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1. INTRODUCCION

Numerosas variedades de especies gramineas y leguminosas
constituyen las principales fuentes de forraje verde en las praderas de las
regiones del sur de Chile. Entre éstas, la ballica inglesa, (Lolium perenne L.) es
la especie mas utilizada por su rapido establecimiento, alta productividad, valor
forrajero y por su persistencia aun bajo un intenso pastoreo. Ademas, al
disponer de suelos con buena fertilidad, primaveras templadas y abundantes
precipitaciones, llega a constituirse en una de las especies dominantes de la

pradera.

En la actualidad, para las explotaciones agropecuarias, es importante
establecer un equilibrio entre la rentabilidad econdémica, la productividad y la
sustentabilidad ambiental. Las praderas se constituyen en la base primaria de la
alimentacion para el ganado bovino y ovino, por lo tanto, se debe considerar el

maximizar su produccion y utilizacion.

Los sistemas agricolas se relacionan con las actividades microbianas
qgue ocurren en el suelo, y en particular en la rizésfera de las plantas. Entre
ellas, se destaca la asociacion leguminosa-Rhizobium, cuyo resultado es la
formacién de nodulos en las raices, en los cuales, el nitrégeno atmosférico
molecular es fijado a compuestos nitrogenados que las plantas utilizan para

desarrollarse.

Otro caso, y no menos importante, es el proceso que realizan las
bacterias que forman otras asociaciones con las raices de gramineas. En éstas,
varios tipos de microorganismos, designados como rizobacterias, tienen la

capacidad de fijar nitrdgeno en forma libre, enriquecer con este compuesto la



rizésfera, y por lo tanto, ser aprovechado por las plantas. Dentro de las muchas

especies existentes, se destaca Pantoea agglomerans.

Esta compleja flora de microorganismos, ademas de fijar nitrégeno, e
incrementar la disponibilidad de nutrientes para las plantas, produce
compuestos tales como vitaminas, hormonas y antibiéticos que contribuyen a la
salud vegetal y a la obtencién de altos rendimientos. Asimismo, mejoran la
estructura del suelo, sintetizan fitohormonas y promueven el incremento de

pelos radicales, entre otros atributos.

La hipétesis que se plantea en esta investigaciéon es la siguiente:
bacterias seleccionadas del suelo y clasificadas como rizobacterias promueven

el crecimiento vegetal de Lolium perenne.

El objetivo general de este trabajo, fue evaluar a 2 cepas de rizobacterias
pertenecientes al género P. agglomerans, aisladas de la rizésfera de plantas de
L. perenne, y establecer su capacidad de promover el crecimiento y aporte de

nitrdgeno a plantas de ballica.

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

a) Evaluar el crecimiento vegetal de L. perenne cuando es inoculada con P.

agglomerans.

b) Determinar el peso seco de hojas y raices y mediciéon de area foliar de

las plantas inoculadas.

C) Establecer a través del método Kjeldahl la eficiencia de la incorporacion
de nitrégeno molecular a las plantas de ballica.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ballica inglesa (Lolium perenne L.).

La ballica perenne es una especie nativa de las regiones templadas y con
buena precipitacion de Europa, Asia y Norte de Africa. Es por esto, que se
adapta mejor en nuestro pais, en la denominada zona mediterranea humeda,
que abarca desde Malleco a Chiloé. Es importante como forraje en sistemas
ganaderos, debido a su alta palatabilidad y digestibilidad, elevado potencial de
rendimiento, y rapido establecimiento, ademas de producir un gran nimero de
macollos (HANNAWAY et al., 1999 y RUIZ, 1988).

2.2 Fijacion biolégica de nitrogeno.

El nitrégeno (N) es un elemento que normalmente se encuentra deficiente
en la produccion agricola, ya que el suelo, a través del proceso de
mineralizacion de la materia organica, no es capaz de suministrar el total
requerido por los cultivos para alcanzar altos rendimientos (DOBBELAERE et
al., 2003).

La fijacion biolégica de N, depende de la capacidad de los
microorganismos de convertir el N, atmosférico en formas asimilables para las
plantas (NH4+) (BURDMAN et al., 1997), para ser incorporado de esta forma a
componentes nitrogenados de la célula. Este proceso, llamado fijacién de

nitrdgeno, solo se presenta en procariontes (STANIER et al., 1996).

Este tipo de fijacion (FBN), representa una de las vias mas importantes
de acceso de este elemento a los seres vivos. Este proceso requiere de un
aporte considerable de ATP (Adenosin trifosfato), y ademas, exige una

importante disponibilidad y consumo de oxigeno (BACA, 2001).



La habilidad para fijar nitrdgeno esta restringida a ciertas bacterias, las
cuales son denominadas “diazétrofas”. El primer producto de la fijacién por
parte de estas bacterias, es el amoniaco (NH3). Los diazétrofos mas
importantes son aquellos que fijan en asociacion con una planta, ya que el
nitrogeno captado en el proceso es proporcionado directamente a la rizésfera
(POSTGATE, 1990).

Las cepas diazotroficas de vida libre se encuentran en muchas especies
de los géneros bacterianos Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Erwinia y
Citrobacter (Postgate, 1982, citado por DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

Segun DOBBELAERE et al. (2003), la FBN juega un importante rol en los
sistemas agricolas por su beneficio ambiental. ElI proceso disminuye la
necesidad del uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos, los cuales
representan una importante proporcion de los costos de produccion, ademas de
contribuir al calentamiento global, y a la contaminacion de las aguas
subterraneas y superficiales (MADIGAN et al., 1997).

La contribucion de nitrégeno a la nutricion de la planta, depende de
diversos factores. Estos son, la cantidad de sustratos de carbono disponibles,
ya sea en las raices o en la rizésfera; la proporcion de éste sustrato que es
usado por los microorganismos; la eficiencia con que lo utilizan para fijar el N, y
la disponibilidad de este N fijado para la planta (DOBEREINER y PEDROSA,
1987).

El sistema enziméatico que fija el N, (denominado complejo nitrogenasa),
se compone de dos proteinas designadas como nitrogenasa (o componente |, o
ferromolibdoproteina) y reductasa de la nitrogenasa (0 componente I, o
ferroproteina). De acuerdo a la estructura de las enzimas, el sistema

nitrogenasa es un sistema complejo, lo que se debe a que esta codificada por



15 genes (genes nif ), dispuestos en 7 operones contiguos (STANIER et al.,
1996).

La actividad de la nitrogenasa se ve incrementada con un pH
cercano a la neutralidad, un nivel alto de humedad y baja tensién de oxigeno,
abundante cantidad de compuestos carbonados y energéticos (ATP). Ademas,
de una baja concentracién de compuestos de nitrdgeno, tales como amonio o
nitratos (TORRALBA et al., 1997).

2.3 Rizésfera.

La rizésfera es la zona de suelo que rodea a las raices y que a su vez esta
influenciada por el sistema radicular. Se caracteriza por presentar una alta
concentracion de nutrientes en comparacién con el resto del suelo, en
respuesta a la presencia de compuestos liberados por las plantas (ROVIRA,
1973).

Esta zona es rica en nutrientes, debido a la acumulacion de una variedad
de compuestos organicos, tales como sustratos de carbono (DOBEREINER vy
PEDROSA, 1987), los cuales son liberados desde las raices de las plantas por
exudacion y secrecion (CROZIER et al., 1988).

Segin DOBEREINER y PEDROSA (1987), el enriquecimiento de
diazétrofos en la rizosfera se puede atribuir a sus ventajas competitivas en un
ambiente rico en C y pobre en N, a la entrega por parte de la planta de
vitaminas esenciales como biotina (Martin y Glatzle, 1982) y a la atraccion

quimiotactica por exudados radiculares (Balandreau, 1986).

Weller y Thomashow (1994), citados por DOBBELAERE et al. (2003),
seflalan que debido a que estos compuestos organicos pueden ser usados

como fuente de energia y de carbono por los microorganismos, el crecimiento



microbiano es particularmente intenso en la rizosfera. Es por esto, que el
namero de bacterias encontradas alrededor de las raices de las plantas es

mucho mayor que en el resto del suelo.

La mayor absorcion de minerales por parte de las plantas, se debe al
incremento del volumen del sistema radicular. Esto se ve reflejado por un

aumento en el niumero de raices, grosor y largo (BISWAS et al., 2000).

2.4 Microorganismos fijadores de nitrogeno.

Un microorganismo fijador de nitrdgeno es capaz de infectar, multiplicar,
y retener su habilidad de fijar N, dentro de la raiz o en la rizésfera
(DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

Segun POSTGATE (1990), los microorganismos del suelo y las plantas
en crecimiento asimilan el nitrégeno como nitratos, convirtiéndolo en proteinas,

acidos nucleicos, y componentes nitrogenados menores de la célula.

Aunque se considera que los sistemas simbidticos son la via principal de
entrada de nitrégeno al ecosistema, la fijacion libre puede alcanzar cierta
importancia en los suelos con niveles de materia organica que no supongan un

factor limitante para el proceso reductor de nitrogeno (GILLER et al., 1984).

Las relaciones entre ciertos microorganismos y sus hospederos pueden
ser categorizadas dentro de dos niveles de complejidad: rizosférico y endofitico
(VESSEY, 2003).

El término endofitico, hace referencia a la colonizacion al interior de las
plantas por microorganismos que usualmente no causan un dafio a sus

hospederas y viven gran parte de su vida dentro de sus tejidos, sin provocar



ningun sintoma patogénico (BALDANI et al., 1997). Algunos de ellos establecen
relaciones activas con sus plantas hospederas y promueven beneficios para
éstas (KLOEPPER y BEAUCHAMP, 1992).

2.4.1 Fijacion asociativa de N. Existen ciertas interacciones especificas entre
plantas y bacterias, las cuales pueden ser llamadas como “asociaciones”, de
acuerdo a la relacion existente entre ambos organismos (DOBEREINER vy
PEDROSA, 1987).

El primer diazétrofo asociativo fue reportado por Beijerinck en 1925 bajo
el nombre de Spirillum lipoferum (DOBBELAERE et al., 2003).

Segun Word et al. (2001), citados por VESSEY (2003), la inhabilidad de
la planta hospedera para liberar suficiente carbono a la rizésfera es la principal

limitante en el desarrollo de sistemas asociativos de fijacion de nitrégeno.

Existen diversas bacterias anaerobias facultativas (la mayoria de ellas
son Bacillus spp. y miembros de la familia Enterobacteriaceae),
microorganismos microaerofilicos y aerobios. En muchos casos estas bacterias
se encuentran en cantidades considerables. Por lo tanto, juegan un rol
importante en la fijacion asociativa de nitrégeno (Bally et al., 1983; Van Berkum
y Bohlool 1980, citados por DOBEREINER y PEDROSA,1987).

Una de las especies que se encuentra comUnmente asociada con las
raices de las plantas es Enterobacter agglomerans, actualmente designada
como P. agglomerans. (RENNIE, 1980).

Todas las plantas y ciertas bacterias reducen los nitratos a amoniaco por
la via de los nitritos. Este compuesto, es entonces incorporado a los

biopolimeros nitrogenados. Este proceso es designado reduccion de nitrato



asimilatoria, ya que el nitrégeno del nitrato es asimilado como proteina. Este es
el principal proceso por el cual el nitrégeno es incorporado a la planta y a los
animales (POSTGATE, 1990).

La cantidad de nitrogeno fijado por estos microorganismos es altamente
variable y dependiente del genotipo de la planta y de las condiciones
ambientales (BODDEY et al., 1991).

2.5 Familia Enterobacteriaceae.

En la mayoria de las numerosas especies que conforman la familia
Enterobacteriaceae, existe la presencia natural de plasmidios, a partir de los
cuales ocurre la fijacion de nitrogeno. En estas estructuras se encuentran los
genes Nif (Nitrogen fixation, genes fijadores de nitrdgeno). Su transmision y
expresion pueden explicar la dispersion de diazétrofos en varias de las especies
correspondientes a esta familia (DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

Una propiedad bioguimica que distingue a algunas de las cepas de
Enterobacter de otras bacterias entéricas, es la capacidad de fijar nitrégeno.
Esta propiedad sélo se manifiesta en condiciones anaerdbicas de crecimiento,
ya que la nitrogenasa de estas bacterias se desnaturaliza rapidamente por la
presencia de oxigeno (STANIER et al., 1996).

2.5.1 Pantoea agglomerans. Pertenece a un gran grupo de
Enterobacteriaceae, y esta emparentada con Erwinia herbicola (BEIJI et al.,
1988). La relacion entre ambos géneros se determind mediante hibridacion de
DNA/DNA, y por propiedades fenotipicas (SCHOEBITZ, 2005).

El género Pantoea fue primero establecido por GAVINI et al. (1989). A
pesar de la distincion fenotipica, E. herbicola, E. milletiae y E. agglomerans

fueron transferidos al género Pantoea, basandose en su alta homologia con



respecto al DNA (GAVINI et al., 1989).

La primera cepa de P. agglomerans (NO30) fue aislada por Omar et al.
(1989) de la rizosfera de arroz, en Giza (Egipto). Este es el primer informe de P.
agglomerans aislada como una bacteria diazotrofa enddfita (ELVIRA
RECUENCO y VAN VURDEE, 2000).

