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RESUMEN 

experimentos se realizaron durante tres a?los (87-86-69) en 
delp1rtido de Patagones 1,2.ndlo es áridas). 
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SUMMARY 

Severa' field experimente were condinted during 
(87-88-89) in soile from Patzvzonee (arid conditions). 
Fourtheen wheat eenotypes were testad for their yield response to 
inoculation with 24zosp_12-LLTum brasfiense,Only six cultivare 
responsed by a significant yieli insrease of la to 54% 	Five 
cultivare were seleeted and they were inoculated with various 
strains of A2ospirillum and their yield response were compared 
with non inoculated controle- Grain yield increases with native 
strains were significative and were up to 60%; with -Brasilian 
strains they were up to 30% but were not significant. 	The 
applicat ion of 60 Kg Niha produced yields less than inoculation 
with native strains. 
Strain sp 111 showed the best establishment within roots where 
they multiplied and formed aggregates on the root surface as was 
viewed by Scanning electron microscopy. 
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INTRODUCCION 

Durante los años 8788 y 89, nuestro grupo de trabajo ha reali-
zado ensayos de inoculación a campo con Azospirilium sobre nume-
rosas variedades de trigo de cultivo regional en el partido de 
Patagones, donde las condiciones climáticas son semiáridas, con 
escasas precipitaciones y numerosas heladas durante el período de 
cultivo de trigo. Estas líneas de trigo exhiben una amplia va-
riabilidad respecto a rendimiento y asociación bacteria-raíz. 
Los resultados obtenidos en 1987 muestran incrementos que llegan 
a un 54% en la variedad Cooperación Bahía, 33% en Chasicó Inta, 
28% en Buck Manantial, hasta 0% en Buck Pucará , 	observándose 
en otras variedades que el rendimiento e& deprime respecto al 
testigo por efecto de la inoculación con AJospirillum. 	(Pozze 
Ardizzi et al 1987) Esta respuesta estaría sustentada por el con-
cepto de ene el material genético de la planta huesped cumpLe un 
importante rol en el est--.b&-:miento,  de una asociación 
bactria-rais satisfactoria y efect. Frisiblemente debido al 
fe:=Ytimu7o en la producción de sustairias 'i,717,uladoras de crecimien- 

:la, generando un 
, de peLrr.d Lcsit 	aumenrando 

MATERIALES Y METODO 

EXPERIENCIAS A CAMPO 

 	tIjIaclOri agroeco (.5-7i-a del ssIcIlj22 dlt IsamoUL 

Lflcallización 	Las experiencias de campo se llevan a cabo _s la 
chacra Experimental de Batagones del Ministerio de Asuntos Agra-
rios de la Pcia. de Buenos Aires. Ubicada a 40 39' Latitud Sur 
y 62 54'hongitud Sud Oeste. A 40 metros sobre el nivel del mar. 

Clima: 	Las características climáticas del ciclo 1988 incluyeron 
frecuentes y rigurosas heladas, desde el mes de mayo a septiem-
bre inclusive; sobre 152 días se registraron 144 días con hela-
das (94 %) con temperaturas mínimas absolutas de -14,5 C a -21,8 
C, 	Este panorama se completó con la escasez de precipitaciones 
del período siembra-cosecha donde se registraron 141,5 mm de llu-
via que provocó el aborto floral, muerte de macollos y disminu-
ción general del tamaño de espigas. 



,.. 



El año 1989, en contraste con el año anterior, se destacó por 
presentar un invierno más templado con sólo 58 días de heladas y 
194 hs. con registros por debajo de los 0,0 C.Esto indica además 
de baja frecuencia de heladas poca intensidad de las mismas. 
La ocurrencia en septiembre de 11 días con heladas y 14 hs. con 
temperaturas inferiores a 0,0 C y 6 heladas en octubre, con una 
última ocurrida el 30 de octubre, esto más la situación de stres 
hídrico provocó como el año anterior aborto florales y muerte de 
macollos. 
El regia-en pluviométrico con 257,5 dm, un 22,2 % menor que la 
media para el partido de Patagones (331,0 mm) pero con una dis-
tribución en el aho de más del 50% en el primer semestre que 
permitió una buena implantación del trigo, aunque una brusca 
disminución de las precipitaciones en primavera genero severo 
stress durante la floración del cereal. 

,. 	Los suelos del sector destinado a los ensayos presentan 
textura franco-arenosa; 	pH entre 7 y 7,4 ; 	Carbono Orgánico 
pro 	o de 0.98 % ; Nitrógeno promedio de 0.08 % y Fósforo pro- 
medio 15 ppm, expresado como P e(Bray-KurtzH 	La población. 
bacteriana total promedie obteL1J„,. 	(NEP) en suelo 
seco, al aire se estimo en 1,5' 
El número total de bacterias cl7re21 	de 
( Nfb ) fue 2 	10 u.f.c./g de - 
Todos estos recuentos fueron 	el 	superfi- 
cial ( 0-20  cm) 
No se detectó presencia de ATC 
limitados para los ensayos. 

