBank HM002661 y HM002662, respectivamente)
utilizadas posteriormente en los ensayos a campo. Para esta caracterizacion se utilizaron, ademas,
cepas patron de A. brasilense, con el objetivo de realizar comparaciones entre las diferentes cepas.
Las cepas patrén utilizadas fueron Az39 (Coleccién IMyZA-INTA, Castelar, Buenos Aires; nimero de
acceso a GenBank JQ844453), Sp7 (ATCC 29145; numero de acceso a GenBank X79739) y Cd
(ATCC 29710; numero de acceso a GenBank DQ438999).

Se evaluo la capacidad de crecimiento en medios sdlidos y semisdlidos (ss), solidificados con
agar-agar o agarosa, y en diferentes medios de cultivo, con y sin fuentes de C y/o N. Los medios de

cultivo utilizados fueron Nfb solido, Nfb ss, TYG, RC, LGl ss, INfb ss, LGsac ss, LGglu ss, LGsac,
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LGglu, Nfb agarosa, Nfb ss agarosa, LGglu agarosa y LG agarosa. La composicion de cada medio
se describe en detalle en el anexo 1. La caracterizacion de la actividad de PGP in vitro de las cinco
cepas se realizd mediante las determinaciones de FBN en microaerofilia, la produccién de
sideroforos y de compuestos indolicos, la capacidad de solubilizar de fosfatos, y la actividad ACC

desaminasa.

La FBN se determind mediante la técnica de ARA, adaptada de Eckert et al. (2001). Para ello,
se prepararon suspensiones de cada una de las cepas, uniformando la densidad éptica de las
mismas a 0,2. Luego se sembraron 50 pl de dichas suspensiones en viales de 10 ml con 4,5 ml de
un medio minimo semisdlido disefiado para evaluar la actividad de la enzima nitrogenasa (ver anexo
1). Los viales fueron incubados a 30°C hasta formacion de pelicula subsuperfical. Luego del lapso de
incubacion, éstos fueron cerrados con septos de goma y brazalete metalico previo a agregar
acetileno en 1/10 del volumen de aire (Burris, 1972). Posteriormente, los viales se incubaron a 30°C
en oscuridad durante 22 horas, evitando movimientos bruscos que pudieran destruir la pelicula
sub-superficial. La cantidad de etileno producida se midio6 utilizando cromatdgrafo de gases (Hewlett
Packard 5890A. Los célculos se realizaron basandose en el area del pico y constantes del equipo

utilizado.

Se evalud la produccion de siderdforos y la solubilizacion de fosfatos mediante la utilizacion de
medios de cultivo especificos. Para ello, colonias tipicas en medio TYG de las cinco cepas se
resuspendieron en 0,5 ml de SF estéril y se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 min. Los
sobrenadantes fueron descartados. Este lavado de células se repitié dos veces mas. Finalmente, el
pellet de células se resuspendio en 0,5 ml de SF estéril. A partir de estas suspensiones de células se
realizaron estrias en los medios agar Pikovskaya y agar CAS, respectivamente (ver anexo 1). Se
incubaron las placas a 30°C, durante 7 dias. La formacién de un halo alrededor del crecimiento
indica que la cepa es capaz de solubilizar fosfatos o producir sideréforos, respectivamente (Gaur,
1990; Tortora et al., 2011).

Se determind la produccién de compuestos indolicos mediante la siembra de colonias tipicas
de las cinco cepas, obtenidas en medio TYG, en matraces con medio Nfb liquido (ver anexo 1). Los
matraces se incubaron a 35°C, durante cuatro dias. Luego de la incubacion, 1 ml de cada matraz se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min. A partir del sobrenadante se realizé la cuantificacion de la

produccion de compuestos indolicos en una microplaca de 96 celdas, a partir de 50 i del
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sobrenadante (Hynes et al., 2008). Se realizaron dos curvas estandar de AlA, (de 0 a 10 pg), por
triplicado. Para ello se utilizé solucién stock de AIA (1 mg AIA mI' de metanol), completandose el
volumen de 50 pl de cada celda con medio Nfb con cloruro de amonio para la primera de las curvas,
y con Nfb con triptéfano, para la otra curva. A cada una de las celdas se agregaron 200 pl de
reactivo Salkowski (ver anexo 1). La microplaca se incub6 durante 20 min a temperatura ambiente.
Luego de la incubacion, se registré la lectura de absorbancia a 590 nm en espectrofotdmetro
Multiskan EX™ (Thermo, Vantaa, Finlandia). Ademas, se realiz6 el recuento de las UFC en medio

TYG para poder realizar la comparacion entre cepas.

La actividad ACC desaminasa se evalu6 adaptando la metodologia descripta por Hynes et al.
(2008). Colonias tipicas de las cinco cepas, obtenidas en medio TYG, se resuspendieron en 1 ml de
SF estéril y se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 min. Los sobrenadantes fueron descartados.
Este lavado de células se repitié tres veces. Finalmente, el pellet de células se resuspendio en 200
Ul de SF estéril. Estas suspensiones se sembraron matraces conteniendo 50 ml medio Nfb liquido
(ver anexo 1). Los matraces se incubaron a 30°C, durante cinco dias. Luego de la incubacion, se
registré la lectura de absorbancia a 405 nm en espectrofotdmetro Multiskan EX™ (Thermo, Vantaa,
Finlandia). Luego de la incubacién, las diferencias en los valores de absorbancia entre las celdas
con y sin ACC fueron estandarizadas a partir de los valores de absorbancia obtenidos antes de la

incubacion de manera tal de poder realizar la comparacion entre cepas.

Ademas, se caracterizaron los perfiles fisioldgicos de utilizacion de 28 fuentes de C diferentes
para todas las cepas segun metodologia descripta por Di Salvo y Garcia de Salamone (2012). Para
ello, colonias tipicas de las cinco cepas, obtenidas en medio TYG, se sembraron en matraces con
medio DYGS (ver anexo 1) por triplicado. Los matraces fueron incubados a 30°C durante 72 horas.
Luego de la incubacion, se realizaron diluciones sucesivas 1:10 en SF estéril (ver anexo 1). Las
microplacas fueron preparadas en forma similar a lo descripto en el apartado 2.3.3., pero con la
inclusion de arabinosa, galactosa, sacarosa, sorbitol y glifosato ademés de las 23 fuentes
carbonadas descriptas en el anexo 1. En dichas microplacas se sembraron 50 pl de la dilucién 103
de cada una de las repeticiones de cultivos celulares de las cinco cepas. Las microplacas fueron
incubadas a 30°C durante 96 horas, registrandose la lectura de absorbancia cada 24 horas
mediante espectrofotdmetro Multiskan EX™ (Thermo, Vantaa, Finlandia) a 590 nm. Previo a la

realizacion de los analisis, los valores de absorbancia no fueron estandarizados debido a que no se
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observaron diferencias entre cepas a las 0 horas de incubacién (Di Salvo y Garcia de Salamone,
2012). Los valores de absorbancia correspondientes al tiempo de incubacion de 48 horas fueron
utilizados para realizar los analisis discriminantes correspondientes, y el célculo del numero de
fuentes de C que fueron utilizadas por las cepas, considerdndose como tales a aquellas cuyos
valores de absorbancia fueron mayores al AWCD de todas las fuentes carbonadas para cada cepa,

a un mismo tiempo de incubacion.

Para el analisis de los perfiles de FAME, se aplicé la metodologia descripta en Maas et al.
(1985). Se cultivaron las cinco cepas en medio RC, incubandose a 30°C, durante cuatro dias. Luego
de la incubacidn, colonias tipicas de todas las cepas en este medio se colocaron en 1 ml de una
solucién de NaOH (1,2N en metanol al 50%) y se saponificaron a 100°C, durante 30 min. Los
extractos fueron acidificados hasta pH 2 con HCI 6N y tratados con 1 ml de tricloruro de boro en
metanol (BCls,-CH30H; Applied Science Laboratories, State College, Pennsylvania, USA). La mezcla
fue calentada a 85°C durante 10 min, enfriada y extraida dos veces con hexano-dietil éter (1:1). La
fase organica, conteniendo los metil ésteres, fue transferida a viales de cromatografia gaseosa. Los
FAME se analizaron por cromatografia gaseosa mediante un cromatografo de gases (Shimadzu
GC-14B) equipado con un detector de ionizacion de llama y un integrador Chromatopac C-R6A. Las
condiciones de operacion fueron: flujo de gas N como carrier 30 ml min-', temperatura de inyector
250°C, temperatura de detector 280°C, temperatura inicial de la columna 150°C, temperatura final
de la columna 250°C, programa de temperatura 4°C min-'. Se inyect6 1 pl de cada muestra en una
columna megabore SPB-5 30-m (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA). Los acidos grasos fueron
identificados mediante la co-cromatografia con estandares de referencia (Bacterial Acid Methyl
Esters Mix, Catalog N1. 47080-U, Supelco). Estas determinaciones fueron realizadas por el

laboratorio de Bioquimica Vegetal y Microbiana de INTA Balcarce.

Finalmente, para contribuir con la caracterizacién molecular de las cepas de A. brasilense, se
realiz la secuenciacion del gen nifH -responsable de la sintesis de la proteina dinitrogenasa
reductasa del complejo enzimatico nitrogenasa- a partir de cultivos puros de cada una de las cepas
40M y 42M. Para ello se resuspendieron colonias aisladas de cada una de las cepas cultivadas en
medio TYG por menos de una semana en 600 pl de SF estéril. Se centrifugd a 130009 durante 2
min para obtener un pellet de células. Se realiz6 la extraccién de ADN gendémico mediante el kit
comercial Wizard Genomic DNA purification kit (#A1120, Promega, Madison, WI, USA) utilizando el
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protocolo para bacterias Gram negativas. EI ADN genomico extraido fue utilizado como molde para
la amplificacidn del gen nifH con el par de primers PolF (5-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3) y PoIR
(5-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3) (Poly et al, 2001a). Todas las amplificaciones fueron
realizadas en 25 pl de volumen de solucion total, la cual contenia 100 ng de ADN, 0,4 uM de cada
primer, 2,5 mM MgClz, BSA (0,2 mg ml"), buffer de la enzima Taq 1x, 0,2 mmol de cada dNTP y 0,4
U pL' de la enzima Tag ADN polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las reacciones de PCR
se realizaron en un termociclador (GeneAmpPCR System 2400, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)
con una secuencia de desnaturalizacion inicial 5 min a 94°C, 30 ciclos con la siguiente secuencia: 1
min a 94°C, 1 min a 57°C y 2 min a 72°C, y un paso final de extensién de 5 min a 72°C (Poly et al.,
2001b). Los productos de la amplificacion fueron enviados para su secuenciacion en Macrogen
GeneScan Service (Seoul, Korea). Las secuencias obtenidas fueron procesadas con el software
Chromas Lite (version 2.1.1, Technelysium, South Brisbane, Australia), posteriormente alineadas con
el software Megab (Tamura et al., 2011) y comparadas con la base de datos del National Center of
Biotechnology Investigation (NCBI, Bethesda, MD, USA).

3.3. Resultados y discusion.
3.3.1. Evaluacién del crecimiento en diferentes medios de cultivo.

Historicamente, nuevos aislamientos de A. brasilense han podido ser obtenidos vy
caracterizados utilizandose el medio Nfb semisélido, mediante el desarrollo de crecimiento tipico en
de una pelicula sub-superficial en forma de velo y la alcalinizacion del medio (Dobereiner, 1998). En
este trabajo, las cinco cepas de A. brasilense evaluadas presentaron el crecimiento caracteristico
(Figura 3.1 E). Sin embargo, otros autores han podido aislar bacterias con capacidad de FBN
diferentes de A. brasilense utilizando este medio de cultivo (Fisher et al., 2007; Trén Van et al., 1997;
Tripathi et al., 2002a). Generalmente, para confirmar que un aislamiento corresponde a una nueva
cepa de A. brasilense, una alicuota de la pelicula tipica en Nfb ss es sembrada en medio Nfb solido,
suplementado con cloruro de amonio (Nfb). Se ha reportado que en este medio de cultivo,
A. brasilense forma una colonia circular, rugosa y seca, con coloraciéon azul (Ddbereiner, 1998;
Dobereiner y Pedrosa, 1987). En este trabajo, las cepas Sp7, Cd, 40M y 42M presentaron esta
morfologia en el medio Nfb (Figuras 3.1 D y D1), mientras que la cepa Az39 presentd un halo

blanquecino.
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El medio RC ha sido recomendado para facilitar el aislamiento de Azospirillum spp., debido a
que forma colonias tipicas de forma circular, secas y rugosas, con coloracién rojo escarlata. En este
trabajo, las cepas Sp7, Cd, 40M y 42M presentaron esta morfologia en el medio RC (Figuras 3.1 By
B1), mientras que la cepa Az39 present6 un halo blanquecino (Figuras 3.1 A y A.1). Este medio
diferencial posee la misma composicién que el medio Nfb (Bashan et al., 2011) pero el colorante
BTA se reemplaz6 por el colorante rojo Congo, utilizado para incrementar la selectividad para la
identificacion del género Azospirillum (Rodriguez-Céceres, 1982). Sin embargo, algunos autores han
utilizado el medio RC para el aislamiento de Azospirillum y encontraron tipicas colonias rojo
escarlata pero que luego fueron identificados como miembros de los géneros Agrobacterium
(Anzovini, comunicacion personal), Pseudomonas, Bacillus, Streptococcus y Enterobacter (Fisher
et al., 2007; Ogbo y Okonkwo, 2012; Pisarska et al., 2011; Tiwari et al., 2011).

El medio TYG también ha sido utilizado como un medio alternativo para el aislamiento del
género Azospirillum. Unicamente se describié el crecimiento de la cepa Cd como colonias circulares,
rugosas y secas, con coloracion rosada (Leyva y Bashan, 2008). En este trabajo, no sélo la cepa Cd,
sino también las cepas Sp7, 40M y 42M presentaron esta morfologia de colonia (Figura 3.1 Cy),

excepto la cepa Az39 que presento coloracion blanca a crema (Figura 3.1 C).

Se evalué la capacidad de las cinco cepas de A. brasilense de crecer en los medios de cultivo
LGl ss y JUNfb ss, a pesar que estos medios han sido formulados para el aislamiento de
A. amazonense y Herbaspirillum spp., respectivamente (Ddbereiner, 1998). Todas las cepas
presentaron desarrollo de pelicula sub-superficial en forma de velo, con acidificacién (Figura 3.1 G) o
alcalinizacion (Figura 3.1 H) del medio de cultivo, respectivamente. La composicion del medio
JNfb ss es similar a la composicién del medio Nfb ss, pero el valor de pH es menor al rango dptimo
recomendado para el aislamiento de A. brasilense. EI medio LGl ss contiene sacarosa en lugar de
glucosa y su valor de pH es una unidad menor al pH 6ptimo recomendado para A. brasilense. Sin
embargo, estas diferencias en los valores de pH en ambos medios no han impedido el crecimiento
de las cepas de A. brasilense evaluadas. Ademas, las cinco cepas han podido crecer y fijar N
atmosférico con sacarosa como unica fuente de C, a pesar que se ha establecido que A. brasilense
no tiene la capacidad de fijar N cuando la sacarosa es la unica fuente de C disponible (Bergey y Holt,
1994; Gillis y Reinhold-Hurek, 1994). Sin embargo, ninguna de las cepas pudo crecer en los medios
LGglu ss (Figura 3.1 F) y LGsac ss, probablemente debido a la mayor concentracion de estas

34



fuentes de C en ambos medios de cultivo, en comparacién con la concentracion disponible en el

medio LGI ss.

Las cinco cepas de A. brasilense evaluadas presentaron crecimiento en los medios LGglu y
LGsac sdlidos, libres de N (Figuras 3.1 | e I2), a pesar que se ha reportado que el género
Azospirillum no posee los mecanismos para prevenir la inhibicion de la actividad de la enzima
nitrogenasa por parte del Oz (Tarrand et al., 1978; Hartmann y Burris, 1987). En ambos medios, las
cepas Sp7, Az39, 40M y 42M presentaron colonias redondas, rugosas, secas y con coloracién
blanca. La cepa Cd mostrd similar morfologia de colonia pero con coloracidn rosada en lugar de
blanca (Figura 3.1 l1). Con la intencion de descartar cualquier aporte de nutrientes, en particular de
N, provenientes del agar-agar, algunos medios fueron formulados reemplazando éste por agarosa
ultrapura. Se observé que todas las cepas presentaron crecimiento en los medios Nfb agarosa y
LGglu agarosa, pero no pudieron crecer en el medio LG libre de N y sin ninguna fuente de C. Estos
resultados indican que ni el agar-agar ni la agarosa pudieron proveer alguna fuente de C o de N,
para que las cepas de A. brasilense sembradas en los medios LGglu y LGsac pudieran utilizar y
crecer a expensas de éstas. En concordancia, Aquilanti et al. (2004) encontraron que A. brasilense,
A. halopraeferans, A. amazonense y A. lipoferum desarrollaron colonias en el medio LG libre de N
con sacarosa como fuente de C. Ademas, algunos autores caracterizaron el crecimiento de
A. brasilense en un medio libre de N desarrollado para Azotobacter (Salantur et al., 2006). Algunos
autores mostraron que la producciéon de compuestos carotenoides contribuye a la proteccién de la
enzima nitrogenasa del efecto inhibidor del O; y la mantienen activa (Hartmann y Hurek, 1988,;
Marchal y Vanderleyden, 2000; Nur et al., 1981). Sin embargo, otros mecanismos de proteccién que
podrian causar diferencias entre cepas en la tolerancia al oxigeno aun no son bien conocidas
(Hartmann, 1988).

3.3.2. Actividad PGP in vitro.

Todas las cepas de A. brasilense produjeron sideréforos en el medio CAS. Otros autores han
reportado produccion de sideroforos en numerosos aislamientos de A. brasilense (Tortora et al.,
2011; Bachhawat y Gosh, 1987; Pedraza et al., 2007). Perrig et al. (2007) han mostrado que las
cepas Az39 y Cd no poseen la capacidad de producir sider6foros pero utilizando una metodologia
diferente para evaluarlo. Ninguna de las cepas presenté la capacidad de solubilizacién de fosfatos
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en el medio agar Pikovskaya a pesar que algunas cepas de A. brasilense mostraron esta capacidad
(Puente et al., 2004; Rodriguez et al., 2004). Los mismos resultados fueron obtenidos por Perrig
etal. (2007) para las cepas Az39 y Cd. Las cinco cepas de A. brasilense mostraron diferentes
niveles de produccion de compuestos inddlicos cuando el medio Nfb estuvo suplementado con
triptéfano como precursor (Tabla 3.1) y menores cantidades fueron producidas cuando las cepas se
incubaron en medio Nfb libre de triptéfano. Bashan et al. (2004) mostraron que las cepas Sp7 y Cd
producen este tipo de sustancias. Otros autores han reportado que la cepa Sp7 puede producir
compuestos indolicos con (Baca et al., 2012; Pedraza et al., 2004) y sin (Pedraza et al., 2007;
Dobbelaere et al., 1999) adicion de triptéfano al medio de cultivo. Se ha sefialado que la produccion
de compuestos indélicos por parte de algunos nuevos aislamientos de A. brasilense obtenidos de
frutilla fue menor que los niveles producidos por la cepa Sp7 (Pedraza et al., 2007). Ademas, se ha
mostrado que la cepa Cd tiene una produccion mayor de este tipo de compuestos en comparacion
con la cepa Az39 (Perrig et al., 2007) y que la produccién de la cepa 40M fue mayor que la de la
cepa Sp7 (Baca et al., 2012). En este trabajo, las cepas Cd y Az39 mostraron niveles similares de
produccion de compuestos inddlicos. Interesantemente, la cepa 42M produjo los mayores niveles de

estas sustancias, los cuales superaron a los producidos por las cepas Sp7, Cd y 40M (Tabla 3.1).

No se observaron diferencias significativas entre las cepas de A. brasilense evaluadas,
respecto a la capacidad de FBN, estimada a través de la actividad nitrogenasa medida por ARA en
el medio de cultivo utilizado (Tabla 3.1). El valor promedio obtenido para todas las cepas evaluadas
es similar a los valores reportados por otros autores para otras especies de Azospirillum (Eckert
et al., 2001; Reinhold et al., 1987). Es importante considerar que la FBN estimada mediante esta
técnica depende de la formulacién del medio de cultivo. Al respecto, mientras que algunos autores
reportaron actividad nitrogenasa mediante la técnica de ARA, utilizando un medio con malato para
cultivar las cepas Sp7 (Hartmann y Burris, 1987; Hartmann et al., 1986; Pedraza et al., 2007; Tripathi
et al., 2002b) y Cd (Bashan et al., 1989), otros autores encontraron niveles muy bajos de produccion
de etileno de la cepa Sp7, cultivando esta bacteria en medio con lactato (Katupitiya et al., 1995). Es
importante destacar que este es el primer trabajo en demostrar y presentar valores de FBN para las
cepas 40M y 42M y para la cepa Az39, junto con la comparacion con la FBN de las cepas Sp7 y Cd.

Varios autores han considerado que Azospirillum spp. no es capaz de sintetizar la enzima

ACC desaminasa, basados en la publicacion de Holguin y Glick (2001) que incluia solamente a las
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cepas de A. brasilense Sp245 y Cd. Sin embargo, algunos autores han demostrado la actividad ACC
desaminasa en A. lipoferum (Esquivel-Cote et al., 2010) y la presencia del gen acdS en algunas
especies de Azospirillum (Blaha et al., 2006). Hasta el momento, no existen publicaciones que
muestren la actividlad ACC desaminasa en cepas de A. brasilense. En este trabajo se pudo
demostrar por primera vez que las cinco cepas de A. brasilense evaluadas podrian presentar
actividad ACC desaminasa (Tabla 3.1). Resulta muy interesante que las cepas Sp7 y Cd mostraron
los mayores y los menores niveles de actividad ACC desaminasa, respectivamente, estimada
mediante los valores de absorbancia (Tabla 3.1). En relacidn a esto, es importante mencionar que la
cepa Cd no resulto tan similar a la cepa Sp7, como se ha establecido en la literatura.

Tabla 3.1. Produccion de compuestos indélicos, actividad ACC desaminasa y actividad nitrogenasa (ARA) in
vitro de las cinco cepas de Azospirillum brasilense.

Cepa

Sp7 Cd Az39 40M 42M

Produccion de
compuestos indélicos' 0,502 + 0,09 0,442+0,01 0,602+ 0,01 0,502 + 0,04 0,74v + 0,07
(ug 108 UFC)

Actividad ACC 3900+130 0,2426+0,06 0,172+0,17 0,372+ 0,03 0,222 + 0,01
desaminasa?

ARA® 159,422 + 36,40 nd 102,652 £ 52,79 114,322+ 12,60 77,452 £2,78
(nmol CH2 h)

Produccién de compuestos indélicos en matraces con medio Nfb suplementado con triptéfano (200 ug ml-).
Valores promedio * desviacién estandar. Letras distintas indican diferencias significativas en los valores de
absorbancia promedio entre las cepas, segun prueba de Tukey (P<0.05).

2Actividad ACC desaminasa estimada por el crecimiento obtenido en celdas conteniendo medio Nfb con ACC
como Unica fuente nitrogenada. Valores de absorbancia promedio estandarizados + desviaciéon estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas en los valores de absorbancia promedio entre las cepas, segun
la prueba de Kruskal-Wallis (P<0.05).

SActividad nitrogenasa estimada por reduccion de acetileno. Valores promedio de etileno producido +
desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas en los valores de etileno producidos por
las cepas, segun la prueba de Tukey (P<0.05). nd: no determinado
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Figura 3.1 Im&genes de morfologia de colonias y crecimiento en forma de pelicula tipica en algunos
de los medios de cultivos evaluados. Colonias redondas, rugosas y secas, con coloracion roja y un
halo de coloracion blanca de la cepa Az39 creciendo en medio RC (A y A1). Colonias tipicas de
A. brasilense en los medios RC (B y B1), TYG (C1) y Nfb (D y D1). Colonias no tipicas de la cepa
Az39 en los medios TYG (C) y Nfb (D2). Crecimiento tipico formando una pelicula con forma de velo
de las cepas de A. brasilense creciendo en los medios de cultivo Nfb ss (E), LGl ss (G) y INfb ss (H).
Las flechas negras indican la ubicacion de la pelicula. Ninguna de las cepas crecié en el medio
LGglu ss (F). Colonias redondas, rugosas y secas, con coloracién blanca de A. brasilense creciendo
en el medio LGglu (I e 12). Colonias redondas, rugosas y secas, con coloracion rosada de la cepa Cd
en el medio LGglu (I1).
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3.3.3. Andlisis de los CLPP.

El analisis discriminante de los CLPP luego de 96 horas de incubaciéon mostré que las cepas
Az39 y Cd presentan diferencias en sus fisiologias (Figura 3.2). Ambos ejes explicaron el 91% de la
varianza total. El eje 1 estuvo compuesto principalmente por manitol, prolina, sorbitol, acido oxalico,
glutamina, &cido lactico y arabinosa. El eje 2 estuvo principalmente compuesto por histidina y
arabinosa. El analisis del numero de fuentes de C utilizadas (Figura 3.3) mostr6 que las cinco cepas
usaron un mayor numero de sustratos a medida que el tiempo de incubaciéon aumentd. Entre las 48 y
72 horas de incubacion las cepas presentaron diferencias en la cantidad de fuentes de C utilizadas.
A las 96 horas no se observaron diferencias en la cantidad de sustratos utilizados, pero si se
mantienen las diferencias en el tipo de sustrato utilizado (Tabla 3.2). La fisiologia de una
determinada cepa, analizada mediante CLPP, podria explicar la capacidad de esa cepa de
adaptarse a condiciones ambientales variables. En la rizésfera, el CLPP de una cepa podria definir,
entre otros procesos, la capacidad de colonizacién radical, de formar biofilms o la capacidad de
controlar patogenos vegetales.

Los CLPP han sido tradicionalmente utilizados para la identificacion y clasificacion de cultivos
puros, como también para el estudio de diferentes comunidades microbianas (Di Salvo y Garcia de
Salamone, 2012). En este trabajo, el analisis discriminante mostré que las cepas Sp7, 40M y 42M
poseen similares perfiles fisioldgicos (Figura 3.2). Ademas, las cepas Az39 y Cd presentaron
diferentes perfiles fisiologicos entre ellas y respecto a las otras tres cepas (Figura 3.2). Algunos
autores sefialaron similitudes genéticas entre las cepas Sp7 y Cd (Tarrand et al., 1978; Gundisch
et al., 1993) pero en este trabajo se presentaron diferencias fisiologicas entre ambas cepas, como
asi también, diferencias en los distintos mecanismos PGP evaluados y discutidos anteriormente.
Diferencias fisioldgicas entre cepas de Pseudomonas fluorescens han sido reportadas utilizandose
las microplacas GN y el software de identificacién de Biolog (Biolog Inc., Hayward, California, USA)
(Garcia de Salamone et al., 2001). Aplicada al género Azospirillum, esta metodologia se utilizd
unicamente para diferenciar especies (Eid y Sherwood, 1995). Este es el primer trabajo que muestra
similitudes y diferencias en los perfiles fisiologicos de un grupo de cepas de A. brasilense.

Algunos autores han demostrado que algunas especies del género Azospirillum son capaces
de degradar petréleo presente en suelos contaminados y posibles nuevas especies han sido
aisladas de estos suelos (Muratova et al., 2005; Young et al., 2008; Lin et al., 2009; Reis et al.,
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2011). En base a esto, la posibilidad de incorporar compuestos xenobioticos como fuentes de C en
las microplacas (Di Salvo y Garcia de Salamone, 2012) permite la evaluacién del potencial de
degradacion de cualquier especie bacteriana. En este trabajo, las cinco cepas de A. brasilense
mostraron bajos valores de absorbancia en las celdas conteniendo glifosato como Unico sustrato
(datos no mostrados), en comparacion con el desarrollo observado en todas los fuentes de C
evaluadas, por lo que se podria concluir que A. brasilense no fue capaz de utilizar esta sustancia
como fuente de C en el tiempo de incubacidn considerado. A pesar de esto, las cepas Sp7 y Az39
mostraron valores relativamente més altos que las cepas 40M y 42M a las 48 horas de incubacion
(datos no mostrados). Estos resultados muestran que podria resultar interesante realizar mas
estudios acerca del potencial de degradacién de compuestos xenobibticos de A. brasilense, tales

como el herbicida glifosato.

Aunque A. brasilense posee las enzimas necesarias para la metabolizacion de la glucosa, en
medios de cultivo liquidos, esta fuente de C tiene una baja tasa de transporte hacia el interior de las
células (Hartmann y Zimmer, 1994; Loh et al., 1984). Sin embargo, Goebel y Krieg (1984) han
sefialado que la capacidad de A. brasilense para crecer en medios de cultivo con glucosa variaba
entre cepas. Ademas, y tal como se mencion6 previamente, se ha establecido que A. brasilense no
es capaz de crecer cuando el sustrato carbonado disponible es la sacarosa. De acuerdo con esto, y
contrariamente a lo observado en los medios solidos y semisdlidos evaluados, en este trabajo
ninguna de las cepas present6 desarrollo en las celdas de las microplacas que contenian estas dos
fuentes de C, bajo nuestras condiciones experimentales (Tabla 3.2). Ademas, Tarrand et al. (1978) y
Hartmann y Zimmer (1994) establecieron que A. brasilense no es capaz de utilizar manitol o sorbitol
como fuentes de C. De acuerdo con esto, ninguna de las cepas evaluadas creci6 en las celdas
conteniendo estas fuentes de C (Tabla 3.2). Sumado a esto, algunos autores han demostrado que
Azospirillum posee la capacidad de fijar N utilizando fructosa, arabinosa o galactosa como fuentes
de C (Martinez-Drets et al., 1984; Goebel y Krieg, 1984). En este trabajo, las cinco cepas evaluadas
crecieron utilizando fructosa y galactosa, excepto la cepa Cd que no presentd crecimiento en las
celdas conteniendo galactosa; y todas las cepas, excepto la cepa 40M, crecieron en las celdas
conteniendo arabinosa como sustrato carbonado (Tabla 3.2).
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Figura 3.2 Andlisis discriminante de los CLPP de las cinco cepas evaluadas de
Azospirillum brasilense. El analisis fue realizado con los valores de absorbancia correspondientes a
las 96 horas de incubacion. Cada cepa fue analizada por triplicado.
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Figura 3.3 Numero de fuentes de carbono (C) utilizadas por las cinco cepas evaluadas de
Azospirillum brasilense. Se considerd que un sustrato carbonado era utilizado cuando su valor de
absorbancia super6 al valor desarrollo de AWCD, para cada cepa en cada tiempo de incubacion.
Corresponden a valores promedio + desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias
significativas entre cepas para cada tiempo de incubacion, segun prueba de Tukey (P<0.05).
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Tabla 3.2 Valores de absorbancia (590 nm) de las fuentes de carbono (C) utilizadas por las cinco cepas de
Azospirillum brasilense en diferentes tiempos de incubacién.

