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(Cicer arietinum L.) under controlled conditions
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Resumen

En Tucuman el cultivo de garbanzo est4 en expansion con excelentes perspectivas de comercializacion. Las evidencias
demuestran el efecto estimulante para la planta de la inoculacion bacteriana, y se destaca la conveniencia de la adopcion
de esta tecnologia para el sostenimiento de altos rendimientos de este cultivo en la region. Las bacterias nativas
constituyen una excelente fuente para la seleccion de nuevas cepas con capacidad para promover el crecimiento vegetal.
Los objetivos fueron caracterizar rizobacterias nativas y evaluar su desempeilo como promotoras del crecimiento
vegetal en garbanzo en condiciones controladas. Se trabajo con seis bacterias que demostraron, in vitro, capacidad para
solubilizar fosfatos, fijar nitrogeno atmosférico, producir sideréforos y actuar como agentes de biocontrol. Semillas de
garbanzo desinfectadas y pregerminadas se inocularon por inmersion en las suspensiones bacterianas, se sembraron en
macetas con vermiculita esterilizada y se colocaron en camara de cria a 22 + 2 °C, humedad 25 % y fotoperiodo 16/8
horas. A los 45 dias, se analizaron: altura de planta, porcentaje de fosforo foliar, peso seco de parte aérea y de raices
y longitud de raices. Los resultados mostraron que los aislamientos Ba, Pf, YM,, Ym;, YM, y Me, solubilizan
fosfato tricalcico y producen sideroforos. Ba, Pf, YM,, YM;, Ym4, presentan actividad nitrogenasa, y Ba, Me
y YM, producen inhibicién de micelio fungico. Como consecuencia de la inoculacidon con estos aislamientos,
se incrementaron altura de planta, contenido de fosforo foliar y peso seco de parte aérea y raices, desempefo
que los hace promisorios para su uso como potencial bioinsumo en garbanzo.
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Abstract

In Tucuman, cheackpea cultivation is expanding with excellent marketing prospects. The evidence demostrates the
stimulating effect for the bacterial inoculation plant, and the convenience of adopting this technology for sustaining high
yields of this crop in the region. Native bacteria are an excellent source for the selection of new strains with the capacity
to promote plant growth. The objectives were to characterize native rhizobacteria and evaluate their performance as
plant growth promoters in chickpea under controlled conditions. The work was done with six bacteria that demonstrated,
in vitro, ability to solubilize phosphates, fix atmospheric nitrogen, produce siderophores and act as biocontrol agents.
Disinfected and pregerminated chickpea seeds were inoculated by immersion in bacterial suspensions, planted in pots
with sterilized vermiculite and placed in a breeding chamber with 22 + 2 °C, RH 25% and photoperiod 16/8 h. After 45
days, plant height; percentage of foliar phosphorus; dry weight of the aerial part and of roots and length of roots were
analyzed. The results showed that the isolated Ba, Pf, YM,, YM,, YM, and Me, solubilize tricalcium phosphate and
produce siderophores. Ba, Pf, YM,, YM,, YM,, have nitrogenase activity, and Ba, Me and YM, produce inhibition of
fungal mycelium. As a consequence of the inoculation with these isolates, under controlled conditions, plant lenght, foliar
phosphorus content and dry weight of aerial part and roots were increased, performance that makes them promising for
use as a potential bio-product in chickpea.

Keywords: Rizobacteria; Bio-product; Chickpea.

Introduccion alimentacion humana. El garbanzo (Cicer arieti-
num L.) constituye una gran riqueza en lo que a

Las legumbres son consideradas como una de  aportes nutritivos se refiere. Su valor esta dado por
las principales fuentes de proteina vegetal para la el nivel de proteinas, almidones y lipidos (mas que
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otras legumbres) y al mismo tiempo, aporta fibra y
calorias. Es la segunda leguminosa mas cultivada
en muchas partes del mundo y el 96 % se produce
en los paises en desarrollo (FAOSTAT, 2010).

