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Introduccion

La deficiencia de Zn en suelo es una de las mas comunes a nivel global,
especialmente en suelos calcareos de regiones aridas o semidridas (Cakmak et al.,
1999). Estos suelos se dan con frecuencia en regiones mediterraneas, siendo los paises
del mediterraneo oriental donde méas frecuente es esta deficiencia. Los suelos
mediterraneos suelen caracterizarse por tener un pH frecuentemente bésico y un bajo
contenido en materia orginica (<1%). Todo esto contribuye a la reduccion de la
solubilidad de micronutrientes. La deficiencia de Zn pasa a menudo desapercibida por
agricultores y consumidores (Rashid & Ryan, 2004). Otras deficiencias de
micronutrientes son frecuentes en estos tipos de suelos. Tradicionalmente, a la que se ha
prestado mas atencién no es al Zn, sino a la deficiencia de Fe, conocida como clorosis

férrica o clorosis por deficiencia de Fe (de Santiago & Delgado, 2006).

Las deficiencias mencionadas pueden, no sdlo reducir los rendimientos de las
cosechas e incrementar los costes en abonos, sino que también pueden causar serios
problemas para la salud (Prasad, 2012). En paises subdesarrollados con dietas muy
dependientes del trigo pueden desarrollarse enfermedades por la falta de Zn en la dieta
(Cakmak et al., 1999). En suelos de la cuenca mediterranea, se considera la deficiencia
de Zn como un problema serio que ocasiona pérdidas importantes en la produccion y
puede poner en riesgo la salud humana en algunos paises del Norte de Africa o de
Oriente Proximo (Rashid & Ryan, 2004). El incremento de la concentracién de Zn y Fe
en granos de cereal (sobre todo arroz y trigo), se considera un problema cientifico de
primera magnitud para paliar las consecuencias en la salud humana de dietas basadas en
el consumo de estos cereales. Esta busqueda de mayores concentraciones de
micronutrientes en grano, bien por manejo del cultivo (fertilizaciébn) o por mejora

genética, se define como biofortificacion.

Elevados niveles de fosforo en el suelo se asocian a la deficiencia de Zn y de Fe
en los cultivos (Rashid & Ryan, 2004). El contenido en Zn en planta se reduce en
condiciones en las que el P es abundante en el suelo debido a varios factores, entre
ellos: reduccidn del transporte de las raices a los brotes, reduccidon de la concentracion
en los tejidos debido a un mayor crecimiento de la planta (efecto dilucion) y defectos en
el metabolismo de la planta (Mousavi, 2011). El abonado con P ha contribuido a

aumentar la produccidén agricola en el dltimo siglo. Sin embargo, un exceso en su



aplicacion puede conllevar antagonismos nutricionales que pueden reducir la
produccion, disminuir la calidad de la cosecha para su consumo humano, y contribuir a
la eutrofizacion del agua y dafiar el medio ambiente (MacDonald et al., 2011). El efecto
sobre la calidad se debe no sélo a los antagonismos que pueden reducir la concentracidon
de Zn y Fe en la cosecha, sino al incremento en semillas del P almacenado como acido
fitico que reduce la absorcion en el tracto digestivo de los elementos mencionados. Se
ha intentado controlar la aplicaciéon de abonos fosfatados mediante normativas en
diversos paises de la Unidon Europea y en Estados Unidos. No obstante, a pesar de
haberse reducido los excesos, todavia en dreas como el norte de Europa o la cuenca del
Golfo de México los excesos de P y N son preocupantes. China es, con diferencia, el
pais donde méas excesos de abonados se producen y en la actualidad no se han impuesto

normativas estrictas para frenar dichos aportes (Vitousek et al., 2009).

En cuanto a salud se refiere, las deficiencias de Zn en la dieta humana
empezaron a detectarse en los afos 50 en paises con dietas pobres en Zn como Irdn y
Egipto. Los efectos principales que presentan las personas con bajos niveles de ingesta
de Zn pueden ser retraso mental, retraso del crecimiento en jovenes y atrofia del aparato
reproductor, entre otros. En casos severos, la deficiencia puede incluso producir la
muerte (Prasad, 2012). Como se ha mencionado antes, los granos de trigo presentan un
compuesto denominado 4cido fitico que impide una buena asimilacién del Zn en la
digestion. Sin embargo, el acido fitico presenta numerosas cualidades positivas para la
salud humana como la inhibicién de ciertos canceres (Somasundar et al., 2017).
Ademas, las semillas de trigo presentan los mayores contenidos de Zn en el embrion y
en la capa aleurona (150 mg/kg). Como estas partes pueden perderse durante el proceso
de molienda, se reduce significativamente el contenido en Zn en las harinas obtenidas
(Cakmak, 2008). Estos aspectos hacen atin mas severo el problema en comunidades con

dietas poco variadas que dependen del cultivo de trigo, principalmente.

