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Resumen

En la provincia de San Juan los cultivos horticolas se desarrollan bajo sistemas de
manejo agricola del tipo intensivo. Uno de los principales cultivos es el tomate (Solanum
lycopersicum) para industria, cuya produccion en la provincia, es la principal del pais.
Este cultivo desde sus comienzos fue y es de suma importancia, constituyendo un
componente principal en la alimentacién de muchos paises, es ésta la principal razon de
gue su produccion aumente afio a afio. Desde los ultimos afios, nuevas tendencias en la
alimentacion, o estilo de vida organicos y naturales, hace que esté cobrando importancia
el cultivo de tomates con fines distintos al de industrializacién y con otros manejos como
el invernadero o carpas indoor de autocultivo. En lo que respecta a su forma de cultivo
intensivo, en el contexto provincial, es necesaria la utilizaciéon de fertilizantes, pero los
mismos pueden ocasionar problemas ambientales relacionados principalmente, con los
recursos hidrico y edafico. Una alternativa al uso de agroquimicos que contaminan al
medio ambiente, es el uso de biofertilizantes. Estos Ultimos son sustancias que contiene
microorganismos o metabolitos producidos por ellos, que al relacionarse con las plantas
causan un efecto benéfico para su crecimiento, desarrollo y permiten el enriguecimiento
y la conservacion de los suelos. En base a esto, pueden nombrarse algunas bacterias
gue cumplen la funcién de enriquecimiento del suelo, aportando materia organica por
ejemplo, y promoviendo el crecimiento y desarrollo vegetal, denominadas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growing Promotional Bacteria PGPB).
Azospirillum sp. es un género de a-Proteobacterias, de la familia Rhodospirillaceae y
actualmente de los géneros mas estudiados con caracteristicas PGPB. Uno de los
problemas en los suelos de San Juan al utilizar bacterias PGPB como alternativa
biofertilizante, es el bajo contenido de materia organica necesario para el desarrollo de
estos microorganismos. Una manera de mejorar esta condicion edéfica es utilizar una
enmienda organica (cualquier material de origen animal o vegetal) que adicionada al
suelo mejore sus propiedades fisicas y/o quimicas. Ejemplo de ello pueden ser un
residuo crudo de la industria del aceite de oliva como el alperujo (AL). Segun
antecedentes, su aplicacion a cultivos en dosis preestablecidas genera efectos positivos
en la calidad del recurso edafico. La olivicultura y la produccion de aceite es una de las
principales actividades economicas que se realizan en San Juan, siendo sus residuos un
problema para los productores y las unidades de gestion ambiental, por su disposicion
final dificultosa y costosa. Por este motivo es importante conocer cémo actian un
biofertilizantes compuesto por PGPB del género Azospirilum en conjunto con una
enmienda organica cruda (alperujo) en el suelo. Para esto se realizaron ensayos a
escala de laboratorio in-vitro e in-vivo evaluando 2 consorcios bacterianos del género
Azospirillum en combinacion con alperujo en proporciones de 5% y 15%, sobre un
sustrato inerte. Se evaluaron aspectos microbiolégicos y vegetativos de platines de
tomate. Los resultados mostraron que el alperujo en combinacion con dicho
biofertilizante, promueve la biodiversidad microbiana de grupos funcionales de hongos,
levaduras y bacterias, evidenciando mejoras en el crecimiento y desarrollo vegetativo en
los tratamientos con concentraciones bajas de alperujo al 5% e inoculantes bacterianos.



1. Introduccidon

1.1 Horticultura en la provincia de San Juan

En la provincia de San Juan la produccion vegetal se realiza bajo riego en los oasis
de los Valles centrales (Tulum y Ullim-Zonda) y perimetrales (Calingasta, Iglesia, Jachal
y Valle Fértil), donde reviste de gran importancia econdémica y social, por ser una
actividad que necesita numerosa mano de obra. La superficie horticola provincial
cultivada es aproximadamente 10.000 ha de las 700.000 cultivadas que hay en
Argentina (Areas de riego en la provincia de San Juan, 2006-2007; IPP, 2016; Cuestas
et al., 2020)

La mayor parte de la superficie horticola se destina a la produccion de ajo, cebolla,
tomate perita para industria, melon y zapallo. Se trata de emprendimientos en los cuales
los productores se dedican exclusivamente a dicho cultivo y poseen establecimientos de

dimensiones variables (IPP, 2016).

Las condiciones climaticas que caracterizan la provincia de San Juan, como la baja
humedad relativa y precipitaciones que en promedio rondan sobre los 100 mm anuales,
definen un clima seco que dificulta el desarrollo de algunas plagas. La temperatura
media anual es de 25°C, veranos célidos de 34°C e inviernos frios de 9°C en promedio.
La alta heliofania (horas de sol) es otro de los factores que la caracterizan. San Juan se
ubica en segundo lugar del pais con 3176 horas de sol anuales, lo que se traduce en
una mayor oferta energética para los cultivos. En resumen, la provincia reune las
condiciones aptas para el desarrollo de los cultivos anteriormente nombrados (IPP 2016;

Atlas Socioecondmico Provincia San Juan).

1.2El cultivo de tomate y su importancia

Sus formas cultivadas derivan de la especie Solanum lycopersicum. Esta es una
planta nativa de América y sus origenes provienen de dos centros: uno en la parte
noroeste de Sudameérica, que se extiende en las zonas montafiosas de Peru y Ecuador;
otro en el imperio Azteca, en Tenochtitlan, lugar en el que los conquistadores espafioles
conocieron esta especie y la introdujeron a Europa. En ambos lugares hubo un proceso

de domesticacion (Torrico et al., 2013).



El tomate (S. lycopersicum) es una de las especies econémicamente mas importante
y mas cultivada a nivel mundial. Su fruto constituye uno de los principales componentes
de la alimentacion diaria de la poblacién de muchos paises (Padilla-Bernal et al., 2015).
Luna-Guevara et al. (2014) afirman que su consumo regular se traduce en beneficios
directos para la salud por la prevencion de enfermedades de tipo crénico-degenerativas
y cardiovasculares. Los responsables de estas propiedades en los frutos, son los
compuestos antioxidantes, que comprenden: al licopeno, flavonoides, fenoles y

vitaminas C y E.

La produccion global del cultivo aumenté aproximadamente 300 % en las Ultimas
cuatro décadas anteriores al 2015 (FAOSTAT, 2015). Ademas, la produccion de tomate
como negocio agricola es una fuente importante de sustento en muchas regiones del

mundo, ofreciendo un gran potencial para generar empleo (Padilla-Bernal et al., 2015).

1.3Situacion del cultivo de tomate en San Juan

En los ultimos afios, San Juan se ha convertido en la regién con méas potencial del
pais para el cultivo de tomates para industria. Cuenta con alrededor de 2000 hectareas
cultivadas con tomate para industria, con rendimientos que alcanzan valores promedio
de 110.000 kilos por hectarea, llegando a superar en algunos casos los 180.000 kilos por
hectarea. Esto se debe a las buenas condiciones climaticas sumadas a la gran adopcioén
de tecnologia, entre las que se destacan el riego por goteo, el trasplante y la cosecha
mecdnica. En cuanto a la produccion de tomate para consumo en fresco, se estima que
existen en promedio 220 has cultivadas en la provincia. Aproximadamente el 65% del
tomate para consumo en fresco sanjuanino se comercializa en los mercados
concentradores provinciales y el 35% restante se envia a Mendoza, Cordoba, Buenos
Aires y la Patagonia. En este cultivo, los productores apuntan a obtener color, tamafio
grande y sabor de tomate. Esto es posible gracias a las caracteristicas de la geografia
sanjuanina: escasas lluvias, buena insolacion, calidad de suelos y de agua (CFI, 2018;
PACIT, 2017, IPPSJ, 2016)



2. Formas de Produccién horticolas

La horticultura, ademas de la produccion a campo abierto, se practica sobre
ambientes modificados, estructuras disefiadas especialmente para poder modificar las
condiciones ambientales circundantes a la planta (Lopez et al.,, 2011). La agricultura
protegida bajo estas estructuras permite minimizar las condiciones climaticas adversas
para los cultivos (Moreno et al., 2011). El cultivo protegido se define como: “aquel al
cual, durante todo el ciclo de produccion, o en una parte del mismo, se incorporan
modificaciones que actlan acondicionando el microclima del espacio donde crecen las
plantas” (Szczesny & Adlercreutz, 2014). En etapas tempranas del cultivo, muchos
productores horticolas tanto industriales como en un contexto de horticultura familiar,
utilizan carpas indoor para los primeros estadios de los plantines, las cuales permiten un

control ajustado de la temperatura, humedad y luminosidad (Zelkind, et al., 2022).

2.1 El uso de fertilizantes

Las actividades agropecuarias en la provincia se realizan sobre la base de una
agricultura intensiva, donde, para lograr competitividad es necesario el aporte de
fertilizantes que incrementan la productividad y rentabilidad de los cultivos agricolas.
Segun Salazar (1999) y Garcia-Jiménez et al. (2008) su correcta aplicacion en
cantidades, momentos y sitios oportunos no dejan residuos en el medio, puesto que
pasan a formar parte de los distintos constituyentes bioquimicos de la planta. No
obstante, el uso inadecuado y el exceso, generan consecuencias graves para la salud y
el medio ambiente (Cao et al., 2022; Devi et al., 2022).