En Argentina, el cultivo del garbanzo representa
una alternativa valida, no so6lo para las zonas de
regadio, sino también para las otras regiones del
pais, como el noroeste argentino (NOA), que po-
seen las mejores condiciones agroecologicas para
la produccion de esta legumbre invernal (Vizga-
rra, 2017).

La incorporacion de nuevas zonas productoras
y el crecimiento de las tradicionales regiones del
cultivo han permitido registrar este aumento ex-
cepcional. Esto obedece a varios motivos, entre
los que se encuentran: una alternativa de cultivo
en invierno con una leguminosa que aporta ni-
trégeno al suelo, requerimiento de humedad bajo
(entre 300-400 mm de agua en su ciclo), un precio
de venta interesante, y una importante y creciente
demanda internacional. Con esto, Argentina paso
de ser un mero productor interno a ser un exporta-
dor importante a nivel mundial. El principal desti-
no de nuestras exportaciones es la Union Europea,
luego le siguen Turquia e Israel. En relacion con
los tradicionales paises compradores de garbanzo
argentino encontramos a Brasil, Chile y Colombia
(De Bernardi, 2016).

En la provincia de Tucuman el cultivo de gar-
banzo estd en expansion (en 2017 se sembraron al-
rededor de 25.000 ha) con excelentes perspectivas
de comercializacion y es importante destacar el
mayor conocimiento alcanzado por los producto-
res en el manejo del cultivo y los avances tecnolo-
gicos en los tltimos afios respecto a la creacion de
nuevas variedades que cumplen con las demandas
mas exigentes de los paises de Europa (Vizgarra,
2017).

La cantidad de nutrientes extraidos por las cose-
chas puede ser elevada y es donde la actividad de
la microflora benéfica del suelo debe ser suficiente
para satisfacer los requerimientos nutricionales de
los cultivos. La busqueda de alternativas que ayu-
den a minimizar el efecto adverso de los fertili-
zantes quimicos es de gran interés hoy en dia para
la agricultura. En este contexto, los avances de la
biotecnologia han permitido encontrar soluciones
eficaces utilizando microorganismos como una al-
ternativa a la aplicacion de fertilizantes minerales
(Guzman et al., 2012).

En un sistema agricola, los microorganismos
desempefian diversas funciones que responden a

la composicion biologica del suelo, la competen-
cia entre ellos y al reconocimiento planta microor-
ganismo. De igual modo, las propiedades fisico-
quimicas del suelo y el clima influyen en el tipo
de interacciones y la determinacion de los efectos
determinantes en el desarrollo de los vegetales
(Radjacommare et al., 2010).

Algunos microorganismos, especialmente los
asociados con las raices tienen la habilidad de in-
crementar el crecimiento de las plantas y su pro-
ductividad; estos son reconocidos como PGPR
por sus siglas en inglés (Plant growth promoting
rhizobacteria) (Kloepper y Schroth, 1978).

Las PGPR pueden ser utilizadas como biofertili-
zantes mejorando la disponibilidad de nutrientes;
fitoestimulantes ya que promueven el crecimiento
a través de la produccion fitohormonas y biocon-
troladoras por la produccion de antibidticos, anti-
fingicos o enzimas liticas y la induccion de la res-
puesta de defensa de las plantas (Kloepper et al.,
1989). Estos microorganismos son utilizados cada
vez mas en la produccidn agricola por sus aportes
a los cultivos a través de diferentes mecanismos
de accion, como pueden ser: fijacion biologica de
nitrégeno (Garcia de Salamone, 2012), solubili-
zacion de fosfatos (Restrepo-Franco et al., 2014;
Patino-Torres, 2014), produccion de fitohormo-
nas (Lugtenberg y Kamilova, 2009), produccion
de sideroforos (Shen et al., 2013; Sasirekha, y
Shivakumar, 2016) y accion biocontroladora so-
bre otros microorganismos perjudiciales (Bhatta-
charyyay Jha, 2012; Molina-Romero et al., 2015).

En muchos casos, los microorganismos presen-
tan uno o mas tipos de interacciones para dismi-
nuir o prevenir los efectos deletéreos causados por
organismos fitopatogenos. La supresion de enfer-
medades por biocontrol ocurre como resultado de
la manifestacion de interacciones entre la planta,
el patdgeno y las condiciones ambientales (Siddi-
qui, 2006).