En aras de conseguir un correcto estado nutricional del cultivo y, por tanto, del
consumidor, se han propuesto varias vias para incrementar el contenido de Zn y otros
elementos en la planta y en concreto en los granos de cereal. Uno de ellos es la mejora y
la seleccion genética de variedades mas efectivas en la fijacion (bioacumulacion) de Zn
(Rashid & Ryan, 2004). Varios autores han sugerido numerosas variedades mas
eficientes en la absorcion de Zn (Khoshgoftarmanesh et al., 2009; Rengel & Graham,

1996). En la actualidad se estan realizando esfuerzos para obtener mejores variedades



(White & Broadley, 2009) y se ha demostrado que las variedades silvestres de trigo
acumulan mayores niveles de Zn, Fe y proteinas, ademas de resistir mejor las
condiciones de sequia (Peleg et al., 2008). También, en la actualidad, cabe destacar el
desarrollo de nuevas variedades a través de la transgenia (Zhu et al., 2007). Sin
embargo, la mejora genética también presenta limitaciones. El problema radica en que
los suelos que presentan condiciones de pH alto, baja humedad y bajo contenido en
materia orginica no contienen el suficiente Zn disponible para alcanzar los niveles
deseados para el correcto desarrollo del cultivo (Cakmak, 2008). En general, se
consideran deficitarios todos los suelos con contenidos inferiores a 0,5 mg/kg de Zn
extraible por DTPA (Lindsay & Norvell, 1978). Estas condiciones son frecuentes en los
suelos en los que se cultivan cereales en areas mediterraneas (Cakmak, 2008). Por lo
tanto, la mejora genética se ve limitada en suelos que han agotado el Zn disponible
(Cakmak, 2002). Esto se acentia ain mas en paises subdesarrollados donde el uso de
fertilizantes con micronutrientes en la agricultura es poco frecuente. En el caso de otros
micronutrientes, y en particular del Fe, sus concentraciones en suelo suelen ser altas
incluso en aquellos donde aparece la clorosis férrica. En este caso, el problema puede
deberse a la escasa solubilidad de las formas dominantes de Fe en el suelo debido al pH
basico y al fallo en especies sensibles de los mecanismos de movilizacion vy
translocacién del nutriente en la planta (de Santiago & Delgado, 2006; de Santiago et

al., 2008).

Los micronutrientes pueden aportarse como fertilizantes. El caso mas habitual es
aplicar Fe, generalmente como quelatos que son formas muy eficaces corrigiendo su
deficiencia. Por el contrario, el Zn puede aplicarse directamente al suelo en diferentes
formas quimicas como ZnSOs (mas habitual y econdmica), ZnO, ZnEDTA o Zn
oxisulfato (Cakmak, 2008). La aplicacioén de Zn puede hacerse, ademés de al suelo, a la
semilla y/o a la hoja. Las aplicaciones foliares son las mas eficientes incrementando el
contenido en Zn tanto en granos como en tallos (Yilmaz et al., 1997). Sin embargo, el
abonado directamente al suelo mejora la produccidén y es mas rentable debido a su
efecto residual (Yilmaz et al., 1997). Esto puede deberse a que cultivos como el trigo
necesitan Zn, sobre todo, durante sus fases de crecimiento tempranas (Ozturk et al.,

2006).