En los afios 90’s, en Beijing (China), se aisl6 la cepa YS19, la cual
pertenecia a una bacteria enddfita diazotrofa, de una planta de arroz (Oryza
sativa cv. Yuefu). Esta cepa, se identific6 como P. agglomerans, y demostro
una alta actividad fijadora de nitrbgeno en comparacién a otras bacterias
enddfitas aisladas de esta misma planta (VERMA et al., 2001).

Asimismo, se ha demostrado que P.agglomerans tiene capacidad para
fijar N2 en cultivos puros y en asociacion con plantas de trigo (MERBACH et al.,
1998).

Del mismo modo, se han aislado otras cepas de P. agglomerans (las
cuales no han sido todavia identificadas) de la rizésfera de plantas de arvejas
(ELVIRA RECUENCO y VAN VURDEE, 2000) y citricos (DE ARAUJO et al.,
2001).

ASIS y ADACHI (2004) han aislado otro diaz6trofo facultativo: Pantoea
agglomerans cepa MY1, proveniente de superficies de tallos esterilizados de

plantas de camote.

2.5.2 PGPR. El término PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacterias) define
a las bacterias que habitan en la rizésfera de las plantas y que pueden tener un
efecto positivo sobre los cultivos (DILEEP y DUBET, 1992).
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Segun Davison, (1988) y Kloepper et al., (1989), citados por
DOBBELAERE et al., (2003), éstas son rizobacterias beneficiosas ya que

estimulan el crecimiento de la planta.

Dentro del grupo de las PGPR se incluyen varios géneros bacterianos.
Se destacan entre ellos: Arthrobacter, Enterobacter, Bacillus, Pantoea
(MERBACH et al.,1998), Serratia (PRASAD et al., 2001) y Klebsiella (RIGGS et
al., 2001).

Estas fueron definidas por primera vez por Kloepper y Schroth (1989),
para describir bacterias del suelo que colonizan las raices de las plantas, luego
de haber inoculado semillas con promotores del crecimiento (NELSON, 2004).

Las PGPR promueven el crecimiento vegetal por una variedad de
mecanismos. Entre estos beneficiosos procesos se encuentran, la fijacion de
nitrégeno atmosférico, el cual es transferido a la planta como NOj3, la
solubilizacion de fésforo y la absorcion de éste como H,PO,, y la absorcion de
K"y de microelementos (DOBBELAERE et al., 2003).

Segun MARTINEZ et al. (1997), las bacterias rizosféricas son capaces de
producir sustancias fisiolégicamente activas como vitaminas, giberelinas,
citoquininas y acido-indol-acético en cantidades importantes, las cuales
mediante su accién conjunta estimulan la germinacion de las semillas, aceleran
el desarrollo de las plantas e incrementan el rendimiento de los cultivos.

Ademas, reducen los efectos perjudiciales de los patégenos (NELSON, 2004).

2.5.2.1 Acido indol acético. Este compuesto (IAA), es la auxina mas comdn y
mejor caracterizada, y a la vez, fisiolégicamente mas activa en plantas. Es una
fitohormona que estimula rapidamente el incremento de la elongacion, division y
diferenciacion celular en plantas (CLELAND, 1990).
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Segun Glick et al. (1999), el IAA es una auxina de gran importancia ya que
contribuye al “pool” endégeno de hormonas de la planta, imitando el efecto de la
aplicacion de AlA exdgeno (SCHOEBITZ, 2005).

De esta forma, el AIA bacteriano estimula el desarrollo del sistema
radical y el crecimiento de la planta hospedera. Al mismo tiempo, el
consecuente incremento en la produccién de metabolitos vegetales, utilizados
por las bacterias para su propio crecimiento, pondria de manifiesto un beneficio

reciproco en la relacion planta-bacteria (PATTEN y GLICK, 2002).

La produccion bacteriana de AIA y la alta sensibilidad de las raices a
dicha hormona es fundamental en la respuesta a la inoculacién. Bacterias que
secretan bajos niveles de AIA (10 ° a 10" ** M) estimulan la elongacién de
raices, mientras que bacterias super productoras de auxinas promueven la
formacioén de raices laterales o el desarrollo de pelos absorbentes (GLICK et al.,
1999).

Patten y Glick (1996), sefalan que la capacidad de sintetizar AIA esta
ampliamente distribuida entre las bacterias del suelo asociadas a plantas. Se ha
estimado que el 80% de las bacterias aisladas de la rizosfera pueden producir
AlA (DOBBELAERE et al., 2003).

2.5.3 Colonizacién. Un aspecto importante de la colonizacion, es la habilidad
de competir con microorganismos nativos presentes en el suelo y en la rizosfera
de la planta en desarrollo. Estos también estan buscando nutrientes y

colonizando raices de plantas en crecimiento (NELSON, 2004).

Segun BASHAN (1994), el movimiento de las bacterias hacia las raices
es esencial para que ocurra colonizacion. Existen desplazamientos bacterianos

desde raices inoculadas (las cuales aun estan exudando nutrientes) a raices no
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inoculadas. Esto se debe a distintos fenomenos. Uno de ellos es que la
poblacién de bacterias en las raices, consume mas nutrientes que los que éstas
pueden entregar en un momento dado. Esto crea un gradiente microambiental
de deficiencia de nutrientes, el cual estimula la migracién hacia fuentes
alternativas de nutrientes (DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

La zona de elongacion de la raiz y la zona de pelos radicales son los sitios
principales para la actividad bacteriana en general. Por lo tanto, la auto-
motilidad de las PGPR también puede ser considerada como un rasgo

importante para colonizar la rizosfera (BASHAN, 1986).

Los eventos de colonizacion han sido estudiados en varias especies de
gramineas forrajeras. Cepas de P. agglomerans han sido aisladas de espacios
intercelulares de raices de trigo (RUPPEL et al., 1992).

La habilidad de Pantoea spp. para colonizar vigorosamente raices de
arroz y para exhibir una promocion del crecimiento vegetal a través de la fijacion
de N2, produccion de fitohormonas y solubilizacion de fosfatos, etc. (VERMA et

al. 2001) puede ser potencialmente 0til para plantas de esta especie.

La colonizacion de la superficie de las raices por las PGPR no es
uniforme. En relaciones endofiticas, las PGPR residen en los espacios
apoplasticos -dentro de la planta hospedera- (ANDREWS y HARRIS, 2000),
aungque existe evidencia de endofitos que ocupan espacios intracelulares
(McCULLY, 2001).

2.5.3.1 Quimiotaxis. Las bacterias tienen una atraccion general hacia
atrayentes quimicos no especificos encontrados en exudados de raices por los

cuales muchas rizobacterias migran (BASHAN, 1994).
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La quimiotaxis, se define como una fuerte atraccion entre ciertas
bacterias y las raices de las plantas a través de sus propios exudados
radiculares. Entre estos compuestos se encuentran: malato, succinato y
fructosa (ALEXANDRE y ZHULIN, 2001).

El desplazamiento de las bacterias es un proceso activo y una
consecuencia es que la quimiotaxis bacteriana esta influenciada por el balance

entre los exudados atrayentes y repelentes de las raices (BASHAN, 1994).

A medida que el microorganismo capta concentraciones elevadas de la
sustancia quimiotactica, éste se desplaza hacia el gradiente de concentracion
de dicha sustancia (MADIGAN et al., 1997).

2.6 Biofertilizantes.

Los biofertilizantes son sustancias que contienen microorganismos Vivos,
los cuales al ser aplicados a semillas, superficies de plantas, o al suelo,
colonizan la rizésfera o el interior de la planta y promueven el crecimiento
mediante el incremento del suministro o la disponibilidad de los nutrientes

primarios para la planta huésped (VESSEY, 2003).

El hombre con el desarrollo tecnolégico aplic6 métodos microbiolégicos
para estudiar estos microorganismos y utilizarlos posteriormente bajo el nombre
genérico de biofertilizantes en las practicas agricolas contemporaneas
(COMPAGNONI, 1997).

No todas las PGPR son constituyentes de biofertilizantes. Muchas PGPR
estimulan el crecimiento de las plantas mediante el control de los organismos
patdgenos (WHIPPS, 2001; ZEHNDER et al., 2001).
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2.6.1 Encapsulacién. La encapsulacion es un procedimiento que limita células
dentro de un espacio dado. Ademas, controla la migracion o difusion de
sustancias (HUEBNER y BUCCHOLZ, 1999). Este procedimiento permite
trabajar con una alta concentracion de células y dar a dichas células
condiciones microambientales favorables (SHULER y KARGI, 2002).

Segun CIAMPI et al. (1997), la encapsulacion es una forma de
inmovilizacién celular. En la agricultura se han empleado biocdpsulas de
alginato para el atrapamiento de células bacterianas en el control biolégico de

agentes fitopatégenos.

HUEBNER et al. (1999), en estudios realizados sobre la eficiencia de la
fijacion de Ny y la susceptibilidad a bacteriéfagos de Azotobacter chroococcum
libre y encapsulado con alginato, en condiciones controladas (in vitro) y bajo
condiciones de campo (in vivo), demostr6 que en condiciones in vitro, las
células encapsuladas exhibieron mayor actividad del sistema nitrogenasa que
en la forma libre. El sistema de encapsulacion ofrecié una mayor proteccion a
las bacterias contra sus fagos. Bajo condiciones de campo, la inoculacién de
plantas de maiz (Zea mays, cv Giza-2) con células encapsuladas, incrementé
marcadamente la poblacién de Azotobacter chroococcum en la rizésfera, asi
como incrementd significativamente el porcentaje de nitrégeno y el peso seco
de las plantas en comparacion con los tratamientos inoculados con células
libres. En estos ultimos, los bacteriéfagos tuvieron un marcado efecto depresivo
sobre la poblacion de Azotobacter en la rizosfera, reduciendo significativamente
el porcentaje de nitrdgeno y el peso seco de las plantas, en comparacion con

plantas inoculadas con células libres en ausencia de fagos.
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3. MATERIALES Y METODO

3.1 Realizacion y ubicacion del ensayo.

El ensayo se realiz6 en un invernadero perteneciente a la Facultad de
Ciencias Agrarias, Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal, Universidad
Austral de Chile, Campus Isla Teja. Todos los laboratorios mencionados en este
trabajo, forman parte de la Facultad e Instituto de la U.A.Ch nombrados

anteriormente.

El espacio de trabajo en el invernadero fue aproximadamente de 25 m?,
y se utilizd desde el 10 de Agosto de 2005, dia en que se realizo la fertilizacion
de las macetas, hasta el 11 de Enero del 2006, en que se realizd el segundo

corte y final para la evaluacion de las plantas de ballica.

Varios tipos de materiales y elementos fueron utilizados, tales como
semillas de L. perenne, cultivar Nui, obtenidas en COOPRINSEM; vy
microorganismos fijadores de nitrogeno, previamente identificados como P.
agglomerans. El sustrato para las macetas correspondié a un suelo trumao
esterilizado, el cual fue obtenido desde el predio Vista Alegre, ubicado en la
salida norte de Valdivia, propiedad de la Universidad Austral de Chile. El
material biolégico y de laboratorio usado fue: placas de Petri, asas de siembra,
matraces Erlenmeyer, balanza electronica, agar papa dextrosa (APD),
microorganismos liofilizados (P. agglomerans), mecheros, camaras de cultivo,

autoclaves, agitador orbital, centrifuga, espectrofotometro, entre otros.

Otros materiales fueron necesarios para llevar a acabo la segunda
etapa, al evaluar el efecto de las cepas C1 y C2 de P. agglomerans, inoculadas

en macetas sembradas con L. perenne, la cual fue realizada en el invernadero.
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Para esto se utilizaron como maceteros, bolsas de plastico negro con capacidad
de 6 Kg de suelo humedo, balanza y palas para llenado de las bolsas, sacos
harineros, bomba de espalda para el riego y hornos para el secado de

muestras.

El ensayo se realizé en 2 etapas: La primera, que implicé bioencapsular
las 2 cepas de P. agglomerans a evaluar en este trabajo. La segunda se
relacioné con la evaluacién del efecto de estas cepas bajo condiciones de

invernadero sobre plantas de ballica inglesa.

3.2 Bioencapsulacién de las cepas.

Esta metodologia se aplicé a cepas que pertenecen al género Pantoea
spp. Consta de varias etapas: obtencion de muestras, aislamiento de bacterias,
identificacibn de cepas ideales, coagulacion y formacion de capsulas,
constitucién del homogeneizado, resuspension en medio fresco y concentracion
celular. Algunos de estos experimentos se describen a continuacion, puesto que

en esta tesis se partio de cepas ya identificadas.

3.2.1 Fuente de las cepas. Ambas cepas se obtuvieron a partir de cepario
liofilizado del laboratorio de Fitopatologia del Instituto de Produccién y Sanidad
Vegetal (IPSV).