La expresion de la capacidad promotora del cre-
cimiento de las plantas inoculadas con PGPR en
ensayos de laboratorio, invernadero y campo ha
sido evaluada a través de diversas variables, tales
como el incremento de la elongacion del tallo y de
las raices, el estado nutricional de las plantas tra-
tadas, la ganancia en materia seca, el contenido de
proteinas y el valor nutricional del grano (Tilaky
Srinivasa, 20006).

Numerosos investigadores han demostrado
el potencial biotecnologico de la aplicacion de
PGPR en diferentes cultivos. Entre ellos, Banerjee
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et al. (2010), Cabra Cendales et al. (2017) y Nas-
sal et al. (2018) en tomate; Viruel et al. (2014) y
Garcia et al. (2015) en maiz; Peralta ef al. (2014)
en batata; Buono et al. (2016) en tabaco y pimien-
to; Delaporte-Quintana et al. (2017) en frutilla y
Rodriguez ef al. (2018) en yacon.

En relacion con el cultivo del garbanzo, se ha es-
tudiado que la coinoculacion de rizobios - PGPR
produce aumento del nimero de nodulos, de la fi-
jacion biolégica de nitrogeno, mejora la respues-
ta a situaciones de estrés, etc. En este sentido,
Ortega-Garcia et al. (2016) obtuvieron resultados
promisorios de la interaccion de Mesorhizobium
sp. y Bacillus sp., solubilizador de fosforo, en dos
variedades de garbanzo demostrando asi la posibi-
lidad de utilizar esta alternativa para la mejora de
la nutricion del cultivo. Estas asociaciones confie-
ren a la tecnologia del cultivo un componente de
sostenibilidad, al influir en el beneficio econémico
del garbanzo por concepto de ahorro de fertilizan-
tes nitrogenados y disminucion del efecto conta-
minante del producto quimico.

En la provincia de Tucuman, resultados prelimi-
nares demostraron el efecto de la coinoculacion
con diferentes formulaciones comerciales de mi-
croorganismos promotores de crecimiento sobre
la nodulaciéon y la productividad del cultivo de
garbanzo (Amigo et al., 2013).

Las evidencias demuestran el efecto estimulan-
te para la planta de la inoculacion bacteriana, lo
que estaria indicando que este cultivo presenta una
fuerte dependencia de esta practica, y se destaca la
conveniencia de la adopcion de tecnologias mo-
dernas del uso de inoculantes para el sostenimien-
to de altos rendimientos en el cultivo de garbanzo
en la region del NOA.

La agricultura sustentable es la principal es-
trategia para contrarrestar el rapido declive de la
calidad ambiental por medio del mantenimiento
del equilibrio de los agroecosistemas (Muleta et
al., 2013). En este contexto, el uso de enmiendas
microbianas representa una alternativa a la aplica-
cion de fertilizantes quimicos. Las bacterias nati-
vas constituyen una excelente fuente para la selec-
cion de nuevas cepas y los distintos suelos pueden
albergar estirpes con capacidad para promover el
crecimiento vegetal. Sobre la base de los antece-
dentes enunciados se plantea que la inoculacion
con bacterias promotoras del crecimiento vegetal
nativas mejora el crecimiento y desarrollo del cul-
tivo del garbanzo.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar rizo-

bacterias nativas en base a su capacidad de solubi-
lizar fosfatos, fijar nitrogeno atmosférico, producir
sider6foros y actuar como agentes de biocontrol, y
evaluar su desempefio como promotoras del creci-
miento vegetal en el cultivo de garbanzo en con-
diciones controladas, a fin de obtener un potencial
bioinsumo que maximice los beneficios en la pro-
duccion.

Materiales y métodos

Se trabajé con seis aislamientos caracteriza-
dos por su morfologia como Ba (bacilo movil,
Gram+): Pf; YM,, YM,;, YM, (bacilos moviles
Gram-) y Me, un nuevo aislamiento a partir de no-
dulos de garbanzo. En todos los casos se procedio
a la caracterizacion de los aislamientos por
sus propiedades como PGPR.