El objetivo del uso de fertilizantes es obtener buen desarrollo de la planta, buenos
rendimientos y prevenir dafios al medio ambiente (Roberts, 2008). Su utilizacion se ve
justificada ante el creciente aumento de la poblacion mundial, ya que el cultivo del
tomate es una de las bases para sostener el nivel de produccion alimentaria. Se prevé
gue, en el 2050 los 7000 millones de personas estimados en el 2015, llegue a 9000
millones (FAO, 2015).

En la Republica Argentina la principal fuente de fertilizacion es de origen quimica. El
incremento en el uso de fertilizantes quimicos segun International Fertilizer Association

(2015) aumento entre 30 y 40% en el periodo 1996-2015. Los efectos beneficiosos de



este tipo de fertilizantes ocultan los costos que conllevan y la contaminacion que pueden
ocasionar debido a su ineficiente y excesivo uso (Altieri, 2009). El modelo agricola actual
ejerce un gran impacto sobre las aguas superficiales y subterraneas debido al uso y
abuso de estos compuestos quimicos. Estos fertilizantes pueden causar eutrofizacion,
ocasionando la muerte a todos los organismos acuéticos (Smith et al., 2003; Sarandon
et al., 2014). Del mismo modo, la aplicacion de fertilizantes causa modificaciones en
determinados parametros como el pH y conductividad eléctrica de los suelos, que
conducen a cambios significativos en la composicién de la comunidad microbiana del
suelo (Steiner et al., 2007). Ademas, dichos microorganismos son sensibles a
compuestos activos de fungicidas y plaguicidas, representados por formulados derivados
de diversos compuestos como: organoclorados, organofosforados, organosulfurados,

carbomatos, entre otros (Sanchez et al., 2016).

Por otro lado, las preocupaciones ambientales mas importantes sobre el excesivo uso
de fertilizantes se relacionan con riesgos para la salud humana, animal y vegetal, con
pérdida de productividad y sustentabilidad por la contaminacion del suelo y los cursos de
agua con metales pesados (Londofio-Franco et al., 2016). Los fertilizantes de origen
guimico son fuentes de metales pesados como plomo y cadmio que se acumulan en el
suelo debido al sostenido uso de los mismos. Estos metales son toxicos tanto para las
plantas como para los seres humanos (Marti et al., 2002). A causa de esto es que en la
actualidad se estan implementando alternativas tecnologias de fertilizacibn mas

amigables con el medio ambiente.

2.1.1 Tecnologias alternativas de fertilizacion

En sistemas agro-productivos de ambientes aridos, la aplicacion de tecnologias de
fertilizacion que involucren la conservacion del recurso edéfico, son de gran interés
debido a que estos suelos presentan estructura fragil, perfiles poco desarrollados,
textura principalmente arenosa y un bajo contenido de materia organica (Pascual et al.,
1998; Stursova & Sinsabaugh, 2008). Dichas caracteristicas los hacen muy vulnerables
y propensos a la pérdida por degradacion y a la lixiviacién de los elementos maoviles en

cursos de agua.

Una alternativa para poder mitigar estas situaciones es el uso de estrategias

biotecnolégicas que promuevan la sustentabilidad ambiental, manteniendo o



incrementando los niveles de calidad y rendimiento de los cultivos (Santiago-Lopez et
al., 2016). Algunas de estas estrategias, involucran el uso de microorganismos o de sus

productos relacionados con finalidades agronémicas.

2.1.2 El uso de Biofertilizantes

El término "biofertilizante" ha sido definido de diferentes maneras durante las uUltimas
décadas, lo que deriva en parte por la mejor comprension de las relaciones que ocurren
entre los microorganismos del suelo y la planta. Vessey (2003) lo define como una
sustancia que contiene microorganismos vivos que, cuando se aplica en las semillas, las
superficies de las plantas o el suelo, colonizan la rizésfera o el interior de la planta y
promueve el crecimiento aumentando el suministro o la disponibilidad de nutrientes
primarios a la planta huésped. Esta definicibn se basa en la l6gica de que el término

biofertilizante es una contraccién del término fertilizante bioldgico.

El desarrollo de fertilizantes basados en microorganismos ha aumentado su demanda
en todo el mundo por causa del conocimiento de los efectos nocivos de los fertilizantes
de origen quimico sobre el medioambiente y a la mejor informacion sobre las relaciones
planta- microorganismos que ocurren en la rizosfera (Yadav & Sarkar, 2019; Mahapatra
et al., 2022). En distintas partes del mundo, investigadores aislaron y seleccionaron
cepas microbianas que muestran la capacidad de promocién del crecimiento de plantas
mediante la mejora directa y/o indirecta de la absorcién de nutrientes (Cid, 2006; Raton
et al., 2005).

2.2 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB)

Las bacterias relacionadas con la fertilidad del suelo, la promocion y crecimiento de
las plantas en general, se denominan bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
conocidas por sus siglas en inglés PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria). Se trata de
microorganismos que se nutren de los exudados de las raices, como azucares,
vitaminas, acidos organicos, glucidos y mucigel (Hernandez & Escalona, 2003). Las
PGPB son fundamentales en el reciclado de los nutrientes del suelo y, por consiguiente,
son cruciales para la fertilidad del suelo (Glick et al., 2012). Segun se menciond, se usan
como bioinoculantes para mejorar el crecimiento y el rendimiento de los cultivos
agricolas (Ghevariya & Desai, 2014). Varias especies bacterianas que pertenecen a

diversos géneros, por ejemplo, Bacillus, Pseudomona, Azospirillum, etc, estan asociadas



con la rizosfera de la planta y pueden ejercer un efecto beneficioso sobre el crecimiento

de la misma (Kumar et al., 2012).

2.2.1 Geénero Azospirillum

Azospirillum es un género de a-Proteobacterias, de la familia Rhodospirillaceae,
actualmente de los mas estudiados con caracteristicas PGPB (Coniglio, 2019). Son
bacterias diazotroficas de vida libre, capaces de fijar nitrdgeno en condiciones
microaerofilicas. (Parra et al., 2001; Pankievicz et al., 2015; Pereg et al., 2016). Las
especies de Azospirillum conocidas comprenden bacterias no patdégenas para las
plantas, sin embargo, pueden inducir mecanismos de defensa contra patdégenos
vegetales (Cassan et al. 2014). Las Azospirilum son bacterias de la rizosfera, y
muestran un metabolismo versétil de carbono (C) y nitrogeno (N), lo que los hace
adaptables para establecerse en el entorno competitivo de la rizésfera (Steenhoudt et
al., 2000).

De las especies descriptas se menciona particularmente a Azospirillum brasilense
gue presenta una variedad de beneficios al ser aplicada en cultivos entre los que se
destacan: capacidad de fijar nitrdgeno, posibilidad de aumentar la actividad de nitrato
reductasa, promocién de fitohormonas, promocién de la solubilidad de fosfatos, fomento
de asociaciones micorricicas beneficiosas, entre otras (Prisa, 2019).

2.2.2 Patogenicidad bacteriana

Si bien, las ventajas de la aplicacion de bacterias PBPG para la fertilidad del suelo v,
el crecimiento y desarrollo de las plantas son numerosas, en algunos casos pueden
causar enfermedades en la planta (Saharan et al.,, 2011). Este mecanismo suele
asociarse a la produccion de compuestos secundarios no deseados, y, la excesiva
produccion de ciertas fitohormonas desencadenan la inhibicion de determinados tipos de
crecimiento vegetal o promueven la actividad patdgena de hongos en la rizosfera (Xie et
al., 1996; Dewey et al., 1999).

Por lo expuesto, al momento de proponer la utilizacion de indculos bacterianos como
herramienta biofertilizante del suelo, es importante tener la precaucion de realizar
pruebas (anteriores a la utilizacion de los aislamientos o inGculos sobre las especies

vegetales) como ensayos de fitopatogenicidad. En estas, se evaluan los posibles efectos



adversos en la germinacion o desarrollo de plantulas durante los primeros dias de
crecimiento (Uribe, 2008). En esta prueba se utilizan semillas sensibles como las de
Rabanito (Raphanus sativus) de rapido crecimiento, bajo costo y facil manejo, con el fin
de observar si hay produccién y accion de sustancias fitotoxicas representadas como
efectos negativos en la germinacion o desarrollo, e inferir los resultaos para otras

especies vegetales (Luo et al., 2017).

2.3 Problemaéticas del arido para la aplicacion de bioinoculantes PGPB
El bajo contenido de materia organica (MO) es otro de los grandes problemas ya

mencionados a los que se enfrentan los suelos de los sistemas productivos del arido.

En los ambientes semiaridos, aridos e hiperaridos, el régimen escaso, variable e
impredecible de las precipitaciones, sumado los agentes erosivos eolicos- fluviales y a la
escasa cobertura vegetal, convierten a la disponibilidad de agua, la facilitacion de
nutrientes y el aporte de MO al suelo, en los factores mas importantes que limitan el
funcionamiento del ecosistema (Navas et al., 2019). Estas condiciones, generan un
ambiente desfavorable para el crecimiento microbiano masivo en el suelo, poniendo en
riesgo la continuacién de los biofertilizantes bacterianos PGPB que se utilicen (Aanderud
et al., 2013; Pavel et al., 2004; Doyle et al., 2006;).