Dichas cepas (C1 y C2), fueron reconstituidas (Anexo 1) vy
posteriormente se observaron en ellas colonias aisladas y pureza. Estas

constituyeron la base de los cultivos encapsulados (Figura 1).
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FIGURA 1. Cepas liofilizadas reconstituidas agregando a cada

frasco 1m de caldo peptona (Anexo 1).

Una vez reconstituidas se realizaron diversas pruebas, tales como
tinciones Gram (Figura 2) y pruebas de la oxidasa (Anexo 3). Mediante éstas
fue posible identificar y comprobar que las colonias de ambas cepas
correspondian a cultivos puros de P. agglomerans. Luego fueron aisladas y
sembradas en placas de Petri con medios de cultivo en base a APD (Anexo 2).

FIGURA 2. Cepa 1 comprobada de Pantoea agglomerans, luego de
realizar tincion Gram. Se aprecian bacterias Gram ( -)
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3.2.2 Bioatrapamiento de las cepas. En el presente trabajo de investigacion
se utiliz6 como sistema de bioatrapamiento de las cepas C1l y C2 de P.

agglomerans la metodologia descrita por SCHOEBITZ (2005).

Este proceso también es conocido como encapsulacion de las cepas. Se
llevdo a cabo en el Laboratorio de Bioinsumos del Instituto de Produccién y
Sanidad Vegetal, comprendiendo diversos pasos, los cuales seran detallados a

continuacion.

3.2.2.1 Encapsulacion de las cepas. Se preparé un medio adecuado para P.
agglomerans en base a caldo papa dextrosa (CPD, Anexo 4). Este caldo fue la
base para encapsular y se ha denominado como “homogeneizado”, el cual se

detalla en el Anexo 5.

3.2.2.2 Método para inocular bacterias en caldo. A partir de la placa con las
bacterias puras, se extrajo con el asa de siembra cierta cantidad de células, las
cuales fueron diluidas en 10 ml de agua estéril (en un tubo de ensayo
pequefio), hasta lograr una densidad 6ptica de 1.0, a 600 nm (1x10% UFC/ml).
Esto se midié en un espectrofotometro Sequoia Turner. Al obtener dicha
densidad, se inoculé 1 ml de esta suspensién, en un matraz con 500 ml de
CPD. Este se dej6 en un agitador Orbital Lab Line a 100 rpm a 25° C durante 48

horas, con el objetivo de multiplicar las colonias bacterianas.

3.2.2.3 Concentracion celular. Se realizé mediante centrifugacién en el
laboratorio del Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, de la
Universidad Austral de Chile (centrifuga Beckman J2-HS, Germany) durante 10
minutos a 6000 rpm y a 4°C. Los pasos a seguir para la centrifugacion se
detallan en el Anexo 6. En la Figura 3 se observan los tubos Falcon
conteniendo la suspension de bacterias antes de ser llevadas a la centrifuga.

Luego, en el Laboratorio de Fitopatologia, se eliminé el sobrenadante y se
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reunieron todas las bacterias (los pellets) en un solo tubo tipo Falcon (Figura 4).
Posteriormente, con la pipeta automatica, se pipeteé cierta cantidad de
bacterias, se depositaron en un tubo Falcon y se afor6 con agua estéril. Se
realiz6 la mezcla y se aplicaron 2 ml en un tubo de ensayo chico, el cual se
observé en el espectrofotdmetro, midiéndose hasta dar como resultado 1 nm.
Una vez logrado esto, se aplicaron 10 ml de esta suspension de bacterias en

los 500 ml de homogeneizado. Se agit6 en el agitador por unos minutos.

FIGURA 3. Suspension de bacterias FIGURA 4. Pellet de bacterias
antes de centrifugar. obtenido luego de

centrifugar.

Se prepar6 gluconato de Ca 0.1M para polimerizar las cépsulas, de
acuerdo al Anexo 7. El acido glucénico permite que se forme la capsula, ya que

actia como factor coagulante.

Con una jeringa se extrajeron bacterias del medio homogeneizado y se
depositaron gota por gota en un vaso de precipitado con gluconato de Ca 0.1M
en el agitador (Figura 5). Cada gota es una capsula. De esta forma se finalizo

con la encapsulacion, la cual es demostrada posteriormente en la Figura 8.
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FIGURA 5. Encapsulacion de bacterias con jeringa.

3.2.2.4 Recuento de unidades formadoras de colonia (UFC). Una vez
obtenidas las cépsulas, se procedio a realizar el recuento, para lo cual fue
necesario utilizar un Stomacher (Stomacher® 80 Laboratory Systems) que se
encuentra disponible en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
(ICYTAL).

Posteriormente, se sembr6 en placas de Petri y luego de permanecer en
la camara de cultivo a 28°C durante 24 horas, se contaron las colonias

presentes.

Este recuento se realizé para conocer el numero de UFC por capsula, de
acuerdo al Anexo 8.
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3.3 Variables en L. perenne.

Para realizar la evaluacion de las cepas Cl1 y C2, se combinaron
capsulas de P. agglomerans y semillas de ballica inglesa especialmente
distribuidas en macetas. Se obtuvo el suelo, el cual fue esterilizado previamente
y distribuido en las macetas con el fin de tener un volumen limitado de sustrato
gue mantenga aislada a la rizésfera y que actle como soporte para el
crecimiento de las plantas de ballica. Se utilizaron 80 macetas de plastico
negro. Se realizo la enmienda junto con la fertilizacion segun los tratamientos
correspondientes, los cuales seran mencionados posteriormente. Se retiré una
capa de 2 cm de suelo y se agregaron 15 capsulas por maceta, luego se cubrio

con los 2 cm de suelo retirado y se aplico riego con agua destilada estéril.

Una vez emergidas las plantulas, se realizaron dos cortes al estado de
tercera hoja totalmente expandida, y cuarta hoja emergida. Para evaluar el
efecto de las cepas, se tomaron en cuenta las variables detalladas en el
capitulo 3.3.7.

3.3.1 Constituciéon del ensayo en macetas. Para comenzar con el ensayo en
el invernadero y llevarlo a cabo, fue necesario recolectar suelo. El sustrato
utilizado correspondié a un suelo trumao del predio Vista Alegre, perteneciente
a la Universidad Austral de Chile. Se recolect6 en sacos harineros para luego
esterilizar en autoclave (Deutsch y Neumann, Berlin 10) del Laboratorio de

Fitopatologia por 3 horas, a 121° C, 1 atm.

Se realizé un analisis de fertilidad de suelo previo a hacer la esterilizacion

en el autoclave y otro al suelo esterilizado.

Dichos resultados se observan en el Cuadro 1.
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CUADRO 1. Andlisis quimico del suelo usado como sustrato antes y
después del proceso de esterilizacién (1atm/30 min).

Antes Después
pH en agua (1:2,5) 54 54
pH CaCl, 0,01 M 4,9 4,9
Materia Organica (%) 12,3 12,7
N-Mineral (mg/kg) 193,2 141,4
P Olsen (mg/kg) 10,6 18,4
K intercambiable (mg/kg) 117 106
Sodio Intercambiable (mg/kg) 0,12 0,05
Calcio intercambiable (mg/kg) 3,91 3,5
Magnesio Inter. (cmol/kg) 0,81 0.71
Suma de bases 5,14 4,53
Aluminio Inter.(cmol+/kg) 0,23 0,23
CICE (cmol+/kg) 5,37 4,76
Saturacion de Al (%) 4,3 4,8

FUENTE: LABORATORIO DE NUTRICION Y SUELOS FORESTALES.
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES (2005).

El suelo se esterilizo con el objetivo de eliminar todo microorganismo
viviente, para lograr determinar de forma aislada los efectos producidos por las

cepas Cly C2 de P. agglomerans.

El suelo, una vez esterilizado, se distribuyé en las 80 macetas
correspondientes al ensayo, las cuales se llenaron con 6 kg de suelo hiumedo.

Esto se realiz6 en el invernadero.

3.3.2 Pruebas de germinacion. Las semillas de L. perenne L. Cultivar NUI
fueron sometidas a pruebas de germinacion, el dia 12 de Agosto de 2005.

Estas fueron adquiridas en COOPRINSEM, importadas de NZ, sin hongo
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endofito. Se reviso el porcentaje de germinacién 14 dias después y dieron como
resultado un 25% de germinacion, lo cual dificilmente se puede explicar cual es
la razon de este inesperado y bajo resultado, por lo tanto, se realiz6 un calculo
de correccion para determinar la dosis de siembra (Anexo 9), lo que finalmente
dié como resultado una dosis de 0,4 g por maceta que corresponden a 190

semillas aproximadamente.

3.3.3 Enmienda y fertilizacién del sustrato. Junto con realizar la fertilizacion
mineral, se efectio una enmienda calcarea con una dosis equivalente a 2 t/ ha

de CaCOg, con el propésito de incrementar el pH del suelo usado en el ensayo.

La aplicacion de la primera dosis de fertilizacion se realizé el dia 10 de
Agosto de 2005 (16 dias antes de la siembra). Para determinar la dosis de
fertilizacion (Anexo 10), ademas del analisis de suelo, fue necesario determinar
el peso seco del suelo contenido en las macetas, lo cual correspondié a 4 kg.
La obtencion de calculo de peso seco, se detalla en el Anexo 11.

Peso suelo seco /ha:
10000m? x 0.2m x 700 kg/m?® (Dap) = 1400000 kg/ha
La fertilizacibn recomendada, se detalla en el Anexo 10, con sus respectivos

calculos para cada fertilizante.

Las dosis equivalentes utilizadas para ser aplicadas al suelo a usar en las
macetas fueron las siguientes:

- 150 kg N/ha (1/2 siembra; 1/2 inicio macolla) (Salitre sédico)

- 300 kg P,0Os/ha (Superfosfato triple)

- 200 kg K;O/ha (Muriato de potasio)

- 2000 kg Cal/ha (Magnecal)

- 200 kg Azufre/ha (Fertiyeso)
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De acuerdo a la dosis calculada por macetero para cada fertilizante, y
con respecto al peso seco de suelo, se obtuvo que para el elemento nitrégeno,
se deben utilizar 2,68 g de salitre sddico por macetero. Este elemento se
parcializo, aplicando la mitad de la dosis a la siembra y la otra mitad luego del

primer corte.

Como fuente fosforada se utilizé superfosfato triple en una dosis de 1,86
g por macetero. El elemento K, se proporcion6 a la planta como muriato de
potasio en una dosis de 0,95 g por macetero y el azufre se aplicO como yeso
agricola 0,857 g por macetero. Ademas, al realizar la enmienda con cal y
magnesio, fueron incorporados 5,71 g por macetero de CaCOs,
aproximadamente 4 % de Mgy 2,5 % de S.

Para el tratamiento correspondiente a una fertilizacion de 50%, se utilizo
la mitad de las dosis calculadas. La segunda dosis de fertilizacion nitrogenada
se aplicé el dia 11 de Noviembre de 2005.

3.3.4 Siembra en invernadero. Una vez llenas las macetas con el suelo
esterilizado, se sembraron 15 capsulas de P. agglomerans por maceta el dia 11
de Agosto de 2005. Esta dosis se determin6 de acuerdo al recuento de UFC por

capsula.

Posteriormente (2 semanas después, 26-08-2005), fueron sembradas las
semillas de L. perenne en una dosis de 25 kg/ha, siendo regadas cada una de
las macetas con 100 ml de agua destilada. La dosis de siembra por maceta se
determind, como ya se indicé, luego de realizar un analisis de germinacion de

semillas.

Una vez emergidas las plantulas, se realizo un raleo dejando 38 de éstas

por maceta (Anexo 9).
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FIGURA 6. Plantas de ballica antes del primer corte.

3.3.5 Riego de las plantas de L. perenne. El riego se realizé dia por medio,
aplicando agua destilada estéril en un volumen total cercano a los 7L con
bomba de espalda a la totalidad de las macetas. Esta cantidad se aumenté a
partir del mes de octubre a 15L y a partir de noviembre a 30L, debido a un
aumento en las temperaturas.

3.3.6 Cortes. Se realizaron dos cortes durante el ensayo, los cuales fueron, al
estado de tercera hoja totalmente expandida y cuarta hoja emergida. En el
primero (7-8 de Noviembre, 2005), se midi6 area foliar y materia seca de la
parte aérea. En el segundo corte y final (29-12-2005 al 11-01-2006), se lavaron
las raices de cada una de las plantas de cada maceta, para luego determinar su
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peso fresco y seco (después de haber permanecido en el horno Memmert por
48 horas, a 60°C). Se contaron y pesaron los macollos, se midi6 nuevamente

area foliar y se pes6 materia verde y seca de la parte aérea.

FIGURA 7. ler corte de plantas de ballica (7-8 Noviembre 2005).

3.3.7 Evaluacién del estudio. Esta etapa del ensayo se llevd a cabo en el
invernadero. Las variables evaluadas fueron: altura de planta, medicion de area
foliar, peso fresco y seco de parte aérea y radicular, nUmero y peso de
macollos, evaluacion del contenido de nitrdgeno en hojas y raices, mediante el
método Kjeldhal.

