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RESUMEN

Garbi, M.; Carletti, S.; Sillon, C.; Vita, F.
2016. Respuesta de plantulas de lechuga
mantecosa (Lactuca sativa L) a la
inoculacion con una formulacion compuesta
por tres cepas de Azospirillum brasilense.
Horticultura Argentina 35(86). 19-28.

La aplicacion de Azospirillum sp. en
hortalizas promueve el crecimiento del plantin
y la productividad. En lechuga (Lactuca
sativa L.), la inoculacién con las cepas Az39,
PI64 y PI3 de A. brasilense incrementa el
crecimiento en plantines, siendo objetivo de
este trabajo evaluar las modificaciones
morfologicas que se producen en la planta
cuando las cepas se utilizan combinadas en
una formulacion. Se condujeron 3 ensayos
utilizando lechuga mantecosa cv. Lores
(Vilmorin®), inoculandose a la siembra con
una formulaciébn compuesta por las cepas
Az39, PI64 y PI3 de A. brasilense, con una
concentracion final de 1 x 107 UFC.ml-1,

utilizando plantas sin inocular como testigo.
Se dispensé 1 ml de producto por celda (1 x
107 UFC por semilla). El disefio fue
enteramente aleatorizado con 20 repeticiones.
En plantas con 4 hojas se midio peso fresco y
seco de parte aérea, radical y total, area de
absorcion 'y longitud lineal de raiz,
sometiendo los datos a anlisis de varianza.
La inoculacién produjo respuestas
diferenciales segun la estacion de cultivo. El
area de absorcion radical se incrementd
significativamente en uno de los ensayos,
superando al control en 27 %. El peso fresco
de hojas, raiz 'y planta aumentd
significativamente en dos ensayos, con
incrementos sobre el testigo del 11 %, 20 % y
12 %, respectivamente. No se observo efecto
significativo sobre la longitud de la raiz
principal ni el peso seco.

Palabras clave adicionales: biofertilizante,
Lactuca sativa L., PGPR.
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ABSTRACT

Garbi, M.; Carletti, S.; Sillon, C.; Vita, F.
2016. Response of butterhead lettuce
(Lactuca sativa L.) seedlings to the

inoculation with a formulation composed of
three strains of Azospirillum brasilense.
Horticulture Argentina 35(86): 19-28.

brasilense, using not inoculated plants as
control. It was dispensed 1ml of product per
cell (1 x 107 UFC per seed). A completely
randomized design with 20 replications was
used. When plants showed 4 leaves, it was
registered shoots, roots and plant fresh and

dry weight, root absorption area and lineal
length of root, submitting data to analysis of
variance. Inoculated plants performed
different depending on crop season. Root
absorption area increased significantly in one
of the three trials, exceeding the control by 27
%. Leaf, root and plant fresh weight were
significantly higher in two trials, reaching
values 11 %, 20 % and 12 % higher than
control plants, respectively. No significant
differences were observed on root length or
dry weight.

Vegetables inoculation with Azospirillum sp.
enhances seedling growth and crop
productivity. In lettuce (Lactuca sativa L.),
inoculation with Az39, P164 and PI3 strains of
A. brasilense improved seedlings growth. The
aim of this work is to evaluate morphological
modifications of seedlings when these strains
are combined in a formulation. Three trials
were carried out using butterhead lettuce cv.
Lores  (Vilmorin®), performing  the
inoculation at sowing with a formulation
which consisted of 1 x 107 UFC.ml-1 of a
mixture of the strains Az39, P164 y PI3 of A.

Additional keywords: biofertilizer, Lactuca
sativa L., PGPR.

1. INTRODUCCION

Azospirillum sp. es un genero de bacterias de vida libre clasificado como PGPR (plant
growth-promoting rhizobacteria), término que fue introducido en 1978 por Kloepper & Schroth
para definir a aquellas bacterias promotoras del crecimiento vegetal que habitan en el entorno de
las raices y ejercen efectos positivos en las plantas. Este microorganismo se ha encontrado
colonizando mas de cien especies vegetales, mejorando significativamente su rendimiento, como
fue observado en gramineas y leguminosas forrajeras cultivadas en condiciones edéaficas y
climéticas diferentes (Okon, 1994; Monzén de Asconegui, 2003; Okon, 2008; Cassan et al.,
2013).