Las enmiendas orgénicas también pueden resultar interesantes, pues se ha

demostrado que el aporte de restos del proceso de elaboraciéon de aceite y de vino



incrementa el contenido en Zn disponible (Maqueda et al., 2015). También el uso de
residuos solidos urbanos, purines de aves y compost comercial incrementan los niveles
de Zn disponible en suelos (Shuman, 1999). Estas enmiendas son efectivas
incrementando parametros de calidad del suelo, Un parametro de calidad relevante es la
actividad microbiana. Incrementos en la actividad microbiana dan lugar a mayores
actividades enzimaticas en el suelo. Estas enzimas estdn directamente relacionadas con
los ciclos y transformaciones de los nutrientes y varian rdpidamente debido a
alteraciones del suelo de origen natural o antropogénico (Puglisi et al., 2006). Dentro de
las enzimas analizables de los suelos destacan, entre otras, las fosfatasas que se
encargan de catalizar la hidrdlisis de los enlaces fosfoéster liberando P al medio
(Nannipieri et al., 2011), las B-glucosidasas que se implicadas en la hidrdlisis de la
celulosa del medio y convertirla en glucosa disponible para las plantas (Singhania et al.,
2013) y las deshidrogenasas, encargadas de oxidar la materia orgénica transfiriendo
protones y electrones del sustrato a aceptores (Makoi & Ndakidemi, 2008).

Para la supresion de enfermedades de las plantas se han utilizado
microorganismos. Uno de los mecanismos para el control de enfermedades es competir
con los patdgenos por los nutrientes (Mercado-Blanco & Bakker, 2007). En el caso del
Fe, esto se consigue secretando sider6foros (quelantes) que son compuestos muy
efectivos en complejar selectivamente Fe y a veces otros metales (Sharma et al., 2003).
Por consiguiente, también pueden resultar interesantes para incrementar la
biodisponibilidad de ciertos metales, por ejemplo el aumento de Fe y Cu que se ha
constatado en plantas de pepino (Cucumis sativus) usando Trichoderma asperellum
strain T34 (de Santiago et al., 2013), Fe en soja (Sharma et al., 2003), Cu en maiz (Tao
et al., 2003) y Zn y Mn en medios de cultivo en condiciones “in vitro” (Altomare et al.,

1999).

Trichoderma asperellum T34 y Bacillus subtilis son usados para el control de
enfermedades en plantas (Ongena & Jacques, 2008; de Santiago et al., 2013). De hecho,
B. subtilis presenta un 4-5% de su genoma dedicado a la produccién de antibidticos
(Stein, 2005). B. subtilis se vende de forma comercial para combatir numerosas plagas
en diferentes cultivos (Pérez-Garcia et al. 2011). Al igual que en el caso de
Trichoderma, Bacillus puede considerarse un biofertilizante (Pérez-Garcia et al., 2011).
Especies de Bacillus secretan al medio fitasa que actda sobre los complejos formados

por el fitato (una de las formas organicas de P mas abundantes en el medio natural)



liberando metales que estaban unidos a él como Zn>*, Fe** o Ca** y haciéndolos
disponibles para las plantas (Jorquera et al. 2008). También pueden reducir el Fe’, muy
dificil de asimilar por las plantas (Pérez-Garcia et al., 2011), a Fez+, el cual es absorbido
con mayor facilidad por la planta (Valencia-Cantero et al., 2007). Ademas, B. subtilis
produce citoquininas que estimulan el crecimiento de las plantas en condiciones
adversas (Arkhipova et al., 2007). Adicionalmente se ha demostrado que los acidos
organicos volétiles secretados por B. subtilis promueven el crecimiento de las plantas
como Arabidopsis thaliana a través de la homeostasis de las auxinas y el crecimiento

celular (Zhang et al., 2007).

Por lo tanto, el uso de biofertilizantes como el caso de T. asperellum o B. subtilis
y la aplicacion de materia organica labil que favorezca el desarrollo de los
microorganismos del suelo, puede suponer una herramienta novedosa para conseguir
una buena nutricién en los cultivos sin comprometer el medio ambiente y que pueda

combinarse con los avances realizados en la mejora vegetal.



Objetivos

En relacién con lo anteriormente expuesto, este estudio pretende identificar los
posibles efectos positivos de la aplicacién de microorganismos como biofertilizantes
(Trichoderma asperellum y Bacillus subtilis) y de la materia organica (celulosa) en la
absorcién de Zn y otros micronutrientes (Cu, Fe y Mn) asi como en su interaccion con
el P en plantas de trigo duro (Triticum durum), en suelos con diferentes propiedades

quimicas Yy fisicas.