Fuentes de C Sp7 Cd Az39 40M 42M

Arabinosa 0,08a+0,01 0,22°+0,03 0,142+ 0,01 - 0,18>+ 0,03
Arginina - - 0,162+ 0,00 0,102+ 0,00 0,092 + 0,00

s Acido citrico - - 0,17 £0,01 - -
S Fructosa 0,272+ 0,03 0,232+0,09 0,362+ 0,05 0,242 + 0,05 0,232+ 0,02

% Galactosa 0,082+ 0,01 - 0,19°+ 0,01 0,173+ 0,05 -
GEJ Glicerina 0,212+0,01 0,342+0,09 0,292+ 0,05 0,222+ 0,00 0,232+ 0,02
b Glutamina 0,09a+0,00 021°+0,02 0,132+0,02 0,112+ 0,01 0,092 + 0,00

e Agido itaconico - - 0,13 +0,02 - -
g Acido lactico 0,26+ 0,02 0,28°+0,04 0,172+0,01 0,28+ 0,01 0,28> + 0,04
< Acido malico 0,082+ 0,00 0,122+0,03 - 0,092 + 0,00 0,082+ 0,00
Prolina 0,172 +0,01 0,162+0,09 0,350+ 0,07 0,18+ 0,00 0,182+ 0,03

Xilosa 0,08 £ 0,01 - - - -
Arabinosa 0,08a+0,00 0,23*+0,04 0,142 +0,03 - 0,15% + 0,02
Arginina 0,082+ 0,01 - 0,15+ 0,00 0,102 + 0,01 0,092 + 0,01

Acido citrico 0,09 + 0,01 - 0,142+ 0,03 - -
:§ Fructosa 0,24°+0,01 0,36c+0,01 0,202 + 0,01 0,162+ 0,03 0,182+ 0,01
S Galactosa 0,132+ 0,05 - 0,162+ 0,02 0,112+ 0,01 0,082+ 0,01
§ Glicerina 0,182+ 0,02 0242+0,05 0,222+0,01 0,212+ 0,00 0,212+ 0,02
é ~ Glutamina 0,072+0,01 0,15*+0,01 0,112+ 0,01 0,092 + 0,01 0,082 + 0,01
@ Acidoitaconico  0,112+0,01 0,28°+0,01  0,20°+0,00 0,122+ 0,03 0,092 + 0,03
S Acido lactico 0,212+0,02 0,162+0,05 0,172+ 0,01 0,162+ 0,01 0,162+ 0,02
N Acido malico 0,09a+0,02 0,102+0,00 0,092+ 0,00 0,082+ 0,01 0,082+ 0,01

Maltosa - - - 0,06 +0,01 -
Prolina 0,162+ 0,01 - 0,24°+ 0,01 0,192+ 0,02 0,172+ 0,01
Xilosa 0132+0,01 0,192+0,09 0,172+0,04 0,082+ 0,01 0,092 + 0,01
Arabinosa 0,099+0,02 0,18+0,02 0,132+0,03 - 0,142 £ 0,03
Arginina 0,08a+0,01 0,142+0,05 0,122+0,02 0,902 + 0,01 0,902 + 0,02
Acido citrico - 0,17+ 0,05 0,123+ 0,03 - 0,072+ 0,00
:§ Fructosa 0,220¢+ 0,01 0,23¢+0,02 0,202 + 0,01 0,152+ 0,04 0,173+ 0,00
s Galactosa 0,142 £ 0,04 - 0,162+ 0,02 0,092 + 0,01 0,122+ 0,02
§ Glicerina 0172+0,01 0,272+0,08 0,202+ 0,03 0,202 + 0,01 0,192+ 0,01
é ~ Glutamina - 0,112+0,02 0,112+0,04 0,082+ 0,01 0,082+ 0,01
@ Acidoitaconico  0,142+£0,03 0,28°+0,05 0,172+ 0,01 0,162+ 0,03 0,132+ 0,02
S Acido lactico 0,22°+0,01 0210+0,02 0,182+ 0,01 0,142+ 0,01 0,152+ 0,03
9 Acido malico - - 0,102+ 0,01 0,072+ 0,01 0,072+ 0,00

Maltosa 0,082+ 0,01 0,092+0,02 - 0,072+ 0,01 -
Prolina 0,142+ 0,03 - 0,26° + 0,01 0,172+ 0,01 0,162+ 0,01
Xilosa 0,132+ 0,01 0,220+ 0,01 0,112+ 0,01 0,102+ 0,02

El simbolo (-) indica que dicha fuente de C presenta un valor menor al valor del AWCD de cada cepa a
cada tiempo de incubacion. Corresponden a valores de absorbancia (590 nm) promedio * desviacion
estandar. Valores de desviacion estandar menores a 0,005 son mostrados como 0,00.
Letras distintas indican diferencias significativas en los valores de absorbancia promedio entre cepas para
cada fuente de C, segun prueba de Tukey (P<0.05).

42



En resumen, y tal como se menciond previamente, aunque las cinco cepas evaluadas
corresponden a A. brasilense, en este trabajo se muestra que el uso de fuentes de C difiere entre las
mismas. Podrian considerarse los resultados de este perfil de uso de fuentes de C para la
formulacion de medios de cultivo destinados al crecimiento de esta especie bacteriana o, incluso,
para la formulacién de medios de cultivo para la produccion de inoculantes a escala industrial. Sin
embargo, no hay que perder de vista que la metodologia de CLPP implica determinadas condiciones
de cultivo que pueden diferir de las utilizadas para cumplir con el objetivo de obtener crecimiento
masivo de células bacterianas. Prueba de esto es que algunas fuentes de C presentes en la Tabla
3.2, como por ejemplo el &cido malico, comiunmente utilizado en la formulacion de medios de cultivo
tales como el medio Nfb (ver anexo 1), generaron un bajo nivel de desarrollo de las cinco cepas
evaluadas en las microplacas utilizadas para el analisis de CLPP, en comparacién con otras fuentes
de C tales como fructosa o &cido lactico (Tabla 3.2).

3.3.4. Perfiles de FAME.

La Tabla 3.3 muestra que cinco acidos grasos estuvieron presentes en todas las cepas:
octadecenoato (18:1), dodecanoato (12:0), hexadecenoato (16:1), hexadecanoato (16:0), y un acido
graso desconocido con ECL 19. Aunque no en todas las cepas, también se detectaron los &cidos
grasos octadecanoato (18:0), 3-hidroxi-tetradecanoato (3-OH-14:0), tetradecanoato (14:0) y un acido
graso desconocido con ECL 17. A pesar que los perfiles FAME de todas las cepas analizadas fueron
cualitativamente similares, éstos pudieron ser agrupados mediante un analisis discriminante de los
valores de FAME (Figura 3.4). Ambos ejes explicaron el 89% de la varianza total. El eje 1 estuvo
compuesto principalmente por los &cidos grasos 12:0, 16:0, 16:1 y 18:1. El eje 2 estuvo
principalmente compuesto por los acidos grasos 12:0 y ECL 19. La cepa Cd mostré un perfil de
FAME diferente de las otras cepas (Figura 3.4), con un contenido de &cido graso 18:1 entre 53 y
66%, de 16:1 mas 16:0 entre 18 y 35%, cantidades menores de los acidos grasos 18:0, 12:0,
3-OH-14:0, 14:0, y los dos acidos grasos desconocidos con 17 y 19 de ECL (Tabla 3.3). También la
cepa 42M mostro un perfil de FAME diferente al de las otras cepas (Figura 3.4), con un contenido de
acido graso 18:1 entre 39 y 49%, siendo la cepa que presentd el menor contenido de este acido
graso, con un contenido de acido graso 16:1 mas 16:0 entre 13 y 24%, de 12:0 entre 26 y 45%,
siendo la cepa que presentd el mayor contenido de este acido graso (Tabla 3.3). Las cepas Sp7 y
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Az39 mostraron perfiles de FAME similares (Figura 3.4), con una composicién del acido graso 18:1
entre 65 y 85%, del 16:1 mas 16:0 entre 4 y 11,5%, del 12:0 entre 7 y 16,5% (Tabla 3.3). La cepa
40M tuvo un perfil FAME distintivo (Figura 3.4), presentando una composicion de acidos grasos con

valores intermedios a los de las otras cepas (Tabla 3.3).

Las cinco cepas evaluadas presentaron un perfil de FAME similar al observado para
diferentes cepas de A. brasilense (Schenk y Werner, 1988). En general, el perfil de acidos grasos de
este género incluye dos mayoritarios, el acido graso 18:1 cis-9, con un contenido entre 52 'y 63%, y
el &cido graso 16:1 cis-9, con un contenido entre 12 y 16,5%, y otros siete acidos grasos presentes
en diferentes proporciones: 12:0, 14:0, 3-OH-14:0, 16:0, 18:0, y dos desconocidos con 17 y 19 de
ECL (Schenk y Werner, 1988; Olubayi et al., 1998; Tapay y Kogamata, 1989). Schenk y Werner
(1998) mostraron que los unicos dos acidos grasos no saturados corresponden a la mayor
proporcion de acidos grasos, encontrandose aproximadamente el 80% del contenido total, y que, a
pesar que el acido graso 18:0 es uno de los minoritarios, éste es caracteristico de A. brasilense. Sin
embargo, estos autores no han discutido las posibles diferencias entre cepas de diversas especies
de Azospirillum. En base a las diferencias observadas en la composicién de acidos grasos de las
cepas estudiadas en este trabajo (Tabla 3.3), éstas pudieron ser clasificadas en cuatro diferentes
grupos (Figura 3.4), y este es es el primer trabajo en reportar diferencias en los perfiles de FAME

entre cepas de A. brasilense.

Tabla 3.3 Composicién de acidos grasos celulares de las cinco cepas de Azospirillum brasilense.
Porcentaje promedio

Acidos grasos + desviacidn estandar
Sp7 Cd Az39 40M 42M
12:0 9,1+2,1 1,0+0,3 13,4 43,1 13,8+0,8 35,6 +9,1
14:0 nd 0,7+04 nd 40+10 nd
3-0H-14:0 nd 1,5+0,3 nd nd nd
16:1 44+0,6 145+ 3,6 49+09 6,6+1,0 9,7+372
16:0 05+0,1 121+48 0,7+0,2 3,0+09 87+22
ECL 17 nd 1,2+05 nd Nd nd
18:1 81,7+3,2 58,3+5,7 76,8 +5,7 726+71 441+52
18:0 nd 1,8+0,9 0,5+0,1 21105 1,7+0,1
ECL 19 1,8+0,6 21+09 38+0,9 1,8+0,7 1,2+0,9

nd: no detectado.
ECL (sigla en inglés de longitud equivalente de cadena) utilizado para &cidos grasos no identificados.
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Figura 3.4 Andlisis discriminante de los perfiles FAME de las cinco cepas evaluadas de
Azospirillum brasilense. El analisis fue realizado con los valores en porcentaje de la composicion de
acidos grasos. Cada cepa se evalu6 por quintuplicado.

3.3.5. Secuenciacion del gen nifH.

La enzima nitrogenasa se encuentra codificada en el genoma bacteriano por los genes nif, los
cuales han sido utilizados para el estudio de relaciones filogenéticas entre diversas especies de
bacterias con capacidad de FBN (Sarita et al., 2008). Entre ellos, el gen nifH ha sido ampliamente
utilizado para estudios filogenéticos y de diversidad de este grupo funcional (Buée et al., 2009;
Elbeltagy y Ando, 2008; Garcia de Salamone et al., 2010; Lovell et al., 2000; Sarita et al., 2008),
incluso con resultados similares a los estudios basados en el gen 16S ARNr (Garcia de Salamone
et al., 2010; Hennecke et al., 1985; Nogales, 2005). Debido a ello, en este trabajo se obtuvieron las
secuencias del gen nifH de las cepas 40M y 42M de un tamafio de alrededor de 300 pares de bases.
La secuencia para la cepa 40M fue:
5-GGGGCCTGGTTCTCGCGGATGGGCATGGCGAA-CCGCCGCACACCACGTCGCCAGCACGTC
GTAGGAGAGGTAGTCC-CGTCGTCGTAGGCGCCGTTCTCTTCGAGGAGGTTGATCGAGGTGATC
ACTCCGCGGCCGGCGCAGCCGAGCCCCGGCTCCGGACCGCCGGACTCGACGCACTTGATGCC
CTTGTAGCCGATCTTGAGAACGTCCTCGAGCTCCAGATCCTCGACCGAGCCGGCTTCGGCGGC

GAGGTGCAGCACGGTGTCCTGCGCCTCGGCGTGCAGGATCAGGCGGGTCGAGTCCG-3.  La
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secuencia para la cepa 42M fue:
5-GGGGCCTTGTTTCCGCGGATGGGCATGGCGAAACCGCCGCACACCACGTCGCCAGCACGTC
GTAGGAGACGTAGTCCACGTCGTCGTAGGCGCCGTTCTCTTCGAGGAGGTTGATCGAGGTGAT

CACTCCGCGGCCGGCGCAGCCGACCCCCGGCTCCGGACCGCCGGAGTCGACGCACTTGATGC
CCTTGTAGCCGATCTTGAGAACGTCCTCGAGCTCCAGATCCTCGACCGAGCCGGCTTCGGCGG

CGAGGTGCAGCACGGTGTCCTGCGCCTTGGCGTGCAGGATCAGGCGGGTCGAGTCCGT-3'. La
comparacion con la base de datos del NCBI demostrd que ambas secuencias presentan entre un 98
y un 99% de similitud con secuencias de nucledtidos conocidas del gen nifH de otras cepas de
A. brasilense. Ambas secuencias fueron enviadas a la base de datos del NCBI para ser depositadas
y que estén a disposicion de futuras investigaciones. Actualmente se encuentran en revision para la

asignacion de los numeros de acceso de GenBank respectivos.

En este capitulo se realizd una caracterizacion de la fisiologia y de ciertos mecanismos de
PGP de las dos cepas de A. brasilense utilizadas como inoculantes en todos los ensayos a campo,
realizando en simultaneo, una comparacién con tres cepas de A. brasilense consideradas como
cepas control. A lo largo de esta caracterizacion se encontraron algunos resultados esperables para
esta bacteria, pero también otros resultados no concordantes con lo establecido en la bibliografia
respectiva comunmente utilizada para el aislamiento y caracterizacion de esta PGPR, por lo que se
evidencia la necesidad de continuar con estudios para ampliar y revisar la informacion disponible.
Ademas, en este capitulo se demostré la utilidad de la técnica de CLPP como una herramienta para
detectar diferencias fisioldgicas entre cepas de A. brasilense, antes de la aplicacién de métodos
moleculares. Asimismo, se comprobd que también la técnica de los perfiles de FAME puede ser
utilizada para la diferenciacion entre cepas de A. brasilense. La técnica de CLPP también posibilita la
evaluacién in vitro del potencial de degradacion de compuestos xenobidticos, ampliamente utilizados
en la agricultura. Finalmente, los resultados de este capitulo constituyen un aporte para el
establecimiento de un protocolo de aislamiento y caracterizacion de A. brasilense, posibilitando la
mejora de los procesos biotecnoldgicos y del éxito de la practica de inoculacion de cultivos, en pos

de una agricultura mas sustentable.
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Capitulo 4. Evaluacion de inoculacion y fertilizacion nitrogenada en cultivo de trigo.
4.1. Descripcion del ensayo y determinaciones realizadas.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la interaccion entre la inoculacion con A. brasilense y la
fertilizacidon nitrogenada sobre las comunidades microbianas rizosféricas nativas y la micorrizacién
natural del cultivo de trigo, se realizd un ensayo a campo en la campafia 2009-2010, en el
establecimiento “La Aurora”, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos
Aires (35° 02’ 36" latitud sur y 59° 37" 59” longitud oeste) (Figura 1 del anexo 2). El suelo es
clasificado como Argiudol &cuico de textura franco arenosa, serie Chacabuco (Geolnta, 2013)
(Figura 2 del anexo 2). Las caracteristicas quimicas de los primeros 20 cm a la siembra fueron: pH
6.1 (1:2,5 suelo:agua), conductividad 0,45 dS m!, 3,9% de materia organica, 59,7 ppm de NO3z, 5,37
ppm de P Bray. El promedio de precipitaciones ocurridas en Las Flores fue de 473 mm durante el
ciclo del cultivo (SMN, 2014a).

El cultivar de trigo utilizado en este ensayo fue Klein Castor (Klein®), cultivar de ciclo corto con
buena tolerancia a manchas foliares. Antes de la siembra, el barbecho quimico se realizé con una
aplicacién combinada de 1,7 L ha'' de glifosato (Touchdown® Syngenta®) y 5 g ha' de metsulfurén
metil (Metsulfuron 60 Zamba®). La secuencia de cultivos en el lote utilizado era soja-trigo/soja-maiz,
bajo siembra directa. La siembra del cultivo del ensayo se realizd el 18 de Julio de 2009. La
densidad de siembra fue 150 kg ha™' con un espacio entre hileras de 17,5 cm. Se realiz6 una
fertilizacidn a la siembra con 20 kg P ha' (100 kg SPT ha-'). Se realiz6 una aplicacion de 200 ml ha-!
de dicamba (Dicamba Zamba®) y 5 g ha-' de metsulfurén metil (Metsulfuron 60 Zamba®), en la etapa

de macollaje para control de malezas.

El disefio del ensayo fue en bloques completamente aleatorizados con arreglo factorial de dos
factores. Se determinaron cuatro bloques en forma perpendicular a la pendiente topogréafica, menor
al 0,5%. Uno de los factores fue la inoculacién con cuatro niveles (testigo T sin inocular, inoculado
con la cepa 40M, inoculado con la cepa 42M e inoculado con ambas cepas, en adelante 40M+42M).
La dosis de inoculacion aplicada de cada uno de los inoculantes fue de 15 ml kg-' de semilla. El
recuento de bacterias del inoculante 40M fue de 6,6 x 108 UFC ml, el de 42M fue de 2,0 x 108 UFC
mli' y el de 40M+42M fue de 3,7 x 108 UFC ml'. El otro factor evaluado fue la fertilizacion

nitrogenada, en dos niveles (control sin fertilizar, en adelante ON, y fertilizado, en adelante 46N). La
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fertilizacién se realizo en la etapa de macollaje, con 46 kg N ha"' Solmix®, PASA Fertilizantes
(Petrobras; 28% Ny 2,6% S).

En este ensayo se realizaron los muestreos a los 88 DDS, en estado de encafiazon
(Elongacion del tallo, Estado 3 de Zadoks, 1974) y a los 133 DDS, en estado de llenado de granos
(Desarrollo pastoso del grano, Estado 8 de Zadoks, 1974). El muestreo de rendimiento se realiz6 a
la cosecha de cultivo (154 DDS). Se realizaron las determinaciones de biomasa aérea, componentes
del rendimiento, recuento de microorganismos MFN y micorrizacion natural. Con la lectura de
absorbancia de 48 hs se realizo el andlisis discriminante de los CLPP. Ademas, a partir de las
muestras de los tratamientos T ON, 40M+42M ON y T 46N se analizaron los perfiles estructurales

mediante el analisis de T-RFLP del gen 16S ARNr. Finalmente, se realizé el analisis del indice H
obtenidos a partir de los anélisis de CLPP y T-RFLP.

4.2. Resultados y discusion

A la cosecha del cultivo, se observd que ninguno de los factores evaluados produjo una
respuesta significativa sobre el rendimiento o sobre la generacion de biomasa aérea, siendo éstos
en promedio de 5645 y 7263 kg ha!, respectivamente. Los rendimientos obtenidos en el ensayo
fueron mayores al promedio registrado para el cultivo de trigo en el partido de Navarro, de 4900 kg
ha' (MAGyP, 2014). Probablemente, esto se deba a que este promedio incluye cultivos realizados
con diferentes variedades de trigo y bajo diversos manejos agricolas, como aplicacion o no de
inoculantes y fertilizantes. Estos no necesariamente son similares a los aplicados en este trabajo, lo
que puede explicar las diferencias observadas. Las precipitaciones registradas durante el periodo
del ensayo no constituyeron una limitante para el crecimiento del cultivo, debido a que éstas fueron
mayores al promedio 1981-1990 de 427 mm observado en Las Flores en el mismo lapso del tiempo,
(SMN, 2014b). Se consideraron los datos de la estacién meteoroldgica de Las Flores del Servicio
Meteoroldgico Nacional por ser la fuente de informacion mas cercana a la zona del ensayo y con

caracteristicas climaticas mas similares a éste.

A pesar de no observarse diferencias significativas, los mayores valores de rendimiento y
biomasa aérea fueron obtenidos en las parcelas no fertilizadas e inoculadas con la cepa 42M,
seguidas por las parcelas inoculadas con 42M y fertilizadas con N. Durante el estado de encafiazon,
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tampoco se observaron efectos la inoculacién y la fertilizacion sobre las variables numero de
plantas ha', con un promedio de 1959244 plantas ha-, ni sobre el numero de macollos por planta,
en un promedio de 4 macollos por planta, ni sobre la biomasa aérea y radical, en un promedio de
4485 y 3467 kg ha', respectivamente. Durante el estado de llenado de granos, tampoco se
observaron efectos de los tratamientos evaluados sobre las variables nimero de espigas ha-, en un
promedio de 6535450 espigas ha ', ni sobre la biomasa aérea y radical, en un promedio de 14564 y
4276 kg ha"', respectivamente. Tampoco se observaron diferencias significativas en los valores de
IC, en un promedio de 0,37 para todos los tratamientos aplicados.

No se observaron efectos de la inoculacion y de la fertilizacion sobre el NMP de
microorganismos MFN determinado en ambos estados ontogénicos del cultivo de trigo evaluados. El
recuento de este grupo funcional durante el estado de encafazdn fue significativamente mayor que
el recuento en llenado de granos que, expresados en log NMP g de raiz seca fueron iguales a 6,09
y 5,40, respectivamente. El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas
rizosféricas presentes en el estado de encafiazén se presenta en la Figura 4.1. Ambos ejes
explicaron el 52% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por histidina,
fructosa, glutamina y acido lactico. El eje 2 estuvo conformado principalmente por glicina y tween 20.
Se observo que la fisiologia de las comunidades microbianas rizosféricas no estuvo determinada por
la interaccidn entre el tratamiento de inoculacién y el nivel de fertilizacién aplicados (Figura 4.1). En
la Figura 4.2 se presenta el analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas
rizosféricas presentes en el estado de llenado de granos. Ambos ejes explicaron el 58% de la
varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por &cido citrico y glutamina. El eje 2
estuvo conformado principalmente por glutamina. Al igual que en el estado de encafiazén
(Figura 4.1), en el estado de llenado de grano, los perfiles fisiologicos de las comunidades

microbianas rizosféricas no estuvieron determinadas por los tratamientos evaluados (Figura 4.2).

El anélisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en ambos estados ontogénicos del cultivo se presenta en la Figura 4.3. Ambos ejes explicaron el
87% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por glicina, xilosa, acido lactico
y acido oxalico. El eje 2 estuvo conformado principalmente por &cido citrico, arginina e histidina. El
andlisis discriminante de los CLPP mostré que la fisiologia de las comunidades microbianas
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Figura 4.1. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos Aires, en
estado de encafiazon, bajo diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion nitrogenada. Los
valores de absorbancia correspondientes a las 48 hs de incubacion fueron utilizados para realizar el
andlisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada uno de los
ejes.

4 OTNO
L @ TN46
31 n 0 40M NO
A ¢ W 40M N46
i A
2 A - A 42M NO
A ° u A 42M N46
] % ]
1 -
= & 40M+42M NO
& ‘& n*
2 rA® . © 40M+42M N46
-0 + .6 LIPS
N (AR [l
o
[y A0 A%@,
-1+ 0o o
5 A A &0 o O
R ° 5
a
_3 -
o
_4 T T T T 1
-4 -2 0 2 4 6

Eje 1 (30%)
Figura 4.2. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos Aires, en
estado de llenado de granos, bajo diferentes tratamientos de inoculacion vy fertilizacion nitrogenada.
Los valores de absorbancia correspondientes a las 48 hs de incubacion fueron utilizados para
realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada
uno de los ejes.
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presentes en la rizosfera de las plantas estuvo determinada, principalmente, por el estado
ontogénico del cultivo (Figura 4.3) mas que por los tratamientos de inoculacion y fertilizacién
aplicados (Figuras 4.1 y 4.2). El analisis del indice H” determind que la diversidad funcional fue
significativamente (2,94) durante el estado de encafiazén que durante el llenado de grano (2,89). No
se observaron diferencias significativas para este indice entre los distintos tratamientos en ninguno
de los dos momentos del ciclo del cultivo. Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a

los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas seran discutidas mas detalladamente en el

capitulo 8.
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Figura 4.3 Andlisis discriminante de los perfiles fisiolégicos (CLPP) de las comunidades microbianas
de rizosfera de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos Aires, en
dos momentos del ciclo del cultivo, bajo diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion
nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 48 hs de incubacion fueron

utilizados para realizar el andlisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.

El cultivo de trigo de este ensayo presentd un alto porcentaje de colonizacion radical en
ambos estados ontogénicos evaluados (Tabla 4.1). La densidad de longitud radical fue un 19%
mayor en el estado de llenado de grano, en comparacion con el estado de encafiazén. En relacion a

las estructuras fungicas, en el estado de llenado de grano se observé un 15% mas de colonizacion
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radical, un 26% més de arbusculos y un 155% mas de esporas, pero un 38% menos de vesiculas,
en comparacion con los porcentajes determinados en el estado de encafiazén (Tabla 4.1). En el
estado de llenado de grano se observé que las plantas fertilizadas presentaron un 16% menos de
arbusculos y 54% menos de esporas, en comparacion con las plantas testigo no fertilizadas (Tabla
4.2). La fertilizacion no modifico la micorrizaciéon observada en el estado de encafiazén. Se debe
destacar que la aplicacién de inoculante no produjo diferencias significativas en las variables de
micorrizacion evaluadas en ambos momentos de muestreo. Las implicancias de los resultados

obtenidos respecto a la micorrizacion natural seran discutidas mas detalladamente en el capitulo 8.

Tabla 4.1. Colonizacion radical y estructuras de hongos micorricicos arbusculares presentes en diferentes estados
del cultivo de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos Aires.

Densidad de
Longitud Radical ~ Colonizacion radical ~ Arbusculos Vesiculas Esporas
Estado del cultivo (cm/cmd) (%) (%) (%) (%)
Encafiazon 0,32a 64,1 A 40,6 A 40,0b 29a
Llenado de grano 0,38b 7358 51,1B 250a 74b

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).
Letras minUsculas distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Tabla 4.2. Colonizacion radical y estructuras de de hongos micorricicos arbusculares presentes en raices de trigo,
en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos Aires, en estado de llenado de grano.

Dosis de Densidad de
fertilizacion ~ Longitud Radical

nitrogenada (kg N (cm/cm3) Colonizacion radical Arbusculos Vesiculas Esporas
ha') (%) (%) (%) (%)
0 0,37a 75,0 a 55,6 b 71a 10,1b
46 kg N ha! 040a 720a 46,6 a 6,7 a 46a

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).

A partir de la restriccién del producto de amplificacion del gen 16S ARNr con la enzima Hhal
se obtuvieron 13 T-RFs diferentes. En promedio, entre 5y 10 T-RFs diferentes de los mencionados
anteriormente, estuvieron presentes en todas las muestras. A partir de la restriccion con la enzima
Mspl se obtuvieron 26 T-RFs diferentes. En promedio, entre 21 y 24 T-RFs diferentes de éstos,
estuvieron presentes en todas las muestras. El andlisis discriminante de los T-RFLP de las
comunidades microbianas rizosféricas presentes en ambos estados ontogénicos del cultivo se
presenta en la Figura 4.4. Ambos ejes explicaron 75% y 21% de la varianza total de los datos. El eje
1 estuvo principalmente conformado por los T-RFs de 66 pb, 129-130 pb, 144 pb, 148 pb, 163-164
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pb, 428-429 pb y 549-550 pb, obtenidos con la enzima Mspl y el T-RF de 359-360 pb obtenido con la
enzima Hhal. El eje 2 estuvo conformado principalmente por T-RFs de 132 pb, 139-140 pb, 158-159
pb y 498-495 pb, obtenidos con la enzima Mspl y el T-RF de 359-360 pb obtenido con la enzima
Hhal. El analisis discriminante de los T-RFLP mostré que la estructura de las comunidades
microbianas presentes en la rizésfera de las plantas estuvo determinada por la interaccién entre los
tratamientos de inoculacion y fertilizacion con el estado ontogénico del cultivo (Figura 4.4). El anélisis
del indice H’ determind que ni los tratamientos aplicados ni el estado ontogénico del cultivo
modificaron la diversidad estructural de las comunidades microbianas rizosféricas, las que

presentaron un valor promedio de H de 2,79.
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Figura 4.4 Analisis discriminante de los perfiles estructurales (T-RFLP) de las comunidades
microbianas de rizésfera de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de
Buenos Aires, en dos estados diferentes del cultivo. Entre paréntesis se expresa el porcentaje de la
varianza total explicada por cada uno de los ejes.

Las Figuras 4.5 y 4.6 muestran la abundancia relativa de los T-RFs de las muestras
rizosféricas analizadas, obtenidos con las enzimas Mspl y Hhal, respectivamente. En ambos casos,
se observa que todas las muestras presentaron los mismos T-RFs mas abundantes aunque con

abundancias relativas diferentes (Figuras 4.5 y 4.6). Ademas, la diferencia mas destacable se

53



observé en el estado de encafiazdn en las plantas T 46N, las cuales no presentaron el grupo de
tamafios de T-RFs "otros" obtenidos con la enzima Hhal (Figura 4.6), siendo éstos los T-RFs que
presentaron sefiales menores al 10% de la sefial total. Ademas, el T-RF de 144 pb obtenido con la
enzima Mspl no fue uno de los més abundantes (Figura 4.7) pero fue uno de los T-RFs considerados
por el analisis discriminante como uno de los importantes para diferenciar las comunidades
rizosféricas (seccion 4.2). Este tamafio de T-RF estuvo presente en las plantas T 46N y en las
plantas 40M+42M ON, en ambos estados ontogénicos del cultivo, y con una abundancia relativa
promedio de 2,0%, pero no estuvo presente en las plantas T ON (Figura 4.7). Todos los resultados
previamente mencionados confirman lo observado en el andlisis discriminante (Figura 4.4). Las
implicancias de los resultados obtenidos respecto a los perfiles estructurales de las comunidades
microbianas seran discutidas mas detalladamente en el capitulo 8.
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Figura 4.5 Abundancia relativa de los tamafios de fragmento de restriccion (T-RF) més abundantes
obtenidos con la enzima de restriccion Mspl, para los tres tratamientos y los dos estados
ontogénicos del cultivo de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos
Aires. En el grupo "otros" se encuentran los tamafios de T-RFs que presentaron porcentajes de
sefial menores del 10% del total: 51-52, 59-60, 62, 63-64, 66, 72, 126-127, 132, 136-137, 144, 146-
147, 148, 158-159, 160-161, 163-164, 166, 428-429, 494-495, 546-547 y 549-550 pares de bases.
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Figura 4.6 Abundancia relativa de los tamafios de fragmento de restriccion (T-RF) més abundantes
obtenidos con la enzima de restriccion Hhal, para los tres tratamientos y los dos estados
ontogénicos del cultivo de trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos
Aires. En el grupo "otros" se encuentran los tamafios de T-RFs que presentaron porcentajes de
sefial menores del 10% del total: 51-52, 54, 56, 70, 73, 202, 224 y 231 pares de bases.
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Figura 4.7 Abundancia relativa de los tamafios de fragmento de restriccién (T-RF) obtenidos con la
enzima de restriccion Mspl, para los tres tratamientos y los dos estados ontogénicos del cultivo de
trigo, en la localidad de Villa Moll, partido de Navarro, provincia de Buenos Aires. Los fragmentos
representados en la figura son los que fueron indicados por el analisis discriminante como los mas
importantes para diferenciar comunidades. En el grupo "otros" se encuentran los tamafios de T-RFs
que no cumplieron con el requisito antes mencionado.
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En resumen, en este ensayo se observd que el desarrollo del cultivo determind variaciones en
los parametros agronémicos, en el nimero de microorganismos MFN, en la diversidad funcional de
las comunidades microbianas rizosféricas y en la micorrizacion natural. En cuanto a los tratamientos
aplicados, no se observaron respuestas significativas para los diferentes niveles de fertilizacién e
inoculacioén en los parametros agrondémicos del cultivo, en la diversidad funcional y estructural y en
recuento de microorganismos MFN. Por el contrario, si se observaron aumentos estadisticamente no
significativos en el rendimiento de grano y en la biomasa aérea debidos a la fertilizacion y/o a la
inoculacion, a la vez que la fertilizacion generd impacto en algunas de las estructuras de hongos
micorricicos evaluadas. Las implicancias agrondmicas y ecoldgicas de los resultados obtenidos en

este capitulo seran discutidas mas ampliamente en el capitulo 8.
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Capitulo 5. Evaluacion de inoculacion y fertilizacion nitrogenada y fosforada en cultivo de

trigo.