Antecedentes del lote y tareas culturales: 

Ciclo 1088: Los antecedentes de cultivo evena, viola en 1986 y 
avena más vicia pastoreada , arte 1S87. Luego se barbechó a 

octubre de 1937, 000 tres pasadas de cultivador de 
campo hcota e) momento de la siemLre  

Ciclo 1 30: 	El lote utilizado prcvenia de trigo alo por medio 
con incorporación del ganado y mes-as- del- suelo en una serie de 
labores que se iniciaron en febrero del aho 1988 con arado de 
discos multiples, tarea que se rePitió en. junio. Luego se hizo. 
el mantenimiento del barbecho con cuatro pasadas de cultivador de 
campo. 	En las dos Ultimas se inocrporó un herbicida de .presiem- 
bra, 	Trifluralina a ramón de 0,5 it/ha, destinado a controlar 
Avena fatua. Previo a la siembra en ambos ciclos se efectuó un 
análisis edafológico del sitio de los ensayos. 

Análisis de suelos 

 	+ 
1987 

4- 

Aho 
1983 

+ 
1989 

-Ph 	(1:2,5) ' 7.4 ' 7.0 1 7.1 
-Carbono organico, Walkley-Black ! 1.2 ! 0.81 1 0.93 
-Nitrógeno total, Kyeldhial ! 0.05 ! 0.06 ! 0.08 
-Fosforo, Broy-Kurts , 15t . 16 15 
-Textura, Bouyoucous ' FA ! FA FA 

1 
+ + + 
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Enriavos:  

Durante los años 1988 y /989 se realizaron tres tipos de expe-
riencias denominadas Ensayos de Cepas, Red Nacional y Varieda- 
des, que se describen a continuación. - 
*RED NAPIONAL:  Este ensayo surge de la discusión de los distin- 
tos grupos que componian el proyecto de Fijación no simbiótica de 

. Nitrógeno-  a nivel nacional. 
El objetivo de esta experiencia fue observar la respuesta a la 
inoculación con Asospirillum en trigo en distintas condiciones 

agroecológicas. 
*ENSAYO de VARIEDADES:  Consistió en la prueba de distintos mate- 
riales con el objetivo de seleccionar aquellos que expresen una 
mayor afinidad a la inoculación con Asospirinum. 
Para ello se ensayaron catorce variedades de trigo y luego se 

r 	seleccionaron cinco, se trabajó sobre una parcela principal con 
subtratamientos de inoculación en parcelas divididas en bloques 
al azar, con cuatro repeticiones. 
*FnsAVO  DE.  CEPAS  Tiene como objetivo probar la inoculación del 
trigo con distintas cepas de Azospírillum. 
La siembra se efectuó el 24 de mayo de 1986, en surco profundo a 
25. cm. El trigo utilizado fue Buck Manantial. La densidad de 2 
-1 siembra alcanzó en ambos ciclos 180 plantas / m (62,4 ke ha ) 
Las parcelas experimentales fueron de 7m x 1,75 m y los trata-
mientos efectuadoa sobre un diaeho de bloque al azar, con cuatro 
repeticiones; fueron lcs siguientes 	tres cepas de Azospirillum 

brasilense sp.7 , sp. iii y Sp.245 , más un control sin inocu- 

lar. 

EXPERIENCIAS EN LABORATORIO 

RmsAyOS  LE, TPIGO J110~0  IN LAB0PATOBIO:  
En frascos Fyrex de 250 cc, se colocaron 150 cc. de suelo ex-
traído del sector donde se realizan los ensayos de campo. 
Se esterilizo el suelo en autoclave a 1 atm. de presión durante. 
una hora . Repitiendo esta operación cuatro veces. Se agregó 
agua a ese suelo hasta el 50 % de su capacidad de retención de 
agua, previamente determinado. 
Se practicaron cuatro perforaciones por frasco de 1 cm. de di:a--
Metro por 3 cm, de profundidad. Se agregó el mismo •inoculante 
usado para loa ensayos de campo. 
Se introdujo en cada orificio una semilla eateril de trae 	rie- 
dad Manantial, y se cubrió con tierra, Se mantuvo la humedad al 
50 % de la capacidad de retención de agua. Se realizó igual tra-
tamiento para obtener plantas testigos, pero sin agregar inocu-
lante, se colocó igual proporción de turba en el medio de culti-
vo esteril. 
Al mes de sembradas se extrajeron las cuatro plantas de cada 
frasco , se lavaron para eliminar el suelo rizosférico, se cor-
taron en trozos de aproximadamente de 1 a 1,5 cm, , se mantu-
vieron sumergidas en FAA (solucón fijadora al 5 % de Formbl; 5 % 
de Acido acético glacial y 90 % de alcohol étilico de 96 ) duran-
te una noche.huego 5e lavo con buffer fosfato, (tres veces dura-
nte 15 min.) 
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Se conservó en heladera sumergido en buffer hasta su posterior 
preparación para la observación con microscopio electrónico -.de 
barrido. 
Inmediatamente antes de metalizar la müestra se deshidrató con 
lavados de 15 min. de solución de alcohol étilico de 96 (100 %); 
luego solución alcohol-acetona (50 % y 50 '4) y por último sola-
dor, de acetona (100 %) 
Las ralees se llevaron a punto critico, se montaron sobre tacos 
y se metalizaron con oro previa a la observación con microscopio 