2.3.1 Enmienda organica del suelo e importancia del uso del alperujo en San Juan
Una de las propuestas para mejorar la calidad del suelo en lo que respecta a su
contenido de MO, es la aplicacion o adicion de algun tipo de enmienda organica. Esto
es, adicionar cualquier material de origen animal o vegetal al suelo para mejorar sus
propiedades fisicas y/o quimicas. Enmiendas como estiércol y residuos vegetales han
sido usadas para incrementar la fertilidad de los suelos desde el principio de la
produccion agricola (He y Zhang, 2014). Distintas publicaciones de diversos origenes
han reportado un creciente interés por el uso de materiales organicos (Soumare et al
., 2003; Petersen et al., 2004; Azeez y Van Averbeke, 2010; Mardomingo et al.,
2013), debido a que estos pueden mejorar propiedades fisicas, quimicas y
microbioldgicas, e incrementar la fertilidad del suelo (Abbasi y Khizar, 2012).

Ademas, es una manera segura Yy eficaz de recuperacion de nutrientes como



nitrogeno (N) y fésforo (P) para las plantas (Gilly y Eghball, 2002; Abbasi y Khizar,
2012)

En la provincia de San Juan, el cultivo de olivares para la produccion de aceite es
una de las principales actividades agricolas. Segun el Ministerio Nacional de Desarrollo y
Produccién 2019, San Juan representa el 17% de la superficie cultivada del pais
actualmente (Carciofi et al., 2022) con una superficie de 610.600 ha. En el 2019, la

provincia exportd 8.011Tn netas de aceite de oliva (Informe Olivicola FAO 2019).

El sistema de extraccion de aceite de oliva que predomina en la actualidad, es
mediante centrifugas de dos fases que no incorpora agua en el proceso. En éste, se
obtienen dos fases: una oleosa, principalmente aceite y otra residual, semisélida
denominada alperujo (AL). El alperujo (AL) es un material lignocelulésico, semisolido (55
% — 80 % de humedad), que representa un 35-40% total de peso de la aceituna
(Chanioto et al 2018), de color oscuro, pH &cido, con contenido graso 1.9 - 8.1 % de
Grasa/sélido humedo, con una materia organica total 90 a 95 % que incluye
polialcoholes, pectinas, azlcares, carbohidratos, taninos y compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos presentes en el alperujo desempefian importantes
funciones fisiol6gicas en los vegetales, sobre todo en los primeros estadios fenoldgicos.
En general y debido a su condicion de polifenoles se oxidan con mucha facilidad y
actian como antioxidantes. Entre otras funciones, también se han encontrado
compuestos fendlicos del alperujo que inhiben la germinaciéon de semillas, la expansion
de hojas, la fotosintesis, la absorcion de nutrientes y la acumulacion de materia seca en

vastagos y raices de plantas, por eso sus propiedades fitotoxicas (Sanchez et al., 2013).

Actualmente en la provincia, se producen aproximadamente 40.720 Tn de alperujo,
las cuales son necesarias tratar para dar disposicion final segura. Como alternativas de
tratamiento se pueden mencionar: secado para segunda extraccion de aceite, utilizando
solventes inorganicos, disposicion en piletas para evaporacion natural, co-compostaje, y
aplicacién directa en suelo en concentraciones bajas (como practica sugerida) (Monetta
et al., 2017).

Se ha reportado que la aplicacién de alperujo como enmienda organica del suelo,
causa incrementos en el contenido de materia organica disponible, y el nivel de

macronutrientes como fosforo asimilable, nitrégeno total y potasio intercambiable (Altieri



y Esposito, 2008; Kavdir y Killi, 2008; Lopez-Pineiro et al., 2008; Aguilar, 2009; Paroldi et
al., 2015). Los cambios de caracter quimico y fisico tras la aplicaciéon de enmiendas
alteran la microbiota del suelo a nivel poblacional y metabdlico (Bastida et al., 2008;
Abubaker et al., 2013). La estructura de las poblaciones microbianas puede modificarse
debido a que se promueve el crecimiento de algunos grupos microbianos presentes ya
en el suelo o bien porque son introducidos con las enmiendas (Ros et al., 2003; Jangid
et al., 2008; Bastida et al., 2008). En algunos trabajos se registrdo que en suelos en los
gue se aplicé alperujo, aumentaron las actividades metabdlicas, comprendidas por las
actividades enzimaticas asociadas a los ciclos del carbono (B-glucosidasa), fésforo
(fosfatasa) y azufre (arisulfatasa) (Lopez-Pineiro et al., 2011). Los suelos enmendados
con este residuo, presentaron cambios en su composicion taxondémica, pero estos
cambios no afectaron el funcionamiento metabdlico del suelo (Karpouzas et al., 2010).
De acuerdo a la elevada relacion C/N, algunos autores sugieren que el nitrdgeno mineral
es inmovilizado no quedando disponible para el cultivo (Perucci et al., 2006). Esta
relacion, produce una reaccion de demanda de N, que se puede corregir con una fuente

externa de dicho mineral (Ordofiez et al., 1999; Cabrera et al., 2002).

2.3.2 Relevancia del estudio

Si bien existen trabajos en los cuales se utilizaron residuos crudos provenientes
de la olivicultura, como el alperujo y sus derivados, como enmienda organica (Paroldi et
al. 2015; El Hassani et al., 2010; Pefa et. al. 2019) y también existen estudios que
evidencian a Azospirillum sp. como una bacteria PGPB para cultivos horticolas (El-
Beltagi et al. 2022; Andrade-Sifuentes et al. 2020; Reddy et al. 2018), no se encuentran
en la literatura trabajos que evalUen la aplicacion conjunta del alperujo como enmienda
de suelos en combinacion con consorcios de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Teniendo en cuenta que la provincia de San Juan presenta condiciones
climaticas desfavorables para los cultivos tradicionales, sumados a suelos fragiles y
poco desarrollados, surge la necesidad de promover practicas agricolas sustentables,
gue impliquen el uso de nuevas tecnologias, tendientes a preservar y/o mejorar las
caracteristicas asociadas a la calidad de suelo, sin perjudicar la productividad de los

cultivos.

Frente a esta situacion, en esta tesina de grado se plantea la siguiente hipotesis y

objetivo:



3. Hipotesis

La utilizacion de inoculantes biolégicos constituidos por microorganismos benéficos
para las plantas, en asociacion con una enmienda organica, favorecerd de manera

conjunta el crecimiento vegetal.

3.1 Objetivo

Evaluar la utilizacibn de consorcios bacterianos PGPB en combinaciébn con un
residuo orgénico crudo (alperujo), en funcién de parametros de calidad microbiol6gicos y

agronomicos, en crecimiento de plantines de tomate.

3.20bjetivos especificos

e Seleccionar consorcios bacterianos con propiedades PGPB.
e Evaluar los diferentes consorcios bacterianos en pruebas de tolerancia a

diferentes concentraciones de alperujo.

e Seleccionar los consorcios con mejor eficacia de crecimiento para ser utilizados
en la inoculacion de sustratos.

e Preparar el soporte para la prueba de germinacion en las concentraciones de baja
toxicidad.

e Sembrar las semillas e incubar con solucion de inoculante bacteriano, en

sustratos inertes con diferentes concentraciones de alperujo fresco.

4. Materiales y métodos

4.1 Origeny caracterizacién de los microorganismos

Los consorcios bacterianos que se emplearon en el presente trabajo, pertenecen
al cepario del Instituto de Biotecnologia. Estos consorcios son un conjunto de bacterias
pertenecientes al género Azospirillum sp., que fueron aislados utilizando medios
selectivos como lo hace Alef & Nannipieri (1995). Los consorcios fueron obtenidos de
diferentes sitios de estudio (humedales y zonas éaridas) de la localidad de la ciénaga en
el departamento de Jachal, de la provincia de San Juan. Posteriormente fueron

caracterizados en funcion de las caracteristicas PGPB que presentaban en condiciones



de laboratorio. Dentro de estas caracteristicas cabe destacar la produccién por parte de
estos microorganismos de fitohormonas (auxinas) y otros compuestos relacionados con
la solubilidad del fésforo y la captacion de hierro. Ademas, algunos de estos consorcios
presentaron efectos positivos en el antagonismo de hongos fitopatdégenos. El aislamiento
y la evaluacion de dichos consorcios se realizd en el marco del trabajo final de
licenciatura de la Lic. Ana Clara Visconti Buttiero (Visconti Buttiero A, 2021).

4.2 Ensayos de laboratorio

4.2.1 Tolerancia de crecimiento de los consorcios bacterianos en presencia de
alperujo
En placas de Petri estériles de 90x15mm, con agar nutritivo y concentraciones
crecientes de alperujo (5, 15 y 25%), con una espéatula de Drigalsky, se sembraron
inoculos de los consorcios bacterianos. Posteriormente se incubaron en estufa con las
siguientes condiciones: temperatura 29°C, humedad 60% y a las 48 horas se observo a

través de la placa el desarrollo de los 6 consorcios.

4.2.2 Evaluacion in vitro de fitopatogenicidad a los consorcios bacterianos

Se evalu6 in vitro fitopatogenicidad de los seis consorcios pertenecientes al

género Azospirillum con caracteristicas PGPB.

Este ensayo se basa en el indice de germinacion de semillas sensibles (Villegas
al., 2011). Se utilizaron semillas de rabanito (Raphanus sativus L.). Actualmente el
conocimiento del genoma de esta planta, como asi también su rapido crecimiento y facil
manejo, la convierte en un buen modelo para analisis cientificos como los que describen
la acumulacion tanto de sustancias toxicas, como metales pesados en las plantas
(Taladrid y Espinosa 2021, Bellani et al. 2016, Sun et al. 2020). De ahi que esta especie
se emplee frecuentemente para advertir la presencia de sustancias fitotoxicas mediante
los efectos negativos que estas provocan sobre la germinaciéon de las semillas y su
crecimiento y de esta forma, extrapolar datos respecto de una especie vegetal en
estudio y también establecer comparaciones con otras especies sometidas al mismo tipo
de sustancias o elementos fitotdxicos, tal como se acredita en trabajos previos (Araniti et
al. 2013, Wang et al. 2001, Matouskova et al. 2019, Migliore et al. 2003).