Entre los mecanismos por los que Azospirillum sp. favorece el crecimiento de las plantas, se
encuentra su capacidad para producir y metabolizar fitohormonas del grupo de las auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno, &cido abscisico, entre otros reguladores (Cassan et al., 2013).
Este efecto se suma a otros de accion directa, como la fijacion bioldgica de nitrogeno, la
solubilizacion de fosfatos inorganicos o la produccion de sideréforos; e indirectos como el
control bioldgico, por la produccion de metabolitos con accion antibiotica y por la competencia
generada por microorganismos por el espacio en la rizosfera (Glick, 1995; Ongena et al., 2005).

La aplicacién de bacterias promotoras del crecimiento en cereales ha sido estudiada
ampliamente en distintos lugares del mundo, observandose incrementos de hasta el 30 % en el
rendimiento en ensayos de campo realizados en la Argentina en trigo y maiz (Puente & Garcia,
2010; Garcia et al., 2013); reportandose también aumentos en el volumen de raices, nimero de
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plantas por unidad de superficie, peso en materia verde y rendimiento en la inoculacién de
trigo, maiz, sorgo granifero, moha, avena, alfalfa y soja (Ferlini et al., 2005).

En especies horticolas, también existen experiencias que indican que la inoculacion con
Azospirillum brasilense produce efectos favorables sobre el crecimiento de la plantula y la
productividad del cultivo. En brocoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck), la aplicacion de
Azospirillum sp. a la siembra favorecio el incremento en peso fresco, seco y el rendimiento del
cultivo (Oberti Arnaudo et al., 2008). En pimiento pimentonero (Capsicum annum L. var.
trompa de elefante), las plantas inoculadas 7 dias después de la siembra con A. brasilense
presentaron mayor altura y peso seco al momento de transplante (Di Barbaro et al., 2005).
También en pimiento (cv. California Wonder), se registraron incrementos en el area de
absorcion radical, peso fresco de la raiz y total, al aplicar 1 x 107 UFC.planta™ a la siembra de
formulaciones de A. brasilense conteniendo 3 cepas (Cd, Az39 y PI3) o 5 cepas (Cd, Az39, PI3,
UNLu7 y PI64) (Carletti et al., 2011a). En tomate (Solanum lycorpesicum), plantas tratadas 15
dias después del transplante con A. brasilense (cepa Az39), alcanzaron una altura, rea foliar y
volumen de raiz significativamente mayor que el testigo sin tratar (Diaz & Iglesias, 2002). En
tomate linea platense, la inoculacion con un producto comercial (cepa Az39) y con la
formulacién compuesta por las cepas Cd, Az39 y PI3 produjo un aumento significativo en el
peso medio de los frutos, respecto al testigo sin inocular (Garbi et al., 2012a). En zapallo anquito
(Cucurbita moschata L.) la aplicacion de un inoculante conteniendo A. brasilense cepa Az39
incremento el peso seco de la parte aérea y total respecto al testigo sin inocular (Cracogna et al.,
2001) y en zapallito de tronco (Cucurbita maxima), tanto el uso de una formulacion comercial
(cepa Az39) como una conteniendo las cepas Az39, PI64 y PI3, incrementaron
significativamente el rendimiento respecto al testigo sin tratar (Garbi et al., 2012b; Carletti et al.,
2012). En lechuga se observaron efectos beneficiosos de la inoculacion con 13 cepas de esta
PGPR, aplicadas individualmente, con efectos variables segin la cepa, fundamentalmente
visibles sobre el sistema radical, observandose raices de mayor longitud total por la inoculacion
con la cepa Sp7 y aumentos en el area de absorcion radical al usar la cepa PI50 (Hernandez,
2011). Mejor crecimiento del plantin e incrementos del orden del 20 % en la concentracion de
acido indol-3-acético fue observado en esta especie por la inoculacion con la cepa Sp7
(Mangmang et al., 2015). La inoculacion a la siembra con las cepas Az39, P164 y PI3, aplicadas
conjuntamente, incrementaron significativamente la longitud de la hoja y el peso fresco de la
planta al momento de transplante, mientras que a cosecha, las plantas inoculadas a la siembray a
la siembra y al transplante, presentaron mayor precocidad y una cantidad de hojas
significativamente mayor, en relacidn al testigo sin inocular (Carletti et al., 2011b). Comparando
la aplicacion de la formulacion mencionada previamente, con otra que ademas contenia las cepas
UNLu7 y Cd, se encontrd que las dos mezclas incrementaron significativamente el area de
absorcion radical, respecto al testigo sin inocular, mientras que la mezcla que contenia las 5
cepas produjo incrementos significativos también en la longitud lineal de la raiz y en el peso
fresco de la parte aérea (Carletti et al., 2011a). Fasciglione et al. (2012) observaron que la
inoculacion de semillas de lechuga a la siembra con A. brasilense increment6 la cantidad de
plantulas obtenidas y el peso fresco y seco de las mismas, con una tasa de establecimiento
posterior al transplante, peso de las plantas a cosecha y contenido de acido ascorbico
significativamente superior que en plantas sin inocular. En esta especie, A. brasilense aplicado a
la semilla, también mejora la respuesta de planta a condiciones de alta salinidad en el suelo,
permitiendo la obtencidn de plantas con mayor peso fresco y seco, asi como su calidad post-
cosecha, por un aumento en el contenido de clorofila y acido ascorbico, con una disminucion en
la tasa de oxidacidn e intensidad del amarronamiento, segin se observo en ensayos en los que se
sometieron a las plantas inoculadas y sin inocular a concentraciones crecientes de NaCl, (Barassi
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et al., 2006; Fasciglione et al., 2012; Fasciglione et al., 2015). La inoculacion con A. brasilense
también permite aumentar el vigor, porcentaje de germinacion y de plantulas normales en
semillas de lechuga envejecidas (Carrozi et al., 2012).