Cada maceta se rotd 3 veces a la semana dentro del mismo bloque. De
ésta forma todas ellas recibieron la misma cantidad de luz y sombra, para que
exista un minimo de variaciones debido a ambos factores, y la diferencia

medida entre las macetas se deba principalmente a los tratamientos.
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3.3.7.1 Altura de planta. Antes del primer corte, se midio la altura de planta de
cada una de las macetas con un pie de metro digital (Mitutoyo), en milimetros.
Esta medicion se realizd6 2 semanas después de la siembra, el dia 9 de
Septiembre de 2005.

3.3.7.2 Area foliar. Se midi6 con un “medidor de &rea foliar”, o
“areafoliarimetro” (LI-COR (LI 3100); LI-COR, Lincoln, Nebraska),
correspondiente al Laboratorio de Semillas del Instituto de Produccion y
Sanidad Vegetal. Esto consiste en poner cada lamina en forma independiente
de tal manera que no se sobreponga con las otras laminas y no existan
interferencias en el resultado. Se realiz6 inmediatamente después del corte

para evitar alterar los resultados debido a la deshidratacion de la lamina.

3.3.7.3 Peso fresco y peso seco. Se realizaron 2 cortes a cada una de las
macetas. El corte de la parte foliar se realizé a una altura de 4 cm desde el
suelo de la maceta, para luego pesar materia verde en una balanza digital de
precision, y posteriormente se llevaron al horno de secado (Memmert)
correspondiente al laboratorio de forrajeras del Instituto de Produccion Animal,
de la U.A.Ch. Permanecieron por 48 horas a una temperatura de 60°C. Luego

se pes6 materia seca en la misma balanza mencionada anteriormente.

En el caso de las raices, al segundo corte, se realizé el mismo
procedimiento en cuanto a la determinacion del peso. Para esto, se extrajeron
todas las plantas de la maceta y posteriormente se lavaron las raices, para lo

cual fue necesario hacerlo con cuidado para evitar la pérdida de raicillas.

3.3.7.4 Peso y numero de macollos. Al segundo corte y final, se contaron y

pesaron los macollos una vez extraida la planta entera de la maceta.
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3.3.7.5 Evaluacion de contenido de nitrdgeno. Se midié también el contenido
de nitrégeno de hojas y raices. En el caso de las hojas, fue medido para el lery
2do corte. Para las raices, al 2do corte. Esto se realiz6 mediante el método
Kjeldhal, en el Laboratorio de Nutricion y Suelos Forestales, Facultad de

Ciencias Forestales, U.A.Ch.

El método Kjeldhal consiste en hacer una calcinacion de las muestras a
500°C durante 7 horas, y posteriormente extraccion con HCI 10% para macro y
microelementos. Finalmente, se realizd la extraccion Kjeldahl para determinar

contenido de nitrégeno total.
3.3.8 Disefio experimental. Se utilizé un disefio de bloques completos al azar
con arreglo factorial de los tratamientos. Consto de 16 tratamientos y 5 bloques

cada uno, con un total de 80 macetas.

CUADRO 2. Disefio experimental utilizado en el ensayo.

0% NPK 50% NPK 100% NPK P+K (S/N)

C1 5 5 5 5

C2 5 5 5 5
Cl+C2 5 5 5 5
Testigo 5 5 5 5
(S/in6culo)

Tratamientos:

1. Pantoea agglomerans Cepa 1, sin fertilizacion.

Pantoea agglomerans Cepa 2, sin fertilizacion.
Pantoea agglomerans Cepa 1 + Cepa 2, sin fertilizacion.

Sin inéculo, sin fertilizacion.

o b~ 0N

Pantoea agglomerans Cepa 1, fertilizacion media.
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6 Pantoea agglomerans Cepa 2, fertilizacion media.

7 Pantoea agglomerans Cepa 1 + Cepa 2, fertilizacién media.
8. Sin in6culo, fertilizacion media.

9 Pantoea agglomerans Cepa 1, fertilizacion completa.

10. Pantoea agglomerans Cepa 2, fertilizacion completa.

11. Pantoea agglomerans Cepa 1 + Cepa 2, fertilizacion completa.
12.  Sinindculo, fertilizacién completa.

13. Pantoea agglomerans Cepa 1, P+K (sin/N)

14. Pantoea agglomerans Cepa 2, P+K (sin/N)

15. Pantoea agglomerans Cepa 1 + Cepa 2, P+K (sin/N)

16.  Sininoculo*, P+K (sin/N)

*Sin indculo se designara como tratamiento “Sin Bact.” (sin bacteria).

Las dosis de fertilizacion correspondientes a los tratamientos fueron las
siguientes: 100% P+K (sin/N), esto es, la totalidad de fdsforo y potasio,
excluyendo el nitrogeno; 50% NPK (la mitad de la fertilizacion); 100% NPK
(dosis completa) y 0% NPK. Este calculo esta basado de acuerdo a las dosis

mencionadas en el capitulo 3.3.3.

Cada una de estas dosis de fertilizacion fue combinada con las cepas, ya

sea con: cepa 1, cepa 2, cepa 1 + cepa 2, y sin cepa.

Los tratamientos testigos correspondieron a aquellos que no tuvieron

indculo ni fertilizacion.

El analisis estadistico se realiz6 mediante la utilizacién del programa
SAS. Se probé la normalidad de los datos aplicando la prueba de “Kolmogorov-
Smirnov”. Para probar la normalidad se utilizo el paquete estadistico
“Resultados STATISTICA 6.0 (2001)".
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Se comprobd la homogeneidad de varianzas, y se realiz6 ANDEVA.
Cuando hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos se aplico el test de

Tukey.

Las variables independientes corresponden a la fertilidad, cepas y

bloques.

Las variables dependientes corresponden a todos los parametros
medidos, ya que dependen de la interaccion fertilizacion x cepa; bloque X

fertilizacion; cepa x bloque.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este ensayo, se probo la capacidad de P. agglomerans (Cepa 1y
Cepa 2) para promover el crecimiento vegetal mediante la fijaciébn de nitrégeno

atmosférico y la biosintesis de indoles.

A continuacion se describen y discuten los resultados obtenidos en este
trabajo, los cuales se relacionan con la evaluacién realizada con las plantas de
ballica en dos oportunidades (ler y 2do corte), con el objetivo de establecer la
eficiencia de las cepas C1 y C2 (P. agglomerans), sobre variables medidas en

plantas de L. perenne.

Asimismo, en esta seccion, se informa y discute sobre la fabricacion y

obtencion de biocapsulas, como también los resultados de sus aplicaciones.

4.1 Biocapsulas.

Utilizando la metodologia descrita fue posible constituir un producto
bioencapsulado para ser aplicado a esta investigacion. Este producto constituye
un medio de transporte de microorganismos desde el laboratorio a situaciones
productivas. En la Figura 8 se ilustran los resultados obtenidos en el proceso de

bioencapsulacion.
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FIGURA 8. Biocapsulas conteniendo a las cepas Cly C2.

Tal como lo demuestra la Figura 8, en funcion de los materiales y
metodologia aplicados, fue posible elaborar biocapsulas. Estas microesferas de
alginato sirvieron para alcanzar los objetivos, los cuales, estaban orientados a
incluir las cepas C1 y C2 de P. agglomerans en matrices gelificadas. El proceso
aplicado demostré ser eficiente para establecer los ensayos en macetas (Figura
9).
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FIGURA 9. Capsulas sembradas en las macetas.

Para las siguientes variables, los resultados se presentan mediante
cuadros. En el Anexo 13 se muestran graficos de barras para cada una de

éstas.

4.2 Primera evaluacion.
Correspondié al primer corte, y se realiz6 entre el 7 y 8/11/05. A

continuacion se presentan los resultados obtenidos para cada variable medida.

4.2.1 Peso seco aéreo. El Cuadro 3 presenta los resultados obtenidos a partir
del peso seco aéreo de las muestras, medido en gramos. Para ésta variable, no

existio interaccion entre las cepas y el tipo de fertilizacion.
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CUADRO 3. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el Peso seco aéreo al
ler corte (g) de plantas de Lolium perenne crecidas en

macetas.
Cepas MS 1 (9)
Sin Bact. 4,997 a
C1 4,699 a
C2 5320 a
C1+C2 5,065 a

ns P>0.05

En el Cuadro 3 se demuestra que en esta etapa del ensayo no existio
interaccion entre la inoculaciéon de cepas y el nivel de fertilizacion, por lo cual

actian en forma independiente con respecto al desarrollo de las plantas.

Con un nivel de confianza del 5%, no se encontraron diferencias
significativas en el peso seco aéreo al ler corte, con respecto a la actividad

promotora del crecimiento vegetal de cada una de las cepas evaluadas.

Segun CIAMPI (2005), resultados preliminares de un ensayo de campo
llevado a cabo en la Estacién Experimental Santa Rosa de la U.A.Ch, realizado
con PGPR, indican que una determinada cepa puede tener un efecto negativo

sobre un cultivar mientras que puede ser positivo sobre otro.

A la vez, esto concuerda con lo sefialado por POSTGATE (1982), el cual
afirmo6 que dentro de una misma especie de diazétrofos, existen cepas que fijan

N, y otras que no lo hacen, independientemente del origen que éstas tengan.
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Segun el analisis estadistico, para las variables “peso seco aéreo
al ler corte”, “area foliar al ler corte”, “peso de macollos”, “extraccion de
nitrdgeno al ler corte”, “extraccion de nitrdgeno al 2do corte” y “extraccion de

nitrégeno total”, no existe interaccion entre cepas y fertilizacion.

4.2.2 Area foliar. Para esta variable, los resultados fueron representados en
cm?, los cuales fueron obtenidos mediante un “areafoliarimetro”. No existi6

interaccién entre las cepas y el tipo de fertilizacion.

No se presentan diferencias significativas. Sin embargo, el tratamiento
Sin Bact. tiene mayor area foliar que aquel tratamiento inoculado con C1. Es
posible respaldar estos resultados de acuerdo a los ensayos realizados por
SCHOEBITZ (2005), el cual sefala que para ciertas cepas de Pantoea
agglomerans, los efectos sobre aumentos en el peso fresco de raices y
vastagos de L. perenne son iguales o incluso menores con respecto al

tratamiento control.

De igual manera ocurre en éste caso, con la Unica diferencia de
referirse a la variable area foliar, pero de acuerdo a lo expuesto anteriormente,
es posible que éste tipo de eventos se dé al someter bacterias promotoras del

crecimiento vegetal a distintos ensayos.
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CUADRO 4. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el Area foliar al ler

corte (cm? de plantas de Lolium perenne crecidas en

macetas.
Cepas AF 1 (cm?)
Sin Bact. 298,29 a
Cil 242,63 a
Cc2 310,69 a
C1+C2 297,53 a

ns P>0.05

4.2.3 Altura de planta. Esta variable fue medida a los 45 dias después de la

siembra. A continuacién, se presentan los resultados en el Cuadro 5.

CUADRO 5. Efecto de Pantoea agglomerans sobre Altura de plantas (mm)

de Lolium perenne crecidas en macetas.

Altura Fertilizacion
(mm)

Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)
Sin Bact. 113,39f 140,90 abcde 139,35 bcde 155,7 abcd
C1 154,27 abcd 152,28 abcd 149,02 abcde 157,73 a

Cc2 150,46 abcde 156,43 ab 138,64 bcde 138,53 cde
Cl1+C2 155,76 abc 153,88 abcd 137,89 de 132,97 e

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

En este caso, hubo interaccion entre ambos factores (fertilizacion y cepas).

En el tratamiento sin fertilizacion, existen diferencias significativas entre Sin

Bact. y los tres tratamientos inoculados. Para éstos Ultimos, se observa




37

claramente un aporte de nitrégeno por parte de las cepas, contribuyendo al

crecimiento de las plantas.

La altura alcanzada por la totalidad de los tratamientos fue siempre

superior a los 11 cm.

Segun lo mostrado en el Cuadro 5, en aquellos tratamientos con la
totalidad de la dosis de fertilizacion (100% NPK) y con la mitad de ésta (50%
NPK), no existieron diferencias significativas entre los distintos inoculos y los
distintos niveles de fertilizacién. En el Unico caso en que existié diferencia
significativa fue entre C2 50% NPK (156, 43 mm) y C1+C2 100% NPK (137, 89

mm).

Con la mitad de la dosis de fertilizacion (50% NPK) existe una diferencia
significativa con respecto a P+K (sin/N) en aquellas plantas inoculadas con C2,
y con C1+C2. En ambos casos esta a favor de aquel tratamiento con la mitad

de la dosis, ya que las plantas presentan mayor altura.

Para aquel tratamiento sin fertilizacion, inoculado con C1+C2, se observa
que éste obtuvo valores mayores en comparacion a C1+C2 100% NPK y a

C1+C2 P+K (S/N) diferenciandose significativamente.

No existio diferencia significativa entre Cl1 0% NPK y aquellos
tratamientos con distintos niveles de fertilizaciéon. Lo mismo ocurre con C2 0%
NPK.

En el tratamiento P+K (S/N), C1 tiene diferencia significativa con C2 y
con C1+C2. No asi con “Sin Bact. P+K (sin/N)”, el cual presenta valores
estadisticamente iguales. En este mismo nivel de fertilizacion, no se

encontraron diferencias significativas entre Sin Bact., C1,y C2.