Para llevar a cabo esta determinacion, se utilizaron placas Petri de 10 cm de
diametro, cubiertas con papel de filtro, en el mismo se colocaron 10 semillas de rabanito
y se afadieron2 mL de diluciones de los consorcios con una absorbancia de 0,6 DO a
600 nm. Por consorcio se realizaron dos tratamientos, en uno de ellos las diluciones
seran en solucidn fisiolégica y en el otro en medio de cultivo liquido. Estos tratamientos
se contrastaron con tres diferentes testigos, los cuales estaban contenidos en dos
medios liquidos diferentes (agua y solucion fisioldgica). Las placas se incubaron en
estufa a 28 °C, en condiciones 6ptimas de humedad 100 % (cama humeda) y oscuridad
por 48 h. Transcurrido este tiempo, se agregé 1 mL de solucion de etanol/agua 1:1 (v/v)
para detener el crecimiento de las plantas. Se cuantificO el niumero de semillas
germinadas y la longitud alcanzada por las raices, por placa. Los resultados se
expresaron como indice de germinacion, el cual se obtendra a partir de la siguiente

ecuacion:
IG % = (((SG x 100) / TSG) x (LRx100/ LRA)) / 100
|G % = indice de germinacién
GS= Semillas germinadas
TSG= Total de semillas germinadas
LR= Largo de raiz promedio
LRA= Largo de raiz en el agua (tratamiento control)

Finalmente, se establecio el nivel de fitopatogenicidad tal como se muestra en la

tabla 1, en funcion del valor obtenido en la ecuacion (Bagur-Gonzéalez et al., 2011).

Tabla 1. Nivel de fitopatogenicidad

indice de Germinacién Nivel de Toxicidad
IG < 50 Presenua, d_e sustanclas
toxicas
Presencia de sustancias
50<1G>80

toxicas moderadas

|G=80 AusenC|a,d_e sustancias
toxicas




4.2.3 Evaluacion de la fitotoxicidad del soporte suplementado con alperujo
fresco y fermentado

Se evaluo la toxicidad en diferentes extractos acuosos, obtenidos a partir de
soportes compuestos por sustrato inerte suplementado con diferentes concentraciones

de alperujo de oliva, tal como se detalla en la tabla 2.

Tabla 2: Muestras de sustrato inerte suplementado con diferentes concentraciones de alperujo

Soporte AL fresco Sustrato inerte
(% p/p) (% p/p)
1 5% 95%
2 15% 85%
3 25% 75%

El extracto liquido se preparé en una relaciéon 1/10 (g soporte/ml de solvente),
agitando por 30 min, con posterior centrifugacion por 10 minutos a 5000 rpm, y filtrando
el sobrenadante. Luego se siguié la metodologia de 4.2.2 reemplazando la solucién de

consorcio bacteriano por el extracto acuoso.

4.3 Pruebas en condiciones controladas de invernadero

4.3.1 Evaluacion de parametros de emergencia de brotes y establecimiento de la
plantula de tomate.

Las diferentes muestras estaban constituidas por mezclas compuestas por
sustratos inertes, diferentes concentraciones de alperujo (Al) e indculo bacteriano del
género Azoapirillum sp.. Se realizaron seis réplicas por cada tratamiento y controles. Los
tratamientos presentaron las siguientes composiciones: (alperujo 5% + Consorcio),
(alperujo 15% + Consorcio); (alperujo 5% sin inoculacién de consorcio bacteriano);
(alperujo 15% sin inoculacion de consorcio bacteriano); (Tratamiento sé6lo con inoculo de

consorcio bacteriano); (Tratamiento control, sélo con sustrato inerte).

Para la siembra se regaron los plantines a capacidad de campo, luego se
inocularon con 1ml de solucidbn de 0.6 DO a 600nm con los diferentes consorcios

bacterianos seleccionados.



Para el ensayo en condiciones de invernadero de germinacion y establecimiento
de plantulas de tomate, se utilizaron 7 bandejas de 6 alvéolos (tratamientos y controles).
Se sembraron con dos semillas de tomate por cada alvéolo. Luego se regaron hasta
capacidad de campo. Para los tratamientos el sustrato de soporte inerte y alperujo se
incubaron con consorcios bacterianos en concentracion de 0,6 DO (absorbancia) a 600
nm de longitud de onda. Se utilizaron como inéculo de los tratamientos los consorcios
seleccionados en los items anteriores de este trabajo, los cuales cuenta con
capacidades PGPB, no fitopatdgenas y tolerantes a distintas concentraciones de
alperujo. Se realiz6 un control en el cual no se aplico ningun tipo de fertilizacion. A partir
de la primera emergencia de la plantula, los plantines de tomate se mantuvieron en
condiciones de invernadero: temperatura minima de 7 °C y maxima 37 °C, humedad de
rocio y buena penetracion de luz. Estas condiciones se simularon en una carpa de
cultivos de interior (indoor) de 1mx1mx1.80m (Bellavita Cultivos), con una luz ultra
espectro de la marca Growtech, la cual estaba programada para tener ciclos de 12h luz
(400 W). El cultivo se reg6 todos los dias manualmente con un pulverizador, sin llegar a
la capacidad de campo de los almacigos para no lavar el inéculo bacteriano ni el

alperujo.

Las variables a evaluar fueron: longitud del tallo (cm), peso seco de tallo y hojas
(9), peso seco de la raiz (g), area total de hojas verdaderas (cm2). Los registros se
tomaron a los 30 dias de la siembra. Las mediciones se realizaron con un calibre digital

Stronger.

4.4 Monitoreo de las comunidades microbianas.

Se realizo el recuento de las comunidades microbianas de hongos, levaduras y
bacterias (especificamente del género Azospirillum) del sustrato de los mastines en los
gue se desarrollaron los plantines de tomate anteriormente, después de realizar la
extraccion y medicion de las variables vegetativas de los mismos. Se determiné el

numero de microorganismos por recuento de UFC en placa utilizando:
v" Medio de cultivo para bacterias del género Azospirillum sp. (para 1000 ml).

Acido Malico (5 g); K2HPO4 (0,5 g); MgSO4 7H20 (0,2 g); NaCl (0,1 g); CaCl2 2H20
(0,02 g); Fe EDTA sol 1,64 % (4mL); azul de Bromotimol (2mL); solucién de vitaminas (1



ml); solucién basal (2ml); agar (1,75 g); agua destilada suficiente para enrazar a 1000

mL.
Solucién de vitaminas: Biotin 0,01 %; Pyridoxol-HCI (Vit 6) 0,02 %.

Solucién basal: CuSO4 5H20 0,04 %; ZnSO4 7H20 0,012 %; H2BO 4 0,14 %;
NazMoO4 2H20 0,1 %; MnSO4 H20 0,15 % (Kassemy Nannipieri, 1995). M. Bacterias
(Azospirillum sp.); hongos y levaduras. (Alef & Nannipieri, 1995).

v" Medio de cultivo para hongos (para 1000 ml).

Agar CZAPEK cloranfenicol 0.1 g/L: NaNO3 3g/L, K2ZHPO4 1g/L, MgSO4 0.5¢/L,
KCL 0.5¢g/L, FeSO4 0.01g/L, sacarosa 30 g/L y agar 15 g/L, se ajusté a pH 5.5 (Alef &
Nannipieri, 1995).

v" Medio de cultivo para levaduras (para 1000 ml).

Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) cloranfenicol 0,1g/L: extracto de levadura
10 g/L, peptona 20 g/L, glucosa/dextrosa 20 g/L, agar 15 g/L, a pH 4,5. L. (Alef &
Nannipieri, 1995).

Se analizaron los tres grupos mencionados, en funcibn de evaluar el
establecimiento, comparando el recuento de UFC de los tres grupos entre los
tratamientos y dentro de cada uno de ellos. Se evalu6 el predominio del género
bacteriano inoculado, dado que los sustratos en los que se realizaron los ensayos no
eran estériles, por lo que podrian contener carga microbiana previa (Qiu et al. 2019,
Sipahutar et al. 2018, Kong et al. 2019).

45 Anéalisis estadisticos

El analisis de los resultados se llevo a cabo mediante un Andlisis de la Varianza
no parameétrico (ANOVA). La separacion de medias a posteriori, se realizo por método
de Tukey con un nivel de significancia menor a 0,05. Para los resultados que no
presenten una distribucion normal se realizard la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis. Los parametros de crecimiento y recuento microbiano se relacionaron usando

Andlisis Estadistico Multivariado de Componentes Principales (ACP) para determinar



qué variables se asocian con los diferentes testigos y tratamientos. Estos analisis se
hicieron  utilizando el  programa  estadistico InfoStat  version  2018.



5. Resultados

Se realiz6 una prueba de normalidad tanto a los resultados del analisis de
toxicidad-fitopatogenicidad como a los resultados de las pruebas in vivo sobre plantulas
de tomates y todos ellos no mostraron una distribucion normal. Por ende, todos los
analisis de varianza que se realizaron fueron no paramétricos a través de la prueba de
Kruskal Wallis.

5.1 Tolerancia de consorcios bacterianos al alperujo

En funcion a los resultados de la tabla N° 3 se determinaron los consorcios
bacterianos del género Azospirillum sp. B1, B3 y B4 como los mas tolerantes al alperujo
en concentraciones crecientes, candidatos para su utilizacién en los ensayos in vivo con

plantines de tomate.

