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EFECTO DE LAINOCULACION DE AZOSPIRILLUM
BRASILENSE SOBRE EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO
DE SETARIA LACHNEA (NEES) KUNTH'

TONIUTTI,M. A2 & FORNASERO, L. V.2

RESUMEN

El género Azospirillum sp. coloniza la rizdstera de plantas forrajeras y cereales, y ejerce un efecto
positivo a través de diferentes mecanismos, permitiendo mejorar el crecimiento y desarrollo de estas
plantas. En este trabajo se evaluo el efecto de Azospirillum brasilense sobre la germinacion, desarrollo
y componentes de produccion de Setaria lachnea. La inoculacion, si bien retrasé la germinacion de las
semillas, provoco una mayor proliferacion de pelos absorbentes de las raicillas de las plantulas. Las
plantas inoculadas presentaron en el estadio de floracion, un notorio incremento de la materia seca de
raices, hojas e inflorescencias, longitud radicular y area foliar, incrementandose ademas, el contenido
de nitrégeno en hojas y raices en un 25% y 85% respectivamente.

Palabras claves: Azospirillum brasilense, Setaria lachnea, inoculacion, germinacidon, componen-
tes de produccion.

SUMMARY

Inoculation effect of Azospirillum brasilense over the growth and
development of Setaria lachnea (nees) kunth.

Azospirillum sp. colonizes the rhisosphera of forages and cereals and it exercises a good effect
through different mechanisms allowing to improve the growth and development of these plants. The
effect of Azospirillum brasilense over germination, development and yield components of Setaria
lachnea was studied. The inoculation, though it delayed the seed germination, caused a larger proliferation
of'absorbent hairs of seedling rootlets. In flowering, the inoculated plants showed an evident increase
of dried matter of roots, leaves and panicles, lengthy roots and leaf area. There is also an increase of
nitrogen content in leaves and roots by 25% and 85% respectively.
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INTRODUCCION

Azospirillum es uno de los géneros
bacterianos PGPR (Plant Growth Promotion
Rhizobacteria) mas importantes por su capa-
cidad de mejorar significativamente el creci-
miento, desarrolloy rendimiento en grami-
neas, sean ¢stas forrajeras (Boddey y
Daobereiner, 1988; Sumner, 1990; Fages, 1994;
James, 2000; Dobbelaere ef al., 2001), o
cerealeras (Okon, 1985; Okon y Labandera-
Gonzales, 1994). Pueden encontrarse libres
en el suelo o en asociacion con las raices de
las plantas, ya sea en la superficie radicular
o en el interior de la misma (Baldani, 1987).
Esta simbiosis asociativa induce cambios
morfologicos y fisiologicos en las raices de
las plantas huéspedes debido a la produc-
cion de hormonas de crecimiento,
incrementando la absorcion de agua y mine-
rales (Dobbelaere ef al., 2001), lo cual, suma-
do a la contribucion de nitrogeno a través de
la fijacion biologica o por la asimilacion de
amonio o nitratos (Burdman et. al.,2000),
pueden promover el crecimiento y rendimien-
to de los cultivos (Okon, 1985).

La inoculacion con Azospirillum permite
incrementar el rendimiento en cultivos de tri-
go (Baldani et al., 1983; Barrios et al., 1986;
Boddey, et al., 1986; Baldani et al., 1987;
Fornasero y Toniutti, 2003), maiz (Kapulnik
et al., 1982; Barrios et al., 1984; Fulchieri y
Frioni, 1994; Fornasero et al., 2001), sorgo
(Toniutti y Fornasero, 2003) y gramineas
forrajeras (Cohen et al., 1980; Kapulnik et
al., 1981a, 1981c; Di Ciocco y Rodriguez-
Caceres, 1994).

Existen escasos antecedentes del efecto
que produce Azospirillum sp. en distintas
especies del género Setaria. Kapulnik et al.
(1981b) y Fallik y Okon (1996), hallaron que
la inoculacion a base de Azospirillum
incrementaba significativamente el rendi-
miento de Setaria italica (L.) P. Beauv.

(“moha de Hungria”), especie anual, origi-
naria del Viejo Mundo y cultivada amplia-
mente como cereal y forrajera.