Solubilizacion de diferentes fuentes de fosfatos
insolubles

La capacidad potencial de solubilizacion de fos-
fatos se evaluo a través del indice de solubiliza-
cion (IS). Para ello, los aislamientos se sembraron
en medio de cultivo NBRIP (Nautiyal, 1999) so-
lido, suplementado con fosfato tricalcico, escorias
Thomas y fosfato de hierro 3*. Se incubaron en
estufa a 28 °C durante 6 a 11 dias hasta la apari-
cion de halos transparentes alrededor de la zona
de crecimiento que indican la solubilizacion del
fosfato. Se midieron los didmetros de las colonias
y los didmetros de los halos en tres direcciones,
se calcul6 la media aritmética y se determiné el
indice de solubilizacion con la formula:

IS=Diametro total (colonia + halo) / diametro
colonia (Edi-Premono et al., 1996).

Solubilizacion de fosfato tricdlcico en medio de
cultivo liquido

Para demostrar la capacidad de los aislamien-
tos para solubilizar fosfato tricalcico se cultivaron
los aislamientos en medio liquido y se registro la
solubilizacion de fosfato tricalcico a lo largo del
tiempo. Para ello, se inocularon 5 ml de cada sus-
pension en erlenmeyers con 100 ml de medio de
cultivo NBRIP liquido y se incubé por 11 dias a 28
°C con agitacion. Se tom6 una muestra de aproxi-
madamente 20 ml por cultivo en los dias 0, 3, 5, 7
y 11 (Estrada, 2013). Cada muestra se centrifugd
durante 20 minutos y en el sobrenadante se de-
termino el fosforo soluble por el método del azul
fosfomolibdato (Murphy y Riley, 1962).
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Evaluacion de la capacidad de fijacion de
nitrogeno in vitro

Con el fin de evaluar la capacidad potencial para
fijar nitrégeno atmosférico, los aislamientos se
hicieron crecer en medio de cultivo NFb libre de
nitrégeno. La positividad se evidencid por la for-
macion de una pelicula a la altura del menisco y
por el cambio de color del medio de cultivo. A los
que dieron positivos durante cinco repiques suce-
sivos se les determind la actividad de la enzima ni-
trogenasa por la técnica de reduccion de acetileno.
Para ello, se sembraron 20 pul de cada suspension
en 5 ml de medio NFb semisolido. Luego de 24
horas de incubacién a 28 °C el 10 % del volumen
de aire del frasco se reemplazo6 con acetileno al 1
% y se incub6 durante 24 horas. La determinacion
de etileno se realizo con un cromatografo gaseoso
Agilent 6890 N Network GC Systemy. La cuanti-
ficacidn se realizo en base a una curva patron con
diferentes cantidades de etileno puro y se expreso
como moles de etileno g! de masa aérea.

Produccion de sideroforos

La produccion de sideroforos se evalud utilizan-
do la técnica universal del Cromo Azurol Sulfo-
nato (CAS) que se basa en el cambio de color que
ocurre cuando el hierro del complejo CAS-hierro
es captado por el sideroforo bacteriano (Schwyn
y Neilands, 1987). La preparacion de los reacti-
vos se realizd en recipientes desferrados con HCl
IM. Se sembraron 10 pl de las diferentes suspen-
siones en el medio CAS y se incubaron durante
cinco dias a 30 °C. La produccion de sideréforos
se observo por la aparicion de halos de color na-
ranja alrededor de las colonias. La eficiencia de
produccion de sideroforos (EPS) para cada aislado
se calculd con la siguiente formula: [(Dh-Dc) /Dc]
x100, donde Dh corresponde al diametro del halo
y Dc corresponde al diametro de la colonia.