Tabla 3: Representacion de screening de los consorcios bacterianos en funcién de su tolerancia
creciente a diferentes concentraciones de alperujo, cuantificada en funcién de la biomasa
desarrollada. El simbolo + significa mayor desarrollo de biomasa bacteriana.

Consorcio | Al 5% Al15 Al 25
B1 ++++ ++++ ++++
B2 +++ ++ ++
B3 ++++ ++++ ++++
B4 ++++ +++ ++
B5 ++++ ++ -

B6 +++ +++ ++




5.2Fitopatogenicidad bacteriana in vitro

En la evaluacion de fitopatogenicidad in vitro a partir del uso de semillas
sensibles, se registraron los valores mas altos de IG, que corresponden a los consorcios
bacterianos B1 y B3, los cuales se encuentran dentro de los limites de no patogenicidad

(ver tabla 1), comparados con los resultados presentados en tabla 4.

En funcion de estos resultados, se seleccionaron los dos consorcios bacterianos
gue presentaron los valores significativos mas elevados de IG segun la tabla 1, para

realizar pruebas in vivo en platines de tomate.

Si bien B4 presentd buenos valores de IG, no presentd buenos valores de
produccién de biomasa respecto de los demas aislamientos (tabla 3). Debido a esto,
este consorcio no fue seleccionado para utilizarlo en el ensayo in vivo con plantines de

tomate.

B2, B5 y B6, mostraron algun grado de fitopatogenicidad, por ende, no se los

incluyo en los analisis in vivo en plantulas de tomate.

Tabla 4: Analisis de fitopatogenicidad de distintas concentraciones de alperujo.
Andlisis de la varianza de medias de IG para semillas de rabanito.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05
Kruskal Wallis). Se indica media * la Desviaciones estandar por cada tratamiento.

Consorcio |Media de IG
Bl 92,2749,65D
B2 51,41+ 11,07 B
B3 99,89+ 10,45 D
B4 76,98+ 4,73 CD
B5 30,9410 A

B6 54,32+8,67 BC




5.3Fitotoxicidad del alperujo in vitro en base al indice de germinacion (IG)

Para la evaluacion de tolerancia a concentraciones crecientes de alperujo (5, 15y
25%), se analizaron los valores de IG de semillas sensibles, indicados en la Tabla 1
correspondiente al apartado materiales y métodos. Se determind que los valores de IG
mas bajos (mas toxico) significativos sobre semillas sensibles, se registraron en las

muestras con concentraciones de alperujo a 25%.

En funcion de estos resultados se optd, para realizar las demas pruebas en vivo,

las muestras con concentraciones de 5y 15% de alperujo.

En lo que respecta a las muestras con concertaciones del 5% y 15% (p/p),
denotan una toxicidad moderada, con un IG promedio mayor 50, como se indica en la
tabla 1 de materiales y métodos. Ademas, en el analisis de varianza, ambos tratamientos

no muestran diferencia significativa (p=0.05).

Tabla 5: Andlisis de fitotoxicidad de distintas concentraciones de alperujo.
Andlisis de la varianza de medias de IG para semillas de rabanito.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05
Kruskal Wallis). Se indica media + la Desviaciones estandar por cada tratamiento. Al: alperujo

Tratamiento | Media de IG

Al 5% 59,25+0,56 B
Al15% 51,4+5,23 B
Al25% 1,06+0,28 A

5.4Ensayos in vivo en plantas de tomate

5.4.1 Datos vegetativos

5.4.1.1 Altura del tallo

Para la variable vegetativa altura del tallo, se pueden observar diferencias entre
las distintas muestras con variaciones, no significativas entre la mayoria de los
tratamientos (grafico 1). El tratamiento inoculado con el consorcio Bacteriano 1 (B1) fue
el que mostrd el valor promedio mas alto de esta variable (3.91cm), sin embargo, el



analisis de varianza no mostré diferencias significativas con los tratamientos C, B3,
Al5%B1, Al5%, Al5%B3, Al15%B3 y Al15%B1 (p=0.05). Si mostro diferencia significativa
con el tratamiento Al15% (p<0.05), el cual evidencio la altura de tallo promedio mas baja

de todos los tratamientos (3.03cm).

Si bien el tratamiento Al15%, manifestd el valor de altura del tallo mas bajo, no se
encontraron diferencias significativas con los tratamientos B3, Al5%B1, Al5%, AI5%B3,
Al15%B3 y Al15%B1 (p=0.05).

Los resultados también mostraron diferencia significativa entre el tratamiento
control y Al15% (p<0.05).
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Grafico 1: Comparacion de medias por Analisis de la varianza para la variable altura del tallo de
plantulas de tomate entre distintos tratamientos. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05 KW). En el eje X, pueden observarse los
distintos tratamientos abreviados: C (control), B3 ( consorcio bacteriano de Azospirillum B3), B1 (
consorcio bacteriano de Azospirillum B1), AI5%B1 (alperujo al 5% + indculo de consorcio
Azospirillum sp. B1), Al5% (alperujo al 5 %), AI5%B3 (alperujo al 5% + in6culo de consorcio
Azospirillum sp. B3), AI5%B3 (alperujo al 15% + in6culo de consorcio Azospirillum sp. B3), Al5%B1
(alperujo al 15% + indculo de consorcio Azospirillum sp. B1), Al15% (alperujo al 15 %).



5.4.1.2 Area total de las hojas verdaderas

Los resultados del area de la hoja verdadera se muestran en el grafico 2. El
tratamiento con mayor area foliar fue B1 (0.56 cm?), diferenciandose significativamente

del control y del resto de los tratamientos.

Sélo los tratamientos Al15% y Al5%B1 (0.3 cm? y 0.17 cm? respectivamente)
mostraron diferencias significativamente menores que Al15%B3 (0.46 cm?). Sin
embargo, ninguno de estos tres tratamientos, mostro diferencia significativa con el resto

de los tratamientos y el control.
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Grafico 2: Comparacion de medias en la variable area total de hojas verdaderas de plantulas de
tomate entre distintos tratamientos. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (p<0.05). En el eje X, pueden observarse los distintos tratamientos
abreviados: C (control), B3 ( consorcio bacteriano de Azospirillum B3), B1 ( consorcio bacteriano
de Azospirillum B1), AI5%B1 (alperujo al 5% + inéculo de consorcio Azospirillum sp. B1), Al5%
(alperujo al 5 %), AI5%B3 (alperujo al 5% + in6culo de consorcio Azospirillum sp. B3), Al15%B3
(alperujo al 15% + inéculo de consorcio Azospirillum sp. B3), Al15%B1 (alperujo al 15% + inGculo
de consorcio Azospirillum sp. B1), Al15% (alperujo al 15 %).

5.4.1.3 Peso seco de tallo y hojas

Los resultados del peso seco de tallo y hojas se muestran en el grafico 3. B1 y B3
son los tratamientos que mostraron lo valores mas elevados (0.011 g y 0.009 ¢
respectivamente) en relaciéon a los demas. Se observa que B1 no mostrd diferencias

significativas con B3, pero si con todos los otros tratamientos aplicados.



Por otra parte, al analizar B3, se observa que solo mostré diferencias
significativas con los tratamientos en los que se aplicé alperujo sin ningun tipo de inéculo

bacteriano (Al5% y Al15%).

Finalmente, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos C (control),
Al5%B1, Al5%B3, Al15%B3, Al15%B1 (tratamientos con alperujo en alguna proporcién e

indculo) y los tratamientos Al5% y Al5% (con alperujo sin inéculo).
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Gréfico 3: Comparacién de medias en la variable peso seco de tallo y hojas de plantulas de tomate
entre distintos tratamientos. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas

entre tratamientos (p<0.05). En el eje X, pueden observarse los distintos tratamientos abreviados: C

(control), B3 (consorcio bacteriano de Azospirillum B3), B1 ( consorcio bacteriano de Azospirillum
B1), AlI5%B1 (alperujo al 5% + in6culo de consorcio Azospirillum sp. B1), Al5% (alperujo al 5 %),
Al5%B3 (alperujo al 5% + in6culo de consorcio Azospirillum sp. B3), AI5%B3 (alperujo al 15% +

indculo de consorcio Azospirillum sp. B3), AI5%B1 (alperujo al 15% + inéculo de consorcio
Azospirillum sp. B1), Al15% (alperujo al 15 %).

5.1.4.4 Peso seco de laraiz

Los resultados de la variable peso seco de la raiz se muestran en el grafico 4.
Puede observarse que el analisis de varianza no muestra diferencias significativas entre
los tratamientos B3, B1, Al5%B1, Al5%, Al5%B3 y el control.

A su vez, si se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
nombrados anteriormente y Al15%B1, Al15%B3 y Al15%, a excepcion Al5%B1, que no

muestra una similitud estadistica con el tratamiento Al15%B3.



Todos los tratamientos con alperujo en una proporcién del 15%, con y sin
bacteria, manifestaron los valores medios méas bajos de peso seco de la raiz (menores a

0.00519) y no presentaron diferencias significativas entre ellos.
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Grafico 4: Comparacién de medias en la variable peso seco de la raiz de plantulas de tomate entre
distintos tratamientos. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p<0.05). En el eje X, pueden observarse los distintos tratamientos abreviados: C

(control), B3 (consorcio bacteriano de Azospirillum B3), B1 ( consorcio bacteriano de Azospirillum
B1), AI5%B1 (alperujo al 5% + in6culo de consorcio Azospirillum sp. B1), Al5% (alperujo al 5 %),
Al5%B3 (alperujo al 5% + indculo de consorcio Azospirillum sp. B3), Al5%B3 (alperujo al 15% +

inéculo de consorcio Azospirillum sp. B3), AI5%B1 (alperujo al 15% + indculo de consorcio
Azospirillum sp. B1), Al15% (alperujo al 15 %).

