N
-
(=]
~N
o
N
e
©
S

[}
n
=
g

Microorganismos promotores del crecimiento vegetal*

Inés E. Garcia de Salamone?

Introduccion

Existen numerosas evidencias en la literatura que
indican que la utilizacidon de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés)
puede tener un rol significativo en la sustentabilidad de
los agroecosistemas (Reed y Glick, 2004; Antoun vy
Prevost, 2006). La inoculacién con PGPB, contribuye a
la implantacién, desarrollo y produccion de cultivos
tales como arroz, trigo y maiz (Garcia de Salamone et
al., 2007; Baldani et al., 2008). La fijacién bioldgica de
nitrégeno (FBN) adquiere relevancia y puede ser
incorporada a través de ciertas asociaciones cereal-
PGPB para aportar nitrégeno (N) al agroecosistema
(Garcia de Salamone et al., 1996; Urquiaga et al., 2004).

Trabajos realizados en condiciones de laboratorio han
mostrado interacciones entre variedades de trigo e
hibridos de maiz y cepas de Azospirillum aisladas
localmente (Garcia de Salamone et al., 1989, 1990,
1992). En el marco de un proyecto de investigacién
binacional financiado por CONICET de Argentina y
CNPq de Brasil (1989-1991) se llevaron a cabo trabajos
de seleccién de cepas a partir de plantas de estos
cereales cultivadas en condiciones de campo. Las
mismas fueron aisladas de endorrizosferas de raices de
trigo y maiz muestreadas en floracion y tratadas con
Cloramina T, y luego maceradas para proceder a
obtener los aislamientos.

El objetivo de seleccion fue, en todos los casos, obtener
cepas que tuvieran elevada capacidad de fijar N,
estimada a través de cromatografia gaseosa por el
método de reduccidon de acetileno. La obtencién de
numerosas cepas de Azospirillum asociadas a la
rizosfera de trigo con posibilidades de fijar N ya habia
desencadenado un interés fundamental en el progreso
de investigaciones que relacionadas a los resultados
obtenidos por diversos grupos de trabajo del mundo
(Garcia de Salamone y Monzén de Asconegui, 2008).
Esas investigaciones ya habian aportado datos sobre la
practica de inoculacidon de semillas de gramineas y su
cultivo como posibles tecnologias de bajo costo para la
incorporacion de N, via fijacion bioldgica, con
beneficios colaterales, como son una mayor efectividad
en la produccién agricola-ganadera y un ahorro
sustancial en el uso de la fuente no renovable de
energia de los combustibles fésiles (Baldani et al.,
2008; Boddey et al., 1986).

La historia de la aplicacién de PGPB en nuestra region
se remonta al Taller sobre Azospirillum realizado en el
Laboratorio de Microbiologia y Produccién de
Inoculantes, Montevideo, Uruguay, en agosto de 1993.
Las conclusiones del mismo fueron compiladas por
Okoén y Labandera (1994), y conllevaron a un interés
incipiente por algunas empresas productoras de
inoculantes existentes en el mercado que empezaron a
presupuestar y establecer programas de investigacion y
desarrollo de inoculantes de otras PGPB distintas a
Rhizobium. En este contexto se realizaron numerosos
trabajos para evaluar, en condiciones de campo, el
comportamiento de cepas de Azospirillum aisladas de
raices de trigo y maiz, ya sea localmente en la regién
pampeana argentina, como asi también algunas
suministradas por el CNPAB de EMBRAPA, Brasil. En
aquellos momentos se pensé en las posibilidades de
combinar los efectos aun no perfectamente
establecidos de esta bacteria rizosférica, intentando
lograr bases experimentales para que la practica de
inoculacion pudiera extenderse al productor
agropecuario.

Los ensayos fueron programados con disefos
factoriales en bloques completos aleatorizados (DBCA)
con tres o mas repeticiones. En la mayoria de los casos
se consideraron combinaciones con dosis de N
aplicadas en la practica de campo. Las condiciones de
manejo de los cultivos experimentales fueron similares
a aquellas aplicadas por el duefio del establecimiento
donde se instalaba cada ensayo o por el productor en
general.

Experiencias en trigo

Garcia de Salamone et al. (1990) pudieron demostrar
qgue la inoculacién con dos cepas de Azospirillum
brasilense mejord la implantacién del cultivo. Esto
resulta en un beneficio para el desarrollo de las futuras
etapas de crecimiento. Un cultivo mas rapidamente
implantado comenzard mds rdpidamente a producir
materia seca que le permitira generar las estructuras de
rendimiento por periodos mds prolongados
posibilitando de esta manera el logro de una mayor
produccion.