Determinacion de la actividad antagonista in
vitro

Para determinar si los aislamientos presentaron
actividad antagbnica in vitro contra Fusarium
(FUS003) y Macrophomina (SOJ-BAL; FRU-
ERLI), se realizé una prueba de crecimiento dual
en el medio de cultivo PDA (agar papa dextrosa).
A partir de los cultivos frescos de los hongos Ma-
crophomina y Fusarium, se extrajeron con saca-
bocados discos de 5 mm de didmetro conteniendo
el micelio del hongo y el medio de cultivo subya-

cente. Se coloco en un extremo de la caja de Petri
el disco de micelio del patogeno y a 5 cm de dis-
tancia el inoculo de los aislados. Como control se
utilizé un disco con micelio fingico, sin los aisla-
mientos. Se incubaron durante 7 dias a 29 °C, pos-
teriormente se midi6 el didmetro del crecimiento
fingico en presencia de las bacterias y en los con-
troles. El porcentaje de inhibicion del crecimiento
fungico (IF), se determin6 empleando la féormula:
IF (%) = (DCC — DCT / DCC) x 100, donde DCC
es el diametro de crecimiento del hongo en la caja
control y DCT es el diametro de crecimiento del
hongo en presencia de la bacteria (Flores-Bazauri
etal.,2015).

Evaluacion de la promocion del crecimiento
de garbanzo en condiciones controladas

La capacidad de los aislados de promover el cre-
cimiento se evalu6 con semillas de garbanzo var.
Chanarito, las cuales fueron desinfectadas superfi-
cialmente con una solucién de hipoclorito de sodio
al 4 %, luego se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril y se colocaron en estufa a 20 °C
durante tres dias para su pregerminacion antes de
la inoculacion con las suspensiones bacterianas.
Los in6culos se prepararon a partir de cultivos cre-
cidos en medio TSA (tripteina soja agar), se lava-
ron, centrifugaron y resuspendieron en agua des-
tilada estéril hasta obtener un titulo de 103 UFC/
ml. Las semillas pregerminadas se inocularon por
inmersion en cada suspension durante 20 minutos
y se colocaron en macetas con vermiculita estéril
siguiendo un disefo totalmente al azar con cuatro
repeticiones. Como controles se emplearon se-
millas pregerminadas tratadas con agua destilada
estéril. Los tratamientos fueron: TO: Testigo se-
millas pregerminadas tratadas con agua destilada
estéril; T1: inoculado con YM,; T2: inoculado con
YM;; T3: inoculado con YM,; T4: inoculado con
Ba; T5: inoculado con Pfy T6: inoculado con Me.
Todos los tratamientos se colocaron en camara de
cria con temperatura de 22 + 2 °C, humedad 25 %
y fotoperiodo 16/8 horas (luz/oscuridad) y se rega-
ron semanalmente con una solucion nutritiva com-
puesta por: CaCl, 2H,0 (1 %) 11 ml; KNO, (101,1
g/l) 6 ml; MgSO, 7H,0O 0,12 g; K,HPO, 0,21 g;
KH,PO, 0,1 g; Fe-EDTA Na, [64 mM (Fe 10 %)]
0,5 ml; Solucién de micronutrientes (H;BO; 0,31
g; ZnSO, 7TH,0 0,05 g; CuSO, 5H,0 0,22 g; KCI
0,041 g; NaMoO, 0,01 g; agua destilada 1.000 ml)
2 ml; agua destilada hasta volumen final 1.000 ml
(Fahraeus, 1957).
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Variables analizadas

A los 45 dias posteriores a la inoculacion las
variables analizadas fueron: altura de planta me-
dida en cm desde la base del tallo; porcentaje de
fosforo foliar (en un laboratorio privado) a partir
de una muestra compuesta con la totalidad de las
hojas para cada tratamiento; peso seco de la parte
aérea y de raices por secado en estufa a 60°C hasta
peso constante y longitud de raices medida en cm.
Los resultados se analizaron mediante analisis de
la varianza seguido de la prueba LSD de Fisher a
fin de detectar diferencias entre medias para los
distintos tratamientos. Se trabajo con un nivel de
significacion del 5 % con el paquete estadistico In-
fostat (Di Rienzo, 2011).

Resultados y discusion

Solubilizacion de diferentes fuentes de fosfatos
insolubles

El indice de solubilizacion (IS) permite tener
una aproximacion de la capacidad solubilizadora
de fosfato por parte de un microorganismo y se
detalla en la Tabla 1.