38

Ensayos realizados previamente, revelan que distintas cepas de una
misma especie producen efectos diferentes. PATRIQUIN et al. (1987),
reportaron una elevada asimilacion de P y K por parte de plantas inoculadas
con la cepa Sp245 de A. brasilense, mientras que la cepa Sp7 redujo la
incorporacion de P y K. Lo mismo puede estar ocurriendo en este caso con las
cepas de Pantoea agglomerans, para las cuales no existe suficiente
informacion. Es por esto que es posible homologar esta situacion con la de
Azospirillum brasilense, ya que ambas son diazotrofas de vida libre.

La disponibilidad de nitrégeno fijado para la planta es variable y
depende del desempefio de las diferentes especies de diaz6trofos y cepas en
asociacion con diferentes especies de plantas y, por lo tanto, no pueden ser
generalizadas (DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

Los resultados obtenidos en esta medicion, revelan que la altura de
planta no obtuvo diferencias significativas entre la mayoria de los tratamientos,
ya que en aquellos inoculados, sin fertilizacion, no se presentaron diferencias
significativas en comparaciéon a todos los otros niveles de fertilizacién e

inoculaciones.

4.3 Segunda evaluacion.
Esta correspondio al segundo corte, el cual fue realizado entre los dias
29-12-05 al 11-01-06. A continuacion se presentan los resultados obtenidos de

acuerdo a las siguientes variables medidas.

4.3.1 Peso seco aéreo. Los resultados expuestos en el Cuadro 6,

corresponden a la materia seca foliar obtenida en el segundo corte.

Para ésta variable, en comparacion al primer corte, se presento

interaccion entre cepas y nivel de fertilizacion.
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CUADRO 6. Efecto de Pantoea agglomerans sobre Peso seco aéreo al 2do
corte (g) de plantas de Lolium perenne crecidas en macetas.

MS2 (9) Fertilizacion
Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)
Sin Bact. 599¢g 8,06 cdefg 10,23 abc 9,926 abcd
C1 7,87 defg 7,54 efg 9,58 abcde 11,628 a
C2 6,24 fg 9,32 bcde 9,060 bcdef 9,570 abcde
Cl+C2 6,91 fg 10,63 ab 10,236 abc 8,244 cdef

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

En el tratamiento sin fertilizacion, no hubo diferencias significativas entre
las macetas Sin Bact. y los distintos niveles de in6culo. Tampoco existio

diferencia significativa entre estos ultimos.

Existi6 un aporte de nitrogeno por parte de Cl1 P+K (11,628 g) en
comparacion a C1 50% NPK (7,54 g), obteniendo diferencias significativas con
éste. Asimismo, C1 P+K obtuvo diferencias significativas con C1+C2 P+K

(8,244), con una produccion de un 30% mas aprox. a favor de C1 P+K.

Para un nivel de fertilizacion media (50% NPK), C1+C2 obtuvo mayor

peso seco aéreo presentando diferencias significativas con C1 y Sin Bact.

C1+C2 50% NPK, con un peso seco aéreo de 10,63 g, presento
diferencias significativas con aquel tratamiento con la misma inoculacion, pero
sin nitrégeno, vale decir, C1+C2 P+K (8,244 g).

Con un nivel completo de fertilizacion (100% NPK), no existié diferencia

significativa entre aquellos tratamientos con inéculo y sin éste.

Segln estudios realizados por DOBEREINER y PEDROSA (1987),

interacciones con nitratos pueden afectar en forma selectiva la asociacion entre
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las raices de determinadas especies de plantas y ciertas cepas de poblaciones
de variados microorganismos de la rizésfera. De acuerdo a esta afirmacion, es
posible que en el tratamiento con 100% fertilizacion las cepas inhiban su
capacidad fijadora de N, debido a la presencia de éste elemento en forma
mineral, ya que el tratamiento Sin Bact. 100% NPK presenta el mismo valor en

comparacion a aquellos tratamientos inoculados (Cuadro 6).

Segun SCHOEBITZ (2005), investigaciones han demostrado que las
cepas Cl y C2 de P. agglomerans tienen la capacidad de fijar nitrégeno

atmosférico hasta formas asimilables por las plantas, y de sintetizar AlA.

Esto lo afirman ELVIRA RECUENCO y VAN VURDEE (2000), los cuales
tras realizar un estudio llevado a cabo en Egipto, con plantas de arroz, sefalan
que P. agglomerans es capaz de fijar N, y hacerlo disponible para la planta

hospedera y es capaz de colonizar las raices de éstas inoculadas.

De acuerdo a lo descrito por VERMA et al. (2001), la habilidad de
Pantoea spp. para colonizar vigorosamente la rizésfera de plantas de arroz, y
por exhibir un efecto promotor de crecimiento vegetal gracias a su facultad para
fijar nitrogeno, producir fitohormonas y solubilizar fosfatos, etc, pueden ser

potencialmente Utiles para plantas de esta especie.

P. agglomerans ha demostrado ser capaz de fijar N, tanto viviendo en
asociacion con plantas de trigo y arroz como en cultivos puros de esta bacteria
realizados en laboratorio (MERBACH et al., 1998).

De acuerdo a estos autores, se comprueba que efectivamente ésta
enterobacteria es capaz de fijar N y entregarselo a plantas de trigo y arroz, sin
embargo, de acuerdo a los escasos estudios e investigaciones relacionados a

P.agglomerans en cultivos de L. perenne, no es posible afirmar lo mismo ya que
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los resultados indican lo contrario al no existir diferencias con los tratamientos

control.

Para ésta variable no existen diferencias significativas entre los distintos
niveles de fertilizacion e indculos. Esto indica que aquellos tratamientos con
50% NPK y P+K S/N, al ser capaces de obtener los mismos valores que el
100% de la fertilizacion, seria posible disminuir la fertilizacion nitrogenada, o
incluso fertilizar s6lo con fosforo y potasio. Por otra parte, los tratamientos sin
bacteria, también son estadisticamente iguales que aquellos inoculados. Por lo
tanto esto indica que aunque este demostrado que P. agglomerans es capaz de
fijar N atmosférico, y de sintetizar AlA, ésta no es capaz de entregarselo a la
planta.

4.3.2 Area Foliar. A diferencia de area foliar al ler corte, en este caso, existe

interaccion entre el nivel de fertilizacion y de las cepas inoculadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Cuadro 7, se observa
gue en aquel tratamiento sin fertilizacion, existen diferencias significativas entre
Sin Bact. (555, 882) y C1 (787, 914).

Con la mitad de la dosis recomendada, C2 y C1+C2 tienen valores

significativamente mayores en comparacion a Sin Bact. y C1.

En el tratamiento 100% fertilizacion, C1+C2 se diferencia

significativamente de los otros tratamientos, obteniendo el mayor valor.

Para un nivel intermedio de fertilizacién (50% NPK), C2 presentd un valor de
1079,578 cm?, en comparacién a C2 100% NPK, el cual obtuvo un valor de 883,

792 cm?, presentando diferencias estadisticas entre estos tratamientos.
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OKON y LABANDERA-GONZALEZ (1994), realizaron una acabada
revision durante 20 afios (1974-1994) de las experiencias realizadas con
respecto a las inoculaciones de PGPR en distintos paises y en condiciones
edéficas y climaticas muy diversas. Efectos positivos fueron obtenidos en el 60-
70% de los experimentos de inoculacion, con incrementos significativos,
generalmente en el rango de 5-30% en los rendimientos de los cultivos. En
contraste, en la literatura internacional se encuentran estudios que indican que
las respuestas a la inoculacion con PGPR son variables y en algunos casos son

inconsistentes.

CUADRO 7. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el Area foliar al 2do
corte (cm? de plantas de Lolium perenne crecidas en

macetas.

AF2 (cm?) Fertilizacion

Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)

Sin Bact. 555,882 g 764,906 def 916,654 bcd 928,168 bcd
C1l 787,914 def 779,934 def 922,542 bcd 944,938 abcd
Cc2 691,172 efg 1079,578 ab 883,792 cde 995,096 abc

Cl1+C2 601,3fg 925,354 bcd 1126,892 a 767,94 def

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

El conjunto de efectos del N sobre variables morfogenéticas y
estructurales, determinan una fuerte incidencia sobre el desarrollo del IAF.
Cultivos crecidos en condiciones naturales de este mineral, generalmente
alcanzan menor expansiéon foliar y crecimiento aéreo, en comparacién con
cultivos no limitados (COLABELLI et al., 1998).

Si bien hasta ahora no se han encontrado diferencias significativas
entre tratamientos inoculados y no inoculados, y entre los distintos niveles de
fertilizacion, existen investigaciones que indican que para ciertas especies y

cultivares, Pantoea agglomerans es capaz de colonizar la rizosfera y establecer
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una relacién benéfica con la planta, contribuyendo a su crecimiento y desarrollo
(SCHOEBITZ, 2005).

De acuerdo a lo sefialado anteriormente, es probable que P.
agglomerans no sea compatible con Lolium perenne, o con el cultivar NUI. Es
por esto que seria interesante continuar la investigacion con otras especies y/o

otros cultivares.

4.3.3 Peso seco radical. A continuacion, en el Cuadro 8, se presentan los

resultados obtenidos para la variable “peso seco radical”.

CUADRO 8. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el peso seco radical de

plantas de Lolium perenne crecidas en macetas.

MS Raices Fertilizacion
Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)
Sin Bact. 11,172 fg 13,214 def 18,61 ab 20,476 a
C1 10,542 fg 10,538 fg 12,392 ef 20,774 a
C2 10,642 fg 13,374 def 14,77 cde 16,784 bc
C1+C2 9,138¢ 15,710 cd 17,402 bc 12,936 def

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

Sin fertilizacién, no existen diferencias significativas entre Sin Bact. y

aguellos tratamientos inoculados. Todos se comportan de la misma manera.

Al aumentar los niveles de fertilizacion nitrogenada, C1 se mantiene en
niveles estables. No asi, con aportes de fosforo y potasio, sin nitrdgeno, caso
en el cual ésta cepa obtiene la mayor produccién, con 20,774 g de MS de
raices, existiendo diferencias significativas con C1 50% y 100% NPK.

Se observa que uno de los mayores desarrollos se obtiene al no existir

inoculacion de PGPR, ya que Sin Bact. 100% NPK se iguala estadisticamente a
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Sin Bact. P+K y C1 P+K, obteniendo estos 3 tratamientos los valores mas altos

de todos.

El efecto promotor de crecimiento y desarrollo tanto de C1 como de C2
se ve deprimido cuando la fertilidad del suelo es la 6ptima para la planta (100%
NPK), sobretodo con niveles adecuados de N. Estos resultados concuerdan con
lo mencionado por UMALI-GARCIA et al. (1980), los cuales sefialan que los
efectos de la inoculacion en la morfologia de los pelos radicales y en la

morfogénesis de raices laterales son suprimidos por los nitratos.

En el Cuadro 8, se observan importantes diferencias entre el tratamiento
sin nitrégeno, y aquellos con la mitad de la dosis, y dosis completa. Claramente
se observa una contribucion de nitrégeno por parte de C1 y C2 en este
tratamiento (P+K(sin/N)). Por lo tanto, existe influencia microbiana en la

acumulacion de materia seca radical en las plantas de ballica inglesa.

Cl P+K obtuvo un mayor peso seco radical presentando diferencias
significativas con C1, C2 y C1+C2 100% NPK. A su vez, es mayor también que

todos los tratamientos con 50% NPK, presentando diferencias significativas.

Segun BENGOECHEA (2006), inoculando los cultivos de trigo con
P.agglomerans C1 6 C2 y reduciendo al mismo tiempo los niveles de
fertilizacion nitrogenada, se consiguen sistemas radicales mas extensos y mas

capaces de extraer los nutrientes disponibles en el suelo.

Este mismo autor, sostiene que estas cepas también han demostrado
inducir incrementos en el peso seco radical de plantulas de trigo inoculadas, los
cuales son estadisticamente significativos en comparacion con aquellas

plantulas carentes de cualquier tipo de indculo bacteriano.



45

La promocion del crecimiento vegetal por parte de microorganismos
diazotrofos tiene éxito entre el 60 y el 70% de las ocasiones (OKON vy
LABANDERA-GONZALES, 1994).

OKON (1985), cita experimentos en que segmentos de raices de plantas
inoculadas con microorganismos de vida libre exhiben entre un 30 y un 50%
mas de absorcién de NO3’, P, Os, y K* en comparacion a segmentos de raices
de plantas no inoculadas.

El crecimiento vegetal esta dado en parte por el acido indol acético,
hormona vegetal capaz de inducir hiperplasia en los tejidos radicales, lo cual
significa que tiene la capacidad de estimular la division celular dando como
resultado un nimero mayor de células vegetales. Por otra parte, el AIA también
provoca hipertrofia en las células (aumento de tamafo). La combinacion de
ambos efectos es responsable del aumento en el desarrollo radical que las
rizobacterias productoras de este compuesto provocan en las plantulas
inoculadas (LINDOW, 1998).