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar el efecto de la inoculacion con
Azospirillum brasilense sobre la germina-
cion, el desarrollo y los componentes de la
produccién de Setaria lachnea (Nees)
Kunth (“moha perenne”), promisoria forrajera
nativa de amplia distribucion en Argentina
(Pensiero, 1993, 1995a, 1995b, 1999)y con po-
sibilidades de introduccion al cultivo (Pensiero
et al., 1995; Pensiero et al., 2005).

MATERIALES Y METODOS

Las plantas de S. /achnea utilizadas en el
presente trabajo correspondieron a una po-
blacién cultivada en el Campo Experimental
de la Facultad de Ciencias Agrarias, Univer-
sidad Nacional del Litoral (31°27" S, 60° 56°
0), procedente de la localidad de Constitu-
yentes, departamento La Capital de la pro-
vincia de Santa Fe. Ejemplares representati-
vos de dicha poblacion se conservan en el
herbario de la Facultad de Ciencias Agrarias
(SF), bajo la coleccion de Pensiero 2784. Las
semillas se obtuvieron a través de una cose-
chamasal de la poblacion de plantas, las que
se conservaron a 4°C hasta el momento de
su utilizacion.

Los tratamientos fueron testigo (T) e ino-
culado con A. brasilense (1), realizandose
evaluaciones en tres momentos fenoldgicos:
a) germinacion, b) estadio de cuatro hojas
(V4) y ¢) estadio de floracion (FL). El
inoculante comercial contenia A. brasilense
cepa Az 39 (INTA) en un soporte acuoso
estéril, cuantificandose el ntiimero de
azospirilos por mililitro de inoculante segiin
el método del Numero Maés Probable de
microorganismos (Albrecht y Okon, 1980).

El disefio experimental fue totalmente
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aleatorizado y se realizaron diez repeticiones
para cada uno de los tratamientos. Los da-
tos fueron analizados mediante la t de Student
con un nivel de significancia de 0,05.

Evaluacién de la germinacién

de S. lachnea:

Las semillas colectadas se desinfectaron
con una solucion de hipoclorito de sodio
(0,5%) durante 5 minutos y luego fueron la-
vadas seis veces con agua destilada estéril,
permaneciendo durante una hora en el agua
del altimo lavado. Posteriormente, se sem-
braron cincuenta semillas de cada tratamien-
to en germinadores confeccionados en ca-
jas de Petri estériles y se colocaron en estufa
a una temperatura constante de 25°C. En el
tratamiento inoculado, las semillas fueron
tratadas con 1ml de inoculante semi-liquido
(base acuosa) por gramo de semilla. El anali-
sis de la germinacion se realizo efectuando-
serecuentosalos 3,7, 10, 14,21,28 y 35 dias,
considerandose inicio de germinacion cuan-
do se observo la extrusion de la radicula con
un largo minimo de 2 milimetros.

Evaluacién de desarrollo y

componentes de produccion

de Setaria lachnea:

En las parcelas de cultivo de S. lachnea
del Campo Experimental se extrajeron mues-
tras de suelo a una profundidad de 15 cm.
Posteriormente, en el laboratorio se proce-
di6 a tamizar el suelo con malla de 2 mm y
mezclarlo con arena estéril (relacion 1:1) para
el llenado de macetas plasticas de 2 litros de
capacidad. El tipo de suelo empleado en la
experiencia fue Argiudol tipico y presentd
las siguientes caracteristicas quimicas: 3,96%
de materia orgdnica (Walkley and Black,
1934), 0,195% de nitrégeno organico total
(AOAC, 1990), 82,4ppm de fésforo disponi-
ble (Bray and Kurtz, 1945) y pH 6 (MAG,
1982). La cuantificacion de Azospirillum sp.
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del suelo fue 2,5.10° bacterias g 'suelo seco,
segun el método del Numero Mas Probable
de microorganismos (NMP) (Albrecht y
Okon, 1980).

En cada maceta se colocaron dos semillas
pregerminadas de S. lachnea, a 1,5 cm de
profundidad y en el tratamiento inoculado
se aplico 1 ml de inoculante. Las plantas per-
manecieron en camara de crecimiento a tem-
peratura constante de 28°C durante 60 dias.