Los valores de fosfato tricalcico fueron simila-
res a los reportados por Angulo et al., (2014) quie-
nes obtuvieron IS de 2,0 para Rahnella aquatilis y
1,19 para B. amyloliquefaciens aisladas de rizos-
fera de Eucalyptus nitens. En este trabajo Pf regis-
tr6 el mayor indice de solubilizacion (3,69) y con
la misma técnica, Mishra et al. (2015) obtuvieron
un IS de 1,8 para Pseudomonas sp. aislada de la
rizoésfera de hinojo (Foeniculum vulgare Mill.).
YM,; crecio6 en el medio de cultivo sin desarrollar
halo de solubilizacion. En cuanto al hierro, ningiin
aislado fue capaz de crecer en medio NBRIP su-
plementado con fosfato de hierro y solo Pf, YM, e
YM, crecieron y formaron halo en el medio suple-
mentado con escorias Thomas.

Bashan et al. (2013) consideran que el fosfato
tricalcico no es determinante como un factor de
seleccion universal de bacterias solubilizadoras de
fosfato y posterior prueba de su efecto promotor
del crecimiento vegetal. Sin embargo, otros auto-
res coinciden en que la técnica de agar en placa
y medicion de halos es un método adecuado para
aislar y caracterizar un elevado nimero de cepas
con capacidad de solubilizacion (Patifio-Torres,
2010).

Solubilizacion de fosfato tricdlcico en medio
de cultivo liquido

La evolucion de la solubilizacion del fosfato tri-
calcico realizada en medio de cultivo NBRIP li-
quido y expresada en mg P/l solucidon se aprecia
en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucion de la solubilizacion de fosfato tri-
céalcico realizada durante 11 dias en medio de cultivo
NBRIP liquido para cada aislamiento.

Los aislamientos que solubilizaron mayor can-
tidad de fosfato tricélcico fueron YM, y Pf (85,3
y 73,4 mg P/l de solucion, respectivamente) a los
siete dias de incubacion. De igual modo, YM, y
Me presentan un maximo de solubilizacion de
42,0 y 42,3 a los siete dias. YM, y Ba presentan
el maximo de solubilizacion en el dia 11 (50,4 y
49,3 respectivamente), momento en el cual los
otros comienzan a decrecer debido probablemente
a la disminucion del pH y al consumo del fosfato

Tabla 1. Indice de solubilizacion de fosfato tricalcico y de Escorias Tomas, reduccion de acetileno y eficiencia de
produccion de sider6foros (EPS) de los aislamientos. Se presentan las medias + error estandar salvo para reduccion

de acetileno.

Aislamiento Fosfato tricalcico Escorias Tomas Reduccion de acetileno EPS
(moles etileno/g)

YM, 2,08 £0,005b 3,01 £0,176 ab 0,2435 1244+ 1,71 a
YM;” - 0 0,1819 57,64 £ 8,50 ab
YM, 2,28+0,102 ¢ 3,11+0,405b 0,3898 12,86 £ 1,23a
Pf 3,69 + 0,253 d 2,78 +0,349 a 0,4452 85,22+ 12,00 b
Ba 1,80 + 0,464 a 0 0,4063 65,00+ 16,43 b
Me 2,16 £0,015b 0 No determinado 183,33 £98,32 ¢

"No present6 halo. Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05) segun prueba LSD de Fisher.
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en el tiempo del ensayo. En la Tabla 1 de Indice
de Solubilizacion, se muestra que YM; no presen-
ta halo de solubilizacion, sin embargo, en medio
liquido solubilizé hasta 50,4 mg P/I. Al respecto,
Whitelaw (1999) indica que la ausencia de halos
de solubilizacion en los medios de cultivo so6lidos
no necesariamente determina que el organismo ca-
rezca de esta habilidad, sino que es probable que
el medio no sea lo suficientemente sensible para
detectar la actividad de algunos microorganismos
y sugiere la necesidad de recurrir a los medios li-
quidos para obtener resultados mas precisos.