No existen diferencias estadisticas significativas para esta variable. Es
importante considerar, que de acuerdo a los estudios realizados en trigo y arroz
por diversos autores, se han encontrado diferencias significativas para distintas
variables. Es posible que P.agglomerans no sea compatible L. perenne, ya que
de acuerdo a DOBEREINER (1970), el genotipo vegetal tiene efecto sobre el
éxito de la asociacion planta-bacteria, asi como en el proceso de colonizacion

radicular.

Resultados obtenidos por BASHAN (1986), mostraron que la respuesta a

la inoculacion varia en funcién de la relacion cepa - cultivar.
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Esto lo afirman MILLET et al. (1985), el cual sefala que con respecto a la
colonizacion radical por las bacterias debe tenerse en cuenta el factor
“compatibilidad planta-bacteria”, pues parece existir cierta especificidad entre
las plantas hospedantes y las bacterias de la especie P.agglomerans .

JIMENEZ et al. 2001, sostienen que entre las bacterias que tienen una
relacion benéfica con la planta, se pueden distinguir tres grandes grupos: a)
PGPR, b) microorganismos fijadores de nitrdgeno ¢) hongos micorrizicos. De
acuerdo a lo sefalado por este autor, es posible que P. agglomerans en
conjunto con L. perenne solo se comporte como microorganismo fijador de

nitrogeno, y no como PGPR para este cultivar.

Ensayos realizados por otros investigadores, demuestran que de acuerdo
al tipo de cepa de determinadas PGPR y a las distintas variables medidas,
existen resultados que nos entregan muchas interrogantes. Sin embargo, éstos
son respaldados por resultados obtenidos por GAETANO (2004), el cual evalu6
la materia seca en plantas de arroz en tres periodos de tiempo (10, 20 y 30
dias) sin encontrar un patrén de comportamiento definido, sino resultados
erraticos en los tres periodos de tiempo y ademas sin obtener diferencias
significativas, en relacion a diferencias en el aumento de la materia seca de los
tratamientos control y las plantas inoculadas con A. brasilense FT 326. Este
autor a su vez, encontrd la misma situacion en raices de L. perenne al no haber
diferencias en peso seco entre las cepas PGPR inoculadas y el tratamiento

control.

4.3.4 Numero y peso de macollos. Ambas variables se presentaran y
discutirdn en el mismo punto. En los Cuadros 9 y 10, se exponen el nimero y
peso de macollos por maceta respectivamente, y sus diferencias de acuerdo al

nivel de fertilidad del suelo, y al indculo empleado.
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En primer lugar, se presentaran los resultados correspondientes a

numero de macollos.

El nimero de macollos, aumenta al inocular el sustrato con PGPR en

tratamientos con fertilizaciéon completa, o sélo P y K.

En el tratamiento sin fertilizacion, aquellos inoculados no tuvieron
diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, el tratamiento Sin Bact.,
presenta diferencias significativas con C1, C2 y C1+C2, siendo
estadisticamente inferior a éstos. Por lo tanto, existio una mayor densidad de
macollos al existir inéculo de cepas. La coinoculacién de cepas en este mismo
tratamiento, es diferente en forma significativa a los tratamientos con

fertilizacion. Esta coinoculacion se ve favorecida al aportar nutrientes.

En aquel tratamiento con la mitad de la dosis, y a su vez, con la
totalidad de ésta, en cuanto a C2, existen diferencias significativas entre estos
dos niveles de nutrientes. Se obtuvo un mayor niamero de macollos con un
100% de la dosis.

Cuando la fertilizacion es completa, el mayor porcentaje de macollos se
obtuvo en macetas inoculadas, existiendo diferencias significativas con aquellas

sin inocular.

En el tratamiento sin nitrégeno, existen diferencias significativas entre Sin
Bact. P+K, C2 P+K y C1+C2 P+K. Estos dos ultimos obtuvieron valores
significativamente mayores que aquel sin inéculo, siendo en este caso (P+K),
donde se obtiene el mayor numero de macollos con C1+C2, el cual tiene
diferencias significativas con respecto a las otras inoculaciones de este mismo

nivel de fertilizacion.
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Los valores mas altos se encuentran en C1+C2 50% NPK, C1+C2 y C2
100% NPK, y C1+C2 P+K (S/N).

CUADRO 9. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el NiUmero de macollos

de plantas de Lolium perenne crecidas en macetas.

N Mac. Fertilizacion
Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)
Sin Bact. 153,6 h 268,8 def 206,4 gh 227,2 fg
C1 276,8 cdef 289,6 cde 305,6 bcd 259,2 defg
C2 224,0 fg 260,8 defg 369,6 a 296,0 cd
C1+C2 230,4 efg 337,6 abc 361,6 ab 366,4 ab

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

Sin duda que la variable “nimero de macollos” es de gran importancia. Si
bien todas las variables evaluadas estan ligadas entre si, y cada una de ellas
tiene un rol en la determinacion de productividad de la pradera, los macollos

merecen gran cuidado al momento de pastorear.

De aqui la importancia de tener un suelo rico en nutrientes, sobre todo
nitrdgeno, elemento en cuestidon en este ensayo y, muy importante para obtener
vigorosos y humerosos macollos, los cuales permiten un rapido rebrote después

del pastoreo.

Segun WHIPPS (2001), la bibliografia concerniente al efecto estimulante
del nitrégeno sobre la aparicion de macollos de gramineas forrajeras es

concordante.

En general la nutricion nitrogenada favorece la produccién de
nuevos macollos, y mas vigorosos. Sin embargo, la importancia de la respuesta

es fuertemente controlada por los factores asociados a la cubierta vegetal
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(densidad de macollos, genotipo, indice de area foliar, etc.) y al ambiente
(temperatura, agua, radiacion, etc.) (COLABELLI et al., 1998).

En ensayos realizados en cultivos de trigo, resulté que la interaccion
fitohormonal de Pseudomonas sp y Rhizobium sp incrementd el nimero de
macollos fértiles, nUmero de espigas, materia seca y rendimiento de grano
(MERBACH et al., 1998).

Hasta el momento ha sido posible determinar el efecto promotor
de crecimiento vegetal por parte de estos diazotrofos, aunque para algunas
variables y tratamientos el analisis estadistico indique que las diferencias no
son significativas, al llevar los valores a hectareas, no es conveniente ignorar el
porcentaje de aumento de MS en aquellos tratamientos inoculados. Como se
demuestra en el Cuadro 9, y comparando con los cuadros correspondientes a
las demas variables medidas, éste es el Unico caso en que la coinoculacién
(C1+C2) presenta valores por sobre las demas inoculaciones en el tratamiento

sin fertilizacion nitrogenada (P+K).

Para esta variable, al presentarse diferencias significativas entre la
mayoria de los tratamientos inoculados y sin inocular, es posible determinar
que existidé un aporte de N por parte de P. agglomerans, lo que se tradujo en

una mayor produccién de macollos.

Siguiendo con la variable “Macollos”, a continuacion (Cuadro 10)

se presentaran los resultados obtenidos para el peso de éstos.

No existen diferencias significativas entre éstos resultados. Incluso para
el tratamiento testigo, se presentan valores estadisticamente iguales a aquellos

con inéculo.
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CUADRO 10. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el Peso de macollos
de plantas de Lolium perenne crecidas en macetas.

Cepas P. Mac.
Sin Bact. 10.48 a
Ci1 9.04 a
C2 9.64 a
Cl1+C2 11.06 a

ns P>0.05

Para esta variable, no existié interaccion entre cepas y nivel de

fertilizacion.

P. agglomerans, microorganismo de vida libre, ha demostrado contribuir
de cierta forma al pool de nitrégeno del suelo. Si bien la simbiosis es el
mecanismo principal de entrada de nitrogeno a las plantas, la fijacion libre o
asociativa, puede llegar a ser importante en los suelos con niveles de materia
organica que no supongan un factor limitante para el proceso reductor de

nitrégeno.

Esto lo afirma PEREZ et al. (1989), sefialando que aunque los fijadores
libres, excepto las cianobacterias (Paul, 1978), apenas se consideran en los
estudios sobre fijacion de nitrégeno (McGill et al.,1981), es indudable que
contribuyen a las entradas de nitrdgeno en el sistema y por ello no conviene

ignorar este tipo de fijacion.

Esto es de gran importancia al momento de establecer qué tipo de
fertilizacion e inoculacién se recomienda emplear, de acuerdo a los resultados

de este ensayo.
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4.4 Resultados totales.
A continuacion se presentan los resultados del ler corte sumados a los
del 2do. De esta manera se obtiene mas claramente el aporte de nitrégeno de

las cepas a las plantas de ballica.

4.4.1 Peso seco aéreo total. En el Cuadro 11, se exponen los resultados

obtenidos correspondientes a la suma del primer y segundo corte.

Se observa que para el tratamiento sin fertilizacion, aquellas plantas
inoculadas no presentaron diferencias significativas en comparacion al testigo.

Lo mismo se puede decir del tratamiento con dosis completa (100% NPK).

Los mas bajos rendimientos se obtuvieron en los tratamientos sin
fertilizacion ya sea con o sin inéculo, y en el tratamiento 50% NPK, inoculado
con C1.

Con niveles medios de fertilizacion, se observa una diferencia
significativa con respecto al tratamiento Sin Bact. y a C1+C2. Esta ultima
combinacion presenta valores bastante mayores, con una diferencia de
aproximadamente 6 gramos. También se encuentran diferencias significativas
entre C1 con C2 y con C1+C2. En ambos casos, estas cepas (C2 50% NPK 'y
C1+C2 50% NPK) contribuyeron significativamente en comparacién a C1 50%
NPK).

Segin OKON et al. (1977), y DOBEREINER y PEDROSA (1987), la
actividad fijadora de N, en microorganismos diazotrofos queda a cargo de la
enzima nitrogenasa, compuesto cuya actividad fijadora de N atmosférico se ve
inhibida por la abundancia de nitrégeno en el suelo.
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Por el contrario, la actividad de esta enzima se ve favorecida por un pH
cercano a la neutralidad, elevada humedad y baja tensidén de oxigeno, o por una
baja concentracion de compuestos nitrogenados tales como el amonio y el
nitrato (TORRALBA et al., 1997).

En el tratamiento con P+K, existio diferencia significativa entre C2 P+K y

C1+C2 P+K, obteniendo esta ultima el menor valor.

CUADRO 11. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el peso seco aéreo

total (g) de plantas de Lolium perenne crecidas en macetas.

MS Tot (Aéreo) Fertilizacion
Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)
Sin Bact. 18,629 e 23,889 cd 30,030 ab 29,507 ab
C1 18,707 e 20,727 de 31,709 a 29,331 ab
C2 17,766 e 27,445 abc 28,501 abc 30,466 a
Cl1+C2 21,959 de 29,563 ab 31,560 a 25,462 bcd

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

OKON (1985), sefiala que los efectos de la inoculacién son
positivos, cuando en los suelos existen niveles intermedios de fertilizacion de N,
P y K, indicando que la inoculacion con bacterias promotoras de crecimiento
vegetal no reemplaza la fertilizacion artificial. Sin embargo, mejora su
utilizacién, logrando los mismos niveles de productividad con un menor gasto de

fertilizante.

DOBEREINER y PEDROSA (1987), sefialan que aunque muchos
ensayos han demostrado un incremento en la asimilacion de nitrégeno por parte
de plantas inoculadas con ciertos diazotrofos, solo existen unos pocos datos
que entregan pruebas inequivocas que el N fijado fue directa (o indirectamente)
transferido a la planta y translocado a las hojas.
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Los resultados obtenidos pueden estar determinados en parte por los
exudados radiculares de L. perenne. Estos compuestos quimicos secretados en
el suelo por las raices de las plantas, pueden cumplir importantes roles como
atrayentes y repelentes quimicos en la rizosfera. Aunque la exudacion de las
raices representa un costo significativo a la planta, los mecanismos y los
procesos regulatorios que controlan la secrecion radical s6lo recientemente han

comenzando a ser examinados (McCULLY, 2001).

4.4.2 Area foliar total. El area foliar total (area foliar del primer corte sumado al

area foliar del segundo corte), se presenta en el Cuadro 12.

Para 0% NPK no existen diferencias significativas entre ninguno de los

tratamientos.

El tratamiento sin fertilizacion, en comparacién al tratamiento con el
100% de la dosis y a P+K (S/N), presenta diferencias significativas con menores

indices de area foliar (Cuadro 12).

Al aplicar la mitad de la dosis de fertilizacidn, las macetas inoculadas con
C2 obtienen un amplio desarrollo de é&rea foliar, mas bien, presentan una
diferencia significativa con respecto a aquellos inoculados con las otras cepas,

o sin inéculo, a igual nivel de fertilizacion (50% NPK).

Al ser completa la fertilizacién, se obtienen diferencias significativas al
inocular con C1+C2 en comparacion a las otras inoculaciones, obteniendo asi
mismo diferencias significativas con los otros niveles de fertilizacion. Sin
embargo, no tiene diferencias significativas con el tratamiento sin inocular 100%
NPK.
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De acuerdo a lo expuesto en el Cuadro 12, en el tratamiento P+K (S/N),

son todos estadisticamente iguales, no presentan diferencias significativas.