En los estadios fenoldgicos de cuatro
hojas (V4) y floracién (F1) se extrajeron las
plantas con suelo rizosférico, evaluandose:
a) materia seca aérea y radicular, en estufa a
65°C hasta peso constante, b) contenido de
nitrégeno, por el método micro-Kjeldahl
(AOAC, 1990) c) area foliar, utilizandose un
medidor de area foliar LI-COR 3000, d) longi-
tud de las raices, por el método de intersec-
cion de lineas de Newman modificado por
Marsh (Tennant, 1974), e) cuantificacion de
azospirilos en raices, por el método del Nu-
mero Mas Probable de microorganismos
(Albrechty Okon, 1980).

RESULTADOS Y DISCUSION

La cuantificacién de A. brasilense del
inoculante fue 3.10® bacterias por mililitro.
Cohen ez al. (1980) y Bhaskara Rao y Charyulu
(2005) utilizaron una suspension de 1.108 uni-
dades formadoras de colonias/mililitro para la
inoculacion de semillas de S. italica.

Efecto de A. brasilense en la

germinacion de S. lachnea

El poder germinativo de las semillas pre-
sento valores de 14,8%y 14,6% para los tra-
tamientos testigo e inoculado respectiva-
mente, sin diferencias estadisticas
significativas. En el inoculado hubo un re-
traso en el niimero de semillas germinadas
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Fig. 1: Efecto de la inoculacion con Azospirillum brasilense sobre el % germinacion de

semillas de Setaria lachnea. I: semillas inoculadas T: semillas no inoculadas

desde el dia 3 hasta el 14, observandose en
las radiculas de las plantulas una abundante
proliferacion de pelos radicales. A partir del
dia 21 el mimero de semillas germinadas fue-
ron similares en ambos tratamientos (Fig. 1).

La baja germinacion de las semillas de S.
lachnea ha sido atribuida a la presencia de
inhibidores en las envolturas de las cariopsis
(semillas), que serian los responsables de la
dormicion de las mismas (Pensiero et al.,
1995; Schrauf et al., 1998; Exner et al., 2003).
Los resultados obtenidos muestran que la
inoculacion con Azospirillum no modifica
dicho inconveniente.

Efecto de A. brasilense en el
desarrollo y componentes de
produccion de S. lachnea

Produccion de materia seca y conteni-
do de nitrégeno. En el estadio de cuatro
hojas las plantas del tratamiento testigo pre-
sentaron mayor peso seco de hojas y raices
que las inoculadas. En floracion, el tratamien-
to inoculado mostrd un peso seco de hojas,
inflorescencias y raices superior al control,

siendo las diferencias estadisticas significa-
tivas (Cuadro 1). En este estadio, el incre-
mento de la materia seca de hojas y raices
fue del 18% y 36% respectivamente en rela-
cion con el testigo.

Las plantas de S. lachnea inoculadas con
A. brasilense obtuvieron un incremento de
17% en el peso seco de sus inflorescencias.
Fallik y Okon (1996) mostraron que las plantas
de S. italica inoculadas con A. brasilense au-
mentaron un 47% el peso seco de sus panojas.

En S. italica, el incremento del peso seco
de plantas inoculadas con 4. brasilense ha
sido sefialado por Cohen et al. (1980), Nur et
al., (1980), Okon et al. (1983), Di Cioccoy
Rodriguez Caceres (1994), mientras que
Bhaskara Rao y Churyulu (2005) hallaron
igual comportamiento utilizando diferentes
cepas de A. lipoferum.

En el estadio de cuatro hojas, el conteni-
do de nitrogeno aéreo y radicular de las plan-
tas de S. lachnea testigo fueron significa-
tivamente superiores en relacion a las plantas
inoculadas (Fig. 2A). En floracion, el conte-
nido de nitrégeno en hojas, raices e
inflorescencias, se muestra en la fig. 2B, el
porcentaje de nitrégeno de las plantas del
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tratamiento inoculado superd al testigo en
un 25%, 85% y 29% respectivamente.