de barrido. 
el Servicio de Microzcopia electrónica 
Investigaciones Básicas y Aplicadas de 

Bajo el asesoramiento y conducción 
profesora Viviana S. de Lozano. 
-FEcTIENTO DE Azospirillum En RAICFS: A los 40 días de sembradas 
las semillas de trigo, inoculadas con una suspensión de Azospi- 
rillum, 	se extrajeron plantas porcada parcela, maestreadas al 
azar. 	Las plantas se tomaron tratando de extraer completamente 
la raíz junto con el suelo rizoférico adherido a ellas. 
En el laboratorio se separó el suelo de la raíz por lavado bajo 
canilla, se secaron con papel de filtro, se dejaron al aire por 
medía hora y se peso 1 gr. de ralees. 
Se disgregó la raíz en mortero junto con 9 ml de solución de sa-
carosa esteril al 40%. Se efectuaron diluciones y se realizó 
recuento por NMB, sembrando por :da dilución tres tubos de me- 
dio Nfb libre de nitrógeno, 	fico Par AsosPirillum. 	Se 
incubaron a 30 C durante 48 ha. 	da.te,'minó el número de 
Asospirí]Jun. por gramo de raíz. Fn be al naaero de taibos que 
acusaron desarrollo positivo 	zltando ms tablas de Mc. 
Crady. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Ciclo 1987 

Los ensayos realizados durante el ciclo 1987 fueron de caracter 
preliminar, 	en ellos se analizó la respuesta a la inoculación 
Con Asospirillum brasilense ( cepa sp 7 ) obtenido sobre catorce 
variedades de trigo de interes regional (Tabla I). En estos cul-
tivos se midieron parametroS de rendimiento en parcelas inocula-
das vs parcelas testigo sin inocular. 

Ciclos 88-89 

Los resultados obtenidos durante los ciclos 88 y 89 se presentan 
en las tablas II, 111 y IV. Debe aclararse que durante el ciclo 
88 las experiencias a campo sufrieron dahos por acción de las 
liebres por cuanto de algunos ensayos solo se obtubieron resulta-
dos parciales , los que fueron usados en forma comparativa con 
los obtenidos en 1987 y 1989 pero no se presentan en este traba-
jo. 
La tabla II muestra los resultados obtenidos en el ensayo de va-
riedades ciclo 89. 

electrónico 
Se utilizó 
gional de 
UNS-CONICET, 
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Nota: 

! Tabla II: Ensayo comparativo de cinco variedades de trigo y su! 

! respuesta ala inoculación con Azospirillum brasilense sp?- 	! 

! ciclo 1989. 	
! 

4- 	 + 	+ 	+ 

! 	 ! incremento-Rend. %! Asociación 	! 

Variedad 	! L Kg/ha 1 	! AzospirinuA+ 	! 
! Inas. vs Testigo ! raíz (1) 	! 

	 + 	+ 	4 

!1.Buck Manantial 	! 	+ 11,88 	+ + + 	! 

19.Cochicó Inta 	! 	+ 22,52 	+ + + 

!S.Coop. Cabildo 	! 	- 10,49 
14.Buck Trucará 	- 15,89 
15,Buck Poncho 	+ 9,20 	4 

i 	(1) Recuentos por NNP en medio Nfb semisólido, libre de 
! 	Nitrógeno, sobre ratees lavadas de trigo al momento 
! 	de cosecha. 

- No se observó presencia de Azopirillum sp, sin embar- 
go en algunas muestras se observó presencia de Azoto- 1 

b&-.,ter nativo y Clostridlum, 
1 	+ Presencia de Asospírillum brasliense en número .hasta 
1 	z 
! 	1. 10 a u.f.c./gx de raíz. 