5.1. Descripcion del ensayo y determinaciones realizadas.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la interaccidn entre la inoculacién con A. brasilense, la
fertilizacidn fosforada y la fertilizaciéon nitrogenada sobre las comunidades microbianas rizosféricas
nativas y la micorrizacién natural del cultivo de trigo, se realizd un ensayo a campo en la campafia
2011-2012, en el establecimiento “El Correntino”, de la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires (36° 10’ 23" latitud sur y 62° 20" 40” longitud oeste)
(Figuras 3 y 4 del anexo 2). El lote en el que se realiz6 el ensayo correspondia a un suelo clasificado
como Hapludol éntico de textura franco arenosa, serie Bolivar (Geolnta, 2013) (Figura 5 del anexo
2). El promedio de precipitaciones ocurridas en Anguil, La Pampa fue de 242 mm durante el ciclo del
cultivo (SMN, 2014a).

La secuencia de cultivos en el lote utilizado era soja-trigo/soja-maiz, bajo siembra directa,
siendo la soja el cultivo antecesor al cultivo de este ensayo. La siembra del cultivo del ensayo se
realizd el 31 de Mayo de 2011. La densidad de siembra fue 128 kg ha-' con un espacio entre hileras
de 21 cm. El cultivar de trigo utilizado en este ensayo fue Baguette 19 (Nidera®), cultivar de ciclo
intermedio a largo con excelente comportamiento a vuelco y moderadamente susceptible a
enfermedades foliares, con muy alto potencial de rendimiento. La semilla fue adquirida con los
productos insecticidas y fungicidas ya aplicados, segun el sistema Tratamiento Profesional de

Semillas del convenio Nidera®-Bayer®.

El disefio utilizado en este ensayo fue parcelas subdivididas en arreglo factorial de tres
factores. Se determinaron tres bloques en forma perpendicular a la pendiente topogréfica, menor al
1%. Cada una de las parcelas experimentales tuvo una superficie total de 222,53 m? (6,09 m de
ancho y 36,54 m de largo). Uno de los factores fue la inoculacion con dos niveles: testigo (sin
inoculacion) e inoculado con 40M+42M. El segundo factor fue la fertilizacion nitrogenada realizada a
la siembra, con tres niveles de urea incorporada al suelo con sembradora de grano fino, en sentido
perpendicular al sentido de la siembra. Los niveles fueron: 0, 75 y 150 kg urea ha™' (con una
concentracién de 46% de N, las dosis equivalen a 0, 35 y 69 kg N ha-, respectivamente). El tercer
factor fue la fertilizacion fosforada, con tres niveles de SPT incorporado junto a la semilla durante la

siembra. Los niveles fueron: 0, 60 y 120 kg SPT ha' (con una concentracion de 20% de P, las dosis
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equivalen a 0, 12 y 24 kg P ha', respectivamente). La dosis de inoculaciéon aplicada fue de
12 ml kg-! de semilla. El recuento de bacterias del inoculante 40M+42M fue de 4,3 x 109 UFC ml-".

En este ensayo, los muestreos se realizaron a los 118 DDS, en estado de macollaje (Estado 2
de Zadoks, 1974) y a los 182 DDS, en estado de llenado de granos (Desarrollo pastoso del grano,
Estado 8 de Zadoks, 1974). El muestreo de rendimiento se realizd a la cosecha del cultivo (197
DDS). Se realizaron las determinaciones de biomasa aérea y radical, componentes del rendimiento,
micorrizacion natural, diversidad funcional, recuentos de microorganismos MFN, celuloliticos vy

nitrificadores.

5.2. Resultados y discusién.

El rendimiento promedio del cultivo fue de 5780 kg ha-'. Estos valores son similares a los
reportados para la misma campafia por otros establecimientos de la zona (Ridzo, 2015a). Asimismo,
los rendimientos obtenidos fueron mayores al promedio obtenido para el cultivo de trigo en el partido
de Trenque Lauquen, de 4200 kg ha' (MAGyP, 2014). Probablemente, las diferencias observadas
entre los valores promedios y el rendimiento obtenido en este ensayo se deban a que el promedio
incluye cultivos realizados con diferentes variedades de trigo y bajo diversos manejos agricolas,
como aplicacion o no de inoculantes y fertilizantes. Estos no necesariamente son similares a los
aplicados en este trabajo, lo que puede explicar las diferencias observadas. Esto se demuestra
parcialmente cuando se analizan las parcelas testigo sin fertilizacion, las cuales presentaron el
menor rendimiento en todo el ensayo, en un promedio de 4655 kg ha-'. Por el contrario, aunque la
triple interaccion entre los factores no fue estadisticamente significativa, las parcelas que
presentaron los mayores rendimientos fueron las inoculadas con A. brasilense y fertilizadas con la
mayor dosis de fertilizante fosforado y con la dosis intermedia de fertilizante nitrogenado, con un
rendimiento promedio de 7279 kg ha-'. Las precipitaciones observadas en Anguil durante el periodo
del ensayo fueron menores al promedio 1981-1990 de 404 mm, registrado en el mismo lapso del
tiempo en Santa Rosa, La Pampa (SMN, 2014b). Sin embargo, en la zona del ensayo, el indice de
precipitacion estandarizado al periodo 1961-2010 para los meses de septiembre, octubre y
noviembre fue entre 1.0 y 1.5, es decir, moderadamente himedo (Skansi, 2011a). Durante este
lapso de tiempo, se ubica el periodo critico de definicion del rendimiento del cultivo de trigo (Slafer

et al., 2004). Por ello, se determind que el cultivo de este ensayo no se encontré limitado por agua.
58



Cabe mencionar que se consideraron los datos correspondientes a las estaciones meteoroldgicas de
la EEA Anguil del INTA y de Santa Rosa, La Pampa del Servicio Meteoroldgico Nacional, por ser
éstas las fuentes de informacién mas cercana a la zona del ensayo y con caracteristicas climaticas

mas similares a éste.

Se observé interaccién significativa entre los factores fertilizaciéon nitrogenada y fertilizacion
fosforada e interaccion entre la inoculacién y la fertilizacion fosforada, para las variables rendimiento
y biomasa aérea. La aplicacion de fertilizante fosforado produjo un aumento significativo del
rendimiento (Figura 5.1) en las parcelas fertilizadas, independientemente de la dosis aplicada, con
respecto al control sin fertilizar. Si bien no se observaron diferencias entre los niveles de fertilizacion
fosforada de 75 y 150 kg urea ha-', es importante destacar con la aplicacién de 150 kg urea ha-' y 60
kg SPT ha' se maximizd la EUF. Los valores de eficiencia observados fueron 30 y 37 kg de grano
kg de fertilizante nitrogenado y fosforado, respectivamente, mientras que las EUFs observadas en
las parcelas con los mayores niveles de ambas fertilizaciones fueron 16 y 20 kg de grano kg de
fertilizante nitrogenado y fosforado, respectivamente.
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Figura 5.1. Rendimiento de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen,
provincia de Buenos Aires, en funcion de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas para cada una
de los niveles de fertilizante nitrogenado aplicados. Letras distintas indican diferencias significativas
segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Ademas, se observd un aumento significativo del rendimiento en las parcelas fertilizadas con
SPT, independientemente de la dosis aplicada, con respecto al control sin fertilizar, tanto en parcelas
inoculadas como en las parcelas testigo no inoculadas (Figura 5.2). Sin embargo, la inoculacion con
A. brasilense aumento la EUF del fertilizante fosforado. Con la aplicacion de 60 kg SPT ha' en las
parcelas no inoculadas se observo la mayor EUF del fertilizante fosforado, siendo de 33 kg de grano
kg!, mientras que con la inoculacién se maximizé la EUF del fertilizante fosforado en las parcelas
con el mayor nivel de fertilizaciones, siendo esta EUF de 15,8 kg de grano kg de fertilizante
fosforado. Las diferencias observadas en el rendimiento del cultivo de trigo se explican con los dos
componentes del rendimiento, nimero de granos ha"' (Figuras 5.3 y 5.4) y peso de 1000 granos
(Figuras 5.5. y 5.6). Estas dos variables presentaron las mismas interacciones que para el
rendimiento. Asimismo, la variable biomasa aérea, que corresponde a toda la biomasa aérea
generada por el cultivo excluyendo las espigas, presentd las mismas interacciones que las variables
anteriormente evaluadas (Figuras 5.7 y 5.8). Si bien se observaron diferencias en las variables
rendimiento y biomasa aérea, el IC no presento diferencias significativas entre tratamientos, que en

promedio fue 0,43.
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Figura 5.2. Rendimiento de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen,
provincia de Buenos Aires, en funcién de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas para cada uno
de los niveles de inoculacién aplicado. Letras distintas indican diferencias significativas segun
pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.3. Numero de granos de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en funciéon de las dosis de fertilizante fosforado
aplicadas para cada una de los niveles de fertilizante nitrogenado aplicados. Letras distintas indican
diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.4. Numero de granos de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en funciéon de las dosis de fertilizante fosforado
aplicadas para cada uno de los niveles de inoculacion aplicado. Letras distintas indican diferencias
significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.5. Peso de 1000 granos de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en funciéon de las dosis de fertilizante fosforado
aplicadas para cada una de los niveles de fertilizante nitrogenado aplicados. Letras distintas indican
diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.6. Peso de 1000 granos de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en funciéon de las dosis de fertilizante fosforado
aplicadas para cada uno de los niveles de inoculacion aplicado. Letras distintas indican diferencias
significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.7. Biomasa aérea de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen,
provincia de Buenos Aires, a la cosecha, en funcién de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas
para cada uno de los niveles de fertilizante nitrogenado aplicados. Letras distintas indican diferencias
significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.8. Biomasa aérea de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen,
provincia de Buenos Aires, a la cosecha, en funcién de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas
para cada uno de los niveles de inoculacion aplicado. Letras distintas indican diferencias
significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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El anélisis de los recuentos de microorganismos no mostr6 diferencias entre tratamientos ni
entre muestreos (Tabla 5.1). En cambio, y tal como resultaria esperable, se observo que la biomasa
aérea y la biomasa radical difirieron significativamente entre los distintos estados ontogénicos del
cultivo (Tabla 5.2). La biomasa radical no presenté diferencias significativas entre tratamientos. La
biomasa aérea mostrd interaccion entre fertilizacion fosforada e inoculacion en el muestreo de
macollaje (Figura 5.9) y en el llenado de grano (Figura 5.10). Las implicancias de los resultados
obtenidos respecto a los recuentos microbianos y a la produccion de biomasa y rendimiento,

presentados anteriormente, seran discutidas mas detalladamente en el capitulo 8.

Tabla 5.1. Recuento de microorganismos microaerofilicos fijadores de nitrégeno (MFN), celuloliticos y
nitrificadores en dos estados del cultivo de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires.

MFN Celuloliticos Nitrificadores
Estado del cultivo (Log NMP g raiz seca)
Macollaje 6,01a 7,33 A 6,42 a
Llenado de grano 587 a 7,52 A 6,47 a

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).
Letras minUsculas distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Tabla 5.2. Biomasa aérea y radical en dos estados del cultivo de trigo, en la localidad
de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauguen, provincia de Buenos Aires.
Biomasa radical

Biomasa aérea de 0-20 cm de suelo
Estado del cultivo (kg ha) (kg ha'')
Macollaje 2377 a 522 a
Llenado de grano 6447 b 381b

Letras distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).

El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas
presentes en el estado de macollaje se presenta en la Figura 5.11. Ambos ejes explicaron el 53% de
la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por &cido oxalico, tween 20 y acido
lactico. El eje 2 estuvo conformado principalmente por acido oxalico y tween 20. Se observé que la
fisiologia de las comunidades microbianas rizosféricas no estuvo determinada por ninguno de los
factores aplicados ni por la interaccion entre los mismos (Figura 5.11). En la Figura 5.12 se presenta
el analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes en el
estado de llenado de granos. Ambos ejes explicaron el 49% de la varianza total. El eje 1 estuvo
principalmente conformado por &cido citrico, tween 20 y acido lactico. El eje 2 estuvo conformado
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principalmente por &cido oxalico. Al igual que lo observado en el estado de macollaje, en este
muestreo, las comunidades microbianas rizosféricas presentaron patrones fisioldgicos similares

entre si (Figura 5.12).
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Figura 5.9. Biomasa aérea de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen,
provincia de Buenos Aires, en estado de macollaje, en funcion de las dosis de fertilizante fosforado
aplicadas para cada uno de los niveles de inoculacion aplicado. Letras distintas indican diferencias
significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.10. Biomasa aérea de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen,
provincia de Buenos Aires, en estado de llenado de granos, en funcion de las dosis de fertilizante
fosforado aplicadas para cada uno de los niveles de inoculacion aplicado. Letras distintas indican
diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.11. Analisis discriminante de los perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos
Aires, en estado de macollaje, bajo diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion fosforada y
nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion fueron
utilizados para realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.
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Figura 5.12. Andlisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos
Aires, en estado de llenado de granos, bajo diferentes tratamientos de inoculacién y fertilizacion
fosforada y nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion
fueron utilizados para realizar el anélisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.
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El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en ambos estados ontogénicos del cultivo se presenta en la Figura 5.13. Ambos ejes explicaron el
62% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por &cido lactico, xilosa y
glicina. El eje 2 estuvo conformado principalmente por tween 20 y &cido salicilico. El andlisis
discriminante de los CLPP mostr6 que la fisiologia de las comunidades microbianas presentes en la
rizosfera estuvo determinada, principalmente, por el estado ontogénico del cultivo (Figura 5.13) méas
que por los tratamientos de inoculacion y fertilizacion aplicados (Figuras 5.11, 5.12 y 5.13). El
andlisis del indice H’ no mostrd diferencias significativas entre tratamientos. En cambio, se observé
que la diversidad funcional fue significativamente menor durante el estado de macollaje (2,62) que
durante el llenado de grano (2,85). Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a los
perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas seran discutidas mas detalladamente en el
capitulo 8.
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Figura 5.13. Analisis discriminante de los perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos
Aires, en dos momentos del ciclo del cultivo, bajo diferentes tratamientos de inoculacion y
fertilizacion fosforada y nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de
incubacion fueron utilizados para realizar el andlisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de
varianza total explicada por cada uno de los ejes.
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El cultivo de trigo de este ensayo presentd un porcentaje alto de colonizacion radical en
ambos estados ontogénicos evaluados (Tabla 5.3). La densidad de longitud radical fue un 233%
mayor en el estado de llenado de grano, en comparacion con el estado de macollaje. La
micorrizacion mostr6 una dindmica temporal que acompan6 el desarrollo del cultivo, observandose
un 75% menos de arbusculos, un 111% mayor de vesiculas y un 238% mas de esporas en el estado
de llenado de grano en comparacién con el estado de macollaje (Tabla 5.3). Unicamente en el
estado de macollaje se observd efecto de la interaccion entre la inoculacion y la aplicacion de
fertilizante fosforado (Figura 5.14) y de la interaccion entre la fertilizacion fosforada y nitrogenada
(Figura 5.15) sobre la densidad de longitud radical. La densidad de longitud radical de las plantas
testigo fue menor en la situacion de ausencia de fertilizacion fosforada, en comparacion con 60 o
120 kg SPT ha-!, mientras que la densidad de longitud radical en las plantas inoculadas, si bien se
increment6 debido al aumento de dosis de fertilizante de 0 a 60 kg SPT ha-, dichas diferencias no
fueron significativas (Figura 5.14). Por otra parte, las plantas sin fertilizacion fosforada presentaron
una menor densidad de longitud radical en comparacidn con las plantas fertilizadas con 60 o 120 kg
SPT ha, en la situacién de fertilizacién con 150 kg urea ha-', por lo que a menores dosis de este

fertilizante dichas diferencias se vieron anuladas (Figura 5.15).

Tabla 5.3. Colonizacién radical y estructuras de de hongos micorricicos arbusculares presentes en diferentes
estados del cultivo de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos
Aires.

Densidad de
Longitud Radical ~ Colonizacion radical ~ Arbusculos Vesiculas Esporas
Estado del cultivo (cm/cmd) (%) (%) (%) (%)
Macollaje 052a 66,1 a 33,0b 16,3 a 1,3a
Llenado de grano 1,73 b 59,6 a 82a 344b 44b

Letras distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).

En el estado de macollaje, la aplicacion de los diferentes tratamientos evaluados no generd
diferencias en los niveles de colonizacion radical. En este estado, se registro la triple interaccion
entre los tres tratamientos evaluados sobre el porcentaje de arbusculos de las raices de las plantas
de trigo (Figura 5.16). Se observé una mayor cantidad de estas estructuras en las raices de plantas
testigo e inoculadas, fertilizadas con 150 kg urea ha'' y sin fertilizacion fosforada, en comparacion
con la cantidad de estructuras encontradas en las raices de las plantas testigo e inoculadas, sin
fertilizacidn nitrogenada y fertilizadas con 60 0 120 kg SPT ha' y con las plantas testigo y fertilizadas

con 60 kg SPT ha', y 75 o 150 kg urea ha' (Figura 5.16). Las diferencias observadas en el
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porcentaje de vesiculas se debieron a la interaccion entre la fertilizacién fosforada y nitrogenada
(Figura 5.17), por la cual las raices de plantas que sin fertilizacion fosforada presentaron un mayor
numero de vesiculas en comparacion con las raices de plantas fertilizadas con 60 o0 120 kg SPT ha!
en la situaciéon de ausencia de fertilizacion nitrogenada, por lo que a mayores dosis de este

fertilizante dichas diferencias se vieron anuladas (Figura 5.17).
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Figura 5.14. Densidad de longitud radical de plantas de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido
de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de macollaje, en funcion de las dosis de
fertilizante fosforado aplicadas, para cada tratamiento de inoculacion. Letras distintas indican
diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.15. Densidad de longitud radical de plantas de trigo, en la localidad de 30 de Agosto, partido
de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de macollaje, en funcion de las dosis de
fertilizante nitrogenado aplicadas, para cada nivel de fertilizacion fosforada. Letras distintas indican
diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).

69



N
o
J

60 - d
cd
—~50 - ]
&\Q' bed bid bed abcd
g 40 _|abcd M abed a_c abcd
=S [T abed || [ m [
o ] abc abc abcd
v 30
- ab b
ab a
— a a
<< 20 -+ a
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
T+ T 1 T 1 T 1o T 1 7T 1 T 1T 1 TI
ON 75N 150N ON 75N 150N ON 75N 150N
opP 60P 120P

Figura 5.16. Porcentaje de arbusculos presentes en las raices de trigo, en la localidad de 30 de
Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de macollaje, en funcidn
del tratamiento de inoculacion, las dosis de fertilizante nitrogenado y las dosis de fertilizante
fosforado aplicados. Letras distintas indican diferencias significativas segun pruebas de
Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.17. Porcentaje de vesiculas presentes en las raices de trigo, en la localidad de 30 de
Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de macollaje, en funcién
de las dosis de fertilizante nitrogenado aplicadas, para cada nivel de fertilizacidn fosforada. Letras
distintas indican diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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En el estado de llenado de grano se observaron diferencias en los niveles de colonizacion
radical debidas tanto a la interaccion entre la inoculacién y la fertilizacién fosforada (Figura 5.18)
como a la interaccion entre la fertilizacion fosforada y nitrogenada (Figura 5.19). La colonizacién
radical de las plantas testigo fue mayor en la situaciéon de ausencia de fertilizacién fosforada, en
comparacion con 60 o 120 kg SPT ha, mientras que la colonizacién radical de las plantas
inoculadas, si bien se afectd negativamente debido al aumento de dosis de fertilizante fosforado,
dichas diferencias no fueron significativas (Figura 5.18). Por otra parte, las plantas sin fertilizacion
fosforada y con niveles de fertilizacion nitrogenada de 75 o 150 kg urea ha™' presentaron mayores
niveles de colonizacion radical en comparacion con las plantas fertilizadas con 0 o 75 kg urea ha''y
con 60 o 120 kg SPT ha' (Figura 5.19). También se observaron diferencias en el porcentaje de
arbusculos debidas a la interaccion entre la fertilizacion fosforada y nitrogenada (Figura 5.20), por lo
cual la cantidad de arbusculos en las raices de las plantas testigo fue mayor en la situacion de
ausencia de fertilizacion fosforada, en comparacion con 60 o 120 kg SPT ha', mientras que la
cantidad de arbusculos en las raices de plantas inoculadas, si bien disminuyd debido al aumento de
dosis de fertilizante, dichas diferencias no fueron significativas (Figura 5.20). Finalmente, la cantidad
de esporas en las plantas inoculadas (5,4%) fue mayor respecto al testigo sin inocular (3,4%). Las
implicancias de los resultados obtenidos respecto a la micorrizaciéon natural seran discutidas mas
detalladamente en el capitulo 8.
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Figura 5.18. Porcentaje de colonizacion de las raices de trigo, en la localidad de 30 de Agosto,
partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de llenado de grano, en funcién
de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas, para cada tratamiento de inoculacion. Letras distintas
indican diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 5.19. Porcentaje de colonizacion de las raices de trigo, en la localidad de 30 de Agosto,
partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de llenado de grano, en funcién
de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas, para cada dosis de fertilizante nitrogenado. Letras
distintas indican diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).

14

12

10

% Arbusculos

c Testigo
®-Inoculado
bc
bc
abc
a
ab
T T 1
0 60 120

Dosis de fertilizante fosforado (kg SPT/ha)

Figura 5.20. Porcentaje de arbusculos presentes en las raices de trigo, en la localidad de 30 de
Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires, en estado de llenado de grano, en
funcion de las dosis de fertilizante fosforado aplicadas, para cada tratamiento de inoculacion. Letras
distintas indican diferencias significativas segun pruebas de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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En resumen, en este ensayo se observd un efecto significativo de la inoculacién y la
fertilizacion fosforada sobre el rendimiento del cultivo, sobre los componentes del mismo, sobre la
generacion de biomasa aérea y sobre la micorrizacion natural. Asimismo, y tal como resulta
esperable, se observaron diferencias a lo largo del ciclo del cultivo en la generacion de biomasa
aérea y radical, como asi también en las variables de micorrizacién evaluadas. Este trabajo muestra
por primera vez los efectos de los tratamientos de inoculacion y fertilizacion sobre la micorrizacion
natural en dos estados ontogénicos del cultivo de trigo en condiciones de campo. No se observaron
diferencias en los recuentos de microorganismos MFN, celuloliticos y nitrificadores adjudicables a los
tratamientos aplicados, como asi tampoco diferencias a lo largo del ciclo del cultivo. Se observaron
diferencias en la fisiologia de las comunidades microbianas rizosféricas debidas al estado
ontogénico del cultivo mas que a los tratamientos aplicados. Las implicancias agronémicas y
ecologicas de los resultados obtenidos en este capitulo serén discutidas mas ampliamente en el
capitulo 8.
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Capitulo 6. Evaluacion de inoculacion y fertilizacion nitrogenada en cultivo de maiz.

6.1. Descripcion del ensayo y determinaciones realizadas.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la interaccion entre la inoculacion con A. brasilense y la
fertilizacidon nitrogenada sobre las comunidades microbianas rizosféricas nativas y la micorrizacién
natural del cultivo de maiz, se realizd un ensayo a campo en la campafia 2010-2011, en el
establecimiento “El Coronel”, partido de Pehuajé, provincia de Buenos Aires (35° 30° 9” latitud sur y
61° 54’ 24” longitud oeste) (Figura 6 del anexo 2). El suelo es clasificado como Hapludol éntico, de
textura franco limosa, serie Norumbega (Geolnta, 2013) (Figura 7 del anexo 2). Las caracteristicas
quimicas de los primeros 20 cm a la siembra fueron: pH 5.8 (1:2,5 suelo:agua), conductividad 0,92
dS m, 3,2% de materia organica, 0,19% de N organico, 8,54 ppm de P Bray. El promedio de
precipitaciones ocurridas en Pergamino fue de fue 610 mm durante el ciclo del cultivo (SMN, 2014a).

El hibrido de maiz utilizado fue AX886 MG (Nidera®), hibrido de ciclo intermedio con excelente
comportamiento frente a roya y con resistencia genética a Diatraea saccharalis (barrenador del tallo).
La semilla fue adquirida con el producto insecticida Poncho® (Clotianidina como principio activo;
Bayer®) ya aplicado. El cultivo antecesor fue soja de primera. La siembra del cultivo del ensayo se
realizé el 30 de Septiembre de 2010. La densidad de siembra fue 80000 semillas ha-! con un espacio

entre hileras de 70 cm. Se realiz6 una fertilizacion a la siembra con 20 kg P ha-' (90 kg PMA ha-').

El disefio del ensayo fue en bloques completamente aleatorizados con arreglo factorial de dos
factores. Se establecieron tres bloques en forma perpendicular a la pendiente topogréfica, menor al
0,5%. Cada una de las parcelas experimentales tuvo una superficie total de 222,53 m2 (6,09 m de
ancho y 36,54 m de largo). Uno de los factores fue la inoculacién con cinco niveles: testigo (sin
inoculacion), y cuatro tratamientos que fueron un inoculante comercial formulado con A. brasilense y
Pseudomonas fluorescens (Rhizoflo Premium Maiz®, Laboratorios CKC, Argentina) y tres
inoculantes experimentales formulados con las cepas 40M, 42M y 40M+42M. El segundo factor fue
la fertilizacion nitrogenada incorporada en el estado vegetativo V4 (Ritchie y Hanway, 1982). Los
niveles fueron: 0, 90 y 180 kg urea ha-' (con una concentracién de 46% de N, las dosis equivalen a
0,41y 83 kg N ha!, respectivamente). La dosis de inoculacion aplicada fue de 10 ml kg-' de semilla,
en el caso de los inoculantes experimentales, y de 5 ml kg-* de semilla en el caso del inoculante
comercial, segun indicacién del fabricante en el marbete. El recuento de bacterias del inoculante

40M fue 3,8 x 1010 UFC ml-'. de 42M fue 2,9 x 10'* UFC ml-:y de 40M+42M fue 4,5 x 1010 UFC ml.
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En este ensayo, los muestreos se realizaron a los 62 DDS, en etapa vegetativa (V5 de Ritchie
y Hanway, 1982) y a los 132 DDS, en etapa reproductiva (Grano lechoso R3 de Ritchie y Hanway,
1982). El muestreo para estimar el rendimiento en grano se realizd a la cosecha del cultivo (225
DDS). Ademas, se realizaron las determinaciones de biomasa aérea y radical, micorrizacién natural,
diversidad funcional, y recuento de microorganismos FBN, celuloliticos y nitrificadores. Ademas, a
partir de 18 muestras de todo el ensayo, correspondientes a los tratamientos testigo e inoculadas
con 40M+42M y los tres niveles de fertilizacion nitrogenada, considerando las tres repeticiones
realizadas, se analizaron los perfiles estructurales mediante el andlisis de T-RFLP del gen 16S
ARNT.

6.2. Resultados y discusion.

El rendimiento promedio del cultivo fue de 10560 kg ha-'. Los rendimientos obtenidos fueron
mayores al promedio obtenido para el cultivo de maiz en el partido de Pehuajo, que fue de 6769
kg ha' (MAGyP, 2014). Este hibrido rindi6 13000 kg ha' en Célon, provincia de Buenos Aires
(Ferraris y Couretot, 2012) y 13892 kg ha' en San Francisco, Cérdoba (Centeno et al., 2010), ambos
en la campafia 2009-2010, 10105 kg ha' en Manfredi, Cordoba en la campafia 2010-2011 (Ferreira
y Piatti, 2011) y 10153 kg ha-' en Marcos Juérez, Cérdoba, en la campafia 2011-2012 (Vallone et al.,
2012). Probablemente, las diferencias observadas entre los valores promedios y el rendimiento
obtenido en este ensayo se deban a que el promedio incluye cultivos realizados con diferentes
hibridos de maiz y bajo diversos manejos agricolas, como aplicacion o no de inoculantes vy
fertilizantes. Estos no necesariamente son similares a los aplicados en este trabajo, lo que puede
explicar las diferencias observadas. Esto se demuestra parcialmente cuando se analizan las
parcelas testigo sin fertilizacién, las cuales mostraron el menor rendimiento en todo el ensayo, que
en promedio fue 8180 kg ha-'. Por el contrario, los mayores valores de rendimiento en las parcelas
se observaron con los mayores niveles de fertilizacion nitrogenada e inoculados con la mezcla de
cepas de A. brasilense (12700 kg ha). Sin embargo, la interaccion entre los factores no fue
estadisticamente significativa. Las precipitaciones observadas durante el periodo del ensayo fueron
menores al promedio de 831 mm del periodo 1981-1990, observado en Pehuajé en el mismo lapso
del tiempo (SMN, 2014b). Sin embargo, en la zona del ensayo, el indice de precipitacion

estandarizado al periodo 1961-2010 para los meses de diciembre, enero y febrero fue entre 1.0 y
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1.5, es decir, moderadamente humedo (Skansi, 2011a). Ademas, luego de un mes de diciembre con
grandes déficits hidricos en toda la zona (Skansi, 2010a), en Pehuajé se registro el mes de enero
con mayor cantidad de precipitaciones desde 1961 (Skansi, 2011b). En el trimestre mencionado se
produjo la floracién del cultivo, alrededor de la cual se ubica el periodo critico de definicién del
rendimiento de maiz (Carcova etal., 2004a). Teniendo todo esto en cuenta, se puede concluir
entonces que las precipitaciones observadas durante el periodo del ensayo no constituyeron una

limitante para el crecimiento del cultivo.

La variable rendimiento mostro respuesta a los diferentes niveles de los factores inoculacion y
fertilizacion nitrogenada. La aplicacion de fertilizante nitrogenado produjo un aumento significativo
del rendimiento del 26 al 38%, con respecto al control sin fertilizar (Figura 6.1). Es importante
destacar que con la aplicacion de 90 kg urea ha', la EUF del fertilizante nitrogenado fue mayor e
igual a 25 kg kg, respecto a los 19 kg kg-' observado en las parcelas fertilizadas con 180 kg urea
ha!. Asimismo, se observd un aumento significativo del rendimiento en las parcelas inoculadas
respecto a las parcelas testigo sin inocular. La magnitud de la repuesta observada en el rendimiento
fue diferente en funcién del inoculante aplicado, siendo mayor la respuesta en las parcelas
inoculadas con las dos cepas de A. brasilense (Figura 6.2). Debido a cuestiones operativas durante
la conduccién de este ensayo, no fue posible determinar la variable biomasa aérea a la cosecha del
cultivo ni tampoco los componentes de rendimiento, nimero de granos ha' y peso de 1000 granos,

para poder analizar un poco mas exhaustivamente la variable rendimiento.