De los resultados de ensayos de campo se pudo
concluir que la inoculacién con esta bacteria rizosférica
produjo ventajas fisioldgicas y econdmicas para su
aplicacién al nivel de productor agropecuario (Tabla 1).
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Tabla 1. Niveles de respuesta promedio a la inoculacion
con PGPB en distintos ensayos de trigo conducidos en
condiciones de campo en la Provincia de Buenos Aires,
Argentina. Compilado de Garcia de Salamone y Monzén
de Asconegui (2008) y Naiman et al. (2009).

Rango promedio
de respuesta
%

Tipo de
suelo

Hapludol humico 2-34
Argiudol tipico 0-30
Hapludol éntico 2-32
Argiudol 4cuico 0-10

Con estos y algunos otros objetivos complementarios,
como el analizar el efecto de la inoculacion sobre las
comunidades microbianas rizosféricas, se realizaron, en
el periodo 2004-2006, experimentos de trigo en
condiciones de campo con la tecnologia aplicada por el
productor. Las caracteristicas generales de dichos
ensayos fueron detalladas por Garcia de Salamone y
Monzdén de Asconegui (2008).

El andlisis conjunto de los experimentos descritos por
estos autores muestra que la inoculacion con Azospirillum
incrementa el rendimiento en grano. La particidon a
espigas y la produccién de biomasa aérea total se pueden
incrementar mediante la practica de inoculacion con esta
PGPB (Figura 1). Esto representa una ventaja para la
produccion de granos que favorece la sustentabilidad del
agroecosistema pues significa mayor aporte de residuos
al suelo. Sin embargo, la interaccion “genotipo x ambiente
X inoculante” observada refleja la necesidad de
profundizar estos estudios. Como comple-mento a lo
anterior, Naiman et al. (2009) obser-varon que practicas
tradicionales como la fertilizacion, modifican las
comunidades microbianas rizosféricas en mayor medida
que la practica de inoculacion con PGPB de los géneros
Pseudomonas y Azospirillum, brindando similares
incrementos de rendimiento y produccion de biomasa
aérea. Esto se complementa con la mayor produccion de
biomasa que se puede obtener con la inoculacidon con
PGPB que en promedio para cuatro experimentos,
incrementd un 21% la produccién de biomasa aérea
mientras la fertilizacién nitrogenada aumentd esta sélo
en un 5%. Esto permite inferir que la inoculacién con
ciertas cepas de esta PGPB favoreceria la produccién en
forma mas sustentable, permitiendo la reduccién de los
niveles de aporte de nutrientes sin resentir el
rendimiento esperado de trigo. Por otra parte, cuando se
evaluaron varios cultivares de trigo se pudo observar
diferencias significativas entre ellos en la respuesta a la
inoculaciéon con una combinaciéon de cepas en una
formulacion experimental (Figura 2).

Experiencias en maiz

A comienzos de los anos 90, la asociacion entre la
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Figura 1. Numero de vastagos y de espigas por m? en
canopeos de trigo inoculado con distintos inoculantes
comerciales (IC) aplicados sobre la semilla al momento
de la siembra en comparacion con el tratamiento
testigo sin inocular. Las barras con letras iguales no
difieren entre si segun la Prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 2. Incrementos de rendimiento en grano debidos a
la inoculacién con una formulacién experimental de dos
cepas de Azospirillum brasilense (InEx) de seis varie-
dades comerciales de trigo (Var 1 a Var 6) cultivadas en
condiciones de campo.

bacteria diazotrdfica Azospirillum y plantas de cultivo ya
era considerada un fendmeno de considerable valor
cientifico y econdmico. También se sabia que un nimero
elevado de factores condicionaban la respuesta a la
inoculacidon en condiciones de campo. Con relacién a
esto, Garcia de Salamone (1993), propuso que para usar
estas asociaciones bacteria-planta, a escala agrondmica,
deberia considerarse el criterio de ideotipo propuesto
por Donald (1968) y utilizado en mejoramiento vegetal,
donde la combinacién exacta de ambos socios deberia
estar referida a un ambiente en particular.

Basandose en los resultados de varios ensayos se
puede inferir que los programas de mejoramiento
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Tabla 2. Niveles de respuesta promedio a la inoculacion
con PGPB en distintos ensayos de maiz conducidos en
condiciones de campo en la Provincia de Buenos Aires,
Argentina. Compilado de Garcia de Salamone vy
Doébereiner, 1993; Garcia de Salamone y Monzén de
Asconegui (2008).