Materiales y métodos

Disefio experimental

El experimento se distribuyé en bloques al azar considerandose 3 factores: 1)
suelo, ii) tratamiento y iii) nivel de Zn, con 4 repeticiones por cada combinacién. Se
utilizaron 5 tipos de suelos diferentes, cada uno de ellos con nivel alto y bajo de Zn,
hasta un total de 10 suelos. Los tratamientos realizados fueron: inoculaciones de
Trichoderma asperellum T34 y Bacillus subtilis QST710, aplicaciéon celulosa y un
testigo sin tratar. Cada repeticidon consistié en una maceta con una planta de trigo duro

(Triticum durum).

10 suelos x 4 tratamientos x 4 repeticiones = 160 macetas

Material vegetal

Se utilizaron plantas de trigo duro (Triticum durum), cuyas semillas fueron
previamente tratadas con una pequefia dosis de NaClO diluido en agua esterilizada al
5%, esto se realizd para eliminar posibles contaminaciones. A continuacidn, se
introdujeron las semillas en camara frigorifica para inducir la germinacién a través de
vernalizacién. Durante este periodo las semillas continuaron siendo humedecidas con

agua esterilizada con NaClO diluido al 5% hasta su germinacion.

Medio de crecimiento

Las plantulas fueron cultivadas en un medio de perlita y tras alcanzar el estadio
Z1.3 de la escala Zadoks (Zadoks et al., 1974) se procedi6 al trasplante. Las plantulas
fueron lavadas con agua para eliminar la perlita adherida a las raices y se introdujeron
en macetas cilindricas con un volumen de 350 cm3, cada una con 300 g del suelo
correspondiente (los datos de los suelos vienen recogidos en la Tabla 1 y 2). En el
momento del trasplante se aplicaron 5 mL de agua a una profundidad media de la

maceta y 20 mL de agua sobre la superficie del suelo.



Para la extraccion de los suelos primero se identificaron tipos de suelos
homogéneos en parcelas diferentes, a continuacidn, se realiz6 un muestreo en diferentes
puntos de las parcelas para conseguir un rango de variacién en el Zn extraible por
DTPA. De dichos suelos se estimaron indices de biodisponibilidad para la planta, se
realizaron extracciones con DTPA (4cido penténico) para el Zn, Mn, Cu y Fe (Lindsay
& Norvell, 1978) y el método Olsen para la extraccion del P (Olsen, 1954) como puede

observarse en la tabla 2.
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Tabla 1. Datos de los suelos analizados.

Carbono

Carbonatos CE Arcilla

ID suelo  Nivel Zn (rﬁl??’%é) org(e;l/zlico pH o ds/m " Limo % Arena % Car(l;()ono
BLG b 0,25 0,49 8 23,1 0,397 10,8 22 45 0,49
a 0,09 0,51 8,4 15,3 0,132 11,6 25,3 47,5 0,51
LCv b 0,07 0,74 8 3,2 0,163 38,5 10,2 48,4 0,74
a 0,25 0,74 8,09 4.4 0,178 38,7 13,5 42,6 0,74
OTR b 0,003 0,32 8,68 17,4 0,116 38,3 18,4 26,4 0,32
a 0,04 1,08 8,44 15 0,197 35,5 19,1 31,1 1,08
RCN b 0,17 0,55 6,6 no 0,055 16,2 4,3 76,7 0,55
a 1,66 0,55 7,1 no 0,132 17 4,1 79,4 0,55
VGT b 0,72 0,58 8,3 1,62 0,119 9,2 10 81 0,58
a 0,92 0,58 7,7 no 0,102 12,7 8,9 78,7 0,58

a= nivel alto de Zn b= nivel bajo de Zn
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Tabla 2. Valores de biodisponibilidad de los suelos analizados

P Zn Fe Cu Mn
Suelo Nivel Zn mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
suelo suelo suelo suelo suelo
BGL b 21,85 0,19 3,23 1,84 3,19
a 5,79 0,2 3,16 0,8 3,05
LCV b 7,64 0,27 6,13 4,04 7,14
a 12,7 0,35 1,78 1,97 7,48
OTR b 4,23 0,08 4,7 0,22 4,77
a 5,34 0,31 6,08 0,36 7,67
RCN b 8,01 0,29 13,7 5,4 6,61
a 18,4 0,46 10,2 12,94 8,3
VGT b 18,66 0,22 5,99 0,39 8,3
a 22,03 0,34 9,7 0,52 8,21

a= nivel alto de Zn b= nivel bajo de Zn
Zn, Fe, Cu y Mn extraibles por DTPA (Linday & Norwell, 1978)