5.5Recuentos microbianos
Los resultados del recuento microbiano se encuentran expresados en la tabla 6.

En el recuento de UFC de hongos filamentosos para las diferentes muestras

estudiadas se encontraron diferencias significativas entre ellas (tabla 6), p<0.001.

Las muestras que presentaron los valores significativamente mas elevados en el
recuento de esta variable fueron Al15%B1, Al15%B3, Al5% y Al5%B1. Similares a estos
valores fueron los tratamientos con Al15% y AI5%B3, pero éste ultimo tuvo diferencia

significativa con los tratamientos con los valores mas elevados de esta variable.



Por otro lado, el tratamiento control y ambos tratamientos sélo con B1 y B3,
presentaron los valores significativamente menores de recuento UFC de hongos
filamentosos, los cuales no presentaron diferencias significativas entre si, pero si lo

hicieron con el resto de los tratamientos.

Existe diferencia significativa con respecto al nimero de UFC de levaduras entre
los distintos tratamientos (p<0.001).

Los resultados mostraron que Al15% y Al15%B1, fueron los tratamientos que
tuvieron significativamente mayor nimero de UFC de levaduras en comparacion con los
tratamientos control, B3, Al5%B1, Al5%B3 y Al15%B3 a excepcion de los tratamientos

Bl y Al5%, con los cuales mostro una similitud estadistica.

El nimero de UFC del tratamiento Al5%, tuvo diferencias significativas con los
tratamientos control, B3, Al5%B3 y Al15%B3, pero no fue significativamente diferente

con el tratamiento AlI5%B1.

Los tratamientos aplicados fueron significativos (p<0.001) para el recuento de

UFC de Azospirillum sp.

Por un lado, los tratamientos que dieron significativamente mayor, fueron aquellos
tratados con la combinacién de alperujo y consorcios bacterianos (Al15%B1, Al5%B3,
Al15%B3 y Al5%B1) y ademas también del tratamiento solo con B3. (tabla 6)

Los tratamientos con menor nimero de UFC de Azospirillum sp., en los que no se
encontré diferencia significativa, fueron el tratamiento control, los tratamientos con

alperujo sin inocular (Al15% y Al5%) y el tratamiento solo con B1.

El andlisis del numero de UFC de los distintos grupos microbianos, dentro de

cada tratamiento, pueden verse en la tabla 6.

Dentro de los tratamientos Al15%B1, Al15%B3, Al5%B3, Al5%B1, B3 y el control,
el recuento de UFC, mostré diferencias significativas (p<0.001) entre hongos, levaduras
y Azospirillum sp. En este altimo, el valor de UFC fue significativamente mayor, respecto

a los demas grupos microbianos.



En las muestras solo tratadas con Al5% y Al 15%, los valores de UFC de hongos
y Azospirilum sp., no mostraron diferencias significativas entre ellos, pero si con el

ndmero de UFC de levaduras.

Para el tratamiento en el que sélo se inocul6 B1, los valores que mostraron
diferencias significativas entre ellos fueron el ndmero de UFC de levaduras vy
Azospirillum sp., mientras que los hongos tuvieron valores de UFC estadisticamente

similares a ambos grupos.

Tabla 6: Comparacion de medias de N° de UFC de hongos levaduras y Azozpirillum sp.. Letras
Mayusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0.05
Kruskal Wallis). Letras minusculas indican diferencias estadisticamente significativas entre los
valores numéricos de UFC de los distintos microorganismos dentro de cada tratamiento (p<0.05
Kruskal Wallis). Seindica las medias + las desviaciones estandar de cada variable por cada
tratamiento.

Tratamiento | UFC de Hongos | UFC de | UFC de Azospirillum
Medias = DE Levaduras sp. Medias + DE
Medias + DE

C 3,41+0,21 Ab 0,95+1,47 ABa 5,38+0,6 Ac

B3 2,96+0,4 Ab 0+0 Aa 6,86+0,25 B¢

Bl 3,46+0,14 Aab 2,48%£1,92 BCDa 5,47+1,09 Ab

Al 5% B1 4,73+0,29B Cb 3,35+2,1 ABCa 6,84+0,31 Bc
Al 5% 4,8+0,19B Cb 3,38+0,23 CDa 4,73+0,45 Ab
Al 5% B3 3,86+0,09 ABb 1.08+1,67 ABa 6,9+0,04 Bc
Al 15% B3 4,95+0,36 Cb 0+0 Aa 6,85+0,1 Bc
Al 15% B1 4,99+0,05 Cb 3,74+0,11 Da 7,03+0,03 Bc
Al 15% 4,67+0,12BC b 3,65+0,32 Da 5,01+028 Ab




5.6Interaccion entre las diferentes variables analizadas y los tratamientos

En el Gréfico 5, se realiza el analisis multivariado de componentes principales; se

pueden observar diferentes relaciones entre los tratamientos y las variables.

Para este analisis se utilizaron los datos de las variables biologicas registradas

en los plantines y microbioldgicas registradas en el sustrato de los plantines.

Los tratamientos B1 y B3, son los que presentaron mayor asociacion positiva con
variables vegetativas como: peso seco de tallo y hoja, area total de hoja verdadera y
altura del tallo, mientras que el control se asocia estrechamente al peso seco de la raiz.
Por otra parte, se puede enunciar que las variables microbiolégicas como, UFC hongos,

UFC levaduras y UFC de Azospirillum sp. se asociaron a las muestras que contenian

alperujo.
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Grafico 5: Andlisis multivariado de componentes principales, entre los diferentes tratamientos
(A15%, Al15%, B1, B3, Al5%B1, AlI5%B3, Al15%B1, Al15%B3), control, las variables vegetativas
plantines de tomate: altura del tallo, area total de hojas verdaderas, peso seco de tallo y hojas,
peso seco raiz y variables microbiolégicas: N°UFC de hongos (Hongos UFC log10), N° UFC de
levaduras (Levaduras UFC log10), N° UFC de Azospirillum sp.(Bacterias UFC log10). Pueden
observarse los distintos tratamientos abreviados: C (control), B3 (consorcio bacteriano de
Azospirillum B3), B1 (consorcio bacteriano de Azospirillum B1), AI5%B1 (alperujo al 5% + indculo
de consorcio Azospirillum sp. B1), Al5% (alperujo al 5 %), AI5%B3 (alperujo al 5% + in6culo de




consorcio Azospirillum sp. B3), Al5%B3 (alperujo al 15% + in6culo de consorcio Azospirillum sp.
B3), AI5%B1 (alperujo al 15% + in6culo de consorcio Azospirillum sp. B1), Al15% (alperujo al 15 %).

6. Discusioén

6.1 Evaluacién de fitotoxicidad y fitopatogenicidad en Raphanus sativus
(rabanito)

La fitotoxicidad es una medida del retraso o la inhibicion de la germinacién de
semillas, la inhibicion del crecimiento de las plantas o cualquier efecto adverso sobre las
plantas causado por sustancias especificas (Camacho et al., 2019). Asi, los bioensayos
de fitotoxicidad pueden detectar cualquier sustancia capaz de generar estrés temporal o
a largo plazo sobre la capacidad de germinacion de las semillas (Pavel et al., 2013). La
evaluacion de la fitotoxicidad es necesaria antes del desarrollo de un biofertilizante
(Kantha et al., 2015). Esta técnica es ampliamente utilizada debido a la fidelidad de los
resultados en cortos periodos de tiempo y a la posibilidad de extrapolacién de los
mismos a otras especies (Solorzano, 2014). En nuestro ensayo el consorcio bacteriano
B5 (aplicado en la concentracion mas alta) produjo efecto tdxico en rabanito,
probablemente debido a la produccion de sustancias fitotdxicas que en algunos casos
son producidas por consorcios microbianos y que podrian relacionarse con el biocontrol
(Vishwakarma et. al., 2020). Estos resultados son similares a los registrados por Pastor-
Bueis (2017) donde utilizaron una cepa de Bacillus siamensis aislada de la rizésfera de
pimiento (Capsicum annuum) con el fin de formular un biofertilizante. Utilizaron
diferentes tipos de semillas sensibles como rabanito, lechuga, tomate entre otras, para
evaluar la fitopatogenicidad. La aplicacion de esta cepa en diluciones del 10 y 20% no
presento efectos secundarios compatibles con fitopatogenicidad bacteriana, a diferencia

de nuestros consorcios, donde uno si mostré un efecto fitopatégeno (consorcio B5).

Los resultados que brind6 el andlisis de toxicidad del alperujo, frente al indice de
germinacion de semillas de rabanito, nos mostraron que cuando se utiliza una dilucion al
25% de alperujo, éste presenta elevada toxicidad, registrando indices de germinacion
por debajo de 1,06. Esto coincide con Proieti et al. (2015), que indicaron efectos tdxicos
del alperujo en la germinacién de semillas de rabanito, al evaluar extractos concentrados
de alperujo al 25%. Mientras que, en nuestros resultados, para los tratamientos con
dosis mas bajas, 5% y 15%, la toxicidad fue moderada, siendo éstas las seleccionadas

para los ensayos siguientes. Estos resultados coinciden con L. Rodriguez (2019), que



obtuvo resultados similares para dosis de 6% y 11%, con un indice de germinacion de
100% en alperujo sin ningun tipo de tratamiento.