Rango promedio
de respuesta
%

Tipo
de suelo

Argiudol tipico 0-7
Argiudol aérico 2-94
Haplidol humico 6-77
Argiudol vertico 5

Hapludol éntico 3-13

deberian incluir el estudio de las interacciones
“Azospirillum-planta” con el fin de seleccionar geno-
tipos de maiz que utilicen mejor las interacciones
“suelo-planta-atmdsfera” en la conformacion de
sistemas de cultivos que obtengan mayor rendimiento y
estabilidad ecoldgica (Tabla 2).

La informacién disponible de la respuesta a la
inoculacidon en la asociacidon Azospirillum-maiz en
distintas condiciones ambientales indica que el analisis
de varianza de “ensayo x afio” muestra diferencias
significativas (p < 0.05) a favor de la inoculacion con
Azospirillum respecto a los testigos, independiente-
mente del ensayo que se trate (Garcia de Salamone y
Dobereiner, 1993; Garcia de Salamone y Monzdn de
Asconegui, 2008).

Experiencias en arroz

El arroz es un alimento basico para una gran proporcién de
la poblacién mundial que debe enmarcarse también en
programas de agricultura sustentable. Dos experimentos
sembrados en las campafias 2006/2007 y 2008/2009 en la
zona arrocera de la Provincia de Entre Rios, del NE de
Argentina, permitieron evaluar la respuesta de dos
tratamientos de inoculacidn con Azospirillum brasilense,
sobre la produccién de biomasa y rendimiento del cultivo
de arroz (Garcia de Salamone et al., 2007; 2010; Gatica et
al., 2009). Los inoculantes contenian dos cepas de
Azospirillum brasilense y se realizd el analisis de la
microflora rizosférica con potencialidad de fijar N. La dosis
para 50 Kg de semilla fue 300 ml de producto con 10° ufc
ml1. El nimero mas probable (NMP) de diazétrofos
rizosféricos disminuyé entre macollaje y llenado de
granos. La capacidad de utilizar fuentes carbonadas por las
comunidades microbianas presentes en la rizosfera fue
distinta entre tratamientos.

La biomasa aérea del control fue 7256 y 15 183 kg ha™!
en macollaje y llenado, respectivamente. Los trata-
mientos con Azospirillum brasilense incrementaron

/-\ significativamente esos valores en 15 y 35% para

Qi

macollaje y 28 y 50% para llenado de granos. El control
rindié 8 370 kg hal y la inoculacién incrementd ese
valor en 7.5%. Los resultados de este trabajo estan
indicando el alto potencial que tiene la practica de
inoculacion con Azospirillum para este cultivo.

Estimaciones de FBN

Se ha demostrado que la inoculaciéon con ciertas
combinaciones bacteria-planta, tales como
Azospirillum-maiz pueden aportar N proveniente de la
FBN en niveles equivalentes a 100 kg N ha! (Garcia de
Salamone et al., 1996). Este aporte de N podria
colaborar con la sustentabilidad del agroecosistema
pues puede mejorar la calidad de los residuos vy
posibilitar una reduccién en el uso de fertilizantes
nitrogenados. Por otra parte, se pudo observar que la
inoculaciéon con Azospirillum brasilense modificé la
relacion delta (6) N/**N tanto de plantas de arroz
como de trigo en la etapa de llenado de grano (Garcia
de Salamone et al., 2009). Es por ello, que se puede
concluir que las plantas de arroz aumentaron la
cantidad de N derivado de la FBN cuando se aplico la
inoculacion con Azospirillum.

Las malezas y las plantas de trigo mostraron diferencias
significativas entre los genotipos en los valores de la
relacién 6 >N/*4N. La gran variabilidad se manifestd en
las relaciones & *N/1*N de las plantas de trigo sin
inocular y esto indica la posibilidad de utilizar estos
valores para calcular el N derivado de la FBN para las
plantas de trigo inoculadas. El valor medio de las
relaciones & 1°N/N de malezas en el experimento de
trigo fue de 8.64. Las estimaciones de los porcentajes
de FBN mostraron variabilidad entre los genotipos de la
planta como se informé antes con genotipos de maiz
(Garcia de Salamone et al., 1996) en asociacion con
bacterias PGPB. La relacidon entre los valores de
6 1°N/1N entre el tratamiento de control y las plantas
inoculadas de trigo muestran que en promedio, el
rango de porcentajes de N derivado de la FBN fue 13-
55%. Esto significa que la inoculacion con Azospirillum
puede producir cambios en la fisiologia de plantas que
pueden estar relacionados con la FBN.