Condiciones de cultivo

El semillero de perlita fue saturado con agua desionizada e introducido en una de
las camaras de cultivo de la Escuela Superior de Ingenieria Agrondémica de la
Universidad de Sevilla. La camara fue programada con las siguientes condiciones
climaticas: 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, 25°C de temperatura durante las
horas de luz y 18°C durante las horas de oscuridad, humedad relativa del 40% durante
las horas iluminadas y 60% de humedad durante las horas sin luz y la radiacion
fotosintética aportada fue de 300 pmol/m2 s. Todas estas condiciones se escogieron para

simular las condiciones naturales de crecimiento.

Tras el trasplante, las macetas fueron colocadas aleatoriamente en la cimara de
cultivo con las mismas condiciones climéiticas anteriormente descritas. Se regaron con
agua desionizada y con solucién Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) modificada sin P
ni Zn (Tabla 3) a demanda de la planta tal y como se indica en la Tabla 4. El total de
solucion nutritiva Hoagland fue de 560 ml por maceta y el total de H,O fue de 255 ml

por maceta.
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Tabla 3. Composicion de la solucion nutritiva Hoagland

Nutriente Concentracién (mmol/L)

MgSOy4 2
Ca(NOs3), 5

KNOs3 5

KCl 0,05

H;BO;3 0,024

MnCl, 0,0023

CuSO4 0,0005
H,MoO4 0.0005

Tabla 4. Calendario de riego y volimenes de disolucién nutritiva aportada

Semana | Lunes Martes | Miércoles | Jueves | Viernes | Sdbado | Domingo
1 25mla | 10mlb | 10mlb 35mlb | 30mlb

2 30ml a 10 ml b 20mlb |20 mlb 30mlb
3 20 ml a 20ml b 20ml b 30ml a
4 15mlb 30ml b 30 ml b 30mlb
5 40 ml a 30 ml b

&

6 40 ml a 30ml b 50 ml b

7 30mlb 30mla 40 ml b

8 35mlb 35mlb 40 ml a

a= H,0 esterilizada b= Solucién nutritiva Hoagland *= 2% aplicacién de celulosa

Tratamientos

1. Indculo de Trichoderma asperellum

Las plantulas destinadas al tratamiento con 7. asperellum fueron inoculadas por
inmersion, con una concentracion de 10° conidias/mL Ademas, tras el trasplante, se
aportd en superficie 10* conidias/g de suelo regando con una suspension en agua de
1,5x10" conidias/mL en 4 puntos diferentes de la superficie del suelo (de Santiago et al.,

2009). El proveedor fue Biocontrol Technologies.
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2. Inéculo de Bacillus subtilis

En el caso de B. subitilis, la inoculacion se realizé con 2x10* CFU/g de suelo de
B. subtilis que se aplicaron regando con una suspension de in6culo en agua de 20 mL a
una concentraciéon de 3x10° CFU/mL en 4 puntos diferentes de la superficie del suelo

(Garcia-Lopez & Delgado, 2016). El proveedor fue Bayer Cropscience.

3. Aporte de celulosa

En cuanto a la celulosa, se realizaron dos aplicaciones de 100 mg C/kg de suelo
cada una, la primera se llevo a cabo una vez realizado el trasplante aplicando en 4
puntos diferentes de la superficie del suelo una solucién con la celulosa disuelta en 20
mL de agua (en el mismo volumen de agua usado para inocular los microorganismos) y
la segunda aplicacion se llevd a cabo al inicio del espigado, estadio Z5.1 (Zadoks et al.,

1974; de Santiago et al., 2013). La riqueza de la celulosa era de 0,44 g C/g celulosa.

Analisis del suelo tras el cultivo

Se separ6 el suelo rizosférico, el adherido a las raices, del resto y se almacenaron

por separado. Se procedio a realizar los siguientes analisis a los suelos de cada maceta.

1. Acidos organicos

Se determiné la concentracion de dcidos organicos en suelo rizosférico mediante
High Performance Liquid Chromatography HPLC (Gao, 2012) previa extraccién con
NaOH (0,01M) en relacién 1:1 p/v.