6.2 Variables medidas en tomate

6.2.1 Peso seco

La determinacion del peso seco es una medida precisa para evaluar el
crecimiento de plantas, debido a que el peso fresco es menos preciso porque se ve
afectado por numerosos parametros ambientales y técnicos, incluso la humedad relativa,
temperatura de laboratorio y las corrientes de aire durante la exposicion de partes de la
planta separadas de la misma antes de pesar cada muestra (Bashan & de-Bashan,
2005; Patil et al., 2011; Ramirez & Kloepper, 2010). El crecimiento de la raiz es uno de
los principales marcadores a través del cual se mide el efecto benéfico de las bacterias
PGPB (Mendoza, 2015). En nuestros resultados no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos control, B1, B3, Al5%B1, Al5%, Al5%B3 (grafico 3).
Dado que nuestro experimento duro 30 dias, en estadios muy jévenes de los platines de
tomate, nuestros resultados no expresaron un cambio en el peso de la raiz por parte de
los tratamientos inoculados con Bl y B3, con respecto al control, se estima que los
efectos de las bacterias PGPB, sobre esta variable pueden llegar a mostrarse en un
tiempo posterior al que se tomaron las medidas o en estadios fenolégicos mas
avanzados. Widnyana & Javandira (2016) coinciden con los resultados mencionados,
demostrando que los efectos de los inoculantes (Bacillus sp. y Pseudomonas sp.)
utilizados para la promocién en la germinacion y el crecimiento de las plantulas de
tomate fueron observados a los 28 dias desde el comienzo de los tratamientos. Luna
Martinez (2013) determind en plantulas de tomate, que a los 30 dias de haber inoculado
con cuatro cepas de Bacillus, mostro diferencias significativas con respecto al control. Si
bien estos autores tuvieron resultados en el tiempo de duracion de nuestro ensayo, cabe
destacar la diferencia de género de los microorganismos utilizados y las distintas
condiciones en las que se realizaron esos estudios (condiciones reguladas de
invernadero y exteriror). Ribaudo et al. (2006), informo la interaccion positiva de la
semilla de tomate y una cepa de Azospirillum Brasilens, en el peso seco de la raiz,
reportando un aumento en la formacion de pelos radiculares, después de un tiempo de

la eclosion de la semilla. Dicho ensayo, estos autores, lo realizaron in vitro, dandose esta



interaccion mas evidente y en estados vegetativos de planta de tomate mas avanzados

gue los evaluados en nuestros ensayos.

En lo que respecta a los tratamientos que combinaron Al 5% con los distintos
consorcios bacterianos y el tratamiento sélo con Al 5%, no mostraron diferencias
significativas en el peso seco de la raiz con respecto al control. Esto se explica debido a
que, a bajas concentraciones, este residuo no causa efectos toxicos para los cultivos
(Paroldi, 2015). A diferencia de los tratamientos con una dosis de alperujo mas alta,
Al15%, donde si se pudo observarse el efecto fitotéxico de la enmienda. Esto puede
deberse a la presencia de compuestos fendlicos caracteristicos del alperujo (Rodriguez,
2019), los cuales se encuentran en mayor proporcion dado la concentracion de la

enmienda en comparacion con otros tratamientos.

Los in6culos de Azospirillum sp. a bajas concentraciones de alperujo no tuvieron
diferencias significativas con respecto al tratamiento control. Esto no nos muestra un
incremento en estas variables vegetativas al tratarlos con esta enmienda, pero podemos
observar que no tiene efectos negativos sobre la misma a concentraciones del 5%. Dada
la similitud con aquellos tratamientos no inoculados con consorcios bacterianos PGPB,
estos valores podrian cambiar en estadios posteriores de la planta de tomate debido a lo
expuesto en parrafos previos.

Descartamos un efecto toxico de la enmienda sobre el in6culo ya que, en los
tratamientos con alperujo al 15% y 5%, combinados con cualquiera de los in6culos de
Azospirillum  sp. utilizados, los microorganismos con un numero de UFC
significativamente mas grande fueron las bacterias contadas en el medio especifico para

Azospirillum sp..

Segun lo expresado en los resultados con respecto al peso seco del tallo y hojas,
sobre todo para el consorcio bacteriano B1, concuerdan con lo que se observa en
Almaghrabi et al. (2013), donde las plantas de tomate inoculadas con bacterias PGPB
del género Pseudomona sp., Bacillus sp. y Serratia sp., tuvieron un peso seco de brotes
y plantulas mas alto significativamente que el del tratamiento control. Para el consorcio
bacteriano B3, si bien puede observarse un aumento en el peso seco del tallo y hojas, al

no ser estadisticamente significativa la diferencia con el tratamiento control, puede que



el efecto PGPB de este consorcio se muestre en un tiempo posterior, como lo que
sucede con el peso seco de la raiz.

Por otro lado, los tratamientos que contenian un porcentaje de alperujo, no
mostraron diferencias significativas con el tratamiento control (grafico 3), lo que
demuestra que, para esta variable, nuestros consorcios de Azospirillum sp. expresan
mejor su caracteristica PGPB estando en un sustrato sin alperujo, que en los sustratos
con alperujo. Ademas, estos resultados demuestran que esta enmienda aplicada en
concentracion de 5% y 15%, no afecta al peso seco del tallo y hojas en este estadio de

la plantula de tomate.

6.2.2 Altura del tallo

Si bien no se encontraron diferencias significativas entre la mayoria de los
tratamientos, puede observarse que el control y B1, posee los valores medios mas altos.
Sin embargo, esto no tiene relevancia en la interpretaciéon de nuestros datos ya que el
analisis de varianza revela que estos resultados coinciden con el tratamiento control.
Esto podria explicarse con los datos de Widnyana & Javandira (2016), quienes afirman
gue a los 28 dias de inoculado de la semilla con bacterias PGPB, no se expresan
caracteristicas vegetativas en la plantula de tomate dadas por estas bacterias PGPB. Al
ser de 30 dias la duracién de nuestro ensayo, puede que la elongacion del tallo causada
por los consorcios bacterianos de Azospirillum sp., no fuese expresada hasta un tiempo

posterior a la finalizacion del estudio.

Una caracteristica de los resultados obtenidos a destacar es la similitud de los
resultados dados en Al5%, el cual no muestra diferencias significativas con el
tratamiento control, a diferencia del tratamiento con alperujo al 15% (Al15%), en donde
las plantulas de tomate tuvieron una altura significativamente menor respecto del
tratamiento control. Estos resultados coinciden con Pinho, et al. (2017), donde se
evaluaron distintas caracteristicas vegetativas de plantulas de rabanito (Raphanus
sativus), aplicando alperujo como enmienda organica. Dicho estudio demostré que el
tamafio de las plantas de esta especie disminuye a partir de la aplicacion de este residuo
como enmienda organica en concentraciones del 5%. La concentracion de poli fenoles y
taninos fitotoxicos que posee el alperujo, puede explicar esta disminucion del

crecimiento vegetal (Qasem, 2020).



En los tratamientos inoculados con consorcios bacterianos, se observa, que no
son significativas las diferencias con el tratamiento control, independientemente de la
proporcion de alperujo colocado en cada tratamiento (5%, 15% o sin inocular). Estos
resultados, podrian ser debido al efecto de la bacteria, si bien no se observan medias
mas altas, producto de sus caracteristicas PGPB, los resultados reflejan una tolerancia a
los efectos del alperujo en los tratamientos que contienen este residuo en alguna
proporcion. No se han encontrado hasta el momento en la literatura manuscritos que
describan puntualmente esta relacion, pero si hay evidencia de que distintos grupos
microbianos tienen la capacidad de degradar polifenoles y taninos, componentes
fitotdxicos de este residuo (Mutabaruka, et al. 2007; Schmidt, et al. 2013). Kupryashina
(2015), demuestra la capacidad de Azospirillum sp. para oxidar ciertos componentes de
la lignina, asumiendo la posibilidad de esta bacteria para inducir cambios destructivos en
la compleja molécula polifendlica de la lignina. Esto ultimo podria explicar la capacidad
de la bacteria inoculada para disminuir la carga téxica del soporte empleado en este

ensayo.

6.2.3 Area total de las hojas verdaderas

Los mayores valores de area foliar total dependen del aporte de Nitrégeno, lo que
mejora la intercepcién y asimilacion de CO2 por la planta con lo que se espera un
aumento en la produccion de biomasa vegetal (Taiz et al. 2006). Aguilar-Garcia et al.
(2005) estudiaron que un mayor crecimiento del follaje de la planta mejora la
intercepcion luminica, lo cual incrementa la fotosintesis y por ende la produccion de

biomasa.

En los resultados obtenidos para la variable area total de las hojas verdaderas,
para B1 sin enmienda organica el area fue significativamente mayor que el tratamiento
control (ver gréfico 2). Este resultado puede atribuirse a la conocida capacidad de
especies del género Azospirillum (en particular la especie A. brasilense) de fijar
nitrogeno atmosférico (Huergo et al., 2008). Dado que los consorcios empleados en este
trabajo pertenecen a este género, se puede relacionar entonces este hecho con el

aumento del area foliar de las plantas tratadas con B1.

Al combinar estos consorcios bacterianos con las distintas proporciones de Al15%

y AlI5%, los resultaros dieron un area foliar mucho mas reducida, esto puede deberse a



gue el alperujo produzca un efecto inhibidor en este mecanismo que beneficia a la planta
de tomate. Si bien no hay trabajos que demuestren el efecto del alperujo en la inhibicién
puntual del efecto fijador de nitrégeno de bacterias como Azospirillum, si hay evidencia
de que sus componentes polifendlicos inhiben los factores virulentos de bacterias como
Pseudomonas (Viola et al. 2022), lo que demuestra que este residuo si puede tener
efectos puntuales sobre ciertas actividades microbianas.