Con el fin de aumentar la precisidn, es necesario obtener
una mejor estimacion del valor 6 1°N/4N del suelo (Alves
et al., 2008). Una sintesis de estos trabajos indica que los
niveles de FBN deberian ser considerados como un
aporte de este elemento que debe ser considerado y
mejorado mediante el mejoramiento de los cultivos y de
los inoculantes empleados (Tabla 3). Los recuentos del
nimero mas probable de microorganismos (NMP)
oxidantes del amonio aumentaron cuando las
semillas de ambos cultivos se inocularon con
Azospirillum brasilense. Sin embargo, los NMP
mostraron respuestas a la inoculacién diferentes para
estos dos cultivos. Los valores de NMP para las plantas




Tabla 3. Valores promedio medidos de la relacién
6 15N/14N y estimados de los porcentajes de ocurrencia
de FBN en cultivos de trigo y arroz cultivados en
condiciones de campo de productores.

Promedios de valores

Cultivo de la relacion FI;N
& 15N/14N(D) 0
Malezas!?)  Plantas Prueba
| Trigo 8.64 6.14 29.90
Arroz 14.37 13.10 12.20
(1) Compilado de Garcia de Salamone et al., (2009); D Auria et al.,
(2011).

(2) Malezas: corresponde al promedio de 3 o mds especies
vegetales creciendo en el drea de cada ensayo que fueron
muestreadas simultdneamente con cada cultivo y que no
pertenecen a las Familias Gramineas y Leguminosas.

de arroz fueron significativamente inferiores en el suelo
asociado a las plantas inoculadas. Sin embargo, el valor
de N potencialmente mineralizable del suelo, asociado a
las plantas de trigo sin inocular, fue de 5.3 mg de N-NH,
kg1 de suelo, que fue significativamente (p < 0.05) menor
a10.3 mg de N-NH, kg de suelo observados para el caso
asociado a las plantas inoculadas (Garcia de Salamone et
al., 2009; D’Auria et al., 2011).

Sintesis y perspectivas

Los resultados obtenidos mostraron la capacidad de
ciertas PGPB de modificar la ecofisiologia de los cultivos
tales como trigo, maiz y arroz en condiciones de campo.
Sin embargo, la informacidon disponible estaria
indicando que la interaccidn cepa-planta-ambiente es
relevante para los resultados de inoculacidon que se
pueden obtener (Garcia de Salamone y Cassan, 2010).

Se observo que la respuesta a la inoculacion es variable y
que los microorganismos presentes pueden colonizar y
permanecer en la rizosfera. Incrementos en rendimiento
y produccién de biomasa deberian ser considerados de
relevancia ecoldgica y ser estudiados desde el punto de
vista de la ecologia microbiana. Ademas se deberian
estudiar estos aspectos utilizando cepas aisladas con
capacidad de fijar N en asociacidon con la planta. Esto
podria aumentar el nivel de respuesta y mejorar la
eficiencia de uso de los recursos disponibles.

La introduccion de rizobacterias, podria provocar
modificaciones en la actividad microbiana en la
rizosfera y, por ello, deberian ser estudiados (Garcia de
Salamone y Cassan, 2010). Es sabido que la diversidad
microbiana puede utilizarse como indice de calidad de
suelo y que las condiciones de manejo la pueden
modificar (Garcia de Salamone et al., 2006; 2007). En
relacion con esto, y sumado a que la practica de
inoculacidon con Azospirillum esta siendo utilizada por
un numero creciente de productores agropecuarios en
diversas areas agricolas del mundo, se deberia aportar

conocimiento sobre la ecologia microbiana de la
rizosfera de los cultivos en condiciones de campo
cuando se aplican rizobacterias.

Los resultados compilados en esta revisién estdn en
concordancia y pueden ser ampliados con aquellos
revisados por Reed y Glick (2004) y Bashan et al. (2004).
Toda la informacidn disponible indica que la inoculacidn
con Azospirillum debe ser favorecida. Sin embargo, la
variabilidad en las capacidades tanto de esta PGPB
como aquella de las plantas a las que esta esta dirigida
deben ser ajustadas y potenciadas incluyendo
mecanismos alternativos tales como FBN, produccién
de fitorreguladores, control bioldgico entre otros para
mejorar asi los niveles de respuesta a la inoculacién a
campo (Cassan y Garcia de Salamone, 2008).

Los efectos directos de la utilizacion de PGPB en
cultivos de cereales ejercen un rol significativo en
procesos fundamentales del ecosistema como la
recirculacion de carbono y N. Ademas, se han abordado
estos problemas con ensayos a campo que han
entregado un conjunto de evidencias que nutre la
propuesta aqui presentada. La suma de esta
experiencia previa y la interaccién con miembros del
equipo de investigadores, redundara en un aporte
significativo para conectar procesos que ocurren en la
porcién aérea del ecosistema con procesos que ocurren
en la porcidon subterranea.
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