2. Plating

Para comprobar la presencia de Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum en
los suelos inoculados, se realiz6 un plating al final del ciclo de cultivo. La
determinaciéon de Bacillus subtilis se realizd en un medio de cultivo semi-selectivo
segun Zhao et al (2011). En el caso de Trichoderma asperellum se contabiliz6 siguiendo

el método de Chung & Hoitink (1990). La presencia de microorganismos quedd
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confirmada en los medios que habian recibido indculo No se detectaron unidades

formadoras de colonias (CFU) en los medios que no recibieron indculo.

3. Actividades enzimaticas

Se analizaron los niveles de fosfatasa, B-glucosidasa y deshidrogenasa segun los

procedimientos de Tabatabai (1994).

Fosfatasa: Se pesaron 2 g de suelo (control y dos repeticiones de cada muestra) y
se le afiadieron 4 ml de buffer universal (MUB) y 1 ml de p-nitrophenilfosfato
(PNP). La muestra se agitd y se dejo incubar al bafio maria durante 1 hora a
37°C. Transcurrido ese tiempo se pard la reaccidon afiadiendo 1 ml de CaCl, 0,5
M y 4 ml de NaOH 0,5 M. Posteriormente se midié mediante espectofotometria
visible a 410 nm. Se determind la cantidad de p-nitrophenilfosfato (PNP). Los

resultados se expresaron en ug PNP/g suelo h.

B-glucosidasa: Se midi6 la actividad mediante la incubacién de 0,5 g de suelo, a
37°C durante 60 minutos, con 4 mL de buffer universal (MUB) a pH 6 y 1 mL
de 0,05 M p-nitrophenyl-3-D-glucoside (PNG). Tras 60 minutos se adicionaron
1 mL de CaCl, (0,5 M) y 4 mL de solucién extractora de 0,1 M p-nitrophenol
(THAM) a pH 12. Se filtr6 con papel Whatman n° 2 y se midi6 mediante
espectrofotometria visible a 410 nm para determinar la cantidad de p-nitrophenol

formado. Los resultados se expresaron en ug PNG/g suelo h.

Deshidrogenasa: Se analiz6 la actividad deshidrogenasa mediante la incubacion,
a 37°Cdurante 24 horas, de 2 g de suelo, a los que se les afiadid; 0,0335 g de
CaC03,0,5 mL de 2,3,5-Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) al 3% y 1,75 mL
de agua millipore. Pasadas las 24 horas de incubacién, se afiadieron 7,75 mL de
etanol y se centrifug6 a 2500 rpm durante 10 minutos. Se repitié el mismo
procedimiento 2 veces mas, afiadiendo 10 mL de etanol en lugar de 7,75 y
obteniéndose un volumen total de 30 mL de etanol. Se determind la formacion
de 1,3,5-Triphenyltetrazolium formazan (TPF) a través de la medida en
espectrofotometria visible a 485 nm. Los resultados se expresaron en ug TPF/g

suelo h.
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4. Sider6foros

Para la cuantificacion de sideréforos (queladores) se sigui6 el método propuesto
por Schwyn & Neilands (1987) previa extraccion con NaOH 0,1 M, en una relacién 1:1

de p/v.

Analisis del material vegetal

Tras finalizar el ciclo y sacarse las macetas de la caimara de cultivo, las plantas
fueron desprendidas del suelo y se separaron y pesaron por separado raiz y parte aérea.
Las raices fueron introducidas en un bafio de ultrasonidos para eliminar
contaminaciones. El material vegetal se introdujo en estufa a 65°C dentro de sobres de
papel individuales durante al menos 48 horas para desecar por completo los tejidos.
Tras esto, se separaron los granos de la parte aérea y se volvieron a pesar por separado.
El material vegetal se molié finamente (tamafo de particula inferior a 1 mm) para luego
introducirse en hornos mufla a 550°C durante 8 horas para ser calcinado. A
continuacion, se procede a disolver la ceniza resultante en 10 mL de 1 N HCI. En la
disolucién resultante, se determinaron Zn, Fe, Cu y Mn mediante espectrometria de
absorcion atémica (Thermo Fisher C3100) y el P mediante colorimetria siguiendo el

método de Murphy and Riley (1962).