Cabe destacar, que en el tratamiento Al15% (enmienda sin consorcio bacteriano),
el area total de las hojas verdaderas, si bien no fue significativamente menor frente a los
demas tratamientos, junto con el tratamiento de Al5%B1, obtuvo los valores medios mas
bajos. Esto se relacionaria con el aumento de la toxicidad de la enmienda a
concentraciones crecientes de alperujo (Schmidt et. al. 2013). Por otra parte, el resultado
obtenido para el tratamiento Al5%B1, puede ser debido a un error experimental de
alguna variable que no se haya tenido en cuenta, ya que es un valor muy dispar,

comparandolo con los valores de los demas tratamientos.

6.3 Variables microbioldgicas

Los cambios de caracter quimico y fisico tras la aplicacion de enmiendas alteran
la microbiota del suelo a nivel poblacional (Bastida et al., 2008; Abubaker et al., 2013),
por ende, consideramos de suma importancia este andlisis, debido a la relevancia de los

microorganismos del suelo para el crecimiento vegetal.

6.3.1 Numero de UFC de hongos

Los hongos filamentosos son de gran importancia en los ecosistemas, debido a
gue presentan enzimas extracelulares capaces de degradar compuestos recalcitrantes

como polifenoles y taninos (Madigan, et al., 2009).

En nuestro estudio el recuento de UFC, se realizé en cajas de Petri, revelando

diferencias significativas de esta variable respecto de los diferentes tratamientos.

El mayor nimero de UFC de este grupo de microorganismos se cuantificaron en
los tratamientos con alperujo (5% y 15%). La abundancia relativa de hongos, puede

deberse a que estos microorganismos son capaces de degradar muchos de los



compuestos recalcitrantes presentes en el alperujo como, fenoles, celulosas y

hemicelulosas (Dermeche et al., 2013).

Al trabajar con un sustrato inerte, es de esperarse que los tratamientos que no
contienen alperujo, mostraran resultados mas bajos, pero algo a destacar es el
tratamiento con Al5%, inoculado con B3, el cual dio resultados muy similares a los
tratamientos sin la aplicacion de alperujo. Una posible explicacién a dicho resultado es la
inhibicidon bacteriana por parte de B3 al crecimiento de hongos presente en el alperujo,
gue en bajas proporciones (5%), es mucho mas notoria esta interaccion negativa que en

proporciones mayores (15%) (Faust et al., 2015; Sharifazizi, 2017).

6.3.2 Numero de UFC de levaduras

Estos microorganismos son muy sensibles a diferentes perturbaciones del medio
como, por ejemplo, a los cambios de pH, contenido de nutrientes, entre otros (Madigan
et al.,2009).

Los resultados del recuento de UFC de levaduras nos indican que los
tratamientos con alperujo sin inéculo bacteriano generan un incremento en la
abundancia de levaduras. También se destaca que la aplicacibn del consorcio
bacteriano B1, no afecta de manera negativa a dicho grupo microbiano a través de una
interaccion negativa, como puede suceder en los tratamientos en los que se inoculé el

consorcio bacteriano B3.

Esto resultados estarian indicando que la utilizacion de este residuo como
enmienda proporciona un aumento en biomasa de levaduras, siendo esto congruente
con los estudios a largo plazo realizados por Paroldi (2015), donde demuestra que la
aplicacion de alperujo en olivares aumenta el nimero de UFC de levaduras. También en
Marruecos un trabajo que toma este dato tras la aplicacion de alperujo como enmienda
en suelos cultivados con Mentha Spicata (hierba buena), concluye que el incremento de
levaduras se deberia al aporte de estos microorganismos por parte del residuo (El
Hassani et al., 2010).

6.3.3 Numero de UFC de Azospirillum sp.



El ndmero de UFC de bacterias de nuestros resultados, aumenté en la
asociacion del inoculo bacteriano B3 y B1, con alperujo en distintas proporciones, siendo
el que posee un valor mas alto el tratamiento Al15%B1 (7,03log10). Junto con estos
valores, también el tratamiento sélo con el in6culo bacteriano B3, es significativamente

mas alto que el control, B1, Al5% y Al15%.

Al ser significativamente mayor el numero de UFC de los tratamientos con
alperujo combinado con consorcios bacterianos, indicaria la posibilidad de utilizar este
residuo como enmienda organica y fuente de nutrientes para las bacterias inoculadas B3
y B1l. Resultados similares a los anteriores fueron encontrados en un estudio, en el que
se utilizé alpechin como suplemento de riego de suelos de olivares. Se reportd que
incrementd la abundancia de actinomicetos y bacterias fijjadoras de nitrdgeno,
particularmente en las capas superficiales de los suelos tratados (Di Serio et al., 2008;
Paroldi, 2015).

Es importante destacar que en los resultados obtenidos sobre las UFC de
Azospirillum sp., se evidencia la caracteristica potenciadora del nimero bacteriano con
alperujo, ya que en los tratamientos con proporciones mas grandes Al15%, los valores

fueron mayores comparando ambos consorcios bacterianos (B1 y B3).

6.4 Asociacion entre las diferentes variables analizadas y los tratamientos

En el gréafico Bi-plot (gréfico 5), de analisis multivariado de componentes
principales, se puede observar que las variables vegetativas, estan asociadas
principalmente a los tratamientos inoculados con bacterias, sin aplicacion de alperujo. Se
observo que el tratamiento B3, se encuentra asociado a los pesos secos del tallo, hojas
y raiz, mientras que B1, se asocia mayoritariamente al peso seco del tallo y hojas y al
area foliar de la hoja. Dicha asociacion de los consorcios bacterianos a las variables
vegetativas en bajas concentraciones de alperujo como enmienda organica, puede
explicarse por la fitotoxicidad de este residuo frente al desarrollo de la planta en sus
primeros estadios vegetativos (Qasem, 2020). Sin embargo, como se discutio en los
items anteriores, puede decirse que existe una asociacion positiva, en lo que respecta a
la disminucion del efecto toxico del alperujo por parte de Azospirillum sp., en
concentraciones mas bajas del mismo, ya que los resultados reflejan que la enmienda

en concentraciones del 5%, en combinacidon con los consorcios bacterianos inoculados,



se encuentran mas cerca de las variables vegetativas, sobre todo los pesos secos, que
cuando la enmienda fue colocada en proporciones del 15%.

En cuanto a las variables microbianas, los tratamientos que combinaban alperujo
al 15% en combinacion con alguno de los consorcios bacterianos, explicaron mejor el
namero de UFC de hongos y de bacterias que los tratamientos con alperujo al 5%
combinados con los consorcios. En este caso, ambos tratamientos con proporciones
menores de alperujo, se ven asociados a los valores mayores de UFC de levaduras.
Cabe destacar que el grupo bacteriano fue el que presentd, en todos los casos
analizados, el mayor valor significativo al comparar las medias de los diferentes grupos
microbianos para todos los tratamientos. Esto indicaria la capacidad de este grupo para
tolerar en las dosis evaluadas ciertos componentes toxicos presentes en el alperujo
(tabla 6). Esto coincide con los resultados enunciados en la tesis doctoral de Paroldi
(2015), quien encontré un aumento en la riqueza y biomasa de la comunidad microbiana
tras la aplicacion de alperujo crudo en proporciones similares en suelos de olivares. En
este trabajo se concluyé que la aplicacion de este residuo como enmienda, beneficia a
las comunidades microbianas del suelo en proporciones relativamente bajas, mejorando
la calidad para su uso productivo. También los resultados de este trabajo concuerdan
con los de Mekki et al. (2013), quien tras aplicar como riego los residuos liquidos de la
produccion de aceite de oliva en suelos semiaridos, observé un aumento en las UFC de

microorganismos del suelo de diversos grupos.

7. Conclusiones

e Concluimos que la utilizacion de consorcios bacterianos del género Azospirillum
sp. como biofertilizante de plantines de tomate, en combinacion con una
enmienda organica de alperujo de oliva fresco, es posible en proporciones 5% de
este residuo ya que en proporciones de 15%, este comienza a tener algunos
efectos toxicos sobre la planta.

e EIl alperujo crudo utilizado como enmienda organica, en proporciones del 15%
mostrd incremento en los valores de UFC de hongos, levaduras y bacterias.

e Si bien no pudo demostrarse un aumento significativo en las variables vegetativas
al combinar los consorcios bacterianos B1 y B3 con el alperujo crudo en las
distintas proporciones utilizadas como enmienda orgénica en este estudio, puede



decirse que las caracteristicas fitotoxicas de este residuo, que afectan a estas
variables, se ven disminuidas con la combinacion.

Se evidencio que al utilizar concentraciones 15% de alperujo se ven disminuidas
las caracteristicas PGPB de los inoculos bacterianos que se usaron en este
estudio.



8. Proyecciones

Estudios posteriores podrian evaluar la sinergia de ambos consorcios bacterianos en
combinacion entre si y con proporciones de alperujo crudo similares a las evaluadas en
este estudio.

Se deberian establecer ensayos en los cuales el alperujo sea parte de un preparado
enriquecido para favorecer el crecimiento y la degradacion de dicho residuo, en
combinacién con in6culos microbianos

También son necesarios estudios a mediano y largo plazo para abarcar los demas
estadios fenolégicos de la planta de tomate evaluando su respuesta frente a la
combinacion de estos tratamientos.
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