Segun RODELAS (2001), dentro del grupo de los fijadores de vida
libre el género Azotobacter presenta la capacidad de fijar N, atmosférico
cuando en el suelo existen suficientes cantidades de materia organica, ya que
en suelos poco fértiles con escaso contenido de ésta, no se obtiene efecto

agronémico positivo.

En cuanto a la combinacién de biofertilizantes y fertilizacion mineral,
ROQUE et al. (1994), sostienen que en el cultivo de la yuca (Manihot
esculenta), al analizar la respuesta a la fertilizaciébn nitrogenada y su
combinacion con biofertilizantes en el clon CMC-40, demostraron que los
mejores resultados se obtuvieron con la combinacion biofertilizante-fertilizacion

mineral, destacadndose Azotobacter como biofertilizante.

CUADRO 12. Efecto de Pantoea agglomerans sobre el Area foliar total

(cm?) de plantas de Lolium perenne crecidas en macetas.

AF Tot. Fertilizacion
Cepas 0% 50% 100% P+K (S/N)
Sin Bact. 673,786 g 990,83 def 1340,39 abc 1353,764 abc

C1 921,336 efg  999,3712 def  1231,9512 bcd 1253,198 bcd
C2 809, 044 fg 1501,294 ab 1251,082 bcd 1330,98 abc
C1+C2 728,751g 1211,518 cd 1545,394 a 1125,95 cde

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

4.5 Efecto de lainoculacion de P. agglomerans sobre el nitrégeno
presente en plantas de ballica inglesa.

En este capitulo, se describen y discuten los resultados obtenidos para
las variables “extraccion de nitrdgeno”, las cuales indican la cantidad de este

macroelemento fijado y almacenado en los 6rganos aéreos y radicales.
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Estos resultados estan referidos para cada uno de los cortes realizados

a ballica inglesa cultivar Nui y para ambos sumados.

4.5.1 Extraccion de nitrégeno a nivel foliar al ler corte. Para ésta variable,

no se presenten diferencias significativas entre los tratamientos.

Los tres tratamientos inoculados con P. agglomerans, no arrojan diferencias
significativas entre ellos, ni con el testigo. Estos son idénticos entre si
estadisticamente. No existe un efecto significativo de P.agglomerans en la

acumulacion de N en tejidos para esta etapa del cultivo (Cuadro 13).

CUADRO 13. Efecto de Pantoea agglomerans sobre la Extraccion de
nitrogeno foliar (g) al ler corte en plantas de Lolium perenne

crecidas en macetas.

Cepas Ex. N1 (g)
Sin Bact. 0.13262 a
C1 0.12214 a
C2 0.13821 a
Cl1+C2 0.13063 a

ns P>0.05

4.5.2 Extraccion de nitrogeno a nivel foliar al 2do corte. Los resultados se
presentan en el Cuadro 14, no presentando diferencias significativas entre los

tratamientos.

En ésta etapa del ensayo no se evidencia contribucion a la extraccion de
nitrdgeno por parte de P. agglomerans, por lo que no mostraria un efecto sobre

la acumulacion de N en los tejidos.
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CUADRO 14. Efecto de Pantoea agglomerans sobre la Extraccion de
nitrogeno foliar (g) al 2do corte en plantas de Lolium

perenne crecidas en macetas.

Cepas Ex N 2(g)
Sin Bact. 0.27858 a
C1 0.28133 a
Cc2 0.24169 a
C1+C2 0.29589 a

ns P>0.05

La discusion correspondiente a este punto, es homologable con aquella

para extraccion de nitrégeno al ler corte, ya que ocurre la misma respuesta.

4.5.3 Extraccion total de nitrégeno a nivel foliar. Comparando los resultados
en conjunto, referido a la extraccion de nitrégeno total a nivel foliar, es posible
concluir que no existen diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro
15).
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CUADRO 15. Efecto de Pantoea agglomerans sobre la Extraccion de
nitrogeno foliar total (g) en plantas de Lolium perenne

crecidas en macetas.

Cepas Ex N total hojas (g)
Sin Bact. 0.4112 a
C1 0.4034 a
Cc2 0.3799 a
C1+C2 0.4265 a
ns P>0.05

Al analizar los resultados referidos a la extraccion de nitrogeno total de
ambos cortes, (Cuadro 15) se puede establecer que no existen diferencias

significativas entre los tratamientos.

Para la variable extraccion de nitrégeno, las plantas inoculadas con P.
agglomerans se comportaron de la misma forma que los tratamientos testigo

qgue no fueron inoculados inicialmente.

No se evidencian diferencias significativas entre los otros tratamientos y los

testigos.

4.5.4 Extraccion de nitrogeno a nivel radicular. En el Cuadro 16 se
presentan los resultados referidos a la extraccion de nitrdgeno en la raiz
alcanzado por las plantas de ballica inglesa, existiendo interaccion entre cepas

y tipo de fertilizacion en este caso.
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Al observar los tratamientos inoculados, no existen diferencias
significativas entre ellos ni con los testigos. Son todos estadisticamente iguales

(Cuadro 16).

El tratamiento sin inocular 100% NPK, presentd diferencias
significativas con 0% Sin Bact., 0% C2, 0% C1+C2, C1+C2 P+K (sin/N) y, con
C150% y 100% NPK.

CUADRO 16. Efecto de Pantoea agglomerans sobre la Extraccion de
nitrogeno a nivel radicular (g) en plantas de Lolium perenne

crecidas en macetas.

N Raiz (9) Fertilizacion
Cepas 0% 50% 100% P+K
Sin Bact. [0.12485 b 0.18994 ab 0.26286 a 0.19957 ab
C1 0.17325 ab 0.14388 b 0.15133 b 0.18625 ab
C2 0.13815b 0.16992 ab 0.19168 ab 0.17477 ab
Cl1+C2 ]0.13113b 0.22479 ab 0.21993 ab 0.14258 b

Los valores con distinta letra presentan diferencias significativas (P<0.05)

En general, la extraccion de este elemento es menor en la raiz que en
la parte aérea de la planta, lo que concuerda con los resultados obtenidos por
RINCON et al., 2000.

Segin DOBEREINER y PEDROSA (1987), la cuantificacién de la
fijacion asociativa de N, en gramineas es mas complicada que en leguminosas.
Mientras que leguminosas bien noduladas crecidas en arena o vermiculita
estéril, libore de N, pueden fijar todo el N que necesitan para un éptimo

crecimiento, las gramineas no pueden hacerlo.
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Esto puede explicar la causa de la disparidad en cuanto a los resultados

de cada variable.

Debido a la creciente necesidad de enfocarse a una mayor productividad,
reduciendo los costos y la contaminacion ambiental, es de especial interés una
continuacion en estudios e investigacion con respecto a la aplicaciéon de
biofertilizantes, ya sea con otro tipo de PGPR o en otros cultivos, ya que de
acuerdo a diversos ensayos, éstos han demostrado contribuir al crecimiento

vegetal de alguna u otra manera.

Si bien en esta tesis no se demostrd un efecto promotor de crecimiento
vegetal por parte de Pantoea agglomerans inoculada a plantas de Lolium
perenne, esta demostrado mediante previas investigaciones realizadas por
BENGOECHEA (2005), que las cepas C1l y C2 de este microorganismo son
capaces de fijar nitrdgeno a formas asimilables por la planta, y de sintetizar AlA,
por lo cual es de gran importancia continuar realizando ensayos con estas
cepas, por ejemplo, en cultivos de trigo var. Otto, para los cuales si se han

presentado respuestas benéficas.
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5. CONCLUSIONES

Pantoea agglomerans (C1l y C2) no demostré complejidades al ser
bioatrapada en matrices de alginato. Estas biocapsulas resultaron ser un medio

eficaz para la manipulacion de los microorganismos.

Las cepas Cl y C2 bioatrapadas, presentaron un comportamiento
benéfico al ser inoculadas en plantas de Lolium perenne var. Nui en cuanto al
namero de macollos de las plantas, ya que al evaluar el efecto promotor de

crecimiento existieron incrementos en el nUmero de éstos.

En contraste, para el primer corte, las variables Peso seco aéreo, Area
foliar y Altura de planta, no fueron estimuladas por ninguna de las inoculaciones

con estos microorganismos.

Asimismo, los resultados indican que las cepas estudiadas no tuvieron un
efecto significativo en el segundo corte para las variables Peso seco aéreo,
Area foliar, Peso seco radical y Peso de macollos. Para los resultados totales

ocurrio la misma respuesta.

No existieron incrementos en la extraccién de nitrdgeno para aquellas
plantas inoculadas, ya sea a nivel foliar y radicular, obteniendo valores sin

diferenciarse significativamente del tratamiento control.

Sin embargo, en diversos ensayos, estas bacterias han demostrado su
capacidad de promocion de crecimiento vegetal, por lo que seria interesante
continuar investigando ya sea con P. agglomerans y otros cultivos, o también,

con otras especies de microorganismos PGPR.
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6. RESUMEN

Se estudio el efecto de dos cepas de Pantoea agglomerans (C1y C2)
fijadoras de nitrdgeno sobre un cultivo de ballica inglesa, en un invernadero

perteneciente a la Universidad Austral de Chile.

La hipotesis planteada en esta investigacion fue la siguiente: bacterias
seleccionadas del suelo y clasificadas como rizobacterias promueven el
crecimiento vegetal de gramineas, en este caso, de Lolium perenne, cultivar
Nui. El objetivo general, evaluar 2 cepas de estas bacterias pertenecientes al
género P. agglomerans, aisladas de la rizosfera de plantas de ballica inglesa, y
establecer su capacidad de promover el crecimiento y aporte de nitrégeno a

plantas de ballica.

Cepas de P. agglomerans, se aislaron y multiplicaron en laboratorio, para
luego ser encapsuladas en matrices de alginato, lo que permitié su inoculacién
al sustrato junto a L. perenne. El ensayo consté de tratamientos en los cuales
se aplico diferentes dosis de fertilizante mineral, y distintos tipos de inoculacion
con estas mismas cepas en macetas. Se realizaron dos cortes para determinar
el efecto de promocién del crecimiento vegetal, efectuando analisis de
extraccion de nitrégeno, medicion de produccion de materia seca, area foliar,
namero y peso de macollos y altura de planta. Esto se hizo en la parte aérea en

ambos cortes y en la raiz para el segundo corte.

No existieron incrementos de biomasa a nivel foliar ni radicular en cuanto
a materia seca. No se presentaron diferencias significativas con los testigos
para las variables Peso seco aéreo, Area foliar, Altura de planta, Peso seco

radical y Peso de macollos, tanto para el primer como para el segundo corte.
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En cuanto al numero de macollos se presentaron diferencias

significativas en comparacién al testigo.

La extraccion de nitrégeno no fue estimulada por ninguna de las

inoculaciones con estos microorganismos.
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SUMMARY

The effect of two nitrogen-fixing strains of Pantoea agglomerans (C1 and
C2), was studied on a crop of ryegrass in a greenhouse at the Universidad
Austral de Chile.

The hypothesis in this research was: bacteria selected for the soil and
classified as rizobacteria promotes vegetal growth in grass, in this case Lolium
perenne. The overall objective is evaluate 2 strains of these bacteria, belonging
to the genus P. agglomerans, isolated from the rhizosphere of ryegrass plants
and, establishe their ability to promote growth and nitrogen contribution to the

plant.

Strains of P. agglomerans were isolated and multiplied in the laboratory
and then encapsulated in alginate spheres, which allowed this to be inoculated
to the substrate with L. perenne. The test consisted of treatments where
different doses of mineral feltilizers were applied and various types of inoculation
with the same strains in pots. Two cuts were made to determine the effect of
plant growth promotion, making analysis of nitrogen extraction, measuring dry
matter production, leaf area, number and weight of tillers and plant height. This

was done on the leaves in both cuts and on root for the second cut.

There were no increases in biomass of leaf or root on dry matter. There
were no significant differences with witnesses for variables Dry leaf weight, leaf
area, plant height, radical weight and dry weight of bunches, both for the first
and the second cut.

In terms of the number of bunches there were significant differences
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compared to the witness.

The removal of nitrogen was not sparked by any of the inoculations with

these microorganisms.
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ANEXOS

ANEXO 1. Reconstitucion de cepas. Se agregdé 1 ml de caldo peptona a cada
tubo liofilizado conteniendo cada cepa. Luego se introdujeron a una camara de
cultivo (Memmert) a 28° C. Al cabo de 24h fueron sembradas en placas con
agar papa dextrosa

ANEXO 2. Preparacion de agar papa dextrosa (APD): Para preparar 1 litro de
APD se necesitan 39 gramos de dextrosa. Se mezcla con agua destilada en el
matraz Erlenmeyer y se coloca 25 minutos en el agitador, con calor (10° C; 7
revoluciones). Luego se autoclava el matraz (autoclave chico) por 15 minutos a

1 atm.

Finalmente se llenan las placas petri con APD y luego se guardan en el

refrigerador.

ANEXO 3.