La inoculacién con una formulacién compuesta por las cepas Az39, PI64 y PI3 de
Azospirillum brasilense promueve el crecimiento en plantines de lechuga, siendo objetivo de este
trabajo evaluar las modificaciones morfoldgicas que se producen en la planta.

2. MATERIALES Y METODOS

En la Universidad Nacional de Lujan, Buenos Aires, Argentina (34° 34’ 13” S, 59° 06* 18”
W) se realizaron 3 ensayos, utilizando en todos los casos la misma forma de conduccion. Las
fechas de siembra fueron: Ensayo 1: 20/09/2009, Ensayo 2: 21/09/2011 y Ensayo 3:
20/07/2012.

En los 3 ensayos se utilizé lechuga mantecosa (Lactuca sativa L.) cv. Lores (Vilmorin®)
sembrada en bandejas de germinacion de plastico negro de 200 celdas (11 cm? por celda) de
seccion tronco cénica. Como sustrato de germinacion se utilizdé una mezcla comercial
recomendada para una gama amplia de cultivos, cuyas caracteristicas segun datos del fabricante
eran: pH: 5,2 — 5,8, materia organica: 85-90 %, conductividad eléctrica: 0,30 - 0,45 mmhos.cm™,
porosidad de aire: 20 — 25 %, porosidad de agua: 60 %, agua disponible: 30 — 35 % y porosidad
total: 80 — 85 %. Las bandejas de germinacion se colocaron sobre una mesada ubicada en el
centro de un invernadero parabolico de 6 x 20 m, con orientacién E-W. La siembra se realiz
manualmente, colocando una semilla por celda. Previo a la siembra se realiz6 una prueba de
germinacion con la que se obtuvo un 100 % de semillas germinadas, lo que permitié asegurar
que no ocurririan fallas de germinacion atribuibles a la calidad de la semilla. Las bandejas se
regaron diariamente con agua destilada, proveyendo el volumen requerido para alcanzar la
capacidad de campo. Durante el desarrollo de los ensayos no fue necesario realizar tratamientos
fitosanitarios ni se adicionaron fertilizantes.

El tratamiento consistié en la inoculacion en el punto de siembra con una formulacién
experimental producida en base a tres cepas de A. brasilense: Az39, PI64 y PI3 con una
concentracion final de 1 x 10" UFC.ml™, aplicando con pipeta automatica 1 ml de la formulacion
por punto de siembra. Se utilizaron como testigo plantas sin inocular.