La variable biomasa aérea, que corresponde a toda la biomasa aérea generada por el cultivo
excluyendo las espigas, presento diferencias entre estados ontogénicos del cultivo, como resultaria
esperable (Tabla 6.1). Ademas, en el estado de R3 se observaron diferencias significativas en esta
variable, en funcién del nivel de inoculacion aplicado (Figura 6.3). En estado de V5, las parcelas
fertilizadas con 90 kg urea ha' presentaron una biomasa radical de 337,14 kg ha' Este valor fue
significativamente mayor que la biomasa radical observada en las parcelas no fertilizadas, las cuales
presentaron 213,31 kg de biomasa radical por hectarea. El aumento de la dosis de fertilizacion a 180
kg urea ha' no generd un aumento significativo de la biomasa radical generada, siendo éste de
268,23 kg ha'. Las implicancias agronémicas y ecoldgicas de los resultados obtenidos respecto a la
generacion de biomasa y rendimiento del cultivo seran discutidas mas detalladamente en el capitulo
8.
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Figura 6.1. Rendimiento de maiz, en el partido de Pehuaj6, provincia de Buenos Aires, en funcién de
las dosis de fertilizante nitrogenado aplicadas. Letras distintas indican diferencias significativas
segun prueba de Tukey (P<0,05).
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Figura 6.2. Rendimiento de maiz, en el partido de Pehuaj6, provincia de Buenos Aires, en funcién de
los niveles de inoculacion aplicados. Letras distintas indican diferencias significativas segun prueba
de Tukey (P<0,05).
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Tabla 6.1. Biomasa aérea y radical en dos estados del cultivo de maiz, en el partido de
Pehuajo, provincia de Buenos Aires.

Biomasa radical

Biomasa aérea de 0-20 cm de suelo
Estado del cultivo (kg ha) (kg ha)
V5 2089 a 273
Llenado de grano (R3) 9392 b nd

nd: no determinado
Letras distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Figura 6.3. Biomasa aérea de maiz, en el partido de Pehuajd, provincia de Buenos Aires, en el
estado de R3, para cada nivel de inoculacion aplicado. Letras distintas indican diferencias
significativas segun prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

En el estado de V5 se observaron diferencias entre las diferentes dosis de fertilizante en los
recuentos de microorganismos celuloliticos, nitrificadores y MFN (Figura 6.4). En el estado de R3 se
observaron diferencias entre los diferentes inoculantes en los recuentos de microorganismos MFN
(Figura 6.5). En ambos estados ontogénicos se observaron diferencias entre muestreos unicamente
en el recuento de microorganismos celuloliticos (Tabla 6.2). Este grupo microbiano pareceria ser
més sensible a los cambios producidos en la rizdsfera durante cada estado ontogénico del cultivo.
Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a los recuentos microbianos seran discutidas
mas detalladamente en el capitulo 8.
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Figura 6.4. Recuentos de microorganismos celuloliticos, nitrificadores y fijadores microaerofilicos de
N2 (MFN) en la rizosfera del cultivo de maiz, en el partido de Pehuajd, provincia de Buenos Aires, en
el estado de V5, para cada nivel de fertilizacion nitrogenada aplicado. Letras distintas indican
diferencias significativas para cada recuento segun prueba de Tukey (P<0,05).
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Figura 6.5. Recuentos de microorganismos celuloliticos, nitrificadores y fijadores microaerofilicos de
N2 (MFN) en la rizosfera de maiz, en el partido de Pehuajo, provincia de Buenos Aires, en el estado
de R3, para cada nivel de inoculacién aplicado. Letras distintas indican diferencias significativas para
cada recuento segun prueba de Tukey (P<0,05).

Tabla 6.2. Recuento de microorganismos microaerofilicos fijadores de nitrégeno (MFN), celuloliticos y
nitrificadores en dos estados del cultivo de maiz, en el partido de Pehuajo, provincia de Buenos Aires.

MFN Celuloliticos Nitrificadores
Estado del cultivo (Log NMP g raiz seca)
V5 6,67 a 6,94 B 581a
Llenado de grano (R3) 6,95a 6,30 A 585a

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).
Letras minusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en el estado de V5 se presenta en la Figura 6.6. Ambos ejes explicaron el 57% de la varianza total.
El eje 1 estuvo principalmente conformado por acido maélico, histidina y glutamina. El eje 2 estuvo
conformado principalmente por acido oxalico, dextrosa y acido lactico. Se observo que la fisiologia
de las comunidades microbianas rizosféricas estuvo determinada por la interaccion de los factores
inoculacién y fertilizaciéon nitrogenada (Figura 6.6). En la Figura 6.7 se presenta el analisis
discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes en el estado de
llenado de granos (R3). Ambos ejes explicaron el 86% de la varianza total. El eje 1 estuvo
principalmente conformado por putrescina, dextrosa, glicina y celobiosa. El eje 2 estuvo conformado
principalmente por glicerina y prolina. Las diferencias en la fisiologia de las comunidades
microbianas rizosféricas en el estado de V5 se observaron mas claramente en el estado de llenado
de grano (R3) (Figura 6.7).
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Figura 6.6. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizsfera de maiz, en el partido de Pehuajé, provincia de Buenos Aires, en el estado de V5, bajo
diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion nitrogenada. Los valores de absorbancia
correspondientes a las 72 hs de incubacién fueron utilizados para realizar el analisis. Entre
paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada uno de los ejes.
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El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en ambos estados ontogénicos del cultivo se presenta en la Figura 6.8. Ambos ejes explicaron el
72% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por arginina, acido oxalico y
tween 20. El eje 2 estuvo conformado principalmente por glutamina y putrescina. El anélisis
discriminante de los CLPP mostr6 que la fisiologia de las comunidades microbianas presentes en la
rizosfera estuvo determinada, principalmente, por el estado ontogénico del cultivo (Figura 6.8) y por
los tratamientos de inoculacion y fertilizacion aplicados (Figuras 6.6, 6.7 y 6.8). El anélisis del indice
H’ no mostro diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, pero la diversidad funcional
fue significativamente menor durante el estado de V5 (2,88) que durante el llenado de grano (R3)
(2,99). En relacion a la evaluacion de la diversidad estructural mediante el analisis de los perfiles de
T-RFLP del gen 16S ARNr, durante el transcurso de este trabajo fue posible realizar la extraccion de
ADN a partir de las muestras de este ensayo, pero no fue posible la amplificacion del gen en el
tiempo estipulado para la finalizacion del doctorado. Asimismo, las implicancias de los resultados
obtenidos respecto a los perfiles fisioldgicos de las comunidades microbianas seran discutidas mas
detalladamente en el capitulo 8.
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Figura 6.7. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de maiz, en el partido de Pehuaj6, provincia de Buenos Aires, en el estado de llenado de
granos (R3), bajo diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion nitrogenada. Los valores de
absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacidn fueron utilizados para realizar el analisis.
Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada uno de los ejes.
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Figura 6.8. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de maiz, en el partido de Pehuajo, provincia de Buenos Aires, en dos momentos del ciclo
del cultivo, bajo diferentes tratamientos de inoculacién y fertilizacion nitrogenada. Los valores de
absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacidn fueron utilizados para realizar el analisis.
Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada uno de los ejes.

El cultivo de maiz de este ensayo presentd un alto porcentaje de colonizacion radical en el
estado de V5 (Tabla 6.3). La micorrizacién mostré una dinamica temporal que acompafio el
desarrollo del cultivo, presentandose un 49% menos de colonizacion radical, 46% menos de
arbusculos, y un 475% mas de esporas en el estado de llenado de granos en comparacion con el
estado de V5 (Tabla 6.3). Unicamente en el estado de llenado de grano se observd que la
inoculacion afect6 la densidad de longitud radical, por la cual las plantas inoculadas con el inoculante
40M presentaron mayor densidad de longitud radical respecto a las plantas testigo, con valores de
1,08 y 0,69, respectivamente. No se observaron diferencias en esta variable analizando las plantas
inoculadas con todos los inoculantes en conjunto respecto a las plantas testigo, ni tampoco
diferencias analizando las plantas inoculadas con inoculante comercial respecto a las plantas
inoculadas con los inoculantes experimentales. Considerando Unicamente los inoculantes
experimentales, se observo que las plantas inoculadas con el inoculante 40M presentaron mayor

densidad de longitud radical (1,08) respecto a las que presentaron las plantas inoculadas con el
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inoculante 42M (0,84) y 40M+42M (0,73). Tampoco se observaron diferencias significativas en la
densidad de longitud radical debidas a los tratamientos de fertilizaciéon. Finalmente, ninguno de los
tratamientos evaluados present6 efectos significativos sobre las variables colonizacién radical y
porcentaje de arbusculos, vesiculas y esporas. Las implicancias de los resultados obtenidos

respecto a la micorrizacion natural seran discutidas mas detalladamente en el capitulo 8.

Tabla 6.3. Colonizacién radical y estructuras de de hongos micorricicos arbusculares presentes en diferentes
estados del cultivo de maiz, en el partido de Pehuajo, provincia de Buenos Aires.

Densidad de
Longitud Radical ~ Colonizacion radical ~ Arbusculos Vesiculas Esporas
Estado del cultivo (cm/cm3) (%) (%) (%) (%)
V5 0,76 a 60,5 B 54,8 B 9,97 a 04a
Llenado de grano (R3) 0,84 a 31,1A 298A 991a 23b

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).
Letras minUsculas distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).

En resumen, en este ensayo se observo un efecto significativo de la fertilizacion sobre la
generacion del rendimiento del cultivo y efectos significativos de la inoculacion sobre el rendimiento y
la generacién de biomasa aérea. Estos factores también generaron cambios en el numero de
microorganismos celuloliticos, nitrificadores y MFN y sobre la funcionalidad de las comunidades
microbianas rizosféricas. Asimismo, y tal como resulta esperable, se observaron diferencias en la
generacion de biomasa aérea y radical a lo largo del ciclo del cultivo, acompafiadas de cambios en
la diversidad funcional de las comunidades microbianas asociadas y modificaciones en la
micorrizacion. Este trabajo muestra por primera vez los efectos de los tratamientos de inoculacion
sobre la micorrizacion natural en dos estados ontogénicos del cultivo de maiz en condiciones de
campo. Las implicancias agronomicas y ecoldgicas de los resultados obtenidos en este capitulo

seran discutidas mas ampliamente en el capitulo 8.
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Capitulo 7. Evaluacion de inoculacion y fertilizaciéon nitrogenada y fosforada en cultivo de
maiz.

7.1. Descripcion de los ensayos y determinaciones realizadas.

Con el objetivo de evaluar los efectos sobre las comunidades microbianas rizosféricas nativas
de la interaccidn entre la inoculacion con A. brasilense y la fertilizacion nitrogenada, por una parte, y
de la interaccién entre la inoculacion con A. brasilense y la fertilizaciéon fosforada, por otra, se
realizaron dos ensayos a campo de maiz en la campafia 2010-2011 en el establecimiento “El
Correntino”, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires
(36° 11’ 1” latitud sur y 62° 19" 38” longitud oeste) (Figuras 3 y 8 del anexo 2). Ambos ensayos
fueron conducidos en un mismo lote cuyo suelo es clasificado como Hapludol éntico, de textura
franco arenosa, serie Piedritas (Geolnta, 2013) (Figura 9 del anexo 2). Las caracteristicas quimicas
de los primeros 20 cm a la siembra fueron: pH 5.3 (1:2,5 suelo:agua), conductividad 0,78 dS m,
2,9% de materia organica, 0,16% de N organico, 11,8 ppm de P Bray. El promedio de
precipitaciones ocurridas en Anguil, La Pampa fue de 470 mm durante el ciclo del cultivo (SMN,
2014a).

El hibrido de maiz utilizado fue DK190 MG RR2 (Dekalb®) con muy buen comportamiento al
Mal de Rio Cuarto y con resistencia genética a Diatraea saccharalis (barrenador del tallo) y al
herbicida Roundup Ready 2® (Monsanto®). La semilla fue tratada con el insecticida Poncho®
(Clotianidina como principio activo; Bayer®) antes de la siembra previamente a la aplicacion del
inoculante. La secuencia de cultivos en el lote utilizado era soja-trigo/soja-maiz, bajo siembra directa.
La siembra del cultivo del ensayo se realizé el 1 de Octubre de 2010. La densidad de siembra fue
82000 semillas ha' con un espacio entre hileras de 52,5 cm. El disefio de los ensayos fue en
bloques completamente aleatorizados con arreglo factorial de dos factores. Se determinaron tres
bloques en forma perpendicular a la pendiente topografica, menor al 1%. Cada una de las parcelas
experimentales tuvo una superficie total de 222,53 m2 (6,09 m de ancho y 36,54 m de largo). Uno de
los factores fue la inoculacién con dos niveles: testigo (sin inoculacién) e inoculado con 40M+42M. El
segundo factor, en uno de los ensayos, fue la fertilizaciéon nitrogenada realizada a la siembra, con
tres niveles de urea incorporada al suelo con sembradora de grano fino, en sentido perpendicular al
sentido de la siembra. En dicho ensayo, ademas, se aplic una fertilizacion de base de 120 kg SPT
ha'. Los niveles de fertilizacion nitrogenada aplicados fueron: 0, 100 y 200 kg urea ha' (con una

concentracion de 46% de N, las dosis equivalen a 0, 46 y 92 kg N ha!, respectivamente). El segundo
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factor del otro ensayo fue la fertilizacion fosforada, con tres niveles de SPT incorporado junto a la
semilla durante la siembra. En este ensayo no se aplico fertilizaciéon nitrogenada de base. Los
niveles de fertilizacion fosforada aplicados fueron: 0, 60 y 120 kg SPT ha! (con una concentracion de
20% de P, las dosis equivalen a 0, 12 y 24 kg P ha", respectivamente). La dosis de inoculacion
aplicada fue de 10 ml kg-! de semilla. El recuento de bacterias del inoculante 40M+42M fue de 2,0 x
10" UFC ml-1,

En este ensayo, los muestreos se realizaron a los 61 DDS, en etapa vegetativa (V5 de Ritchie
y Hanway, 1982) y a los 129 DDS, en etapa reproductiva (Grano lechoso R3 de Ritchie y Hanway,
1982). El muestreo de rendimiento se realizé a la cosecha del cultivo (214 DDS). Se realizaron las
determinaciones de biomasa aérea, componentes del rendimiento, CLPP, y recuentos de
microorganismos MFN, celuloliticos y nitrificadores.

7.2. Resultados y discusion.

7.2.1. Ensayo de evaluacion de inoculacion y fertilizacion fosforada.

En este ensayo se observaron valores promedio de rendimiento y biomasa aérea de 5830 y
11560 kg ha, respectivamente. Los rendimientos obtenidos fueron menores al promedio obtenido
para el cultivo de maiz en el partido de Trenque Lauquen, que fue de 6158 kg ha' (MAGyP, 2014).
Probablemente, esto se deba a los niveles muy bajos de precipitaciones registrados, dado que en
ensayos de rendimiento realizados en el mismo campo, el hibrido AX886, utilizado en el ensayo de
Pehuajo (seccién 6.1), rindié 10809 kg ha-!, mientras que el hibrido utilizado en este ensayo, rindio
9375 kg ha' en un campo cercano, todos ellos en la campafia 2009-2010 (Ridzo, 2015b). En esta
campaiia, las precipitaciones fueron mas favorables para el cultivo (Skansi, 2010b). En esta misma
campafia, este hibrido rindi6 alrededor de 14000 kg ha' en Colon, provincia de Buenos Aires
(Ferraris y Couretot, 2012) y 13463 kg ha"' en San Francisco, Cordoba (Centeno et al., 2010),
mientras que en Marcos Juarez, Cordoba rindié 12224 kg ha', en la campafia 2011-2012 (Vallone
etal., 2012). En este ensayo, la informacion meteoroldgica disponible corresponde a datos de las
estaciones meteoroldgicas de la EEA Anguil del INTA y de Santa Rosa, La Pampa del Servicio
Meteorolégico Nacional. Estas son las fuentes de informacion mas cercanas a la zona del ensayo

que tienen similares caracteristicas climaticas. Las precipitaciones registradas en Anguil durante el
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periodo del ensayo fueron similares al promedio 1981-1990 de 485 mm, observado en Santa Rosa,
La Pampa en el mismo periodo de tiempo (SMN, 2014b). Ademas, el indice de precipitacion
estandarizado al periodo 1961-2010 para los meses de diciembre, enero y febrero fue entre -0.5y
0.5, es decir, normal (Skansi, 2011a), periodo en el cual se ubica el periodo critico de definicion del
rendimiento del cultivo de maiz (Carcova et al., 2004a). Sin embargo, se registraron grandes déficits
hidricos en el mes de diciembre, con un indice de precipitacion estandarizado al periodo 1961-2010
para los meses de octubre, noviembre y diciembre entre -1.5 y -2.0, es decir, muy seco 0 sequia
severa (Skansi, 2010a). Probablemente, las precipitaciones registradas en el segundo trimestre del

cultivo no compensaron el déficit hidrico del primer trimestre, afectando el rendimiento del cultivo.

Se observo que ninguno de los factores evaluados produjo una respuesta significativa sobre el
rendimiento o sobre la generacion de biomasa aérea. Tampoco se observaron efectos la inoculacion
y la fertilizacion sobre los componentes del rendimiento, peso de 1000 granos y numero de
granos ha'', presentandose valores promedios de 0,29 kg y 22058073 granos ha!, respectivamente,
ni diferencias significativas en los valores de IC, que fue en promedio de 0,51 para todos los
tratamientos aplicados. Finalmente, no se observaron diferencias significativas debidas a los
tratamientos sobre la produccién de biomasa radical en el estado de V5 (Tabla 7.1). Si bien no se
observé ningun efecto significativo de los tratamientos sobre las variables mencionadas, los mayores
valores de rendimiento fueron obtenidos en las parcelas inoculadas y fertilizadas con 120
kg SPT ha-!, observandose un 12% més de rendimiento que las parcelas testigo, mientras que la
misma dosis de fertilizacion fosforada incrementé el rendimiento un 3%. Asimismo, la fertilizacion y
la inoculacion incrementaron la produccion de biomasa aérea entre un 2,5 y 4,4%, mientras que sélo
la fertilizacion la incrementd hasta un 5%. En los estados ontogénicos de V5 y R3 no se observaron
efectos de los tratamientos evaluados sobre la produccion de biomasa aérea pero si, y como
resultaria esperable, se observaron diferencias entre estados ontogénicos (Tabla 7.1). Tampoco se
observaron diferencias en los recuentos del NMP de microorganismos celuloliticos, nitrificadores y
MFN debidas a los tratamientos evaluados, pero se registraron diferencias entre los diferentes
estados ontogénicos del cultivo (Tabla 7.2). Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a
los parametros agronomicos del cultivo y los recuentos de microorganismos rizosféricos seran

discutidas mas detalladamente en el capitulo 8.
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Tabla 7.1. Biomasa aérea en dos estados del cultivo de maiz, en la localidad de 30 de
Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires.

Biomasa radical

Biomasa aérea de 0-20 cm de suelo
Estado del cultivo (kg ha) (kg ha)
V5 1826 a 111
Llenado de grano (R3) 13231b nd

nd: no determinado
Letras distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).

Tabla 7.2. Recuento de microorganismos microaerofilicos fijadores de nitrogeno (MFN), celuloliticos y
nitrificadores en dos estados del cultivo de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires.

MFN Celuloliticos Nitrificadores
Estado del cultivo (Log NMP g raiz seca)
V5 743D 740b 6,22 b
Llenado de grano (R3) 5,49 a 539a 472 a

Letras distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).

El anélisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en el estado de V5 se presenta en la Figura 7.1. Ambos ejes explicaron el 75% de la varianza total.
El eje 1 estuvo principalmente conformado por &cido citrico, maltosa e histidina. El eje 2 estuvo
conformado principalmente por ramnosa, prolina y glutamina. En este muestreo, la fisiologia de las
comunidades microbianas rizosféricas estuvo determinada por la interaccion entre la inoculacién y
los niveles de fertilizacion fosforada (Figura 7.1). En la Figura 7.2 se presenta el analisis
discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes en el estado de
llenado de granos (R3). Ambos ejes explicaron el 88% de la varianza total. El eje 1 estuvo
principalmente conformado por histidina y acido citrico. El eje 2 estuvo conformado principalmente
por xilosa y dextrosa. En este muestreo, contrariamente a lo observado en el estado vegetativo, las
comunidades microbianas rizosféricas presentaron patrones fisiologicos similares (Figura 7.2).
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Figura 7.1. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizésfera de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de
Buenos Aires, en el estado de V5, bajo diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion
fosforada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion fueron utilizados
para realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por
cada uno de los ejes.
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Figura 7.2. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizésfera de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de
Buenos Aires, en el estado de llenado de granos (R3), bajo diferentes tratamientos de inoculacion y
fertilizacion fosforada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacién fueron
utilizados para realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.

88



El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en ambos estados ontogénicos del cultivo se presenta en la Figura 7.3. Ambos ejes explicaron el
89% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por &cido mélico, maltosa y
putrescina. El eje 2 estuvo conformado principalmente por acido oxalico y glutamina. El analisis
discriminante de los CLPP mostr6 que la fisiologia de las comunidades microbianas presentes en la
rizosfera de las plantas estuvo determinada por el estado ontogénico del cultivo, en interaccidn con
los tratamientos de inoculacién y fertilizacién aplicados (Figura 7.3). El anélisis del indice H’ no
mostré diferencias entre estados ontogénicos del cultivo, siendo el valor promedio de 3,03. Tampoco
se observaron diferencias significativas para este indice entre los distintos tratamientos en ninguno
de los dos momentos del ciclo del cultivo. Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a
los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas seran discutidas méas detalladamente en el

capitulo 8.
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Figura 7.3. Anélisis discriminante de los perfiles fisioldgicos (CLPP) de las comunidades microbianas
de rizosfera de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de
Buenos Aires, en dos momentos del ciclo del cultivo, bajo diferentes tratamientos de inoculacién y
fertilizacion fosforada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion fueron
utilizados para realizar el andlisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.
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En resumen, en este ensayo se observd que el desarrollo del cultivo determiné variaciones
en los parametros agronémicos. En cuanto al efecto de la fertilizacién fosforada y la inoculacion, no
se observaron respuestas significativas en los parametros agronémicos del cultivo, en los recuentos
de los grupos microbianos evaluados, pero si en los perfiles fisioldgicos de las comunidades
microbianas rizosféricas, en interaccion con el estado ontogénico del cultivo. Las implicancias
agronémicas y ecolégicas de los resultados obtenidos en este capitulo seran discutidas mas

ampliamente en el capitulo 8.

7.2.2. Ensayo de evaluacion de inoculacion y fertilizacion nitrogenada.

En este ensayo se observaron valores promedio de rendimiento y biomasa aérea de 5920 y
11740 kg ha', respectivamente. Los rendimientos obtenidos fueron menores al promedio obtenido
para el cultivo de maiz en el partido de Trenque Lauquen, que fue de 6158 kg ha' (MAGyP, 2014).
Probablemente, esto se deba a los niveles muy bajos de precipitaciones registrados, como ya se
discutio en la seccion 7.2.1. Se observd que ninguno de los factores evaluados produjo una
respuesta significativa sobre el rendimiento o sobre la generacion de biomasa aérea. No se
observaron efectos la inoculacion o la fertilizacion sobre la produccion de biomasa radical en el
estado de V5 (Tabla 7.3) ni sobre los componentes del rendimiento, peso de 1000 granos y numero
de granos ha', presentandose valores promedios de 0,30 kg y 22398592 granos ha,
respectivamente, ni sobre los valores de IC, siendo en promedio de 0,51 para todos los tratamientos
aplicados. En los estados ontogénicos de V5 y R3 no se observaron efectos de los tratamientos
evaluados sobre la produccion de biomasa aérea pero si, y como resultaria esperable, se
observaron diferencias entre estados ontogénicos (Tabla 7.3). Tampoco se observaron efectos de la
inoculacion y la fertilizacion sobre el NMP de microorganismos celuloliticos, nitrificadores y MFN
determinado en ambos muestreos, pero se observaron diferencias en el recuento de los diferentes
grupos microbianos evaluados (Tabla 7.4). Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a
los parametros agronémicos del cultivo y los recuentos de microorganismos rizosféricos seran

discutidas mas detalladamente en el capitulo 8.
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Tabla 7.3. Biomasa aérea en dos estados del cultivo de maiz, en la localidad de 30 de
Agosto, partido de Trenque Lauguen, provincia de Buenos Aires.

Biomasa radical

Biomasa aérea de 0-20 cm de suelo
Estado del cultivo (kg ha'!) (kg ha)
V5 1989 a 111
Llenado de grano (R3) 13032 b nd

nd: no determinado
Letras distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).

Tabla 7.4. Recuento de microorganismos microaerofilicos fijadores de nitrogeno (MFN), celuloliticos y
nitrificadores en dos estados del cultivo de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de
Trenque Lauquen, provincia de Buenos Aires.

MFN Celuloliticos Nitrificadores
Estado del cultivo (Log NMP g raiz seca)
V5 7,54 B 7,39b 6,04 b
Llenado de grano (R3) 5,42 A 543 a 464 a

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Tukey (P<0,05).
Letras minusculas distintas indican diferencias significativas segun test de Kruskal-Wallis (P<0,05).

El analisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en el estado de V5 se presenta en la Figura 7.4. Ambos ejes explicaron el 77% de la varianza total.
El eje 1 estuvo principalmente conformado por acido lactico, acido salicilico y acido malico. El eje 2
estuvo conformado principalmente por manitol, &cido lactico, acido citrico y glicina. Se observé que
las comunidades microbianas rizosféricas presentaron patrones fisiologicos similares entre si (Figura
7.4). En la Figura 7.5 se presenta el analisis discriminante de los CLPP de las comunidades
microbianas rizosféricas presentes en el estado de llenado de granos (R3). Ambos ejes explicaron el
70% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por glicerina y prolina. El eje 2
estuvo conformado principalmente por dextrosa y acido citrico. Al igual que en el estado de V5
(Figura 7.4), en R3 las comunidades microbianas rizosféricas presentaron patrones fisioldgicos

bastante similares entre si (Figura 7.5).
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Figura 7.4. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizésfera de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de
Buenos Aires, en el estado de V5, bajo diferentes tratamientos de inoculacion y fertilizacion
nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacién fueron
utilizados para realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.
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Figura 7.5. Analisis discriminante de los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de la
rizésfera de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de
Buenos Aires, en el estado de llenado de granos (R3), bajo diferentes tratamientos de inoculacion y
fertilizacion nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion
fueron utilizados para realizar el anélisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.
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El anélisis discriminante de los CLPP de las comunidades microbianas rizosféricas presentes
en ambos estados ontogénicos del cultivo se presenta en la Figura 7.6. Ambos ejes explicaron el
95% de la varianza total. El eje 1 estuvo principalmente conformado por acido oxalico y &cido lactico.
El eje 2 estuvo conformado principalmente por acido malico e histidina. El analisis discriminante de
los CLPP mostr6 que la fisiologia de las comunidades microbianas presentes en la rizésfera de las
plantas estuvo determinada por el estado ontogénico del cultivo, en interaccion con los tratamientos
de inoculacion y fertilizacién aplicados (Figura 7.6). El analisis del indice H’ no mostrd diferencias
entre estados ontogénicos del cultivo, siendo el valor promedio de 3,02. Tampoco se observaron
diferencias significativas para este indice entre los distintos tratamientos en ninguno de los dos
momentos del ciclo del cultivo. Las implicancias de los resultados obtenidos respecto a los perfiles

fisiologicos de las comunidades microbianas seran discutidas méas detalladamente en el capitulo 8.
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Figura 7.6. Anélisis discriminante de los perfiles fisiolégicos (CLPP) de las comunidades microbianas
de rizésfera de maiz, en la localidad de 30 de Agosto, partido de Trenque Lauquen, provincia de
Buenos Aires, en dos momentos del ciclo del cultivo, bajo diferentes tratamientos de inoculacién y
fertilizacidén nitrogenada. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacién
fueron utilizados para realizar el anélisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total
explicada por cada uno de los ejes.
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En resumen, en este ensayo se observd que el desarrollo del cultivo determiné variaciones
en los pardmetros agronémicos y en el numero de microorganismos nitrificadores. En cuanto al
efecto de la fertilizacién nitrogenada y la inoculacién, no se observaron respuestas significativas en
los parametros agronémicos del cultivo y en los recuentos de microorganismos celuloliticos y MFN.
Se observd que la fertilizacion nitrogenada afectd el numero de microorganismos nitrificadores, y
todos los tratamientos evaluados generaron modificaciones en los perfiles fisioldgicos de las
comunidades microbianas rizosféricas, en interaccion con el estado ontogénico del cultivo. Las
implicancias agrondmicas y ecoldgicas de los resultados obtenidos en este capitulo seran discutidas

mas ampliamente en el capitulo 8.
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Capitulo 8. Discusion general y conclusiones.

En trabajos previos se han demostrado valores de respuesta en el rendimiento de los cultivos
a la inoculacion con A. brasilense del orden del 12% en trigo, y en maiz del 9% (Diaz Zorita y
Fernandez Canigia, 2008), del 18% (Rodriguez-Caceres, 2008), o incluso, reportes con incrementos
en el rendimiento de maiz de mas del 70% (Garcia de Salamone, 2012a). En este trabajo, la practica
de inoculacién con las cepas de A. brasilense 40M y 42M generé aumentos significativos del
rendimiento en el ensayo de maiz realizado en Pehuaj6 en la campafia 2010-2011 (Figura 6.2), y en
el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto en la campafia 2011-2012, en interaccion con la
practica de fertilizacion (Figura 5.2). En estos ensayos, el nivel de respuesta a la inoculacion estuvo
en el rango del 3% al 30% para trigo sin y con fertilizacion fosforada, respectivamente, y del 10% al
50%, para maiz sin y con fertilizacion nitrogenada, respectivamente. En los otros ensayos, si bien no
se generaron aumentos significativos, se logré un incremento del 9% del rinde de maiz y trigo. Este
porcentaje corresponde a 90 y 75 U$S ha-! de incremento en el ingreso de los productores con cada
uno de los cultivos, respectivamente, teniendo en consideracion el valor de los granos promedio de
los afios 2009 y 2011 (Agromercado, 2013), que fueron las campafas en las cuales se realizaron
dichos ensayos. Si se comparan estos incrementos con el costo de los inoculantes (Tabla 8.1), se
puede concluir que en ambos ensayos se logré cubrir los gastos de esta practica agronomica y, aun
asi, tener mayores margenes de ingreso. Entonces, a pesar de lograrse incrementos no
significativos estadisticamente, no debe perderse de vista que la inoculacién permitié incrementos

economicamente significativos para el productor.

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados en este trabajo son acordes a lo reportado
para el cultivo de trigo y de maiz respecto a valores de rendimiento (MAGyP, 2014) y de indices de
cosecha (Calderini et al., 1995; Carcova et al, 2004b), con las consideraciones pertinentes
detalladas en la discusion del capitulo correspondiente a cada uno de los ensayos. En el ensayo de
trigo realizado en 30 de Agosto, las diferencias observadas en el rendimiento (Figuras 5.1 y 5.2)
pudieron ser explicadas por los componentes del rendimiento (Figuras 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6). Otros
autores también han encontrado diferencias en los componentes del rendimiento generadas por la
inoculacion con A. brasilense de cultivos de trigo (Garcia de Salamone et al., 1990; Diaz Zorita y
Fernandez Canigia, 2009; Maddonni et al., 2004b) y de arroz (Garcia de Salamone et al., 2010;
2012).
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Tabla 8.1. Costos de los fertilizantes e inoculantes aplicados en cada uno de los ensayos
realizados. Elaborado en base a datos de Mayo de 2013 (Fuente: Agromercado, 2013).