Evaluacion de la capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico

La capacidad de los aislamientos para crecer en
medio de cultivo libre de nitrégeno sugiere que
podrian fijar el nitrégeno del aire. Pf, YM, y Ba
crecieron en medio de cultivo libre de nitrégeno
durante cinco repiques sucesivos, por lo que se
podria sugerir que son capaces de fijar este ele-
mento. Estos resultados concuerdan con los de
Leon-Mendoza (2014) que aislé enterobacterias
de la rizésfera de maiz y determiné que el 96 %
de ellas fijaron nitréogeno in vitro, evidenciado por
la formacion de una pelicula blanquecina en la
superficie del medio y por el viraje del indicador
a azul. El crecimiento en medio de cultivo libre
de nitrogeno no es determinante de la capacidad
fijadora de un microorganismo. Uno de los mo-
dos para demostrar esta propiedad es a través de
la prueba de reduccion de acetileno (ARA) que in-
dica la actividad de la enzima nitrogenasa. Los re-
sultados se aprecian en la Tabla 1. Estos resultados
demuestran que tanto YM,, YM,, YM,, Ba y Pf
presentan actividad nitrogenasa, lo que las carac-
terizaria como fijadoras de nitrogeno atmosférico.

Produccion de sideroforos

La produccion de siderdforos es una caracteris-
tica muy extendida entre las rizobacterias y cuya
sintesis permite a las bacterias productoras com-

petir favorablemente frente a otros microorganis-
mos por hierro y también se ha relacionado con
el control de patogenos del suelo (Crowley, 2006;
Aguado-Santacruz, 2012). En este trabajo se de-
muestra que las seis bacterias analizadas produje-
ron sider6foros, como lo expresado por otros auto-
res para diferentes bacterias (Babana et al., 2013;
Sanchez Lopez et al., 2014).

El resultado de la determinacion de la eficien-
cia de produccion de sideroforos se registra en la
Tabla 1, destacandose Me con una EPS de 183,33
+98,32. La EPS de YM, e YM, fue inferior a 50
como lo registrado por Parra-Cota et al. (2018) en
bacterias aisladas del Valle del Yaqui, México, de
las cuales 100 cepas tuvieron una EPS menor a 50
y 10 cepas mayor a 100.

Determinacion de actividad antagonista in vitro

La actividad antagonista de los aislados en es-
tudio determinada por el porcentaje de inhibicion
fungica (IF) frente a tres hongos fitopatdgenos, se
registra en la Tabla 2.

En esta experiencia, los aislados Ba y Me mos-
traron inhibicion del micelio de los tres hongos
fitopatogenos ensayados (Tabla 2 y Figura 2),
coincidentemente con la mayor eficiencia de pro-
duccion de sideréforos (EPS) de estas bacterias,
registrada en Tabla 1. Los valores de IF varian
entre 38 % y 48 % coincidiendo con las investi-
gaciones de Sagolshemcha et al. (2017) quienes
trabajaron con cepas de rizobios que en ensayos in
vitro exhibieron actividad antagonista sin alcanzar
inhibicidon completa de Macrophomina.

Evaluacion de la promocion del crecimiento de
garbanzo en condiciones controladas

Alos 45 dias de la inoculacion y siembra se eva-
luaron altura de planta, peso seco de parte aérea y
de raiz y contenido de fosforo foliar.

En numerosas investigaciones se informa sobre
el efecto positivo de la inoculacion, con rizobacte-
rias, sobre distintos parametros de crecimiento ve-

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion fungica (IF) in vitro, para cada aislamiento (media =+ error estandar).

Aislamiento FUS 003 FruErli Soj-Bal
Ba 47,77+9,09b 37,77+2,46 b 4333 +£2,46b
Me 38,00+2,36 a 40,74+ 6,70 b 38,49+ 6,00 a
YM, 0 26,29+ 1,70 a 0

YM; 0 0 0

YM, 0 0 0

Pf 0 0 0
Control 0 0 0

FUS 003: Fusarium; FruErli y Soj-Bal: Macrophomina. Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

segun prueba LSD de Fisher.
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Figura 2. Pruebas de antagonismo in vitro. A) Testigo Fru
Erli; B) Ba vs Fru Erli; C) Me vs Fru Erli; D) Testigo Soj-
Bal; E) Ba vs Soj-Bal; F) Me vs Soj-Bal; G) Testigo FUS
003; H) Ba vs FUS003; ) Me vs FUS003. FUS 003: Fusa-
rium,; FruErli y Soj-Bal: Macrophomina.