Para la formulacion del inoculante, cada cepa se desarrollé en forma individual en el medio
de cultivo descripto por Okon et al. (1977), con el agregado de NH4Cl como fuente de
nitrégeno, con incubacion a 32 °C durante 48 hs en agitador a 170 rpm. Finalizado el proceso de
fermentacion, cada cepa fue titulada segin la metodologia propuesta por Cassan et al. (2015),
realizando las siembras en medio Congo red (RC) (Rodriguez Céaceres, 1982).

Las determinaciones se realizaron cuando las plantas alcanzaron la edad fisiologica de 4
hojas verdaderas, como parametro objetivo del nivel de desarrollo alcanzando por el plantin en
los 3 ensayos. Se registrd: longitud de la raiz principal, por medicion directa con una regla
milimetrada; area de absorcion radical, a través del método de Carley y Watson (1966) que
consiste en hacer una determinacion indirecta por medio de la diferencia de peso de una raiz que
se sumerge en una solucion saturada de Ca (NOg)2, registrando la cantidad (en peso) adsorbida
por cada raiz en estudio; peso fresco de la parte aérea, radical y total, utilizando una balanza
electronica; peso seco de la parte aérea, radical y total, por secado en estufa a 80 °C hasta peso
constante y pesaje en balanza electronica.

Se utilizd un disefio enteramente aleatorizado con 20 repeticiones, estando cada parcela
compuesta por 400 plantas. Los datos fueron sometidos a analisis de la varianza, utilizando el
programa InfoStat version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La inoculacién con la formulacion compuesta por las cepas Az39, P164 y PI3 de A. brasilense
incrementd en forma significativa el area de absorcion radical en el Ensayo 1, produciendo un
aumento del 27 % respecto al area de absorcion radical de plantas sin inocular, sin observarse
diferencias significativas en el resto de los ensayos; aunque en el Ensayo 3, las plantas
inoculadas presentaron un area de absorcion radical 14 % mas elevada que las plantas no
inoculadas (Figura 1). Carletti et al. (2011a) también observaron un efecto favorable sobre el
area de absorcion radical en lechuga, utilizando una formulacion compuesta por las mismas
cepas. La respuesta de esta variable a la inoculacion con esta formulacion podria explicarse por
la incorporacion de las cepas P164 y PI3, dado que en lechuga su aplicacion en forma individual
al momento de la siembra produjo, en el caso de PI64, incrementos del orden del 43 % en el area
de absorcion radical, diferencidndose significativamente de las plantas sin inocular, mientras que
PI3 produjo aumentos del 33 % (Hernandez, 2011). La longitud de la raiz principal no fue
significativamente modificada por la inoculacion en ninguno de los 3 ensayos (Figura 2),
respuesta atribuible a la caracteristicas de las cepas que componen la formulacién, dado que su
aplicacion por separado a semillas de lechuga al momento de la siembra tampoco produjo
diferencias respecto a las plantas sin tratar (Hernandez, 2011). En la Foto 1 puede observarse las
caracteristicas de plantulas de lechuga inoculadas con A. brasilense y sin inocular y en la Foto 2
un detalle de pelos absorbentes en ambos tratamientos.
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Figura 1. Area de absorcion [mg Ca(NOs),] en plantas de lechuga mantecosa (Lactuca sativa L.)
cv. Lores (Vilmorin®) inoculadas a la siembra con las cepas Az39, P164 y PI3 de A. brasilense.

Referencia: Barras grises, plantas inoculadas; barras negras, plantas sin inocular. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p = 0,0018) para cada Ensayo:
Ensayo 1: afio 2009, Ensayo 2: afio 2011, Ensayo 3: afio 2012.
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Figura 2. Longitud lineal de raiz [mm] en plantas de lechuga mantecosa (Lactuca sativa L.) cv.
Lores (Vilmorin®) inoculadas a la siembra con las cepas Az39, PI64 y PI3 de A. brasilense.
Referencia: Barras grises, plantas inoculadas; barras negras, plantas sin inocular. Ensayo 1: afio

2009, Ensayo 2: afio 2011, Ensayo 3: afio 2012.

Foto 1. Planta de lechuga mantecosa (Lactuca sativa L.) cv. Lores (Vilmorin®) inoculada a la
siembra con las cepas Az39, P164 y PI3 de A. brasilense (a) y una planta sin inocular (b)
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Foto 2. Pelos absorbentes en raices de una planta de lechuga mantecosa (Lactuca sativa L.)
cv. Lores (Vilmorin®) inoculada con las cepas Az39, PI64 y PI3 de A. brasilense (a) y una
planta sin inocular (b).