Tipo de fertilizante y costo® Costo inoculante?
Cultivo y localidad del ensayo (US$S ha') (U$S ha')

Trigo V. Moll Solmix: sd 30,6
Trigo 30 de Agosto Urea: 45,8 20,9
SPT: 39,0 20,9
Maiz 30 de Agosto (N)" Urea: 61,0 7,5
Maiz 30 de Agosto (P)? SPT: 39,0 7,5
Maiz Pehuajé Urea: 54,9 8,4

sd: sin dato

(N) ensayo en el cual se evalud la interaccion entre la inoculacion y la fertilizacion nitrogenada.
%(P) ensayo en el cual se evalu la interaccion entre la inoculacion y la fertilizacion fosforada.

3E| costo del fertilizante corresponde a la dosis intermedia aplicada. Para calcular el costo por
hectarea de la dosis méxima de fertilizacion se debe duplicar este valor.

“El costo del inoculante experimental de cada ensayo corresponde al costo de un inoculante
comercial para el mismo cultivo y con similar formulacion. El costo del inoculante del ensayo de
Pehuajo corresponde al promedio entre el costo del inoculante comercial utilizado y el costo del
inoculante experimental, estimado como se menciond anteriormente.

De igual forma, en este trabajo se observaron aumentos de la biomasa aérea de los cultivos
generados por la inoculacion, significativos (Figuras 5.8 y 6.3) y no significativos (secciones 4.2 y
7.2), en concordancia con lo observado por otros autores para cultivos de trigo (Baldani et al., 1987;
Boddey et al., 1986; Caballero-Mellado, 2008; Casaretto y Labandera, 2008; Diaz Zorita vy
Fernandez Canigia, 2008; Freitas y Germida, 1990; Naiman et al., 2009), arroz (Garcia de Salamone
et al., 2010; 2012; Ferraris y Couretot, 2008) y de maiz (Caballero-Mellado, 2004; Cappelletti et al.,
2004; Casaretto y Labandera, 2008; Diaz Zorita et al., 2004; Garcia de Salamone et al., 1996,
Garcia de Salamone y Monzén de Asconegui, 2008). Estos aumentos en los niveles de biomasa
aérea y también en la biomasa radical, significativos (seccién 6.2) o no (secciones 4.2, 5.2, 7.2.1y
7.2.2) generados por los tratamientos evaluados, constituyen un mayor aporte de residuos al suelo
del lote, luego de la cosecha de los cultivos. Teniendo en cuenta que no s6lo es mayor la cantidad
de rastrojo, sino también de buena calidad para el proceso de humificacion (Sisti et al., 2004), y si el

manejo de los residuos es acorde a las buenas préacticas, dejandolo en superficie para que su
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degradacion y la mineralizacién de nutrientes ocurran mas lentamente, se favorecera el proceso de
acumulacion de materia organica del suelo, mejorando la calidad y la salud del mismo, y
contribuyendo a la sustentabilidad agricola (Lal, 1997; Urquiaga et al., 2004). Ademas, con un
manejo adecuado de los rastrojos, el secuestro de CO2 es mas eficiente, con lo que se reducen las
emisiones de este gas a la atmésfera, con la consecuente disminucion del calentamiento global (Lal,
1997).

La respuesta de los cultivos a la inoculacion con A. brasilense se encuentra determinada por
las interacciones producidas entre la cepa bacteriana inoculada, el genotipo vegetal y el ambiente
(Abril et al., 2006; Caballero-Mellado, 2004; Garcia de Salamone y Monzén de Asconegui, 2008;
Lucy et al., 2004), teniendo en cuenta también la microbiota nativa presente en ese ambiente (Aeron
et al., 2011; Bashan, 1999), que constituira la competencia ecoldgica del inoculante (Cummings,
2009). En relacion a esto, otros autores observaron interacciones entre la cepa bacteriana inoculada
y el genotipo de maiz (Garcia de Salamone y Ddbereiner, 1996), de arroz (Garcia de Salamone
etal., 2012), de trigo (Garcia de Salamone et al., 2009), de frutilla (Pedraza et al., 2007) y de
Brachiaria spp. (Reis et al., 2004). En cuanto al mecanismo de la bacteria en si, la hipétesis aditiva
(Bashan y Levanony, 1990) indica que son varios los mecanismos de PGP de una PGPR que
trabajan en forma simultanea o en sucesién durante el ciclo de vida de la planta, y que determinan
los efectos observables en el crecimiento y rendimiento vegetal (Bashan et al., 2004). Cuando uno o
mas mecanismos se encuentran inactivos debido a algunas de las interacciones antes mencionadas,
como condiciones ambientales desfavorables para el desarrollo del cultivo, puede que los beneficios
de la asociacién planta-bacteria no resulten tan evidentes (Bashan y Levanony, 1990; Kaushik et al.,
2002), lo que podria explicar la presencia y la ausencia de respuestas significativas a la inoculacién
con A. brasilense en los ensayos realizados en este trabajo. En relacidn a esto, Abril et al. (2006)
mostraron que las campafias agricolas con menores precipitaciones presentaron menor colonizacion
rizosférica de microorganismos MFN, aunque no mencionan si esto finalmente gener6 diferencias o
no en los parametros agronoémicos de los cultivos. Ademas, Reis et al. (2004) mostraron un menor
NMP de microorganismos MFN en plantas, lo que fue asociado a periodos de sequia. Por el
contrario, en condiciones de sequia simulada, Creus et al. (2004) mostraron disminuciones del
rendimiento de trigo debido a la sequia, pero sin modificaciones significativas en el NMP de

microorganismos MFN. En este trabajo, el mayor nimero de este grupo microbiano se observo en
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los ensayos sometidos a estrés hidrico (Tablas 7.2 'y 7.4), respecto a los recuentos realizados en los

otros ensayos (seccion 4.2 y Tablas 5.1y 6.2).

De los resultados significativos sobre la generacion de biomasa aérea y rendimiento obtenidos
en los ensayos de este trabajo, el caso del ensayo de maiz realizado en Pehuajé merece una
discusion mas detallada. En dicho ensayo, en el estado reproductivo de llenado de grano (R3) se
observaron diferencias significativas en la generacion de la biomasa debidas a la inoculacién (Figura
6.3), que no se observaron en el estado vegetativo de V5 (seccion 6.2). Esto podria ser adjudicado a
una diferencia en la duracion del ciclo del cultivo generada por un retraso en la senescencia foliar, lo
que ya ha sido documentado para Azospirillum sp. (Sarig et al., 1990). Uno de los mecanismos para
retrasar la senescencia implica la reduccion de los niveles de etileno en el vegetal, mediante
enzimas como la ACC desaminasa (Grichko y Glick, 2001). Si bien la actividad ACC desaminasa fue
estimada en este trabajo para las cepas 40M y 42M (Tabla 3.1) en condiciones in vitro, y por primera
vez para A. brasilense, esto no explicaria los resultados obtenidos debido a que los niveles de
biomasa generados en la plantas inoculadas con estas cepas fueron similares a los producidos por
las plantas testigo no inoculadas (Figura 6.3). Esto pareceria contradecirse con las diferencias
observadas en los niveles de rendimiento (Figura 6.2). Sin embargo, dichas diferencias podrian ser
explicadas por un mayor aborto de flores en las plantas de las parcelas testigo no inoculadas,
producto del ataque de Ustilago maydis, agente causal de la enfermedad conocida como “carbon
comun del maiz”. Si bien no se realizaron mediciones a campo tendientes a confirmar esta hipédtesis,
durante el muestreo de llenado de grano se observo una alta incidencia de esta enfermedad, que se
caracteriza por el desarrollo de agallas dentro de las espigas, llevando a una reduccion del
rendimiento (Windauer et al., 2004). La aparicién de esta enfermedad se ve incrementada durante
un tiempo humedo, lluvioso, y de temperaturas célidas (Pérez Fernandez, 2011), el cual fue
caracteristico en la zona de este ensayo durante la etapa reproductiva del cultivo, realizado durante
la campafia de 2010-2011. Si bien no existen antecedentes de una mayor resistencia a esta
enfermedad debida a la inoculacion con Azospirillum sp., se ha demostrado la resistencia sistémica
inducida producida ante el ataque de otros agentes fitopatogenos, tales como Magnaporthe oryzae y
Xanthomonas oryzae en arroz (Yasuda et al., 2009), Colletotrichum acutatum en frutilla (Tortora
et al., 2012) y Pseudomonas syringae en tomate (Bashan y Bashan, 2002). Ademas, se ha reportado

que Azospirillum sp. genera antibiosis (Carcafio-Montiel et al., 2006) y produce sideréforos (Pedraza
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et al., 2007), habiéndose comprobado en este trabajo la produccion de éstos ultimos por las cepas
40M y 42M, en condiciones in vitro (seccion 3.2.2). Si bien en este trabajo no se realizaron
mediciones a campo tendientes a confirmarlo, todo lo antes mencionado sugiere que la inoculacién
con A. brasilense podria reducir el efecto negativo del ataque de U. maydis en el cultivo de maiz, lo

que deberia ser evaluado en trabajos posteriores.

En conjunto con la practica agrondmica antes mencionada, relacionada al mantenimiento del
rastrojo en superficie para una mineralizacion mas lenta que favoreceria la acumulacion de materia
organica en el suelo, otra de las buenas practicas agropecuarias es la utilizacion adecuada de los
fertilizantes. Los mismos deben cubrir las necesidades de nutrientes de los cultivos, sin afectar
significativamente la disponibilidad de esos nutrientes en el suelo, y reduciendo el riesgo de
contaminacion ambiental (Tilman et al., 2002). En nuestro pais, el consumo de fertilizantes aumentd
un 50% en los Ultimos diez afios (Fertilizar, 2014a), aplicandose fertilizantes nitrogenados en el 89%
del area total sembrada con trigo y en el 91% del area total sembrada con maiz, con dosis promedio
de 166 y 197 kg ha'', respectivamente, durante la campafia 2012-2013 (Fertilizar, 2014b). El trigo y
el maiz son los dos cultivos que presentan mayor porcentaje de reposicion de nutrientes en todas las
campanas, correspondiendo este porcentaje al balance entre lo que se aplica y lo que se remueve
por la cosecha de los granos. El porcentaje de reposicién en la campafia 2011-2012 fue del 95% y
80%, para cada cultivo, respectivamente (Gonzalez Sanjuan et al., 2013). Esto demuestra que la
aplicacion de fertilizantes no siempre cubre las necesidades de fertilizacion, en parte debido a las
fluctuaciones de los mercados, en relacién al precio de los fertilizantes y de los granos. Ademas,
bajo determinadas condiciones ambientales, la eficiencia de recuperacién, es decir, la relacion entre
la cantidad aplicada y la cantidad absorbida por el cultivo, puede verse disminuida (Steinbach, 2005).

Es por ello que se vuelve necesario aumentar la EUF (Tilman et al., 2002).

En relacion a lo anterior, se debe destacar que la FBN constituye una fuente esencial y
potencial de N para el desarrollo de agroecosistemas sustentables (Urquiaga et al., 2004). Se ha
demostrado que ciertas cepas de Azospirillum pueden fijar N2 en asociacion con maiz en niveles de
suministro equivalente a 100 kg N ha' (Garcia de Salamone y Débereiner, 1996). Ademas, esta
PGPR puede aumentar la cantidad de pelos radicales y raices adventicias (Okon y Vanderleyden,
1997), aumentando la exploracion del perfil del suelo y maximizando la absorcién de nutrientes
(Dardanelli et al., 2004; Dobbelaere et al., 2001). Esta combinacion de mecanismos constituye una
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posibilidad para mejorar la EUF aplicados en un gran numero de cultivos y bajo diferentes
condiciones climaticas y edéaficas (Caballero-Mellado, 2004; Dobbelaere et al., 2001). En trabajos
previos, se encontr6 que la aplicacién de inoculantes comerciales formulados con bacterias del
género Azospirillum produjo aumentos en el rendimiento de trigo, en combinacién con la aplicacién
de fertilizante nitrogenado en forma de urea (Naiman et al., 2009). Incluso la inoculacién con las
mismas cepas que las utilizadas en este trabajo también produjo incrementos de rendimiento en
arroz, en combinacion con la aplicacion de fertilizante mezcla de micronutrientes (Garcia de
Salamone et al., 2010). En relacion a esto, y en linea con lo mencionado anteriormente respecto a
que la respuesta a la inoculacion depende de las condiciones ambientales, algunos autores
mostraron mayores incrementos del rendimiento y mas consistentes en condiciones de intermedios a
bajos o medios niveles de fertilizacion (Dobbelaere et al., 2001; Kaushik et al., 2002). Los ensayos
realizados durante este trabajo con respuesta significativa a la inoculacién mostraron que la
aplicacion del inoculante 40M+42M mejoro la EUF del fertilizante fosforado por el cultivo de trigo
(Figura 5.2) y del fertilizante nitrogenado por el cultivo de maiz (Figuras 6.1 y 6.2 y seccion 6.2).
Ademés, Hungria et al. (2010) reportaron respuestas en rendimiento de trigo del 30% bajo
inoculacion de dos cepas de A. brasilense combinadas, cuya aplicacién individual gener6 respuestas
del orden del 18%. En este trabajo, para el cultivo de trigo no se pudo arribar a una conclusién
similar, debido a que en el ensayo realizado en la localidad de Villa Moll en el que se evaluaron los
inoculantes monocepa y el inoculante mezcla, no se obtuvo una respuesta significativa en el
rendimiento (seccion 4.2). Sin embargo, en el cultivo de maiz realizado en Pehuajé, la inoculacion de
las cepas 40M y 42M en forma conjunta resulté mas eficiente en términos de rendimiento,
generacion de biomasa aérea y EUF, en comparacion con la inoculacién de las cepas por separado

(Figuras 6.1y 6.2 y seccion 6.2).

Si bien existen resultados contradictorios en los niveles de respuesta de los cultivos a la
interaccion entre la inoculacion con Azospirillum y la fertilizacion (Lucy et al., 2004), se ha
establecido que esta bacteria mejora la EUFs de sintesis quimica (Caballero-Mellado, 2004; Hayat
etal., 2012; Kennedy et al., 2004). En este sentido, en este trabajo, el aumento del rendimiento
debido a la inoculacién ocurri6 en las parcelas con aplicaciones de dosis de fertilizaciones de medias
a altas. Cabe mencionar que la denominacion de dosis medias y altas utilizadas en este trabajo es

exclusivamente en términos relativos a los ensayos, ya que las maximas dosis aplicadas
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corresponden a las habitualmente utilizadas por los productores. Si bien las dosis de fertilizantes
aplicadas a los cultivos estan estrechamente relacionadas a los precios vigentes de los insumos en
el mercado, la dosis promedio de fertilizantes nitrogenados y fosforados aplicados durante la
campafia 2012-2013 en los cultivos de trigo y de maiz de nuestro pais fueron de 167 y 197 kg ha ',
respectivamente, mientras que en la provincia de Buenos Aires, las dosis promedio aplicadas
correspondieron a 176 y 225 kg ha-1, respectivamente para cada cultivo (Fertilizar, 2014b). Otro
aspecto a tener en cuenta es que en ambos ensayos en los que se observaron efectos significativos
de la inoculacién, dicha practica agrondémica permitio obtener niveles de rendimiento con dosis
intermedias de fertilizantes equivalentes a los rendimientos obtenidos con la mayor dosis de
fertilizacion y sin inoculacion (Figura 5.1 y seccion 6.2). Aun sin considerar los gastos de las
aplicaciones, el costo de los fertilizantes en las dosis utilizadas en los ensayos, como minimo,
duplica el costo de los inoculantes (Tabla 8.1). Considerando todo lo antes mencionado, la practica
de inoculacién permite reducir las dosis de fertilizacion a la mitad, aumentando la EUF, asegurando
los niveles de rendimiento, reduciendo los costos y disminuyendo el riesgo de contaminacion
ambiental. Todo esto contribuye a mejorar tanto el componente econémico como ambiental de la

sustentabilidad agroecosistémica.

Los andlisis quimicos de suelo, realizados luego de la cosecha de los cultivos de trigo y maiz,
determinaron que la fertilizacién fosforada aplicada como tratamiento en algunos de los ensayos
permitié, no sélo incrementar el rendimiento y la biomasa aérea del cultivo de trigo (Figuras 5.1, 5.2,
5.7 y 5.8), sino también aumentar los niveles de P disponible en el suelo en 2 y 10 ppm mas
respecto al control sin fertilizacion fosforada, en aquellas parcelas que recibieron 60 y 120 kg
SPT ha', respectivamente. En el caso del ensayo de maiz, si bien no se logré incrementar
significativamente el rendimiento con la aplicacién del fertilizante fosforado (seccion 7.2.1), se logré
aumentar los niveles de P disponible en el suelo en 7 y 19 ppm mas respecto al control sin
fertilizacion fosforada, en aquellas parcelas que recibieron 60 y 120 kg SPT ha!, respectivamente.
Ademas, en este ensayo se observaron incrementos significativos en el nivel de P disponible en el
suelo de las parcelas fertilizadas con ambas dosis, respecto a los niveles disponibles antes del inicio
de cultivo (seccion 7.1). Incluso en las parcelas no fertilizadas con P, el nivel de este nutriente
disponible fue significativamente menor respecto a la cantidad inicial, producto del crecimiento del
cultivo y la falta de reposicion de este nutriente debida a la fertilizacion. Esto es coincidente con el
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criterio de fertilizaciéon segun reposicidn y enriquecimiento, aplicado para nutrientes poco méviles
como el P. Segun este criterio, en suelos con bajo niveles de este nutriente, se debe fertilizar segun
los requerimientos del cultivo y un poco mas, de manera tal de ir enriqueciendo el suelo con P hasta

lograr un nivel de suficiencia (Alvarez et al., 2005).

En ambos ensayos de maiz realizados en la localidad de 30 de Agosto fue posible determinar
las variables fisico-quimicas del suelo al inicio y al final del cultivo. Al final del ciclo del cultivo, se
observo un aumento de la relacion C/N de 10,3 a 11,1 y a 11,3, en el ensayo donde se evaluo el
efecto de la fertilizacion fosforada y nitrogenada, respectivamente. En relacion a esto, debido a que
no se observaron diferencias en los porcentajes de materia orgénica, C organico y N orgénico, se
estima que la diferencia en los valores de relacion C/N se deban a una disminucién en la cantidad de
N mineral, principalmente nitratos, debido a la absorcion del cultivo. Finalmente, se observd un
aumento significativo en los niveles de P disponible al finalizar el cultivo de maiz (45,7 ppm de P
Bray), respecto a los niveles determinados a la siembra del cultivo (11,8 ppm), en el ensayo donde
se evalud la interaccion de la inoculacion con el fertilizante nitrogenado. Este gran aumento en el
contenido de P se explica, por un lado, por la dosis de 120 kg SPT ha-' como fertilizacion fosforada
de base aplicada en el cultivo (seccién 7.1), pero también por el bajo crecimiento del cultivo en este
ensayo que fue la mitad de lo esperado (seccién 7.2.2), debido, posiblemente, a un estrés hidrico
sufrido por el cultivo. Esta situacion seguramente provocd una disminucién en sus requerimientos
nutricionales, por lo cual, la cantidad de fertilizante requerido para reposicion de esta menor
demanda resulté menor, y asi una mayor cantidad de nutriente quedd para enriquecer el suelo,

segun el criterio de fertilizacidn de reposicion y enriquecimiento previamente discutido.

En el caso del ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto, al finalizar el ciclo del cultivo se
observo que en las parcelas en las que no se aplico fertilizacion fosforada el valor promedio de pH
fue de 6,7. Este valor fue significativamente mayor que el valor de pH de las parcelas fertilizadas,
con valor promedio de pH de 6,3. Si bien todos estos valores de pH corresponden a un suelo
ligeramente &cido (Gonzalez et al., 2000), puede resultar contradictorio que la fertilizacion haya
reducido estos valores, si se tiene en cuenta que el fertilizante aplicado es SPT, que presenta un
muy bajo indice de acidez (Rodriguez, 2007). Sin embargo, es importante no perder de vista que
estas determinaciones se realizaron al finalizar el ciclo del cultivo de trigo, el cual presentd respuesta

agronomica significativa a la fertilizacion fosforada (Figuras 5.1, 5.2, 5.7 y 5.8). En relacion a esto,
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otros autores han demostrado que las deficiencias de P modifican el patrén de exudados radicales, y
con éstos, el pH de manera tal de aumentar la disponibilidad de P (Neumann y Rémheld, 2007). Sin
embargo, habria que considerar que la respuesta en condiciones de campo en interaccién con otras
variables pueda modificarse, ya que, como se discutira posteriormente, un mayor crecimiento del
cultivo debido a la fertilizacién fosforada, también implica mayor cantidad de exudados radicales
secretados a la rizosfera. Esto explicaria el descenso observado del pH del suelo en el ensayo de
trigo de 30 de Agosto, como asi también, explicaria la ausencia de efectos sobre el pH del suelo en
el ensayo de maiz, en el cual no se registré respuesta agronémica del cultivo a la fertilizacién

fosforada (seccion 7.2.1).

Continuando con la discusion de la influencia de las condiciones ambientales sobre la
respuesta a la inoculacion, algunos autores mostraron que ante condiciones de baja disponibilidad
hidrica y/o nutricional, la respuesta a la inoculacion con A. brasilense aumenta (Creus et al., 2008;
Okon y Labandera-Gonzalez, 1994; Rodriguez-Caceres et al., 1996). Esta podria explicar la falta de
respuesta significativa en el ensayo de trigo realizado en Villa Moll, donde posiblemente el cultivo no
sufrié ningun tipo de estrés, tanto hidrico como nutricional (seccién 4.2). Sin embargo, no explicaria
la falta de respuesta en los ensayos de maiz realizados en 30 de Agosto, donde claramente el
cultivo se encontré bajo un intenso estrés hidrico. Este estrés comprometi6 el desarrollo vegetal que
rindié la mitad de su potencial (seccién 7.2). Las diferencias en la disponibilidad hidrica entre los
ensayos de maiz realizados en 30 de Agosto respecto al ensayo realizado en Pehuajo, todos ellos
realizados en la misma campaiia agricola, podrian explicar las diferencias observadas en el nivel de
respuesta. Sin embargo, también hay que considerar que diferencias en el manejo de ambos
establecimientos productivos pueden afectar la disponibilidad de nutrientes y el nivel de respuesta
agronémica. Teniendo esto en consideracion, resultaria esperable que el alto estrés hidrico haya
condicionado la interaccidn planta-microorganismo (Abril et al., 2006), pudiendo inactivar uno 0 mas
mecanismos PGP, propuestos en la hipétesis aditiva antes mencionada, enmascarando el efecto
positivo de la inoculacion (Creus et al., 2008) sobre los parametros agrondmicos del cultivo de maiz
en cuestion. Ademas, tanto en los cultivos de trigo como en los de maiz, la respuesta a la
fertilizacion nitrogenada es altamente dependiente a la disponibilidad de agua durante todo el ciclo
del cultivo, mientras que la respuesta a la fertilizacion fosforada estd determinada por la
disponibilidad de N (Alvarez, 2005a; 2005b). Esto explicaria, en gran parte, las respuestas a la
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fertilizacién nitrogenada y/o fosforada (Figuras 5.1, 5.2, 5.7, 5.8 y 6.1) y la falta de las mismas
(secciones 4.2 y 7.2) en los ensayos realizados en este trabajo. Otros autores han discutido
previamente las aparentes discrepancias en la respuesta a la inoculacion, estableciendo que en
realidad en esos ensayos lo que se refleja es una alta heterogeneidad ambiental, incluyendo
diferencias en los tipos de suelo y la microflora nativa, que influyen en dicha respuesta (Aeron et al.,
2011; Babalola, 2010). En este trabajo, dicha heterogeneidad en la microflora nativa pudo
observarse en las diferencias en los recuentos del NMP de los microorganismos MFN anteriormente
discutidas y en las diferencias en los perfiles fisioldgicos de las comunidades presentes en la

rizosfera de los cultivos, que seréa discutido posteriormente.

La rizésfera es un pequefio volumen de suelo que se localiza rodeando las raices de las
plantas, y se encuentra bajo su influencia directa (Minz y Ofek, 2011; Morgan et al., 2005).
Constituye un microambiente altamente dinamico y de gran diversidad (Hisinger et al., 2009; Pliego
et al., 2011). Se ha dicho que los cambios en la diversidad microbiana generados por la introduccion
de un microorganismo mediante su inoculacién son temporarios debido a que el suelo constituye un
"buffer bioldgico" (Bashan, 1999). Sin embargo, aun se desconocen muchos de los procesos que se
producen en la rizésfera (Hisinger et al., 2009) y de las comunidades microbianas responsables de
los mismos (Kent y Triplett, 2002). Es por ello que resulta necesario mejorar el conocimiento sobre la
ecologia microbiana de la rizésfera (Garcia de Salamone, 2012a; Minz y Ofek, 2011), principalmente
en pos de dos objetivos. Por un lado, teniendo en cuenta el rol preponderante que desempefian los
microorganismos en las funciones ecosistémicas (Winding et al., 2005), y considerando que la
abundancia y la diversidad bioldgica favorecen una produccién agricola sustentable (Altieri, 1999;
Zhu et al., 2012), es necesario evaluar y establecer si la inoculacion de los cultivos efectivamente es,
0 bien inocua para la diversidad microbiana nativa o bien que la modificacién que genere sea
temporaria. Por otro lado, teniendo en cuenta que el inoculante se aplica en un ambiente con una
microbiota nativa establecida (Bashan, 1999), cualquier aporte al conocimiento de la misma brindaria
herramientas para mejorar la respuesta de los cultivos a la inoculacién con microorganismos del tipo
PGPR. Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen un aporte significativo al conocimiento
de la fisiologia y la estructura de las comunidades microbianas rizosféricas de cultivos de trigo vy

maiz bajo diferentes practicas agronémicas.
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El medio de cultivo Nfb ss fue disefiado para el aislamiento y caracterizacion de A. brasilense
(Débereiner, 1998) mediante un tipo de crecimiento caracteristico (Figura 3.1E). Sin embargo, en
este medio de cultivo pueden desarrollarse también otros microorganismos con capacidad de FBN
distintos de A. brasilense (Fischer et al., 2007; Forchetti et al., 2007; Tripathi et al., 2002a). Teniendo
en cuenta esto, de todas maneras resultaria esperable que aquellas parcelas inoculadas con esta
bacteria presenten un recuento mayor de microorganismos MFN en este medio de cultivo, acorde a
lo encontrado por otros autores para el cultivo de arroz (Garcia de Salamone et al., 2010; Pedraza
et al., 2009), maiz (Abril et al., 2006; Cappelletti et al., 2004; Casaretto y Labandera, 2008), entre
otros. En este trabajo, en el ensayo de maiz realizado en Pehuajo se observé un mayor numero de
este tipo de microorganismos en las parcelas inoculadas con la mezcla de las dos cepas de
A. brasilense en el estado de R3 (Figura 6.5), lo que podria estar evidenciando una ventaja
competitiva en esta situacion. Por el contrario, en todos los ensayos de trigo y en los ensayos de
maiz realizados en 30 de Agosto no se observaron diferencias significativas en este recuento entre
las parcelas inoculadas y las parcelas testigo. En relacion a esto, algunos autores demostraron que
no en todos los ensayos a campo suelen observarse diferencias en el nimero de microorganismos
MFN mediante recuentos en medios de cultivo (Abril et al., 2006). El desarrollo en este medio de
cultivo de bacterias diferentes de A. brasilense, como también el desarrollo de cepas nativas de esta
bacteria en el suelo podrian explicar estos resultados. Ademas, la respuesta a la inoculacién
depende también de la comunidad de microorganismos nativos, entre ellos, los microorganismos con
capacidad de FBN. En este trabajo, debido a que A. brasilense corresponde a este tipo de
microorganismos, el objetivo fue realizar el recuento de los microorganismos MFN, un grupo
particular de bacterias con capacidad de FBN. Sin embargo, la utilizacién de diferentes medios de
cultivo para la estimacion del nimero de microorganismos con capacidad de FBN podria mejorar la
caracterizacion de la respuesta a la inoculacion, lo que deberia ser tenido en cuenta para futuros

trabajos.

En relacion a las diferencias en el recuento de microorganismos MFN debidas a la
fertilizacidn, Unicamente en el ensayo de maiz realizado en Pehuajé se observaron diferencias,
unicamente en el estado de V5 (Figura 6.4). Es sabido que la disponibilidad de N en el ambiente
inhibe la FBN (Cocking, 2003), pero no necesariamente el crecimiento de los microorganismos MFN
heterétrofos o la respuesta del cultivo a la inoculacion (Bashan y Levanony, 1990). En ese sentido,

105



en este trabajo se observo que el NMP de este grupo microbiano bajo la dosis de urea de 90 kg ha!
fue significativamente mayor. A su vez, la reduccién del NMP de microorganismos MFN bajo la dosis
de urea de 180 kg ha' podria deberse a que estos microorganismos presentan menor capacidad
competitiva en ambientes con alta disponibilidad de N comparado con otros microorganismos
heterétrofos. Algunos autores demostraron que la aplicacién conjunta de urea a la siembra y el
inoculante de A. brasilense sobre la semilla afectd la supervivencia de la bacteria, mientras que otros
fertilizantes no la afectaron (Puente et al., 2008), pero en los ensayos realizados en este trabajo la
aplicacion de la urea se realizo unos dias antes de la siembra. De todas maneras, es una cuestion
muy importante a tener en cuenta al momento de seleccionar el grupo de préacticas agricolas,
asociadas al correcto manejo del cultivo (Diaz Zorita et al., 2004). Algunos autores han reportado
que una mejor nutricion nitrogenada de la planta genera mayor secrecion de compuestos
carbonados a través de los exudados radicales, promoviendo la proliferacion de otros
microorganismos heterotrofos y afectando a los microorganismos MFN por competencia (Reis et al.,
2000a; Dobbelaere et al., 2002).