getal. Los resultados de esta experiencia muestran
que en todos los tratamientos inoculados con los
aislados en estudio, se incrementaron la altura de
planta y peso seco de parte aérea y de raiz en rela-
cion al control sin inocular (Tabla 3). Estos resul-
tados concuerdan con los obtenidos por numero-
sos autores como Saharan y Nehra (2011), quienes
sostienen que la inoculacion con bacterias promo-
toras de crecimiento puede beneficiar a las plantas
en el estado vegetativo potenciando la emergen-
cia, vigor, altura, peso de la planta, disponibilidad
de nutrientes y aumento en la clorofila. Asimismo,
Garcia et al. (2015) registraron incrementos en
peso seco, y longitud de tallo y raiz en maiz ino-
culado con Pseudomonas sp. y Rodriguez et al.
(2018) revelaron también incrementos en longitud
de tallo, nimero de hojas, peso seco de parte aérea,

longitud y peso seco de raices de yacon inoculadas
con rizobacterias nativas. En relacion al contenido
de fosforo foliar, los plantines de garbanzo inocu-
lados con los aislados en estudio, presentan mayor
porcentaje de fosforo en parte aérea con respecto
a los controles tratados con agua destilada estéril.
Este hecho es esperable ya que todos los aislados
son capaces de solubilizar este elemento. Resulta-
dos similares fueron obtenidos por Sanchez Lopez
et al. (2014) que demostraron que el contenido de
fosforo foliar en lechuga aumenta al ser inocula-
das con Pseudomonas fluorescens.

Conclusiones

Los resultados encontrados en este trabajo
demuestran que todos los aislamientos anali-
zados presentan caracteristicas de promocion
de crecimiento vegetal. Ba, Pf, YM,, YM,,
YM, y Me, solubilizan fosfato tricalcico y
producen sideroforos. Ba, Pf, YM,, YM,,
YM,, presentan actividad nitrogenasa, y Ba,
Me y YM, producen inhibicién de micelio
fungico. Ademas, como consecuencia de la
inoculacién con estos aislamientos, en con-
diciones controladas, se incrementaron altura
de planta, contenido de fosforo foliar y peso
seco de parte aérea y raices, desempeiio que
los hace promisorios para su uso como po-
tencial bioinsumo en garbanzo. Mas estudios
deben realizarse para evaluar y comprobar el
efecto promotor del crecimiento en condicio-
nes de invernadero y campo.
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Tabla 3. Parametros de crecimiento: altura y peso seco de parte aérea (media + error estandar), porcentaje de fosforo foliar, lon-
gitud y peso seco de raices (media + error estandar) de plantines de garbanzo a los 45 dias del tratamiento con los aislamientos.

Tratamiento  Altura de planta Peso seco de la Fésforo foliar Longitud de raiz Peso seco
(cm) parte aérea (g) (%) (cm) de raiz (g)
Control 19,67+2,51a 0,23+0,06 a 0,21 15,66 + 5,13 a 0,10+0,06 a
YM, 27,83 +1,96b 0,29 + 0,05 ab 0,28 21,85 +10,16 a 0,15+£0,02b
YM, 30,67 +2,51b 0,37+0,03b 0,29 20,00+ 1,00 a 0,23+0,01 b
YM, 26,50 +3,53 b 0,34+ 0,05 ab 0,33 22,35+ 247a 0,18+0,04b
Ba 25,33+251b 0,30+ 0,07 ab 0,28 14,83+ 3,23 a 0,18+0,04 b
Pf 26,87 £4,87b 0,30+ 0,08 ab 0,28 18,62+ 594 a 0,18+0,03b
Me 28,63 £5,62b 0,35+0,04 b 0,33 12,25+ 1,65a 0,20+ 0,02 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) segin prueba LSD de Fisher.
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