Las plantas inoculadas incrementaron significativamente el peso fresco de la parte aérea,
radical y total en los Ensayos 1 y 2, marcando una tendencia también positiva en el Ensayo 3,
con incrementos de 11 % en el peso fresco de la parte aérea, 20 % en el peso fresco de la raiz y
12 % en el total, respecto a plantas no inoculadas (Tabla 1). ElI peso seco no fue
significativamente modificado por la inoculacion (Tabla 2). La respuesta observada en el peso
fresco podria estar relacionada a que el uso de bacterias PGPR mejora la tasa de absorcion de
agua (lglesias et al., 2000) por parte de las plantas, habiéndose encontrado que la cepa Az39,
presente en la formulacion utilizada en este trabajo, mejord también el peso fresco de plantines
de lechuga y zapallito de tronco evaluado 30 dias después de la siembra (Hernandez, 2011;
Carletti et al., 2012).

Tabla 1. Peso fresco de la parte aérea, radical y total [g] en plantas de lechuga mantecosa
(Lactuca sativa L.) cv. Lores (Vilmorin®) inoculadas a la siembra con las cepas Az39, PI64 y
PI3 de A. brasilense.

Ensayo 1: afio 2009 Ensayo 2: afio 2011 Ensayo 3: afio 2012

Aéreo | Radical | Total | Aéreo | Radical Total | Aéreo | Radical Total

Inoculadas | 0,74 a? 0,21a| 0,95a| 0,23a 0,10a| 0,33a 0,53 0,059 0,59

No inoculadas | 0,55 b 0,14b | 0,69b| 018b 0,08b| 0,26 b 0,47 0,049 0,52

CV.| 2151 2752 | 22,15| 28,53 3211 | 2822 | 2141 5141 | 22,13

p=00010| 0,0004 | 0,005| 0,0289 | 0,0464 | 0,0264 | 0,1139 | 0,2824 | 0,1061

“Letras diferentes indica diferencias estadisticamente significativas en la columna (p < 0,05)
segun analisis de la varianza.

Tabla 2. Peso seco de la parte aérea, radical y total [g] en plantas de lechuga mantecosa
(Lactuca sativa L.) cv. Lores (Vilmorin®) inoculadas a la siembra con las cepas Az39, P64 y
PI3 de A. brasilense.

Ensayo 1: afio 2009 Ensayo 2: afio 2011 Ensayo 3: afio 2012
Aéreo [Radical Total | Aéreo | Radical | Total | Aéreo | Radical | Total
Inoculadas 0,071 | 0,021 0,092 | 0,040 0,030 | 0,070 | 0,036 0,041 | 0,077
No inoculadas 0,063 | 0,020 0,083 | 0,030 0,030 | 0,060 | 0,035 0,042 | 0,077
C.V. 27,96 | 29,32 28,25 | 43,45 45,00 | 42,45 | 45,48 49,71 | 33,91
p= 0,2506 |0,8407 0,358 | 0,2803 | 0,9025 | 0,4744 10,9239 | 0,8676 | 0,9334
25
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Las diferencias en la respuesta que se observan entre los tres ensayos pueden atribuirse a que
los mismos estan realizados en distintas estaciones de cultivo, en las que no pudieron controlarse
las condiciones ambientales, por lo que las plantas estuvieron expuestas a esta variabilidad. Una
consideracién similar fue hecha por por Puente & Garcia (2010) al observar resultados variables
en cultivos de trigo y maiz inoculados con A. brasiliense, sembrados en diferentes afios y
situaciones culturales.

4. CONCLUSIONES

En plantines de lechuga la inoculacion a la siembra con una formulacion de A. brasilense
compuesta por las cepas Az39, PI64 y PI3 produjo respuestas diferenciales segun la estacion de
cultivo. Sin embargo, es de interés destacar que se observo una tendencia al incremento del area
de absorcion radical y del peso fresco de la planta, sin respuestas significativas de la longitud de
la raiz principal y el peso seco. Las cepas Az39, PI64 y PI3 combinadas en una formulacién
mantienen sus propiedades individuales, produciendo efectos similares sobre las caracteristicas
morfologicas de la planta.
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