Presencia de Azospiri1iw. brasilense en numero de 

3 	4 
1.10 a 1.10 u.f.c., 	raíz. 

Las variedades Buck Manantial y Cochicó Inta se comportaron con 
igual tendencia a incrementar el rendimiento en grano, comporta-
miento igual al observado en el ciclo 87 y a los rendimientos 
parciales obtenidos en el ciclo as (datos no publicados); resul-
tados que se podrían vincular a la eficiencia observada en la 
asociación rizosferiea Azostlirilluin-rai2, Buck Fucará presentó 
muy baja asociación con la bacteria usada, como inoculante y su 
rendimiento resulto deprimido en relación a los controles, igua-
les observaciones se realizaron años anteriores. 
Sin embargo las variedades Cooperación Cabildo y Buck Poncho nc 
mostraron el comportamiento esperado acorde a años anteriores. 
Buck Poncho, 	que según ensayos preliminares debía coMportarse 
como Buck Fucará, presentó un incremento del 9,20 % respecto a 
su control, a pesar de haber asociado muy debilmente con, el ino- 
culante, 	sin embargo el análisis bacteriológico efectuado a las 
raices permitió establecer una importante asociación con otros 
diazótrofos nativos del suelo tales como Azotobacter sp. 	y 
Clostridium sp., los que podrían haber contribuido a ese incre-
mento observado. 
Cooperación Cabildo si bien presentó niveles medios de asociación 
bacteriana, su rendimiento se vio deprimido con relación al con-
trol; esto podría explicarse pensando que el microorganismo aso-
ciado a la raíz ha cubierto en este habitat sus necesidades 
nutricionales pero no ha logrado estimular en la planta los meca-
nismos necesarios para aumentar el rendimiento, por el contrario 
tendría en este caso un efecto"parásito-  sobre el vegetal. 
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CONCLUSIONES 

Los estudios realizados usando microscópía elctrónica muestran• 
identica población y distribución bacteriana en raices de plantas 
cultivadas en condiciones controladas in-yitro que las detectadas 
en ralees de trigo inoculado y cultivado en condiciones de campo. 
Estas obsevaclones permiten visualizar la existencia de elementos 
de adhesión extraceular como son las fimbrias (Bastan zt. al 
1986), 	fijación tan firme esta que les permite mantenerse adhe- 
ridas a pesar del tratamiento agresivo que sufren durante la pre-
paración previa a la observación.  por SEM. (Bae el_ al 1972) 
La relación comparativa entre rendimientos en granos versus aso-
ciación bacteriana a nivel rizosférico, especialmente teniendo 
en cuenta las caracteristicas agroecológicos marginales del Par- 
tido de Patagones, nos permiten aportar nuevos datos que apoyan 
las experiencias. realizadas por otros investigadores (Jagnow 
1987; 	Baldan/ et al 1983, 1987 ; Eashan et al 1987) proponen 
que el efecto fundamental que se logra a partir de la inoculación 
con Asospirlliam estaría en relación con el mayor desarrollo ra- 
dicular causado por un estimulo mutuo (planta-bacteria) en la 
producción de sustancias reguladoras de crecimiento; este incre-
mento observado en el número de pelos radicales permite a la raíz 
una mejor y mayor exploración del suelo circundante optimizando 
el uso del agua y de loe nutrientes disponibles en el suelo, 
(Kapulnik et al 1985; Harari et al 1989; Hartman 1989) 
LOE: incrementos en rendimiento en grano obtenidos sobre las 
variedades de trigo inocu/adaz con cepas nativas, como la varia- 
bilidad observada en las asociaciones entre variedades versus 
cepas, nos permiten pensar en la necesidad de orientar los estu-
<dios a fin de obtener las cepas nativas que asocien más eficien- 
temente con las diversas variedades dde trigo de interes 
regionai, 	considerando el material genético _de la planta en re- 
lación a cepas nativas de la región de cultivo, (Ela el. al  1982; 
Fogher 1987). 
Los resultados observados en nuestros ensayos demuestran que no 
sería conveniente recomendar cepas de Asospirinum que pudieran 
ser usados en la producción de inocUlantes con criterio universal 
para cualquier variedad de trigo. 
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FrIto 3: Sección de raíz inoculada con Asos 	llam sp 111 loca- 
lizado a la izquierda en la foto 1, observado con 4.800X. 	Se 
detectan bacterias adheridas por medio de fimbrias a la 
superficie radical. 

Fotó 	 Micrografía ampliada de la raíz de trigo inoculado con 
M'aspirina» y cultivado a campo, presentada en la foto 2, ob-
servada con 4.500X, muestra igual distribución , morfológía y 
adhesión bacteriana en la superficie radical que la raíz de la 
foto 3. 
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