Los resultados encontrados en este trabajo en relacién al NMP de MFN coinciden
plenamente con los encontrados por Roesch et al. (2006) para un cultivo de maiz bajo dos dosis de
fertilizacién nitrogenada diferentes. Si bien en la mayoria de los ensayos de este trabajo no se
observaron diferencias significativas debidas a los tratamientos aplicados, el recuento de este grupo
microbiano fue elevado en todos ellos y se observaron diferencias significativas en este recuento a lo
largo del ciclo ontogénico del cultivo en el ensayo de trigo realizado en Villa Moll (seccion 4.2) y en
los ensayos de maiz realizados en 30 de Agosto (Tablas 7.2 y 7.4). Estos resultados estan acorde a
lo informado por otros autores (Cappelletti et al., 2004; Garcia de Salamone et al., 2010; Reis et al.,
2000b). La mayor demanda de N en forma de nitratos por parte de la planta promueve la FBN,
demostrandose que ésta aumenta hacia la floracion (Kapulnik et al., 1981). Por el contrario, en los
ensayos donde se observo respuesta significativa a la inoculacion no se observaron diferencias
significativas para este recuento a lo largo del ciclo de los cultivos (Tablas 5.1y 6.2). Es interesante
destacar que a pesar de no observarse diferencias respecto al niumero de células bacterianas,
probablemente se podrian registrar diferencias en la estructura de la comunidad de microorganismos
con capacidad de FBN en particular (Soares et al., 2006), aunque esto Ultimo no fue determinado en
este trabajo.
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La determinacién del recuento de NMP de microorganismos celuloliticos y nitrificadores se
realiz6 mediante la incubacion de las muestras rizosféricas en medios de cultivo especificos y bajo
condiciones de incubaciéon en aerobiosis, para permitir el crecimiento de los microorganismos
aerobios de ambos grupos funcionales. Previamente, se determin6 que en cultivos de trigo y arroz
inoculados con A. brasilense aumentd la actividad y el numero de microorganismos asociados al
ciclo del N, observandose incrementos en el nimero de microorganismos nitrificadores y en la
cantidad de N potencialmente mineralizable (Garcia de Salamone et al., 2009). En este trabajo, la
aplicacion de inoculantes formulados con cepas de A. brasilense no genero efecto alguno sobre las
comunidades microbianas rizosféricas evaluadas asociadas a los ciclos de C o del N. Asimismo,
unicamente en el ensayo de maiz de Pehuajé se observd que la aplicacidn de diferentes dosis de
urea aumento la cantidad de microorganismos celuloliticos, asociados a la degradacion de celulosa,
y disminuy¢ la cantidad de microorganismos nitrificadores, responsables de la transformacion del
amonio a nitratos, Unicamente en la etapa vegetativa del cultivo (Figura 6.4). La incorporacion del
fertilizante nitrogenado en el estado fenoldgico de V4 pudo haber permitido un mayor crecimiento de
los microorganismos del suelo, los cuales generalmente se encuentran en un estado de déficit
nutricional (Madigan et al., 2000; Paul y Clark, 1996), observandose diferencias significativas en el
recuento de microorganismos celuloliticos en el estado de V5 (Tabla 6.2), inmediatamente posterior
al momento en el que se realizd la fertilizacién. Entonces, la fertilizacion nitrogenada puede
promover la degradacion de la materia organica (Treseder, 2008), fenémeno conocido como
‘positive priming-efect” (Kuzyakov et al., 2000), pudiendo producir el aumento en el NMP de
microorganismos celuloliticos (Figura 6.4). La actividad de estos microorganismos heterotrofos pone
a disposicién de otros microorganismos también heterétrofos, tales como algunos fijadores de No,
compuestos carbonados de menor peso molecular. Esto genera una mayor actividad heterotréfica
(Kumar y Goh, 1999), lo que redundaria en una mayor cantidad de biomasa microbiana vy, en
consecuencia, una mayor inmovilizacion de compuestos nitrogenados como el amonio,
principalmente. La inmovilizacion de estos nutrientes provoca que haya menor disponibilidad de
amonio para los microorganismos nitrificadores. Siendo que los microorganismos nitrificadores son,
principalmente, quimioautétrofos, la mayor disponibilidad de amonio debida a la fertilizacion podria
haber sido la causa de la reduccion del NMP de este grupo funcional (Figura 6.4). Esto podria ser el
resultado de una menor capacidad competitiva de este grupo funcional frente a la inmovilizacién de

los heterdtrofos (Verhagen y Laanbroek, 1991) y la asimilacion de las plantas (Kaye y Hart, 1997).
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Por otra parte, se observd una reduccion en los NMP de los microorganismos celuloliticos y
nitrificadores cuando se aplico la dosis de 180 kg de urea ha! (Figura 6.4) debido, probablemente, al
efecto toxico del amonio (Bollmann y Laanbroek, 2001; Koops et al., 2006). Si bien en bacterias se
ha demostrado que existen mecanismos de proteccion al efecto toxico del amonio, estos estudios
estan realizados con s6lo tres géneros bacterianos (Mller et al., 2006). Otros autores mostraron que
otros grupos bacterianos presentan mayor sensibilidad a altas concentraciones de amonio (Dennis
Sprott y Patel, 1986).

Asimismo, en este trabajo se observaron variaciones de los recuentos del NMP de
microorganismos asociados a los ciclos del C y del N a lo largo del ciclo de los cultivos de maiz, y no
se observaron diferencias a lo largo del ciclo del cultivo de trigo. En el estado reproductivo del cultivo
de maiz el numero de microorganismos celuloliticos fue menor respecto al observado en el estado
vegetativo (Tablas 6.2, 7.2 y 7.4). Durante las primeras etapas del ciclo de este cultivo estival, ain
pueden encontrarse residuos del cultivo antecesor disponibles en cantidades mayores respecto a la
cantidad disponible en estados posteriores del cultivo. Estos residuos constituyen el sustrato para los
microorganismos celuloliticos, los cuales pueden degradarlos bajo condiciones ambientales
favorables, con temperaturas ambientales Optimas para el desarrollo de los microorganismos
mesofilos. A medida que el cultivo crece, sus exudados radicales constituyen el suministro de
fuentes carbonadas de bajo peso molecular (Aulakh et al., 2001; Badri y Vivanco, 2009) que
posibilita el crecimiento de otros microorganismos heterétrofos que compiten con los
microorganismos celuloliticos en la rizosfera. Esto estaria explicando las diferencias observadas en
el recuento de este grupo microbiano en los ensayos de maiz. En el caso del cultivo de trigo, al ser
un cultivo invernal, el residuo del cultivo antecesor se encuentra disponible como sustrato para los
microorganismos celuloliticos, pero las condiciones ambientales no son tan favorables para la
actividad de los microorganismos mesdfilos. Entonces, resultaria esperable que el recuento de este
grupo microbiano sea mayor en estados méas avanzados del cultivo, bajo temperaturas ambientales
mas favorables. Sin embargo, el efecto rizosférico (Bais et al., 2006; Doornbos et al., 2012) que
favorece el desarrollo de otros microorganismos heterdtrofos mediante los exudados radicales
explicaria la ausencia de diferencias significativas en este recuento (Tabla 5.1).

La mayor degradacion de los residuos de cultivos que se produce en el estado de V5 de los

cultivos de maiz implicaria una mayor inmovilizacion de nutrientes en la biomasa microbiana
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producida a expensas de dicha degradacion. Entonces, resultaria esperable que el recuento de
microorganismos nitrificadores en este estado del cultivo sea menor respecto al recuento del estado
de R3, debido al fenémeno de competencia con los microorganismos heterétrofos antes discutido.
Sin embargo, también la demanda de nitratos por el cultivo es mayor en estado vegetativo hasta
floracion, respecto al estado de llenado de granos (Kapulnik et al., 1981), donde se produce la mayor
removilizacion del N dentro de la planta. Las mencionadas diferencias en el recuento de
microorganismos nitrificadores a lo largo del ciclo del cultivo podrian haberse observado en el
ensayo de maiz realizado en Pehuajé. Sin embargo, en dicho ensayo no se observaron diferencias
significativas en el recuento de este grupo microbiano (Tabla 6.2), posiblemente debido al efecto de
la fertilizacion nitrogenada aplicada en V4, que produjo efectos significativos sobre este recuento en
el estado de V5 (Figura 6.4). Por otra parte, otros autores demostraron que en algunas situaciones,
los nitrificadores presentan mayor competitividad por el amonio adicionado al suelo que los
microorganismos heterdtrofos (Shi y Norton, 2000), lo que podria explicar el mayor NMP de
microorganismos nitrificadores en el estado de V5 respecto al estado de R3 observado en los

ensayos de maiz de 30 de Agosto (Tablas 7.2y 7.4).

Probablemente debido a lo laborioso del método, no es comdn encontrar antecedentes de
trabajos en los cuales se haya realizado la determinacion de la variable densidad de longitud total de
raices en condiciones de campo. Debido a ello, el presente trabajo es uno de los pocos trabajos en
establecer valores de densidad de longitud total de raices para los cultivos de trigo y maiz en
ambientes productivos. Esto constituye un valioso aporte al conocimiento de los sistemas radicales,
ya que con esta variable se consideran los distintos grosores de las raices, a diferencia de las
mediciones mas frecuentes de biomasa, en la que las raices finas no son relevantes para la
obtencién del dato. En relacién a esto, en este trabajo se observé que ambas variables presentaron
resultados opuestos en el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto. Por un lado, la variable
biomasa radical fue mayor en estado de macollaje que en llenado de grano (Tabla 5.2). Por otro
lado, la densidad de longitud total de raices fue mayor en llenado de grano respecto a macollaje
(Tabla 5.3). Ademas, en dicho ensayo, los tratamientos de inoculacion y fertilizacion produjeron
cambios en la densidad de longitud radical (Figuras 5.14 y 5.15) que no se observaron en el analisis
de la biomasa radical (seccion 5.2). Asimismo, en el ensayo de maiz realizado en Pehuajé se
observaron diferencias en la densidad de longitud total de raices debidas a la inoculacion vy
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diferencias en la biomasa radical debidas a la fertilizacién (seccion 6.2). Todo esto demuestra que
ambas variables son complementarias para evaluar el efecto de las practicas agrondmicas y para

demostrar diferencias en la morfologia de las raices a medida que avanza el ciclo del cultivo.

Ademas, en este trabajo se observd que la densidad de longitud total de raices en los
cultivos de trigo aumentd, como era esperable, a medida que las plantas crecian a lo largo del ciclo
de los cultivo (Tablas 4.1 y 5.3). En comparacion, las plantas del ensayo de trigo realizado en Villa
Moll presentaron menores valores de densidad de longitud radical (Tabla 4.1) respecto a los
obtenidos para las plantas del ensayo realizado en 30 de Agosto (Tabla 5.3). Probablemente, esto
se deba, por un lado, a diferencias texturales en los perfiles edaficos de ambos ensayos, que
ofrecen diferentes grados de resistencia a la penetracion radical (Taboada y Micucci, 2004; Rich y
Watt, 2013) y, por otro lado, a que en el primer caso el cultivar utilizado fue de ciclo corto mientras
que en el otro ensayo se utilizé un cultivar de ciclo intermedio a largo, por lo cual la dinamica de

exploracion del perfil de suelo por parte de las raices es mas extensa.

En los ensayos donde se obtuvo respuesta significativa a la inoculacion o la fertilizacion se
observé que estos tratamientos también generaron respuesta sobre la densidad de longitud total de
raices. En el caso del ensayo de trigo realizado 30 de Agosto, en el estado vegetativo del cultivo se
observé que bajo la situacién de maxima fertilizacion nitrogenada, la fertilizacién fosforada aumenté
la densidad de longitud radical, lograndose valores similares de esta variable con las dosis media y
alta de fertilizante fosforado (Figura 5.15). En relacién a esto, otros autores mostraron la cantidad de
P disponible modifica el numero de raices laterales del cultivo de trigo, mientras que el cultivo de
maiz modifica en mayor medida el largo de sus raices laterales (Mollier y Pellerin, 1999). Ademas,
en el ensayo de trigo realizado 30 de Agosto, también se observé que el aumento en esta variable
generado por la aplicacion de fertilizante fosforado fue significativo Unicamente en las plantas testigo
no inoculadas, por lo que la inoculacién de las plantas logré niveles de densidad de longitud radical
similares independientemente de la dosis de fertilizante fosforado aplicada (Figura 5.14).

Se ha reportado que las plantas, creciendo en condiciones de buena disponibilidad hidrica y
nutricional, exploran en profundidad el perfil del suelo (Taboada y Micucci, 2004), alcanzandose la
maxima profundidad al comienzo de llenado de grano (Dardanelli et al., 2004). Por su parte, bajo
condiciones de estrés hidrico leve y menor disponibilidad de nutrientes, el sistema radical se vuelve

mas denso, a expensas de destinar una mayor cantidad de fotoasimilados para su crecimiento y
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mantenimiento (Dardanelli et al., 2004). Este aumento en la densidad radical se produce en mayor
medida a la profundidad del suelo en la cual la disponibilidad de nutrientes es mayor (Rich y Watt,
2013; Robinson, 1994), siendo este efecto muy importante para compuestos como el fosfato (Rich y
Watt, 2013) y el amonio (Robinson, 1994). Dado que en todos los ensayos la fertilizacion se realizd
en pre-siembra, y que el fertilizante fue incorporado a una profundidad similar a la de la semilla, o0 en
el momento de la siembra, incorporando el fertilizante con las semillas en los primeros 10 ¢cm del
suelo, esto podria explicar el efecto de los fertilizantes sobre la densidad de longitud radical en los
ensayos donde se produjeron respuestas a la fertilizacion. Ademas, el aumento de la densidad de
longitud radical observado en este trabajo implica que las plantas en mejor estado nutricional
presentan mayor crecimiento de sus partes aéreas y de las raices, debido al equilibrio funcional
(Carcova et al., 2004b). Esto coincide con lo ya discutido en relacion a las diferencias observadas en
la generacion de biomasa aérea (Figuras 5.9 y 5.10). Si bien en el estado reproductivo del cultivo de
trigo realizado en 30 de Agosto no se observaron las diferencias que si se observaron en el estado
vegetativo (seccion 5.2), éstas resultan interesantes si se tiene en cuenta la importancia de una
temprana y buena implantacién del cultivo para una mejor eficiencia de los recursos radiacion

(Carcova et al., 2004b), nutrientes y agua (Dardanelli et al., 2004).

Segun lo presentado en trabajos anteriores, resultaba esperable que la inoculacion con
A. brasilense aumente la cantidad y/o longitud de pelos radicales y raices adventicias (Okon y
Vanderleyden, 1997). En este trabajo, dicho efecto se observé tanto en el ensayo de maiz realizado
en Pehuajé, con diferencias en el estado reproductivo del cultivo en los niveles de densidad de
longitud radical debidas a la inoculacién con la cepa 40M (seccion 6.2), como en el ensayo de trigo
realizado en 30 de Agosto, observandose interaccion entre la inoculacién con 40M+42M vy la
fertilizacion fosforada (Figura 5.14). EI mencionado efecto de la inoculacion podria explicar la menor
cantidad de biomasa aérea de las plantas inoculadas con el inoculante comercial respecto a las
plantas inoculadas con los otros inoculantes (Figura 6.3). Este inoculante comercial se encuentra
formulado con cepas de dos especies bacterianas diferentes, A. brasilense 'y
Pseudomonas fluorescens, con el objetivo del uso combinado de diferentes mecanismos de PGP.
Otros autores han reportado los beneficios de esta co-inoculacion en cultivos de maiz (Faggioli et al.,
2003) y arroz (Garcia de Salamone et al., 2012). Algunos de los mecanismos presentes en
P. fluorescens son la solubilizacion del P (Rodriguez y Fraga, 1999) y la produccion de citoquininas
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(Garcia de Salamone et al., 2001), las cuales favorecen la elongacion radical y el desarrollo de
raices laterales (Salisbury y Ross, 1991). Entonces, la menor generacién de biomasa aérea de las
plantas inoculadas con el inoculante comercial podria deberse, posiblemente, a un mayor desarrollo
radicular en detrimento de la biomasa aérea. Sin embargo, no se observaron diferencias en la
densidad de longitud radical debidas a la inoculacién con el inoculante comercial (seccion 6.2). En
relacion a esto, es importante considerar que la variable densidad de longitud radical evaluada aqui
determina la densidad de raices en un volumen especifico de suelo, correspondiente a los primeros
20 cm del perfil del suelo. Por lo que la ausencia de diferencias en esta variable no significa que no
hayan presentado un patron de exploracion del suelo diferente. Este mismo razonamiento puede
explicar la ausencia de diferencias en la densidad de longitud radical observada a lo largo del ciclo
del cultivo de maiz del mismo ensayo (Tabla 6.3).

En relacion al segundo mecanismo PGP mencionado para P. fluorescens, la solubilizacion
de fosfatos, en este trabajo se determiné que las cepas de A. brasilense utilizadas en este trabajo no
poseen la capacidad de solubilizar fosfato en condiciones in vitro en el medio Pikovskaya (seccion
3.3.2). De todas formas, el fertilizante presenta una forma de P maés faciimente soluble, en
comparacion a la utilizada en el medio de cultivo mencionado, lo que podria explicar, en parte, la
mejor EUF observado en los ensayos a campo (Figuras 5.2 y 5.4). Igualmente, la inclusién de
P. fluorescens constituiria una ventaja del inoculante comercial utilizado en el ensayo de maiz de
Pehuajo, respecto al inoculante experimental mezcla, para un mejor aprovechamiento de las formas
mas insolubles del P. Si bien en este ensayo el contenido de P extractable del suelo al momento de
la siembra fue relativamente bajo (seccion 6.1), la aplicacién de fertilizante fosforado de base a todas
las parcelas (seccion 6.1) podria haber afectado la respuesta del cultivo a la inoculacion con
P. fluorescens, siendo el cultivo menos dependiente del aporte de P por la intervencion de dicha
bacteria y explicaria los menores niveles de produccion de biomasa aérea (Figura 6.3) y rendimiento
(Figura 6.2) de las plantas inoculadas con este inoculante. Esto, en cierta medida, descartaria la
intervencién de los demas mecanismos de PGP para esta bacteria, tales como la produccion de
antibioticos y sideroforos (Rodriguez y Fraga, 1999), siendo estos ultimos también producidos, al
menos en condiciones in vitro, por las cepas de A. brasilense 40M y 42M utilizadas en este ensayo
(seccidon 3.3.2). De todas formas y en base a todo lo antes mencionado, teniendo en cuenta la
respuesta obtenida en biomasa aérea y rendimiento, resultan evidentes las desventajas de los
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inoculantes monocepa respecto a los inoculantes combinados, aunque en las condiciones de este
ensayo, el inoculante mezcla de dos cepas de A. brasilense se destaco respecto al inoculante que

contenia dos especies bacterianas diferentes (Figuras 6.2 y 6.3).

Los hongos micorricicos arbusculares son organismos biétrofos obligados (Barea et al.,
2005). Por esta razén, se esperaba que el desarrollo de la micorrizacién acomparie el ciclo de vida
anual de los cultivos analizados en este trabajo, en concordancia por lo reportado por otros autores
(Pongrac et al., 2007). En relacion a esto, se observo que en el cultivo de maiz, el porcentaje de
colonizacion disminuyé a medida que el ciclo del cultivo avanz6 (Tabla 6.3), mientras que en el
cultivo de trigo se observd que aumento (Tabla 4.1), o que no presentd diferencias entre los dos
estados ontogénicos del cultivo evaluados (Tabla 5.3). Resultados similares fueron reportados por
otros autores para el cultivo de trigo y otros cereales de invierno (Covacevich et al., 2007; Dodd y
Jeffries, 1986), asociados a la fenologia del cultivo y a las condiciones ambientales (Abbott y
Robson, 1991; Mohammad et al., 1998). Cabe destacar, ademas, que el porcentaje de colonizacion
de los cultivos de trigo estuvieron en el rango del 60 a 66% a lo largo de todo el ciclo (Tablas 4.1y
5.3), mientras que en el ensayo de maiz disminuyé del 60 al 30% (Tabla 6.3). Estos resultados son
consistentes con resultados previamente reportados, donde se mostraron porcentajes de
colonizacion radical bajos para el cultivo de maiz y altos para el cultivo de trigo, en relacion a la

longitud radical total de los cultivos (Garcia de Salamone et al., 2006).

A lo largo del ciclo de los cultivos se observé que el porcentaje de arbusculos, estructura de
intercambio de sustancias entre los simbiontes (Willis et al., 2013), y el porcentaje de vesiculas,
estructura de almacenamiento del hongo (Willis et al., 2013), también presentaron diferencias entre
los distintos estados ontogénicos, con respuestas variables entre ensayos (Tabla 4.1, 5.3 y 6.3). Por
otra parte, el porcentaje de raices con presencia de esporas, es decir la cantidad de estructuras de
perpetuacion del hongo (Willis et al., 2013), fue mayor en el estado reproductivo de los cultivos, tanto
de trigo como de maiz (Tablas 4.1, 5.3 y 6.3). Ademas, se observo que el porcentaje de arbusculos y
de esporas presentes en las raices del ensayo de trigo realizado en Villa Moll fue mayor (Tabla 4.1)
respecto a los porcentajes observados en el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto (Tabla 5.3) y
mas sostenido en el tiempo, observandose una alta colonizacion y porcentaje de arbusculos aun en
el estado reproductivo del cultivo (Tabla 4.1). Por todo lo antes mencionado, se podria concluir que

la dinamica de la micorrizacion presenta diferencias entre los distintos cultivos y, mas aun, dentro de
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un mismo cultivo, como las diferencias observadas en ambos ensayos de trigo. Esto es coincidente
con lo reportado por otros autores para distintas especies vegetales (Abbott y Robson, 1991;

Siqueira y Saggin-Junior, 2001; Trindade et al., 2001).

La asociacién entre plantas y hongos micorricicos arbusculares es la mas antigua de las
simbiosis micorricicas, establecida, principalmente, para una mejora nutricional de los simbiontes
(Lambers et al., 2009). Se ha establecido que la dependencia a la micorrizacién y la colonizacién
radical por parte del HFMA, asi como la respuesta de éste a la cantidad de P y N disponibles para el
crecimiento vegetal es variable entre especies vegetales (Corkidi et al., 2002; Klironomos, 2003;
Siqueira y Saggin-Junior, 2001). También se ha demostrado que estas variables presentan
diferentes respuestas entre variedades de una misma especie vegetal (Trindade et al., 2001) y que
se encuentran determinadas por las condiciones ambientales en las que se desarrolla la planta
(Johansson et al., 2004). Ademas, se ha reportado efectos negativos de la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados y fosforados sobre la colonizacion radical en distintos ambientes (Treseder, 2004).
Teniendo esto en consideracion, en este trabajo se evalué el efecto de los tratamientos de
fertilizacidn e inoculacion sobre las variables asociadas a la micorrizacién natural. Se observé que ni
la fertilizacion nitrogenada ni la inoculacién produjeron efectos significativos sobre la colonizacion
radical y porcentajes de arbusculos, vesiculas y esporas en el cultivo de maiz (seccion 6.2). En
cambio, si se observaron respuestas significativas de los tratamientos sobre estas variables en los
ensayos de trigo realizados. Algunos autores establecieron que la fertilizacion fosforada afecta
negativamente las estructuras del hongo internas de la raiz, como los arbusculos y las vesiculas,
mientras que la fertilizacion nitrogenada afecta las estructuras flingicas extrarradicales, como las
hifas y esporas (Blanke et al., 2005; Collins-Johnson et al., 2003). En este trabajo se pudo observar
que la fertilizacion nitrogenada disminuy6 el porcentaje de arbusculos presentes en las raices de las
plantas en estado de encafiazon en el ensayo de trigo realizado en Villa Moll (Tabla 4.2). Por el
contrario, en el ensayo de trigo realizado 30 de Agosto, se observo que en el estado de llenado de
grano, el porcentaje de arbusculos fue mayor en las plantas que fueron fertilizadas con la maxima
dosis de urea, sin fertilizacion fosforada y habiendo o no sido inoculadas con el inoculante 40M+42M
(Figura 5.16). En este mismo ensayo, en estado de llenado de grano, también se observaron
diferencias en el porcentaje de arbusculos debidas a la interaccion entre la fertilizacion fosforada y
nitrogenada (Figura 5.20), por lo cual la cantidad de arbusculos en las raices de las plantas testigo
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fue mayor en la situacién de ausencia de fertilizacién fosforada, en comparacion con 60 o 120 kg
SPT ha'. La cantidad de arbUsculos en las raices de plantas inoculadas, si bien disminuyé debido al
aumento de dosis de fertilizante, dichas diferencias no fueron significativas (Figura 5.20). Algunos
autores demostraron efectos de la aplicacion de fertilizantes con resultados variables entre ensayos;
mientras que en algunos de ellos la fertilizacién nitrogenada disminuyé el nimero de arbdsculos, en
otros, dicha fertilizacion aumentd el nimero de éstos, enfatizando el rol de la micorriza en la

absorcion de nutrientes como el P (Collins-Johnson et al., 2003).

Asimismo, en el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto se observé que la fertilizacion
nitrogenada y la inoculacion afectaron positivamente el porcentaje de colonizacion radical y el
porcentaje de vesiculas presentes en las raices, mientras que la fertilizacion fosforada afecté
negativamente estas variables (Figuras 5.17, 5.18 y 5.19). Otros autores mostraron las mismas
respuestas de la micorrizacion del cultivo de maiz a la fertilizacion fosforada y nitrogenada (Liu et al.,
2000) y del cultivo de trigo a la fertilizacion fosforada (Covacevich et al., 2007). Contrariamente,
algunos autores han mostrado un efecto positivo de la fertilizacion fosforada en la colonizacion
radical de maiz (Garcia de Salamone et al., 2006) y en la micorrizacién de trigo (Rubio et al., 2003),
mientras que otros reportaron efectos negativos de la fertilizacién nitrogenada sobre esta variable
(Blanke et al., 2005; Ellis et al., 1992; Treseder, 2004).

Independientemente del efecto individual de cada uno de esos nutrientes, es interesante el
efecto simultineo de ambos nutrientes sobre la micorrizaciéon. En este sentido, algunos autores
reportaron aumentos en la colonizacion radical y porcentaje de arbusculos debidos a la fertilizacién
nitrogenada bajo condiciones de P limitantes, pero disminuciones bajo condiciones de P no limitante
(Blanke et al., 2005; Collins-Johnson et al., 2003; Sylvia y Neal, 1990; Treseder y Allen, 2002). En
condiciones limitantes para el crecimiento vegetal, la planta destina fotoasimilados a las raices para
mantener la simbiosis, debido a los beneficios de ésta en relacion al aporte del nutriente que se
encuentra limitante (Douds y Schenck, 1990a). Si ese nutriente limitante es el P, este efecto es mas
importante comparado a la situacion de limitacion por N (Blanke et al., 2005; Treseder y Allen, 2002),
muy posiblemente debido a que los HFMA son mas eficientes para facilitarle a la planta el P
inorganico pero menos eficientes para el N inorganico (Treseder, 2004). Teniendo en cuenta que los
niveles de micorrizacion del ensayo de trigo realizado en Villa Moll fueron mas elevados en

comparacion a los niveles observados en el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto, y que en el
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primero se observé un efecto negativo significativo de la fertilizacion nitrogenada, mientras que en el
segundo se observé un efecto negativo de la fertilizacién fosforada, podrian concluirse dos cosas.
Por un lado, en el ensayo realizado en 30 de Agosto, la fertilizacion nitrogenada afectd positivamente
la micorrizacion y la fertilizacion fosforada la afecté negativamente, en concordancia con lo
mencionado y discutido previamente, en relacion a la disponibilidad de nutrientes y a los beneficios
que implica esta simbiosis en relacién a estos nutrientes. Por otro lado, en el ensayo de trigo
realizado en Villa Moll, la fertilizacion nitrogenada afectd negativamente a la micorrizacion de plantas
de trigo debido a que este nutriente ya se encontraba disponible, por lo que el crecimiento vegetal y
la simbiosis no se encontraba limitada por N sino por C (Douds y Schenck, 1990a; 1990b;
Muthukumar y Udaiyan, 2000; Treseder y Allen, 2002). Los resultados de este trabajo significan un
aporte al conocimiento sobre el establecimiento de las micorrizas naturales en sistemas productivos,
y adquieren gran relevancia para el manejo de los cultivos en pos de aumentar la eficiencia de los

recursos disponibles.

Se ha reportado que las PGPR interactuan con otros microorganismos del suelo tales como
los HFMA, demostrandose que pueden interaccionar y estimular el crecimiento de éstos (Antoun y
Prévost, 2006; Johansson et al., 2004; Meyer y Linderman, 1986), promoviendo el crecimiento
vegetal y el aumento del rendimiento en diversas especies vegetales (Arthurson et al., 2011;
Azcon-Aguilar y Barea, 1997; Bellone y Carrizo de Bellone, 2008; Cosme y Wurst, 2013; Marulanda
et al., 2009; Muthukumar et al., 2001; Vessey, 2003; Wang et al., 2011). Debido a esto, algunas
bacterias PGPR han sido catalogadas como MHB (Barea et al., 2005; Frey-Klett et al., 2007;
Garbaye, 1994), incluyendo A. brasilense (Antoun y Prévost, 2006; Ruiz-Sanchez et al., 2011). Las
MHB presentan diversos mecanismos de promocion de colonizacion, crecimiento y actividad de los
HFMA, los cuales han sido detallados extensamente por otros autores (Artursson et al., 2006; Mallik
y Williams, 2008; Miransari, 2011; Sarabia Ochoa et al., 2010). Entre ellos se incluye un mejor
aprovechamiento de los nutrientes adicionados mediante la fertilizacion (Adesemoye et al., 2008). En
este sentido, unicamente en el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto se observaron efectos
beneficiosos de la inoculacion con A. brasilense sobre la micorrizacion natural (Figuras 5.16 y 5.18,
seccion 5.2), mientras que en el ensayo de trigo realizado en Villa Moll y en el ensayo de maiz
realizado en Pehuajo, la inoculacién no produjo efectos sobre las variables evaluadas (secciones 4.2
y 6.2). Otros autores demostraron efectos benéficos de la inoculacion con A. brasilense sobre la
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colonizacion radical y el crecimiento de plantas de arroz (Ruiz-Sénchez et al., 2011), de mijo
(Subba Rao et al., 1985) y el crecimiento de plantas de maiz (Vazquez et al., 2000). Ademas, en
este trabajo también se observd que la inoculacion con el inoculante 40M+42M interactu6 con la
fertilizacién fosforada, reduciendo parcialmente los efectos negativos de la fertilizacién sobre el
desarrollo de la micorriza arbuscular (Figuras 5.18 y 5.20), siendo éste un aspecto interesante para
continuar evaluando y analizando en trabajos posteriores. Finalmente, es interesante destacar que
en ninguno de los ensayos realizados en el marco de este trabajo, ya sea de trigo o de maiz, se
observo interaccion significativa entre la fertilizacion nitrogenada y la inoculacion con las cepas 40M
y 42M, tanto sobre la micorrizacion natural como sobre los parametros agrondémicos de los cultivos
(secciones 4.2, 5.2 y 6.2). Cabe mencionar, ademas, que este trabajo constituye uno de los pocos
en los cuales se evalua la respuesta a la inoculacion y en interaccidn con la fertilizacion, sobre

parametros relacionados a la micorrizacion natural en condiciones de campo.

Un HFMA puede producir mayor cantidad de esporas en plantas que se encuentran
creciendo en condiciones de estrés (Bothe et al., 2010) o de alta disponibilidad de nutrientes, debido
a la alta cantidad de fotoasimilados producidos por la planta y destinados a la simbiosis (Douds y
Schenck, 1990a), aunque esta respuesta es variable segun la especie vegetal (Saito et al., 2011) y
la especie del HFMA (Douds y Schenck, 1990b). Esto podria explicar las diferencias en la cantidad
de esporas presentes en las raices de los ensayos de trigo. En el ensayo de trigo realizado en Villa
Moll, las plantas con menor disponibilidad de N presentaron menor porcentaje de esporas (Tabla
4.2), en concordancia con lo observado por otros autores en condiciones controladas (Douds y
Schenck, 1990a) y a campo (Douds et al., 1997). Teniendo en cuenta lo discutido anteriormente, en
relacion al efecto favorable de la fertilizacion nitrogenada sobre la micorrizacion en condiciones de
no limitacién de P, en este ensayo se observd que la simbiosis se encontraba muy activa, reflejado
en el alto porcentaje de arbusculos (Tabla 4.2). Esto podria generar al HFMA una limitacion de C u
otro nutriente, colocandolo en una situacion de estrés, que es lo que podria estar reflejando la
cantidad de esporas en las plantas fertilizadas (Tabla 4.2).

Por otra parte, en el ensayo de trigo realizado en 30 de Agosto, las plantas inoculadas con el
inoculante 40M+42M presentaron aumentos de biomasa aérea y rendimiento en respuesta a la
inoculacion (Figuras 5.2 y 5.8). Debido a ello, los fotoasimilados estarian siendo traslocados
preferentemente a los 6rganos reproductivos, por lo que es probable que el menor C traslocado a las

117



raices haya limitado el mantenimiento de la simbiosis (Treseder y Allen, 2002), segun lo ya discutido
previamente. Esta situacion de estrés para el HFMA podria explicar la diferencia observada en el
porcentaje de esporas debidas a la inoculacién (seccidn 5.2). Ademas de los efectos analizados,
algunos autores han reportado que la adicion de fertilizantes, asi como de otras practicas agricolas,
pueden afectar positiva o negativamente las diferentes especies HFMA presentes en los
ecosistemas (Collins-Johnson, 1993; Johansson et al., 2004; Oehl et al., 2003; Schalamuk y Cabello,
2010). Teniendo en cuenta esto, en este trabajo se evaluo la respuesta generada sobre el porcentaje
de esporas presentes en las raices en los ensayos, pero no la diversidad de hongos micorricicos, lo
que deberia ser tenido en cuenta en futuros trabajos.