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) en bloques al azar con tres
factores. Previamente se comprobé la distribucién normal de datos y la homogeneidad
de la varianza con los test de Smirnov-Kolmogorov y Cochran, respectivamente. En
caso de no cumplir estos requisitos los datos se transformaron mediante transformacién
logaritmica o potencial. Si el efecto de los factores principales era significativo, se
realizé la comparacidon de medias mediante el test LSD (P < 0,05). Si la interaccion de
factores es significativa, el efecto de los factores principales no puede discutirse, ya que
su efecto depende del nivel del otro factor. En tal caso, se realizé un andlisis del efecto

(ANOVA) para la combinacion de los dos factores y una comparacion de medias
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mediante el test mencionado anteriormente. También se realizaron regresiones para
estudiar las posibles relaciones entre variables. Todos los andlisis estadisticos se

realizaron con el software Statgraphis Centurion X VI (Statpoint 2013).
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Resultados

La producciéon de biomasa, en concreto la materia seca de grano y tallo, fue
afectada significativamente por los tratamientos (Tabla 5). Es la celulosa la que tanto en
grano como en tallo mejora la materia seca con respecto al testigo. En el caso del tallo
también B. subtilis mejora la biomasa respecto al testigo sin tratar de manera
estadisticamente representativa. T. asperellum no dio lugar a diferencias significativas
respecto al testigo sin inocular. Lo mismo ocurre con el nimero de granos (Tabla 6).
Podemos ver claramente el efecto que producen dichos tratamientos en las Figuras 1, 2
y 3. Por el contrario, los tratamientos no tuvieron efectos significativos sobre

parametros nutricionales de la planta (Tabla 7).

En cuanto a los efectos de los tratamientos en las propiedades bioquimicas del
suelo, si hemos observado efectos significativos de los tratamientos sobre actividades

enzimaticas en la rizosfera (glucosidasa y fosfatasa) y Fe complejado por sider6foros

(Tabla 5).

A este respecto, podemos resaltar el efecto significativo de los tratamientos de 7.
asperellum y de celulosa ya que aumentan la actividad enzimatica en el suelo
(glucosidasa y fosfatasa) respecto al testigo y en mayor medida que B. subtilis (Tabla
8). Por el contrario, la adicién de celulosa al suelo reduce la cantidad de Fe complejado

por sider6foros.
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Tabla 5. Andlisis de la varianza de pardmetros de biomasa y bioquimicos del suelo (valor de P)

Fuente de variacion MS tallo MSraiz' MS grano N°grano Acido oxdlico Deshidrogenasa’ B-Glucosidasa® Fosfatasa®  Sider6foros
A: Suelo 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
B: Tratamiento 0,0094 0,2094 0,0477 0,2103 0,0801 0,7716 0,0001 0,0283 0,0051
C: Nivel de Zn 0,0000 0,0557 0,0002 0,0299 0,9290 0,0000 0,0000 0,0000 0,0015
INTERACCIONES
AB 0,0150 0,2214 0,3553 0,1172 0,6916 0,0000 0,0026 0,0008 0,0026
BC 0,7396 0,0267 0,6375 0,5997 0,0492 0,3862 0,6974 0,5308 0,1252

! Transformada Dato®!”

% Transformada Dato 3%
3 Transformada Dato %3¢
4 Transformada Dato®!!
MS= materia seca
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Tabla 6. Efecto del tratamiento en valores de biomasa

Tratamiento MS tallo MS grano N° granos
Promedio Error Promedio Error Promedio Error
Estdndar Estdndar Estdndar
B 097 * 0,04a 0,39 *= 0,02ab 11,65 %= 0,63 ab
C 1,00 + 0,03a 0,42 = 0,02a 12,70 + 0,56 a
H 0,95 =+ 0,03ab 0,37 = 0,02ab 1195 + 044 ab
T 092 =+ 0,04b 0,39 = 0,02b 1123 + 0,62b

Medias separadas con letras que indican grupos homogéneos diferentes (LSD)
MS expresada en g
B, B. subtilis, C, celulosa, H, T. asperellum y T, testigo

Medias y 95,0% Intervalos LSD

1,04

1,01

0,98

0,95

MS tallo (g)

0,92

0,89

B (o] H T
Tratamiento

Figura 1. Efecto del tratamiento sobre el peso seco del tallo en gramos. B, B. subtilis, C, celulosa, H, T.
asperellum y T, testigo. Barras indican error estiandar.