En S. italica fueron reportados aumentos
significativos que varian entre 25% a 200%,
en el nivel de nitrégeno total de plantas ino-
culadas con distintas cepas de A. brasilense

(Nur et al., 1980; Cohen et al., 1980; Kapulnik
etal.,1981b, 1981c¢). Para la misma especie,
Bhaskara Rao y Churyulu (2005) observaron
un incremento en el contenido de nitrégeno
en tallos, raices y granos de plantas inocula-
das con diferentes cepas de A4. lipoferum.

Cuadro 1: Materia seca promedio (Ms) y desvio estandar (DS) de hojas, raices e inflorescencias
de los tratamientos testigo (T) e inoculado (1) en los estadios de cuatro hojas (V4) y floracion (FL)

de S. lachnea.

Estadio V4 Estadio FL
Tratamientos Ms hojas Ms raices Ms hojas Ms raices Ms inflorescencias
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
media | DS media | DS media DS media | DS media DS
T 150,4 a | 56,0 134a | 3,2 | 171,40b 71,3 13,6 b 8,4 | 10,8b 9,0
| 97,0b | 30,0 11,3b | 6,0 | 201,80a 86,2 18,5 a 12,8 | 12,7 a 6,2

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (P<0,05)
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Cuadro 2: Valores promedio de Area foliar en cm¥/pl (AF) y longitud radicular en cn/pl (LR) de
los tratamientos testigo (T) e inoculado (I) en los estadios de cuatro hojas (V4) y floracion (FL) de

Setaria lachnea.

V4 FL
AF DS LR DS AF DS LR DS
T 73,46 a 13,9 66,5 a 13,7 66,02 b 35,7 42,35b 19,6
| 49,34 b 10.6 60,3 b 24,5 92,42 a 43,1 77,23 a 65,8

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (P<0,05)

DS: desvio estandar.

Kapulnik ef al. (1981b) mostraron que los
porcentajes de nitrogeno de plantas de S.
italica en el estadio de madurez fueron 1,15%
y 1,05% en los tratamientos testigo e inocu-
lado con A. brasilense respectivamente, mien-
tras que en este trabajo los valores alcanza-
dos fueron 1,68% y 1,78% para los mismos
tratamientos en S. lachnea.

Las inflorescencias de las plantas inocu-
ladas presentaron un contenido de nitrége-
no de 0,23mg N/ply las del tratamiento testi-
go 0,18mg N/pl. El porcentaje de nitrogeno
del tratamiento inoculado fue 7% superior al
control.

Area foliar y longitud radicular. El area
foliar y la longitud radicular en el estadio de
cuatro hojas fueron significativamente ma-
yores en el tratamiento testigo que en el ino-
culado, mientras que en floracion, la inocula-
cion con A. brasilense incrementd 40% el area
foliar y 82% la longitud radicular de las plan-
tas de S. lachnea (Cuadro 2). Kapulnik et al.
(1981b) hallaron que las plantas de S. italica
inoculadas con A. brasilense incrementaron
el tamafio y ramificaciones de sus raices.

Cuatificacion radicular de azospirilos.
En las raices de las plantas testigo el recuen-
to de azospirilos durante el desarrollo de S.
lachnea fue 1,30. 107 azospirilos g-' raices

frescas en el estadio de cuatro hojas y 5,20.
10° azospirilos g-'raices frescas en floracion.
La cuantificacion en raices de plantas inocu-
ladas fue 1,35. 10°azospirilos g-'y 3,0. 10°
azospirilos g-' en los estadios fenoldgicos
evaluados. Okon et al. (1983) hallaron una
disminucion en el recuento de azospirilos en
raices de S. italica inoculadas durante el pe-
riodo de crecimiento bajo condiciones de am-
biente controladas.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que
la inoculacion de las semillas con A.
brasilense no modifica su comportamiento
germinativo.

La inoculacion con A. brasilense permite
incrementar la produccion de materia seca
de hojas, raices e inflorescencias, el conteni-
do de nitrégeno aéreo y radicular, el area foliar
y la longitud radicular en el estadio
reproductivo de S. lachnea.
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