El estudio de la fisiologia de las comunidades microbianas rizosféricas, mediante el analisis
de los CLPP, constituye una estimacion del catabolismo potencial de aquellos microorganismos
cultivables presentes en la comunidad original (Di Salvo y Garcia de Salamone, 2012). Numerosos
trabajos han demostrado la utilidad de las microplacas comerciales de Biolog®, para la evaluacién de
la fisiologia de comunidades microbianas de distintos origenes o bajo diferentes tratamientos
(Campbell et al., 1997; Gdmez et al., 2004; Preston-Mafham et al., 2002; Zak et al., 1994). En este
sentido, Di Salvo y Garcia de Salamone (2012) estandarizaron esta metodologia de manera tal de
obtener resultados similares que los que se obtienen con las microplacas comerciales. Utilizando
esta estandarizacion, se evaluaron y diferenciaron comunidades microbianas sometidas a diferentes
niveles de compactacion de suelos (Garcia de Salamone et al., 2004), a diferentes tratamientos de
biorremediacion (Di Salvo y Garcia de Salamone, 2012) y diferentes manejos agricolas (Garcia de
Salamone et al., 2010; 2012). En algunos trabajos se demostrd que la inoculacién genera una
modificacién, al menos temporaria, de las comunidades microbianas (Conn y Franco, 2004; Garcia
de Salamone et al., 2010; 2012; Minz y Ofek, 2011; Naiman et al., 2009). En este trabajo, en todos
los ensayos en mayor o menor medida, se observo cierto grado de modificacion de la fisiologia de
las comunidades microbianas de la rizosfera de trigo y maiz debidas a los tratamientos evaluados
(Figuras 4.1,4.2,5.11,5.12,6.6,6.7, 7.1, 7.2, 7.4 y 7.5). Sin embargo, dicha modificacion resulté de
menor magnitud que la modificacién de la comunidad microbiana a lo largo del ciclo del cultivo
(Figuras 4.3, 5.13, 6.8, 7.3 y 7.6). En concordancia, otros autores también observaron diferencias en
los perfiles fisiologicos a lo largo del ciclo fenoldgico de las plantas (Benizri y Amiaud, 2005; Houlden
et al., 2008).
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Las fuentes de C manitol, prolina, sorbitol, &cido oxalico, glutamina, &cido lactico, histidina y
arabinosa fueron consideradas como las méas importantes por el analisis discriminante de los perfiles
fisiologicos para la diferenciacion de las cepas de A. brasilense evaluadas (Figura 3.2). Ademas, las
fuentes de C arginina, fructosa, acido itacénico, prolina, glutamina y arabinosa fueron utilizadas en
forma diferencial a las 72 horas de incubacion por las cinco cepas (Tabla 8.2). En base a las
diferencias observadas en estos sustratos se traté de relacionar las diferencias observadas en los
andlisis discriminantes de los CLPP de los ensayos realizados a campo con el uso diferencial de las
fuentes de C por parte de las cepas utilizadas en los ensayos. Asi, la fuente carbonada arabinosa
fue utilizada de forma diferente por las cepas 40M y 42M en condiciones in vitro (Tabla 8.2). Esto
llevaria a pensar que, gracias a este sustrato, se podrian realizar distinciones entre los perfiles
metabolicos de las diferentes muestras rizosféricas de plantas inoculadas con cada una de las
cepas. Sin embargo, en los ensayos a campo donde se evaluaron los inoculantes monocepa por
separado se observd cierto grado de diferenciacion entre los perfiles fisioldgicos de las diferentes
comunidades microbianas rizosféricas (Figuras 4.1, 6.6 y 6.7) pero el sustrato carbonado arabinosa
no fue uno de los principales entre los destacados por los andlisis discriminantes realizados

(secciones 4.2y 6.2).

Tabla 8.2 Valores de absorbancia (590 nm) de las fuentes de carbono (C) utilizados por las cinco
cepas de Azospirillum brasilense a las 72 horas de incubacion.

Fuentes de C Sp7 Cd Az39 40M 42M
Arginina 0,08 a 0,06 a 0,15b 0,10 a 0,09a
Fructosa 0,24 b 0,36 ¢ 0,20 ab 0,16 a 0,18 a

Acido itaconico 0,11a 0,28 ¢ 0,20 b 012a 0,09a
Glutamina 0,07a 0,15¢ 0,11b 0,09 ab 0,08 ab
Prolina 0,16 b 0,08a 0,24 c 0,19 b 0,17b
Arabinosa 0,08 ab 0,23¢ 0,14b 0,05a 0,15 be

En relacion a las restantes fuentes de C analizadas, éstas fueron utilizadas en forma similar
por las cepas 40M y 42M pero en diferente magnitud, respecto al resto cepas evaluadas (Tabla 8.2).
Esto podria llevar a pensar que, debido a la inclusion de estos sustratos en los analisis, se podrian
realizar distinciones entre los perfiles metabolicos de las diferentes muestras rizosféricas de plantas
inoculadas respecto a las plantas no inoculadas. En los ensayos donde fue posible distinguir
diferencias en los perfiles fisiologicos debidas a la inoculacion, las fuentes de C histidina, glutamina,

acido oxalico, acido lactico, prolina, arginina y fructosa fueron destacados como fuentes de C
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importantes para la diferenciacién de las muestras por los anélisis discriminantes realizados (Figuras
41,42, 43, 6.6, 6.7 y 6.8), pero también fueron destacados los sustratos acido malico, dextrosa,
putrescina, glicina, celobiosa, glicerina y tween 20, acido citrico y xilosa. Las diferentes cepas
evaluadas no presentaron diferencias en el nivel de utilizacion de estos ultimos sustratos
mencionados. Asimismo, es importante mencionar que estas fuentes carbonadas (Tabla 8.2) fueron
destacadas por los diferentes analisis discriminantes como algunas de las principales para el
agrupamiento de las muestras, aun cuando en dichos andlisis no se llegaron a distinguir similitudes
en los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas rizosféricas de las plantas sometidas a
los cada uno de los diferentes tratamientos (Figuras 5.11, 5.12,5.13,7.1,7.2,7.3,7.4,7.5y 7.6).

En resumen, en aquellos ensayos donde se observaron diferencias en los perfiles
metabolicos debidas a la aplicacion de los diferentes inoculantes, dichos resultados estarian
indicando que la inoculacion genera modificaciones en las comunidades microbianas rizosféricas no
solo debidas a la colonizacion de la bacteria inoculada, sino también de la modificacién de otras
comunidades microbianas presentes en la rizosfera de los cultivos de trigo y maiz, tal como se
presentd en el analisis de las fuentes de C anteriormente discutidas. Es necesario aqui destacar una
vez mas, y tal como se mencion6 anteriormente, que la modificacion generada por los tratamientos
aplicados fue de menor magnitud que la generada por la propia modificacion de la comunidad

microbiana a lo largo del ciclo del cultivo (Figuras 4.3,5.13,6.8, 7.3 y 7.6).

El analisis de componentes principales realizado con los datos de CLPP de todos los
ensayos en conjunto mostrd diferencias en la fisiologia de las comunidades microbianas rizosféricas
debidas, fundamentalmente, a las caracteristicas de cada uno de los ensayos y al estado ontogénico
de los cultivos (Figura 8.1). Ambos ejes explicaron el 58% de la varianza total de los datos. El CP1
estuvo conformado principalmente por &cido lactico (0,28), maltosa (0,28), putrescina (0,27), manitol
(0,26) y arginina (0,26). Este eje permiti6 diferenciar la fisiologia de las comunidades microbianas de
los cultivos de maiz de los de trigo, y a los diferentes estados ontogénicos de éstos ultimos. Las
diferencias observadas entre los distintos cultivos no deben ser adjudicadas Unicamente a los
diferentes materiales genéticos utilizados en los ensayos, sino que, dentro de esas diferencias se
encuentran también, diferentes condiciones ambientales de crecimiento de los cultivos, como
pueden ser suelo, temperatura y precipitaciones, entre otras caracteristicas. Respecto a eso,

algunos autores establecieron diferencias en las comunidades microbianas rizosféricas de diferentes
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tipos de suelos (Bossio et al., 2005; Minz y Ofek, 2011), mientras que la especie vegetal definio mas
claramente la comunidad rizosférica asociada, en comparacién al efecto del tipo de suelo en el cual
crecian dichas especies (Miethling et al., 2000; Roesti et al., 2006; Wieland et al., 2001), debido a
diferencias en la estructura radical (Houlden et al., 2008) y en los exudados radicales (Rengel,
2002). En cuanto a las diferencias debidas al estado fenoldgico de los cultivos, resulta interesante
observar que las comunidades microbianas presentes en la rizésfera de los cultivos de trigo en
estado de llenado de grano presentaron mayor similitud en sus perfiles fisioldgicos con las
comunidades de los cultivos de maiz y menor similitud con las comunidades del cultivo respectivo en
estado de macollaje o encafiazén (Figura 8.1). Como se menciond anteriormente, otros autores
demostraron modificaciones en la diversidad microbiana rizosféricas a lo largo del ciclo de
crecimiento vegetal, adjudicadas principalmente, a las diferencias en la calidad y cantidad de
exudados radicales (Benizri y Amiaud, 2005; Houlden et al., 2008; Wieland et al., 2001).

O Trigo 30 de Agosto vegetativo

M Trigo 30 de Agosto reproductivo

O Maiz Pehuajé vegetativo

8 - @ Maiz Pehuajo reproductivo

A Maiz 30 de Agosto (N) vegetativo ”

A Maiz 30 de Agosto (N) reproductivo

X Maiz 30 de Agosto (P) vegetativo ?
Maiz 30 de Agosto (P) reproductivo

< Trigo V. Moll vegetativo ;

# Trigo V. Moll reproductivo

*

CP2 (16%)

CP1(42%)

Figura 8.1. Andlisis de componentes principales de los perfiles fisiolégicos (CLPP) de las
comunidades microbianas rizosféricas, representados segun los diferentes ensayos y estados
ontogénicos de los cultivos de maiz y trigo. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs
de incubacion fueron utilizados para realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje
de varianza total explicada por cada uno de los ejes.
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Por su parte, el CP2 del analisis de componentes principales estuvo conformado
principalmente por tween 20 (0,45) y &cido oxalico (0,35). Este eje permitio diferenciar algunas
repeticiones correspondientes al ensayo de trigo de Villa Moll en estado reproductivo de llenado de
grano (Figura 8.1). Estas repeticiones corresponden a un bloque entero del ensayo, por lo que
resulta esperable que estas diferencias se deban a caracteristicas edafolégicas que interaccionaron
con el cultivo en el estado de llenado de grano, las que produjeronn que la fisiologia de las
comunidades microbianas rizosféricas fuese diferente a los perfiles fisioldgicos de las comunidades
microbianas del resto del ensayo. Cabe mencionar que las variables fisicoquimicas determinadas a
partir de las muestras de suelo de este ensayo, las cuales corresponden a las determinaciones de
rutina, no mostraron ningun valor destacable en el bloque en cuestion, en comparacion al resto de
los bloques del ensayo, que pueda explicar estas diferencias. Debido a esto, es que se presentaron
los valores promedio de las variables fisicoquimicas del suelo de todo el lote del ensayo (seccion
4.1).

El andlisis discriminante realizado con los datos de CLPP de todos los ensayos en conjunto
(Figura 8.2) mostré las mismas diferencias en la fisiologia de las comunidades microbianas
rizosféricas debidas, fundamentalmente, a las caracteristicas de cada uno de los ensayos y al
estado ontogénico de los cultivos que se observaron en el anélisis de componentes principales
(Figura 8.1). Sin embargo, el anélisis discriminante determind que las diferencias entre los diferentes
cultivos de trigo, y entre ambos estados ontogénicos de cada uno de ellos se debieron,
principalmente, al uso diferencial del acido oxalico (13,86) y del &cido lactico (13,4). Ademas, este
andlisis determind que las comunidades microbianas rizosféricas de los cultivos de maiz utilizan en
forma diferencial las distintas fuentes de C evaluadas, en particular, celobiosa (9,96), manitol (-8,96)

y prolina (-7,09).

Ninguno de los dos analisis realizados permitio observar diferencias en los perfiles fisioldgicos
de las comunidades microbianas de la rizésfera de todos los cultivos de maiz. Esto resulta
interesante si se tiene en cuenta que la diversidad genotipica dentro de los cultivos de maiz es muy
baja 0 nula, considerando que las semillas comerciales corresponden a hibridos. Por el contrario, la
diversidad genotipica de un cultivo de trigo es mas elevada, ya que corresponden a variedades
comerciales. En conclusion, la variabilidad genotipica y su relacion con las comunidades

microbianas asociadas (Kristin y Miranda, 2013) podria estar explicando, en gran parte, el hecho de
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que no se observen diferencias entre los diferentes ensayos de maiz pero si entre los distintos
ensayos de trigo realizados en este trabajo (Figuras 8.1 y 8.2). Finalmente, tanto el analisis de
componentes principales como el analisis discriminante determinaron que los tratamientos aplicados,
tanto de inoculacion (Figura 8.3) como de fertilizacion (Figura 8.4), no generaron modificaciones de
los perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas rizosféricas méas significativos que los
generados por la interaccidn planta-ambiente, o aquellos generados por la fisiologia del cultivo en si
misma. En relacion a esto, otros autores demostraron el efecto de la especie vegetal y su fenologia
en la diversidad funcional de las comunidades microbianas rizosféricas (Baudoin et al., 2003;
Grayston et al., 1998; Houlden et al., 2008; Kent y Triplett, 2002; Kristin y Miranda, 2013; Soderberg
et al., 2002).

8 1 OTrigo 30 de Agosto vegetativo

W Trigo 30 de Agosto reproductivo

] O Maiz Pehuajo vegetativo

6 ® Maiz Pehuajé reproductivo

| A Maiz 30 de Agosto (N) vegetativo

A Maiz 30 de Agosto (N) reproductivo
X Maiz 30 de Agosto (P) vegetativo

X Maiz 30 de Agosto (P) reproductivo
< Trigo V. Moll vegetativo

# Trigo V. Moll reproductivo

Eje 2 (15%)

-10 -8 -6 -4 -2 E(;e X (530/20) 4 6 8 10 12

Figura 8.2. Anédlisis discriminante de los perfiles fisiologicos (CLPP) de las comunidades microbianas
rizosféricas, representados segun los diferentes ensayos y estados ontogénicos de los cultivos de maiz y
trigo. Los valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion fueron utilizados para
realizar el analisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada
uno de los ejes.
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Figura 8.3. Andlisis discriminante de los perfiles fisiologicos (CLPP) de las comunidades microbianas
rizosféricas, representados segun los diferentes tratamientos de inoculacion aplicados en los ensayos. Los
valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion fueron utilizados para realizar el
andlisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada uno de los
ejes.
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Figura 8.4. Andlisis discriminante de los perfiles fisiologicos (CLPP) de las comunidades microbianas
rizosféricas, representados segun los diferentes tratamientos de fertilizacion aplicados en los ensayos. Los
valores de absorbancia correspondientes a las 72 hs de incubacion fueron utilizados para realizar el
andlisis. Entre paréntesis se presenta el porcentaje de varianza total explicada por cada uno de los
ejes.
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Se han reportado efecto de las practicas agricolas sobre la diversidad estructural de las
comunidades microbianas (Bossio et al., 2005; Garcia de Salamone et al., 2010; Ibekwe et al., 2002;
Kent y Triplett, 2002; Nogales, 2005). Una de las herramientas utilizadas para la evaluacién de la
misma es el analisis de los perfiles de T-RFLP, el cual se basa en la restriccion enzimatica de los
productos de la amplificaciéon por PCR y en la cuantificacién de los fragmentos terminales de cada
secuencia amplificada, obteniéndose un patron de digestion especifico para cada comunidad
microbiana (Tiedje et al., 1999). Una completa descripcion de la técnica se encuentra en Marsh
(1999) y los detalles metodologicos se encuentran detallados en Liu et al. (1997). Esta técnica posee
las limitaciones de cualquier herramienta molecular dependiente de la amplificacion por PCR (Liu
et al., 2006; Kirk et al., 2004; Osborn et al., 2000). Ademas, debe considerarse que un mismo T-RF
puede representar varias especies o géneros diferentes (Smalla et al., 2007), lo que puede generar
que no se perciban algunos cambios o sustitucion especifica, tal como sucede con el fenémeno de
redundancia de los CLPP mencionado anteriormente. Esta limitacion puede reducirse utilizando mas
de una enzima de restriccion (Clement et al., 1998). A pesar de dichas limitaciones, se ha sefialado y
demostrado que esta metodologia constituye una de las técnicas méas robustas y confiables para la
caracterizacion de la diversidad estructural de las comunidades microbianas (Osborn et al., 2000;
Smalla et al., 2007; Torsvik et al., 1998). Presenta las ventajas de otras técnicas basadas en la
restriccion enzimatica, pero con una mayor simplificacién de los patrones de restriccion (Tiedje et al.,
1999; Kirk et al., 2004), lo que resulta sumamente Util para muestras con una alta diversidad, como
las comunidades microbianas edéficas (Nogales, 2005). Por este motivo, entre otros, numerosos
autores han utilizado esta metodologia para la evaluacién de la diversidad de comunidades
microbianas de suelos (Fierer y Jackson, 2006; Lukow et al., 2000; Sun et al., 2009; Ying et al.,
2010) y otros ambientes (Clement et al., 1998; Moeseneder et al., 1999; Sawamura et al., 2010; Wu
et al., 2009).

Para que un T-RF pueda ser asignado a una determinada especie bacteriana, a partir de los
productos de PCR se debe generar una libreria de clones y realizar la secuenciacion de cada uno de
ellos para una posterior comparacion de secuencia con la base de datos disponible (Marsh, 1999;
Ranjard et al., 2000). En lugar de generarse una libreria de clones, en este trabajo se realizo una
asignacion potencial de los principales T-RFs obtenidos, siendo ésta una de las herramientas de
analisis que posibilita la técnica de T-RFLP (Dunbar et al., 2001). Esta asignacion resulta potencial
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debido a que, tal como se menciond anteriormente, un mismo T-RF puede representar varias
especies 0 géneros diferentes (Smalla et al., 2007). Ademas, para que un T-RF pueda ser asignado
a una determinada especie, ésta debe haber sido previamente aislada e identificada, y su secuencia
depositada en la base de datos para utilizarse luego durante las digestiones in silico y la
subsiguiente comparacién con la secuencia a ser identificada. Es por ello que una especie aln
desconocida y no disponible en la base de datos no puede ser comparada con las secuencias a ser
identificadas. Teniendo en cuenta estas limitantes, en este trabajo se realizd una asignacion
potencial de algunos de los T-RF obtenidos a partir de las muestras rizosféricas del ensayo de trigo
realizado en Villa Moll, en forma similar al analisis realizado por otros autores en trabajos previos

(Sawamura et al., 2010).

El T-RF de 150-151 pb obtenido con la enzima Mspl fue uno de los mas abundantes, en un
22,0% de abundancia relativa, en promedio, en todas las muestras (Figura 4.5). Ademas, este T-RF
resultd ser el mas abundante en todas las muestras, a excepcion de las muestras de plantas en
enzafiazon, sin inocular y fertilizadas con N, en las que este T-RF fue el segundo en orden de
abundancia relativa. En estas muestras, el primero en orden de abundancia relativa fue el T-RF de
141 pb obtenido con la misma enzima de restriccion (Figura 4.5), el cual se discute posteriormente.
Luego de la digestion in silico con Mspl de las secuencias de la base de datos, 727 de éstas
presentaron un T-RF de 150-151 pb y correspondieron a 67 especies diferentes, en su mayoria
pertenecientes a los géneros Paenibacillus, Erythrobacter, Nostoc, Methylobacterium y Azospirillum.
Algunos autores mostraron que Paenibacillus sp. se encuentra presente en la rizésfera de trigo
(Germida y Siciliano, 2001). El género Erytrhobacter fue aislado de habitats marinos (Koblizek et al.,
2003) y hasta el momento no se ha reportado la presencia del mismo en el ambiente rizosférico. El
género Methylobacterium es ubicuo, habiendo sido encontrado en una gran variedad de ambientes,
incluyendo rizosfera de trigo (Hoflich et al., 1999; Sanguin et al., 2009) y el género Nostoc ha sido

propuesto como inoculante para trigo (Karthikeyan et al., 2007) y arroz (Mallik y Williams, 2008).

Es interesante analizar que, por un lado, el T-RF 150-151 pb obtenido con Mspl, el cual podria
ser asignado a Azospirillum sp., se encontrd en todas las muestras (Figura 4.5) Por otro lado, el
NMP de microorganismos MFN en la rizésfera de plantas de trigo fue similar en los tres tratamientos
evaluados, en promedio 5,80 log NMP g de raiz seca. Por ello, ambos resultados podrian ser

considerados como consistentes y relacionados. Sin embargo, esta aseveracion no es apropiada
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debido a que, por un lado, el T-RF 150-151 pb no es exclusivo de las bacterias con capacidad de
FBN similares a Azospirillum sp., y, por otro lado, en el medio de cultivo utilizado para determinar el
NMP de este grupo funcional pueden crecer bacterias con capacidad de FBN, como fue discutido

previamente, incluso con T-RFs de 150-151 pb o diferentes.

En orden de abundancia relativa de todas las muestras, los siguientes T-RFs que le siguieron
al de 150-151 pb fueron: 92-93 pb (promedio de abundancia relativa en todas las muestras de
11,1%), 139-140 pb (9,8%), 141 pb (9,6%), 129-130 pb (8,1%) y 142-143 (7,0%) (Figura 4.5). Luego
de la digestion in silico con Mspl de las secuencias disponibles en la base de datos, 48 de éstas
presentaron un T-RF de 92-93 pb y correspondieron a 21 especies diferentes, en su mayoria
pertenecientes al género Bacteroides. Este género fue encontrado en la rizdsfera de algunos
cultivos, tales como pepino (Ibekwe et al., 2010) y soja (Xu et al., 2009). Otras 22 secuencias
presentaron un T-RF de 139-140 pb y correspondieron a 43 especies diferentes, en su mayoria los
géneros Micromonospora y Salinispora. El género Micromonospora se encuentra en la rizésfera de
plantas de cultivo (Carro et al., 2012; El-Tarabily et al., 2008), mientras que el género Salinispora fue
aislado de habitats marinos (Maldonado et al., 2005) y, hasta el momento, no se ha reportado como
habitante del ambiente rizosférico. Otras 212 secuencias presentaron un T-RF de 141 pb y
correspondieron a 21 especies diferentes, en su mayoria al género Burkholderia. Este es un género
PGPR frecuentemente encontrado en la rizésfera de plantas cultivadas, tales como maiz (Di Cello
et al., 1997; Bevivino et al., 1998), arroz (Gillis et al., 1995) y tomate (Caballero-Mellado et al., 2007).
Otras 173 secuencias presentaron un T-RF de 129-130 pb y correspondieron a 34 especies
diferentes, en su mayoria los géneros Paracoccus, Thiothrix, Anaeromyxobacter y
Gluconacetobacter. Todos los géneros mencionados han sido encontrados en la rizésfera de
diversas plantas de cultivo, tales como arroz (Eller y Frenzel, 2001; Lu et al., 2006) y cafeto
(Fuentes-Ramirez et al., 2001), entre otras (Kampfer et al., 2012). Finalmente, otras 46 secuencias
de la base de datos presentaron un T-RF de 142-143 pb y correspondieron a 16 especies diferentes,
en su mayoria a los géneros Nocardioides, Cryptobacterium y Burkholderia. Algunos autores
mostraron incrementos en el rendimiento de maiz con la inoculacion con Burkholderia cepacia y la
fertilizacion nitrogenada (Riggs et al., 2001). Otros autores reportaron el género Nocardioides en
rizésfera de trigo (Conn y Franco, 2004). El género Cryptobacterium fue aislado de cavidades orales

127



humanas (Nakazawa et al., 1999) y, hasta el momento, no se ha reportado como habitante del

ambiente rizosférico.

Los T-RFs obtenidos con la enzima de restriccion Hhal que presentaron mayor abundancia en
todas las muestras corresponden a 234-235 pb (promedio de abundancia relativa en todas las
muestras de 26,9%), 92-93 pb (25,5%), 232-233 pb (14,3%), 236 pb (12,0%) y 359-360 pb (9,5%)
(Figura 4.6). Este ultimo T-RF fue considerado por el analisis discriminante como uno de los
importantes para diferenciar las comunidades rizosféricas. Luego de la digestion in silico con Hhal de
las secuencias disponibles en la base de datos, 36 de éstas presentaron un T-RF de 234-235 pb y
correspondieron a 7 especies diferentes, en su mayoria a Paenibacillus, género ya mencionado y
discutido previamente. Otras 157 secuencias presentaron un T-RF de 92-93 pb y correspondieron a
33 especies diferentes, en su mayoria al género Flavobacterium, Geobacter. y Desulfovibrio. El
género Flavobacterium ha sido encontrado en el ambiente rizosférico (Grayston et al., 1998) y fue
descripto como biorremediador de agroquimicos (Sethunathan y Yoshida, 1973) e hidrocarburos
(Daane et al., 2001). Los géneros Geobacter y Desulfovibrio corresponden a bacterias anaerobias
estrictas, reductoras del hierro (Lovley et al., 1993) y del sulfato (Devereux et al., 1990). Finalmente,
otras 34 secuencias presentaron un T-RF de 359-360 pb y correspondieron a 17 especies diferentes,
en su mayoria al género Streptomonospora, actinomicete halofilico encontrado en suelos (Li et al.,

2003) pero, hasta el momento, no en ambientes rizosféricos de plantas de cultivo.

Es interesante destacar que el andlisis de los fragmentos mas abundantes, como usualmente
se encuentra en la bibliografia, no resultaron muy Utiles para evidenciar diferencias entre
tratamientos o estados ontogénicos del cultivo (Figuras 4.5 y 4.6). Por el contrario, cuando se
consideraron dentro del anélisis T-RFs menos abundantes, se distinguieron mejor las diferencias
entre los perfiles estructurales de las comunidades microbianas (Figuras 4.4 y 4.7). En relacién a
esto, el T-RF de 144 pb obtenido con la enzima Mspl no fue uno de los mas abundantes en las
muestras (Figura 4.7), pero fue uno de los T-RFs considerados por el analisis discriminante como
uno de los mas importantes para diferenciar las comunidades rizosféricas (seccion 4.2). Este
fragmento estuvo presente en todas las muestras y estados ontogénicos, excepto en las plantas
testigo no fertilizadas en ambos estados (Figura 4.7). Luego de la digestion in silico con Mspl de las
secuencias de la base de datos, 25 de éstas presentaron el T-RF de 144 pb y correspondieron a 12
especies diferentes, entre los que se encontraban los géneros Bacillus y Pseudomonas, los cuales
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son frecuentemente aislados de suelos y ampliamente reconocidos como PGPR (Gamalero y Glick,
2011). Aparentemente, las préacticas agicolas de inoculacién y fertilizacion favorecieron la
abundancia de este tipo de especies bacterianas, lo que hace mas interesante su inclusién en
potenciales estudios como bacterias PGPR para el cultivo de trigo, tanto como inoculantes simples
como en co-inoculacion con A. brasilense y, en interaccion con la aplicacion de fertilizantes

nitrogenados.

La relacion entre la composicion genética de las comunidades microbianas, o diversidad
estructural, y las funciones ecosistémicas que llevan a cabo dichas comunidades, también conocida
como diversidad funcional, no es del todo conocida (Bastida et al., 2008) ni simple de determinar
(Beck et al., 2005), constituyendo el siguiente desafio de la microbiologia de suelos (Nogales, 2005;
Torsvik y @vreas, 2002). Debido a ello, numerosos autores destacan la utilidad de combinar diversas
técnicas, incluso técnicas cultivables tradicionales, para la evaluacion de la diversidad microbiana de
suelos (Bastida et al., 2008; Gil-Sotres et al., 2005; Kirk et al., 2004; Ranjard et al., 2000; Torsvik y
@vreas, 2002; Winding et al., 2005). Al respecto, algunos autores combinaron varias técnicas, entre
ellas de la evaluacion de perfiles fisiolégicos y moleculares, para evaluar diferencias en las
comunidades microbianas de diferentes especies vegetales (Houlden et al., 2008; Miethling et al.,
2000), tipos suelos (Bossio et al., 2005; Miethling et al., 2000; @vreas y Torsvik, 1998; Widmer et al.,
2001), tamafios de agregados (Vaisanen et al., 2005) y practicas de manejo agricola (Bossio et al.,
2005; Ibekwe et al., 2002; Xue et al., 2008). En este trabajo, se analizaron conjuntamente los perfiles
funcionales y estructurales de las comunidades microbianas presentes en la rizosfera de plantas de
trigo bajo diferentes manejos agricolas. Los tratamientos aplicados en el ensayo realizado en Villa
Moll no generaron efectos sobre los perfiles funcionales de las comunidades microbianas
rizosféricas (Figura 4.3), aunque se observaron modificaciones en los perfiles estructurales de las
mismas (Figura 4.4). Cambios en la diversidad genética de la comunidad microbiana podrian no
afectar las funciones ecosistémicas debido a que una comunidad puede estar conformada por
diferentes taxas que pueden realizar el mismo proceso, lo que se conoce como la teoria del
fendmeno de redundancia (Bossio et al., 2005; Allison y Martiny, 2008). Si bien otros autores
mostraron que la inoculacion con A. brasilense no modificé los miembros dominantes de las
comunidades microbianas endofiticas (Pedraza et al., 2009), los resultados de este trabajo coinciden
con lo reportado previamente por otros autores (Kirk et al., 2004; Miethling et al., 2003) y con los
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resultados obtenidos en trabajos previos en los que se evalué el efecto de la inoculacién de plantas
de arroz sobre la diversidad estructural de comunidades bacterianas presentes (Garcia de Salamone
et al., 2010). Asimismo, otros autores reportaron que la fertilizacion del cultivo de arroz disminuyé la
abundancia de microorganismos con capacidad de FBN (Tan et al., 2003; Wu et al., 2009) y modificé
la estructura de las comunidades de microorganismos desnitrifcadores (Chen et al., 2010),

evaluados mediante analisis de T-RFLP de los genes nifH'y NirS/K, respectivamente.

Los perfiles estructurales de las comunidades bacterianas rizosféricas mostraron diferencias
entre tratamientos en el estado de encafiazon del cultivo, pero no en el estado de llenado de grano
(Figura 4.4). Luego de un disturbio, como pueden ser las préacticas agricolas de inoculacion o
fertilizacion (Bruggen y Semenov, 2000), las comunidades microbianas presentes pueden alterarse
(Castro-Sowinski et al., 2007; Kent y Triplett, 2002; Minz y Ofek, 2011), pudiendo retornar a una
composicion similar a la presente antes del disturbio, dependiendo de su resiliencia (Allison y
Martiny, 2008). Al respecto, otros autores demostraron que aplicaciones repetidas en el tiempo de un
producto formulado con una bacteria biocontroladora al suelo de una plantacién citrica, no generé
modificaciones significativas de las comunidades microbianas presentes (Steddom et al., 2002).
Otros autores mostraron que la estructura de la comunidad microbiana de suelos sometidos a
practicas de laboreo periddicas presenté diferencias respecto a la del suelo bajo practicas de laboreo
reducido, siendo éstas Ultimas similares a la estructura de la comunidad presente en el suelo original
de bosque (Peixoto et al., 2006). Asimismo, en ambos estados fenoldgicos del cultivo evaluado, los
perfiles funcionales de las comunidades microbianas fueron diferentes entre si (Figura 4.3). Sin
embargo, estos resultados no son suficientes para determinar que dichos cambios en la diversidad

funcional (Figura 4.3) hayan sido permanentes o no luego de la cosecha del cultivo.