Tincion de Gram:

- Suspension de la bacteria en una gota de agua, se fija en calor.
- Una vez seco se tifie con cristal violeta por 10 segundos
- Se lava la muestra

- Se agrega lugol por 10 segundos

- Lavar nuevamente

- Agregar alcohol acetona 2 a 3 segundos

- Lavar

- Agregar safranina por 10 segundos

- Lavar

- Secar la muestra con un papel absorbente
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- Observar al microscopio con el objetivo 100x con aceite de inmersion

Prueba de la oxidasa:

Esta prueba se realiza para comprobar que las cepas corresponden a la familia
Enterobacteriaceae. En un portaobjeto se pone papel filtro, unas gotitas de
reactivo (oxidasa) Kovac, y luego se pone una cantidad de bacteria de la placa.
Si la bacteria queda del mismo color (no se tifie) es negativa. Si se tifie es
positiva, debido a que presenta la enzima oxidasa.

ANEXO 4. El caldo papa dextrosa (CPD) consiste principalmente en hervir 200
g de papas sin cascara, en 1 litro de agua. Posteriormente se filtran por gasa y
se afora a 1 litro con agua destilada, en una probeta. Luego se agregan 10 a 20
gramos de glucosa o dextrosa, se vacia en matraz Erlenmeyer, y se autoclava

por 15 minutos, a 1 atm de presion.

ANEXO 5. Homogeneizado: (Alginato: Para atrapar las bacterias)

Para 1 litro:

Caldo papa fresco

Alginato al 2%

Almidon soluble 1%

Pectina 1%

Betaina 1%

Celite Diactiv 17-C 1% (Tierra de diatomeas, higroscopica, mantiene la
humedad)

Molibdeno (pizca)

(Alginato + Pectina)
- Se agrega alginato junto con la pectina al caldo papa dextrosa. Se agita y
calienta. Enfriar. Luego se agrega almidén soluble, betaina y Celite diactiv.

Agitar nuevamente. Enfriar. Agregar bacterias.



7

No se autoclava porque si no el alginato se depolimeriza por el calor.

ANEXO 6. Centrifugacion: Consiste en centrifugar la suspensién de bacterias
contenida en el caldo papa, por 10 minutos, a 6000 rpm a 4°C. Se centrifuga
para separar el sobrenadante del pellet de bacterias. De esta forma se obtiene

el pellet y un alto inéculo de bacterias para el proceso de encapsulacion.

ANEXO 7. Acido glucénico: Se prepararan 800 ml de &cido glucénico (800 mi

de agua esteéril + 17.2 gramos de acido gluconico).

El acido glucénico viene en una concentracion 1 molar:

0.8L x 0.1mol/L (concentracion a la cual se quiere llegar) x 215.2 g/mol =
17.2 g

Por lo tanto: Se mezclaron 800 ml de agua estéril mas 17.2 gramos de
acido gluconico en un matraz de 1 litro. Se agité por dos dias para lograr que se

disuelva bien.

ANEXO 8. Recuento unidades formadoras de colonia (UFC): En una bolsa
especial para el Stomacher® 80 Laboratory Systems, se pusieron 10 capsulas
con 5 ml de agua estéril. ElI “Stomacher’” las muele por 30 minutos
aproximadamente, y se considera que esta solucion tiene una concentracion de
1x10™.

Una vez molidas las cépsulas, se extrajo con la pipeta automatica 1 ml
del sobrenadante, el cual se depositd en tubos de ensayo con 9 ml de agua
estéril, hasta lograr una concentracién de 1x10°. El principio de
funcionamiento de este aparato esta basado en la combinacion de dos fuerzas

mecanicas: aplastamiento y agitacion de la muestra.
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Luego, una vez hechas las diluciones en los tubos de ensayo, se
extrajeron de cada tubo 0.1 ml (100 microlitros) y se sembraron en la placa
correspondiente (placas de APD). Una vez sembradas las placas se esparcio la
gota de dilucién y se llevé a la camara de cultivo, a 28°C, para observar al dia
siguiente las UFC. Se pretende obtener de 30-300 UFC/0.1 ml.

Una vez obtenidas las colonias en la placa Petri, éstas se contaron en el
“contador de colonias”, el cual consiste en una lupa grande, en donde se
deposita la placa bajo ella, ésta se divide en 2 o0 4 partes con un lapiz marcador,
dependiendo de la cantidad de unidades formadoras de colonias. De esta forma
se van contando las colonias por cuadrante, y se estima la cantidad de ellas
que existe por placa.

Célculo recuento UFC: Se obtuvieron en promedio 7.8x10" UFC/ml x 5 ml =
390.000.000
Por lo tanto, 39x10’ UFC en 5 ml
= 39x10’ UFC/5 ml +10 (10 cépsulas)
= 39x10° UFC/capsula
= 3.9x10" UFC/cépsula: En esta forma se presentan los
resultados.

ANEXO 9. Calculo dosis de semillas.
% germinacion de semillas:

- 25% semillas germinadas

- 12 plantulas anormales

- 69% semillas muertas

10.000 m*  — 25 kg semillas
0,031415 m? — X
x = 0,000079 kg semilla
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= 0,08 gramos semilla
Correccion:
0,089 —25%
X — 100%
x=0,32¢
De acuerdo a los resultados, se aproximé y se sembro 0,4 gramos de
semilla por maceta. Una vez emergidas las plantulas, se realizé un raleo y se

dejaron 38 plantas por maceta.

En 0,4 gramos de semilla hay 190 semillas aproximadamente, por lo tanto,

por cada maceta, se sembro este nimero de semillas.

ANEXO 10. CAalculo de dosis de fertilizacion.

Nitrégeno (Nitrato de sodio)
150 kg. N/ha --- 16% N = 938 kg/ha

938 kg/ha — 1.400.000 kg
X —4Kkg X = 2,68 g por macetero.

Fosforo (Superfosfato triple)
300 kg. P205/ha --- 46% P = 652 kg/ha

652 kg/ha — 1.400.000 kg
X — 4 kg X =1,86 g por macetero.
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Potasio (Muriato de K)
200 kg. K20/ha --- 60% K = 333,3 kg/ha

333,3 kg/ha — 1.400.000 kg
X —4Kkg X = 0,95 g por macetero.

Azufre (Fertiyeso)
300 kg/ha — 1.400.000 kg
X —4Kkg X = 0,857 g por macetero.

ANEXO 11. Célculo peso seco del suelo. El suelo de cada maceta (6 kg de
suelo humedo), se puso en repisas sobre papel de diario, en una pieza con una
temperatura de 27°C, correspondiente al Instituto de Ingenieria Agraria y Suelos
de la U.A.Ch.

Permaneci6 en esta pieza por 4 dias, y al pesarlo, se obtuvo 4 kg de

suelo seco.

ANEXO 12. Figuras y Cuadros “Fertilizacion” para: Peso seco aéreo al ler
corte, Area foliar 1er corte, Peso de macollos, Extraccion de nitrégeno aéreo ler
corte, Extraccion de nitrégeno aéreo 2do corte, Extraccion de nitrdgeno aéreo

total.
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Peso seco aéreo al ler corte (g) (Fertilizacién sin interaccion
con las cepas)
7 _
6 4
5 -
w4
= 3 C
2 4
1 -
0 _
0% 50% 100% P+K
Fertilizacion
Fert. MS 1
0% 2,415c
50% 4,991 b
100% 6,419 a
P+K (S/N) 6,258 a

*** P<0.001
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Area foliar 1er corte (Fertilizacion sin interaccién con cepas)
400 - & a
350 | b
300 -
250
AN
£ 200 -
© 150 - c
100 -
50 -
0 4
0% 50% 100% P+K
Fertilizacion
Fert. AF1
0% 124.16 c
50% 288.31Db
100% 379.73 a
P+K (S/N) 356.94 a

*** P<0.001
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Peso de macollos (g) (Cepas sin interaccién con la fertilizacion)
14 +
12 - b 2 .
10 + c
8 |
(@]
6 -
4
2 -
0 |
0% 50% 100% P+K
Fertilizacion
Fert. Peso Mac.
0% 8.6 c
50% 10.3b
100% 116a
P+K (S/N) 9.98 a

*** P<0.001
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Extraccion de nitrégeno aéreo ler corte (g) (Cepas sin
interaccioén con la fertilizacion)
0.2 a
0.15 - a
®.1
0.05 -
O |
0% 50% 100% P+K
Fertilizacion
Fert. Extrac N1
0% 0.07592 c
50% 0.13696 b
100% 0.17318 a
P+K (S/N) 0.13753 a

*** P<0.001
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Extraccion de nitrdgeno aéreo 2do corte (g) (Cepas sin
interaccién con la fertilizacion)
0.35 -
a
0.3 - b a
0.25 c
0.2
(@]
0.15 ~
0.1
0.05 +
O _
0% 50% 100% P+K
Fertilizacion
Fert. Extrac N2
0% 0.22c
50% 0.28b
100% 0.3 a
P+K (S/N) 0.27 a

*** P<0.001
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Extraccion de nitrogeno total (g) (Cepas sin interaccién con la
fertilizacion)
0.5 ~
a
0.4 -
0.3 A
>
0.2 A
0.1
0
0% 50% 100% P+K
Fertilizacion
Fert. Extrac N tot.
0% 0.3023 c¢
50% 0422 b
100% 0.4657 a
P+K (S/N) 0.43085 a

*** P<0.001
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ANEXO 13. Peso seco aéreo obtenido al primer corte, Area foliar al primer
corte, Altura de planta, Peso seco aéreo obtenido al segundo corte, Area foliar
al segundo corte, Peso seco radical, Numero de macollos, Peso de macollos,
Peso seco aéreo total, Area foliar total, Extraccion de nitrogeno aéreo al primer
corte, Extraccion de nitrogeno aéreo al segundo corte, Extraccion de nitrégeno

total, Extraccion de nitrégeno en tejido radicular.

Peso seco aéreo ler corte (g) (Cepas sin interaccion con la
fertilizacion)

5.4 - a
5.2
5 4 a @ Sin Bact.
Q a8 :gi
4.6 mC1+C2
4.4 -
4.2

Cepas
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cm2

Area foliar 1er corte (Cepas sin interaccion con la fertilizacion)

350 -
300 -

250 1 @ Sin Bact.

mCl
mC2
m C1+C2

200 ~

150 +

100 +

50 +

Cepas

Altura

Altura de planta (mm)

abcd

180 +
160 +
140 +

abcde
abc
abcde
bcde

de

abcd

Qo
©

abcde
abcd
abcd

bcde

@ Sin Bact.
mCl

mC2

m C1+C2

120 4 «
100 +
80 -
60 -

40 -
20 -

0% 50% 100% P+K

Tratamientos




Peso seco aéreo al 2do corte (g)

o Sin Bact.
mCl
mC2
mCl+C2
0% 50% 100% P+K
Tratamientos
Area foliar 2do corte
1200 - Q © T o
Ll 388
1000 - - S ©
3 o g o .
800 - S @ Sin Bact.
N mCl
£ 600 -
o mC2
400 + mC1+C2
200 -
0 _

0% 50% 100% P+K

Tratamientos
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Peso seco radical (g)

@ Sin Bact.
mCl
mC2
m C1+C2
0% 50% 100% P+K
Tratamientos
Numero de macollos
400 - o © 3 “
Q
350 - 5 S
300 - 3 i
@ Sin Bact.
o 250 -
o mCil
£ 200 -
E mC2
Z 150
m C1+C2
100 -
50 -
0 ,

0% 50% 100% P+K

Tratamientos
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Peso de macollos (g) (Cepas sin interaccion con la fertilizacién)
12 - a
10 -
8 - O Sin Bact
n 6 - ECl
=
mC2
47 W C1+C2
2 -
0
Cepas
Peso seco aéreo total (g)
35 ab ®abc @ ab ab 2
30
251 @ Sin Bact.
wn 20 mCl
Z 15 mc2
10 m Cl+C2
5 4
0 _
0% 50% 100% P+K
Tratamientos
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Area foliar total

abc abc
bcd

@ Sin Bact.
mCl

mC2

m C1+C2

0% 50% 100% P+K

Tratamientos

Extraccion de nitrégeno al ler corte (g) (Cepas sin interaccion
con la fertilizacion)

0.14 - a
0.135 - a
0.13 - @ Sin Bact
> 0.125 - mCl
EC2
0.12 7 mC1+C2
0.115 -
0.11

Cepas
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Extraccion de nitrégeno al 2do corte (g) (Cepas sin interaccidn
con lafertilizacioén)

0.35 1
0.3 ~
0.25 ~
0.2
0.15
0.1 ~
0.05 +

O SinBact
mCl
mC2
mCl+C2

Cepas

Extraccion de nitrégeno total (g) (Cepas sin interaccién con la

0.44 -
0.42 -

0.4 -
0.38 -
0.36 -

0.34

fertilizacion)

O Sin Bact
EC1l
EC2
mCl1+C2

Cepas
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0.3 -
0.25 -
0.2

o 0.15 -
0.1
0.05

Extraccion de N en raices (g)

@ Sin Bact.
mCl

mC2

m C1+C2

0% 50% 100% P+K

Fertilizacién
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