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar los efectos de la aplicacién de las practicas
agricolas sobre la diversidad funcional y estructural de las comunidades microbianas nativas. Como
fue previamente discutido, en este trabajo se demostrd que el efecto de la especie vegetal y su
fenologia, en interaccion con el ambiente determina la diversidad funcional de las comunidades
microbianas rizosféricas en mayor medida que las practicas agrondémicas evaluadas. En relacion a la
evaluacién de la diversidad estructural, debido a algunas dificultades acontecidas durante la
realizacion del trabajo de amplificacion a partir de las muestras de ADN extraidas, en el lapso de

tiempo determinado para la realizacion de este trabajo unicamente pudo evaluarse este parametro
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en uno de los ensayos de trigo realizados. Esto determina que no se haya podido realizar la
comparacion de la diversidad estructural entre diferentes ensayos, de manera similar a lo realizado
con los perfiles funcionales (Figuras 8.1, 8.2, 8.3 y 8.4). Aun asi, en base a los resultados obtenidos
en el ensayo de trigo y discutidos anteriormente, y considerando ademas lo demostrado
anteriormente por otros autores (Aulakh et al., 2001; Castro-Sowinski et al., 2007; Herschkovitz
et al., 2005; Houlden et al., 2008; Kristin y Miranda, 2013; Marschner et al., 2002; Roesti et al.,
2006), hubiese sido esperable observar diferencias en los perfiles estructurales determinadas,
principalmente, por las diferentes especies vegetales, su fenologia y la interaccion de éstas con el
ambiente, y en segundo lugar, por los niveles de inoculacion y fertilizacion evaluados. Considerando
que estos resultados resultarian interesantes, novedosos y complementarios a la informacién
obtenida hasta el momento en este trabajo, es importante sefialar que se encuentra previsto realizar
la determinacion faltante para completar el trabajo previo a la publicacion de los mismos en revistas

cientificas.

Algunos autores encontraron diferencias en los indices H’ calculados a partir de perfiles
funcionales y genéticos entre diferentes tipos de suelo (@vreds y Torsvik, 1998) y practicas de
manejo agricola (Xue et al., 2008) y otros autores no (Bossio et al., 2005). En ninguno de los
ensayos realizados en este trabajo se observaron diferencias significativas debidas a los
tratamientos evaluados sobre la diversidad funcional, mediante el indice H’ calculado a partir de los
datos de los perfiles de CLPP (secciones 4.2, 5.2, 6.2, 7.2.1 y 7.2.2). Otros autores, aunque en
condiciones controladas, también reportaron que la inoculacién con A. brasilense no generd efectos
significativos sobre la diversidad estructural de la rizosfera de maiz (Herschkovitz et al., 2005).
Tampoco se observaron diferencias en este indice H’ entre estados fenoldgicos en los ensayos de
maiz realizados en 30 de Agosto (secciones 7.2.1 y 7.2.2), presentado valores promedio de
alrededor de 3. Debido a las caracteristicas de este indice, en relacion al tipo de diversidad que
determina, no pueden realizarse comparaciones estadisticas entre los diferentes ensayos, pero se
pudo observar que dicho valor fueron los méas altos obtenidos en todos los ensayos realizados. Estos
valores de diversidad funcional pueden estar indicando una situacion de estrés (Degens et al., 2001)
que concuerda con lo discutido anteriormente en relacién al estrés hidrico sufrido por los cultivos en

estos ensayos.
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Por el contrario, se observaron modificaciones en la diversidad funcional en las diversas
etapas ontogénicas de los cultivos, observandose aumentos de diversidad a medida que avanzé el
cultivo de trigo realizado en 30 de Agosto (seccién 5.2) y el cultivo de maiz realizado en Pehuaj6
(seccién 6.2). Tal como se menciond previamente en la discusién de los resultados de las
comunidades de microorganismos MFN y celuloliticos, a medida que el ciclo del cultivo avanza, se
modifica la cantidad y calidad de exudados radicales (Aulakh et al., 2001; Kamilova et al., 2006),
modificindose las comunidades microbianas presentes en la rizosfera (Kristin y Miranda, 2013;
Houlden et al., 2008; Marschner et al., 2002). El pH del suelo es la variable edéafica que mejor explica
la diversidad y los perfiles estructurales de las comunidades microbianas a escala continental (Fierer
y Jackson, 2006), mientras que a escala local se explican por la vegetacion y la disponibilidad de C y
otros nutrientes (Benizri y Amiaud, 2005), en concordancia con lo observado en este trabajo (Figura
8.4) y previamente discutido. Los resultados mencionados coinciden con lo reportado por otros
autores que mostraron modificaciones en la estructura y funcionalidad de comunidades rizosféricas
de maiz a lo largo del tiempo (Baudoin et al., 2002). Resultados opuestos se observaron en el
ensayo de trigo realizado en Villa Moll (seccién 4.2), en el cual la diversidad funcional fue mayor en
el estado de encafiazon respecto al estado de llenado de grano. Esto pueda deberse a que la primer
determinacion se realizd en estado de encafiazén y no en macollaje, siendo ésta ultima una etapa
vegetativa del cultivo mas temprana. Ademas, en este ensayo se distinguieron diferencias entre
estados ontogénicos en el indice H’ calculado a partir de los perfiles funcionales pero no en el indice
H’ calculado a partir de los perfiles estructurales. Considerando que otros autores demostraron un
efecto significativo de la fenologia del cultivo en la diversidad estructural de las comunidades
microbianas rizosféricas (Herschkovitz et al., 2005), los resultados de este trabajo indicarian que la
técnica de CLPP esta revelando una diversidad funcionalidad potencial que no demostré el anélisis

de diversidad genética.

A modo de sintesis, bajo las condiciones evaluadas en este trabajo y a partir de los resultados

obtenidos durante el mismo, se concluye que:

1. La inoculacion de plantas de trigo y maiz con las cepas de A. brasilense 40M y 42M
aumento el rendimiento y la produccion de biomasa de los cultivos de trigo y maiz. Esta
respuesta se observo en algunos de los ensayos realizados y no en todos, en relacion a la
interaccion producida entre el genotipo vegetal, de la bacteria y las condiciones ambientales.
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Esto demuestra que estas cepas poseen el potencial para ser utilizadas como bioinsumos
para la produccién de trigo y maiz, superando incluso la respuesta obtenida con un
inoculante comercial. El nivel méaximo de respuesta en el rendimiento obtenido en esos
ensayos fue del 50%. En los ensayos en los cuales las respuestas a la inoculacion no fueron
estadisticamente significativas se produjo un incremento del rendimiento y la generacion de
biomasa, econdémico y ambientalmente sustentable. La respuesta de los cultivos a la
inoculacion con las cepas de A. brasilense 40M y 42M se encontrd determinada por las
interacciones producidas entre las cepas bacterianas inoculadas, el genotipo vegetal y el
ambiente. Teniendo en cuenta la respuesta obtenida en rendimiento, biomasa aérea,
densidad de longitud radical y EUF resultan evidentes las ventajas de los inoculantes
combinados respecto a los inoculantes monocepa. Finalmente, este trabajo es uno de los
pocos trabajos en establecer valores de densidad de longitud total de raices para los cultivos
de trigo y maiz en ambientes productivos, demostrandose que esta variable complementa la
determinacion de biomasa radical, mas frecuentemente utilizada, para la evaluacién del
efecto de las practicas agrondémicas como la fertilizacién y la inoculacién con bacterias
PGPR, como asi también para demostrar diferencias en la morfologia de las raices a medida

que avanza el ciclo del cultivo.

La fertilizacion fosforada y nitrogenada de plantas de trigo y maiz aumentd el rendimiento y
la producciéon de biomasa de los cultivos. Esta respuesta se observd en algunos de los
ensayos realizados y no en todos, en relacién a la interaccion producida entre el genotipo
vegetal y las condiciones ambientales. El inoculante experimental combinado mejoré la EUF
del fertilizante fosforado por parte del cultivo de trigo, y del fertilizante nitrogenado por parte
del cultivo maiz. Ademas, la inoculacion permitié obtener altos rendimientos con dosis
intermedias de fertilizacion, permitiendo reducir a la mitad la dosis aplicada, aumentando la
EUF, asegurando los niveles de rendimiento, reduciendo los costos y disminuyendo el riesgo

de contaminacion ambiental.

La inoculacion con las cepas de A. brasilense 40M y 42M aumenté el recuento de
microorganismos MFN unicamente en uno de los ensayos, lo que podria estar evidenciando
una ventaja competitiva de estas cepas en estas condiciones. La fertilizacion nitrogenada

modificé el recuento de microorganismos MFN presentes en la rizdsfera de maiz, aunque el
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efecto fue dosis dependiente. En los restantes ensayos, la inoculacion y la fertilizacion no
produjeron efectos significativos, considerandose las condiciones del medio de cultivo
utilizado, en el que pueden desarrollarse cepas nativas de esta bacteria y otras diferentes a
A. brasilense. Asimismo, bajo las condiciones de los medios de cultivo utilizados en la
cuantificacion se pudo determinar que la inoculacién de las cepas de A. brasilense 40M y
42M no generd efecto alguno sobre las comunidades microbianas rizosféricas evaluadas
asociadas a los ciclos de C o del N. Ademas, Unicamente en uno de los ensayos se observo
que la fertilizacién nitrogenada modificd el recuento de microorganismos celuloliticos y
nitrificadores presentes en la rizésfera de maiz. Asimismo, se observaron modificaciones en
los recuentos de microorganismos MFN, celuloliticos y nitrificadores a lo largo del ciclo de
los cultivos, muy probablemente asociados a la modificacion de la cantidad y calidad de
exudados radicales, aunque esto ultimo no fue determinado en este trabajo.

La inoculacion de plantas de trigo y maiz con las cepas de A. brasilense 40M y 42M generd
modificaciones en las comunidades microbianas rizosféricas no sélo debidas a la
colonizacion de la bacteria inoculada, sino también de la modificacidn de otras comunidades
microbianas presentes en la rizdsfera de los cultivos de trigo y maiz. Sin embargo, dicha
modificacion resulté de menor magnitud que la modificacién de la comunidad microbiana a
lo largo del ciclo del cultivo y entre cultivos diferentes. Estas ultimas no deben ser
adjudicadas unicamente a los diferentes materiales genéticos utilizados en los ensayos, sino
que, dentro de esas diferencias se encuentran también, diferentes condiciones ambientales
de crecimiento de los cultivos, las cuales no fueron puestas a prueba ni consideradas en el
disefio de los ensayos. Es interesante destacar que ninguno de los analisis realizados
evidencié diferencias en los perfiles fisioldgicos de las comunidades microbianas de la
rizosfera de todos los cultivos de maiz, por lo que la variabilidad genotipica y su relacién con
las comunidades microbianas asociadas podrian explicar las diferencias observadas entre

los distintos ensayos de trigo y no observadas entre los diferentes ensayos de maiz.

Los tratamientos de fertilizacion e inoculacién no modificaron los perfiles funcionales de las
comunidades microbianas rizosféricas pero modificaron en los perfiles estructurales de las
mismas, lo que podria constituir un ejemplo del fendmeno de redundancia de las

comunidades microbianas. Asimismo, dichos efectos se observaron durante el desarrollo
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vegetativo del cultivo y no se observaron en el estado reproductivo, pudiendo ser una
muestra de la resiliencia de las comunidades microbianas rizosféricas. Entre estados
ontogénicos se registraron diferencias en el indice H’ determinado a partir de los datos de
los perfiles funcionales pero no en el indice H’ determinado a partir de los datos de los
perfiles estructurales, indicando que la técnica de CLPP esta revelando una diversidad
funcionalidad potencial que no se observa en un analisis de diversidad genética. Finalmente,
ni la fertilizacion ni la inoculacién modificaron el indice H’ de diversidad funcional, pero se
observaron diferencias entre estados ontogénicos del cultivo, asociados a la modificacion de
la cantidad y calidad de exudados radicales, aunque esto no fue determinado en este
trabajo. Si bien se observaron diferencias en los perfiles fisiologicos en ambos estados
fenolégicos del cultivo de trigo, estos resultados no son concluyentes para determinar que
dichos cambios en la diversidad funcional hayan sido permanentes o no luego de la cosecha

del cultivo.

En relacion a la determinacion de los perfiles estructurales de las comunidades microbianas,
es interesante destacar que mediante un andlisis de los fragmentos mas abundantes, de
acuerdo a la forma de andlisis mas usual en la bibliografia, no resultaron tan utiles para
evidenciar diferencias entre tratamientos o estados ontogénicos del cultivo, respecto a los
andlisis realizados con la inclusion de T-RFs menos abundantes. Dichos fragmentos
estuvieron presentes en las comunidades microbianas asociadas a plantas de trigo que
habian sido fertilizadas o inoculadas con las cepas 40M y 42M. Esto las convierte en
objetivos inmediatos de secuenciacion e identificacion para trabajos posteriores en los que
se analicen bacterias PGPR como inoculantes de trigo, tanto en formulaciones monocepa
como en formulaciones con A. brasilense y, en interaccion con la aplicacion de fertilizantes.
Finalmente, es importante destacar que la ausencia de las determinaciones de la diversidad
estructural en otros ensayos hace que este trabajo no sea del todo concluyente sobre el
objetivo de evaluar los efectos de la aplicacion de inoculacién vy fertilizacion fosforada y/o

nitrogenada sobre la diversidad estructural de las comunidades microbianas nativas.

Los cultivos de trigo y maiz presentaron diferencias en la dinamica de la micorrizacién
natural. La inoculacién con las cepas de A. brasilense 40M y 42M produjo efectos benéficos
en uno de los ensayos, mientras que en los restantes no se observaron efectos de la misma
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sobre la micorrizacion natural. En relacion a la respuesta de estas variables a la fertilizacion,
resulta mas importante la disponibilidad de ambos nutrientes y los beneficios que implica
esta simbiosis, en relacién a estos nutrientes y al estado general de la planta, mas que la
dosis aplicada de un fertilizante en particular. Ademas, se observo que el la aplicacién del
inoculante formulado con ambas cepas redujo parcialmente los efectos negativos de la
fertilizacidn fosforada sobre el desarrollo de la micorriza arbuscular, siendo éste un aspecto
interesante para continuar evaluando y analizando en trabajos posteriores. Se observaron
efectos de la inoculacion y la fertilizacion sobre el porcentaje de esporas presentes, las que
constituyen uno de los mecanismos de perpetuacién del HFMA en el ambiente. Sin
embargo, es importante considerar que en este trabajo no se evalu6 el efecto sobre la
diversidad de HFMA, lo que debera ser tenido en cuenta en futuros trabajos. Los resultados
de este trabajo significan un aporte al conocimiento sobre el establecimiento de las
micorrizas naturales en sistemas productivos, lo que adquiere gran relevancia para el

manejo de los cultivos en pos de aumentar la eficiencia de los recursos disponibles.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen un aporte significativo al conocimiento
de la fisiologia y la estructura de las comunidades microbianas rizosféricas de cultivos de
trigo y maiz, con el objetivo de mejorar la respuesta de los cultivos a la inoculacién con
microorganismos del tipo PGPR en interaccién con la fertilizacién y para la caracterizacién
del riesgo ambiental de ambas practicas agronomicas. Estos resultados no so6lo aportan
informacién al conocimiento cientifico, sino que resulta directamente transferible a asesores
y productores agropecuarios, bajo el actual paradigma de una produccion agricola mas

sustentable.
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Anexo 1

A continuacién se listan los medios de cultivo y soluciones utilizadas en este trabajo, en orden de
aparicion en el trabajo.

» Solucion fisiologica (SF) estéril:

Agua destilada................ccciiiinn 1000 ml
Esterilizar en autoclave a 1 atmdsfera durante 20 min.

* Medio agar nutritivo mas glucosa (TYG) (Leyva y Bashan, 2008):

GlUCOSA......u i 504¢
Peptonade care...............ccoevvvviiiinniniinnnnne, 50g
V=T 504¢
Agua destilada..................ooeee llevar a 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.

» Medio Nfb semidlido (Nfb ss) para microorganismos MFN (Adaptado de Ddbereiner, 1998):

Acido MANCO.......oeeeeeeee e, 50
KoHPO4 (Solucién al 10%)........vvvvvveieiieieienne, 5,0 ml
MgS04.7H20 (Solucién al 10%).............c....... 2,0 ml
NaCl (Solucion al 10%).........ccccvvvvveeeeriiennnns 1,0 ml
CaCla (Solucion al 1%).......ccoeeeevieiiiieeieae, 2,0 ml
Solucidn de micronutrientes.............ccoeveen.. 2,0 ml
Solucion de vitaminas.................ccocceeeeene, 1,0 ml
FeCls (Solucién al 0,0015%)........cccovveveneeee. 1,0 ml
BTA (0.5% en KOH 0.2M)........oovvvviviiininnnnn, 2,0 ml
Agua destilada...............cccoeennn llevar a 1000 ml
KOH. ... 45¢
AGAT. ..o 1,75 ¢

Ajustar pHa 6.5 - 6.8 con KOH
Esterilizar en autoclave a 1 atmoésfera durante 20 min.

Solucién de micronutrientes

CUSOL5H20. .o, 040g¢
ZNSO4TH20. ... 0,129
H2BOs...ooi i 1,40 g

NazMoO4.2H20......c.oecreeee 1,00 g
MNSO4.H20......eviiiiiiiiiiiiii 1,50 g

Agua destilada....................... llevar a 1000 ml
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Solucion de vitaminas

Biotina........cccovivrric, 10 mg
Piridoxal-HCl..........ccceeeviiine 20 mg
Agua destilada............. llevar a 100 ml

CINHa. .o 03¢
NANO3. ... 05¢
KoHPO4.....coooo e 109
MGSO4.7TH20. ... 03¢
CaClo.vviiiiiiiiiiiii e 01g
FeCl3 (Solucién al 1,5%)......ccccocevvvvvviiiniiene, 1,0 ml
Agua destilada............cccccceeiiiiinnnnns llevar a 1000 ml

Verificar pH y ajustara 7.0
Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.

* Medio de cultivo para microorganismos nitrificadores, adaptado de Alef (1998):

(NH4)2S004.....vvvvviiiiiiiiiiiee e 109
KoHPO4...cooiii e 059
NaCl. ..o 20g

MGSO4.7TH20.....cooieiiiiicree e 02g
FeS04.7H20 (Solucién al 1,0%)................. 2,0 ml
CaCO03.mciiiiiiiiiiiie e, 309
Solucidn de micronutrientes.................... 2,0 ml
Agua destilada...........c.c.cce..... llevar a 1000 ml

Verificar pH y llevar con KOH a 7.6
Esterilizar en autoclave a 1 atmoésfera durante 20 min.

Solucion de micronutrientes

CUSOL5H20 ... 040¢
ZNSO4TH20. ... 0,129
H2aBOs...ooi i 1,40 g
NazM00O4.2H20......coooeeeee 1,00 g
MNSO4.H20.....oevviiiiiiiiiiiiie 1,50 g
Agua destilada....................... llevar a 1000 ml
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» Medio de cultivo para comunidades microbianas (Di Salvo y Garcia de Salamone, 2012):

Medio basal

K2HPO4....oeeic, 7049
KH2PO4....vceveceecee 309
MgSO4.7H20.....cocovvveie, 10g
(NH4)2SO04........cocveeeer 509
(07103 YT 0,19
FESOs.uuiiiiiiiiiiiiieeeeee 5,0 ml
MNSO4...w e, 0,25 ml
NaMOO4......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeann 0,25ml

Agua destilada........ llevar a 1000 ml
Esterilizar en autoclave a 1 atmoésfera durante 20 min.

Colorante indicador redox

Violeta de tetrazolio...................... 0,0025 g
Agua destilada..............ccce.e. 100 ml
Esterilizar por filtracion.

Solucion de cada una de las fuentes carbonadas
Fuente carbonada................... 0,2g00,2ml
Agua destilada......... llevar a 100 ml

Esterilizar por filtracion.

Listado de fuentes de carbono utilizadas: arginina, acido glutdmico, celobiosa, acido citrico, glicina,
tween 20, glicerina, acido benzoico, manitol, acido malico, &cido salicilico, acido oxalico, acido
lactico, dextrosa, maltosa, fenilalanina, prolina, ramnosa, xilosa, fructosa, histidina, putrescina, acido
itacénico.

* Medio Nfb liquido o solido para microorganismos MFN (Adaptado de Ddbereiner, 1998).
Misma composicion que el medio Nfb ss anteriormente descripto pero con el agregado de
CINH4 1g L' y diferente cantidad de agar (0 0 15 g L, respectivamente).

» Medio Rojo Congo (RC) (Rodriguez-Caceres, 1982).

ACIAO MANICO. ... 50

KoHPO4 (Solucién al 10%).......vvvvvvvvviiiiicieeennn, 5,0 ml
MgS04.7H20 (Solucién al 10%).........ccevveeeennne. 2,0 ml
NaCl (Solucion al 10%)..........ccceeeiiiiiiiiiinnene, 1,0 ml
Extracto de levadura..........c.ccoovveevvviiceineiiee 05¢
FeCls (Solucién al 0,0015%)......cccovvvvveeninnnnen. 1,0 ml
Rojo Congo (Solucién acuosa 1:400)................ 15,0 ml
Agua destilada...............ccccvviinnne. llevar a 1000 ml

KOH. ... 4049
AQAC. ..o s 15,049
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Agua destilada.............ccccevrennnn. llevar a 1000 ml
AjustarpHa 7.0
Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.

* Medio LGI semisdlido (LGlss; adaptado de Débereiner, 1998).

R T= (7= 1 (011 TR 504¢
KoHPO ..ot 02g
KH2P 4. 064¢
CaClo.2H20. .. cee e 0,002 g
MISO4.7H20.......coieicece s 02¢
NazM0O4.2H20.......c.corieeccer e 0,002 g
FECIS vt 0,019
Azul de Bromotimol (BTA; Solucién al 0,5% en KOH 0,2M)......... 2,0ml
AN 1,759
Agua destilada...............cccvin llevar a 1000 ml
Ajustar pHa 6.0

Esterilizar en autoclave a 1 atmdsfera durante 20 min.

* Medio JNfb semisdlido (JNfb ss; adaptado de Ddbereiner, 1998).

ACIAO MANICO. ..., 50g
K2HP O 1,59
(072103 o 1O TR 0,029
MISO4.7TH20.......coieeeece s 02g
Solucidn de MICroNUEMENES. .......cvveveeeeeiee e 2,0 ml
Solucion de vitaminas............coeeveiiiiiii i 1,0ml
FEEDTA (Solucion al 1,64%).......cccvveeereeeeeeeseeeeeeee e 0,01g
Azul de Bromotimol (BTA; Solucién al 0,5% en KOH 0,2M)......... 2,0 ml
AGAI ...t 1,759
Agua destilada..............cooeiiiiiii llevar a 1000 ml
Ajustar pHa 6.0

Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.
Solucion de vitaminas y micronutrientes: ver medio de cultivo Nfb ss.

* Medio LG sacarosa semisolido (LGsac ss; adaptado de Dobereiner, 1998).

SACAIOSA....cc ittt 20,0 ¢

K2HP O e 0,05¢
KH2PO4..o.veee e e 0,159
CaCla.2H20. ..o 0,01g
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MISO4. TH20. ..o 029

NazM0O4.2H20.......c.coiiiiicee s 0,002 g
FECIS ottt 0,01g
Azul de Bromotimol (BTA; Solucién al 0,5% en KOH 0,2M)......... 2,0 ml
AGAI ...t 1,759
Agua destilada.............ccooeeiii llevar a 1000 ml
AjustarpHa 6.5

Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.

* Medio LG glucosa semisdlido (LGglu ss; adaptado de Dobereiner, 1998).
GlIUCOSA. ... 20,0 ¢
K2HP O 0,059
KH2PO4. e 0,159
CaClo.2H20. .. oo 0,01¢g
MISO4.7TH20.......coieeeece s 02¢
NazM0O4.2H20........coiiicce s 0,002 g
FE IS et 0,019
Azul de Bromotimol (BTA; Solucién al 0,5% en KOH 0,2M)......... 2,0ml
AN 1,759
Agua destilada.............ccooeeini llevar a 1000 ml
AjustarpHa 6.5

Esterilizar en autoclave a 1 atmdsfera durante 20 min.

Medio LG sacarosa solido (LGsac; adaptado de Ddbereiner, 1998): misma composicion que
el medio LGsac ss, pero con 15 g L' de agar.

Medio LG glucosa solido (LGglu; adaptado de Débereiner, 1998): misma composicidn que el
medio LGglu ss, pero con 15 g L' de agar.

Medio Nfb sélido con agarosa (Nfb agarosa; adaptado de Ddbereiner, 1998): misma
composicion que el medio Nfb sdlido, pero con 15 g L' de agarosa ultrapura, en lugar de
agar.

Medio Nfb semisolido con agarosa (Nfb ss agarosa; adaptado de Déobereiner, 1998): misma
composicion que el medio Nfb ss, pero con 1,75 g L-' de agarosa ultrapura, en lugar de agar.

Medio LG glucosa solido con agarosa (LGglu agarosa; adaptado de Ddbereiner, 1998):
misma composicion que el medio LGglu solido, pero con 15 g L' de agarosa ultrapura, en
lugar de agar.
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» Medio LG agarosa (LG agarosa; adaptado de Ddbereiner, 1998): misma composicién que el
medio LGglu ss, pero sin ninguna fuente de carbono en el medio de cultivo (ni glucosa ni

sacarosa), y con 15 g L de agarosa ultrapura, en

e Medio minimo semisolido para evaluacion de

lugar de agar.

la actividad de la enzima nitrogenasa

(adaptado del medio MM de Gonzalez-Pasayo y Martinez-Romero, 2000).

GlICEIOL. .. Sml
ACIAO MANICO.......vveeeveeee e 254
KoHPOg2......vcvieecsecce s 2004¢

MOSO4.7TH20.......oieiieeees 20,0 ¢

KH2PO g2, 100,0 g

NACL. ... e 20,09

Solucion de elementos traza............ccoceeeeererennee. 1 ml
Fe-Citrato (solucion 0,5 g L).....cccveeceeiiciennn, 10 ml
Agua destilada...............coooeiiiiennnn. llevar a 1000 ml
AjustarpHa 7.0

Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.
Agregar:

Biotina (Solucién de 10mg ml*; esterilizada por filtracion)...

CaCla (Solucion de 1g 100 ml-; esterilizada por autoclave)

Solucion de elementos traza

H3BO3.7H20.....c.cciceeieeiees e 2,86 ¢
MNSO4.4H20........coiiereneeeeeenes 2,03¢g
ZNSO4THO ..o 0,229
CUSO4.5.H20....c.ocicicececeee e, 0,08 ¢
H2aMOO4.H20......ceicccce s 0,08 g
Agua destilada..........cccoovrieiriiinnn, llevar a 1000 ml

» Medio agar Pikovskaya (Gaur, 1990):

Extracto de levadura...........ccooooeeeiiiiiiiiiniiinns 05¢
DEXITOSA. .....cveeceictecee e 10,09
Ca3(PO4)2. et 50¢
(NH4)2S004....cvvicecece e 05¢
KCL s 02¢
MgSO4.7H20......ccoo i 01g
MNSO4.H20.......oo i 0,0001 ¢
FESO04.TH20. .o e 0,0001 g
AQAC. .o 15,0 ¢
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Agua destilada.............ccccceveenn. llevar a 1000 ml
AjustarpHa 7.0
Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.

Medio agar cromo azurol sulfonato (CAS) (Tortora et al., 2011):

Solucién A

CAS .o, 60,5 mg
FeCls.6H20 (Solucion 1mM en 10 mM HCI)............... 10,0 ml

Agua destilada.............ccoeveiiivicirieireee22.00,0 M
Solucién B

Bromuro de hexadecilmetilamonio (HDTMA)............ 72,9 mg

Agua destilada.............cccoeveiiivniriiee22 40,0 M

Mezclar los 60 ml de la solucion A 'y los 40 ml de la solucion B.

Esterilizar en autoclave a 1 atmosfera durante 20 min.

Dejar enfriar y mezclar con 900 ml de medio Nfb sdlido.

Adicionar 30,24 g de PIPES (acido 1,4-piperazina-dietanosulfénico) y 12 g de NaOH (solucion 50%
en agua) para ajustar el pH a 6.8.

Medio Nfb liquido para la determinacion de produccién de compuestos indolicos. Misma
composicion que el medio Nfb semisélido anteriormente descripto pero sin agregado de agar
ni de BTA, y con cloruro de amonio (1 g L) o triptéfano (200 pg mL-') como fuente de
nitrégeno.

Reactivo Salkowski (Gordon y Weber, 1951)

FeCls (Solucién 0,5M en 60 ml de H2SO4 concentrado)................ 3 ml
Agua destilada............cceeeeiiiiiii 100 ml

Medio Nfb liquido para la determinacion de de la actividad ACC desaminasa. Misma
composicion que el medio Nfb semisélido anteriormente descripto pero sin agregado de agar
ni de BTA, y con 150 pl de solucién de ACC (0,0505 g mI-).
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* Medio DYGS (modificado de Eckert et al., 2001):

GlUCOSA......v i 204g

ACIAO MANICO. ... 2,04

Peptonade carme...............ccoovvviviiiiniiinnnnn, 1549
Extracto de levadura.........c..ccceevevvvciinireeienn 204g
ACIAO GIUAMICO. ... 159
K2HPO4.oe e 059
MGSO4.7TH20......o e, 059
Agua destilada..................ooeeiee llevar a 1000 ml

AjustarpHa 6.8

Esterilizar en autoclave a 1 atmésfera durante 20 min.
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Anexo 2

A continuacién se incluyen las fotos de las ubicaciones geograficas y las cartas de suelo de los
ensayos realizados.

Figura 1. Detalle de la imagen satelital del lote de ensayo de trigo en la localidad de Villa Moll. Fuente:
Google Earth (2014).
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Figura 2. Lote de ensayo de trigo en la localidad de Villa Moll ubicado sobre la Carta de Suelos escala
1:50000. Fuente: Geolnta (2013).
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Figura 3. Imagen satelital de lotes de ensayos de trigo (A) y maiz (B) en la localidad de 30 de Agosto. Fuente:
Google Earth (2014).
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Figura 4. Detalle de la imagen satelital del lote de ensayo de trigo en la localidad de 30 de Agosto. Fuente:
Google Earth (2014).
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Figura 5. Lote de ensayo de trigo en la localidad de 30 de Agosto ubicado sobre la Carta de Suelos escala
1:50000. Fuente: Geolnta (2013).
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Figura 6. Detalle de la imagen satelital del lote de ensayo de maiz en la localidad de Pehuajé. Fuente:
Google Earth (2014).

188



Sugerencia
Haciendo dick en el icono
obtendra

informacidn detallada de suelos, clima,
Imégenes £20140 altimetria v atrihutos de canas. ise

Figura 7. Lote de ensayo de maiz en la localidad de Pehuajé ubicado sobre la Carta de Suelos escala
1:50000. Fuente: Geolnta (2013).
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Figura 8. Detalle de la imagen satelital del lote de ensayo de maiz en la localidad de 30 de Agosto. Fuente:
Google Earth (2014).
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Figura 9. Lote de ensayo de maiz en la localidad de 30 de Agosto ubicado sobre la Carta de Suelos escala
1:50000. Fuente: Geolnta (2013).
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