Medias y 95,0% Intervalos LSD

0,47

0,44

0,41

MS grano (g)

0,38

0,35

0,32

B (o] H T
Tratamiento

Figura 2. Efecto del tratamiento sobre el peso seco del grano en gramos. B, B. subtilis, C, celulosa, H, T.
asperellum y T, testigo. Barras indican error estandar.
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Tabla 7. Andlisis de la varianza de pardmetros de concentracidn de nutrientes en grano y nutrientes totales en planta (valor de P)

o [Fe] [Cu] [Mn] [Zn] [P] Fe Cu Mn Zn 8 9
Fuente de variaci6n grano!  grano  grano  grano grano® planta’ planta* planta® planta® planta’ Zn grano/ Zn planta”  Fe grano/ Fe planta
A: Suelo 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
B: Tratamiento 0,7063  0,5865 0,3950 0,7024 0,0994 0,5351 0,6021 0,5869 0,5257 0,9921 0,1023 0,8481
C: Nivel de Zn 0,7382 0,9945 0,0008 0,1638 0,0067 0,0212 0,6936 0,0006 0,0000 0,3892 0,5634 0,9215
INTERACCIONES
AB 0,4505 0,4930 0,1970 0,2949 0,2864 0,2178 0,5202 0,0120 0,0836 0,3745 0,1222 0,1999
BC 0,3460 0,1655 0,2401 0,0442 03602 0,0044 0,4577 0,0012 0,0003 0,0068 0,0394* 0,1108

12359 Transformacién logaritmica (base 10) para cumplir requisitos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homodedasticidad (Cochran)
* Transformada Dato™®**' para cumplir requisitos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homodedasticidad (Cochran)

¢ Transformada Dato®® para cumplir requisitos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homodedasticidad (Cochran)

7 Transformada Dato™'*® para cumplir requisitos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homodedasticidad (Cochran)

8 Se elimina interaccién ABC para mejorar el valor de P, al ser la interaccién ABC no significativa
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Medias y 95,0% Intervalos LSD

14

13

12

Ne grano

1

10

B (o] H T
Tratamiento

Figura 3. Efecto del tratamiento sobre el nimero de granos. B, B. subtilis, C, celulosa, H, T. asperellum y T,
testigo. Barras indican error estandar

Tabla 8. Efecto del tratamiento en valores bioquimicos del suelo

Tratamiento Glucosidasa Fosfatasa Sider6foros
Promedio Error Promedio Error Promedio Error
Estdndar Estdndar Estdndar
B 121,71 £ 1,7b 186,86 * 3,85ab 0,0134 £ 0,0003 a
C 12491 + 17a 199,88 + 3,78a 0,0118 £ 0,0003b
H 12493 + 17a 196,52 + 3,78a 0,0131 £ 0,0003 a
T 11742 + 1,7b 186,38 = 3,78b 0,0134 £ 0,0003 a

Medias separadas con letras que indican grupos homogéneos diferentes (LSD)
B, B. subtilis, C, celulosa, H, T. asperellum y T, testigo

Glucosidasa expresada en ug PNG/g suelo h

Fosfatasa expresada en ug PNP/g suelo h

Sider6foros expresados en ug (Fe 3+) complejados por sider6foros/g suelo

Las actividades enzimaticas presentan ademas relaciones lineales positivas entre

ellas como se puede ver en los Figuras 4 y 5.

Grafico del Modelo Ajustado
Fosfatasa = 103,65 + 0,727865*Glucosidasa

400
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Fosfatasa

100

o

o
o
o
-
(=3
o
w
S+
o

150 200 250
Glucosidasa

Figura 4. Relacién lineal entre fosfatasa y glucosidasa. P=0 R’>=37,69%
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Grafico del Modelo Ajustado
Fosfatasa = 152,283 + 19,3964*Deshidrogenasa

400

300

200

Fosfatasa

100

0=, . . . L L
1] 2 4 6 8 10
Deshidrogenasa

Figura 5. Relacién lineal entre fosfatasa y deshidrogenasa. P=0 R’=37,78%

Se han estudiado ademas otras relaciones lineales como entre valores de biomasa
(raiz seca) y bioquimicos del suelo (Fe complejado por sideréforos) (Figura 6). También
entre valores de concentraciéon de nutrientes (P en planta) y actividad enzimatica

(fosfatasa) (Figura 7).

Grafico del Modelo Ajustado
Raiz seca (g) = 0,628549 - 26,8282*sideroforos

1,2F T T T T T ]

Raiz seca (g)

0 4 8 12 16 20
Siderdforos

24
(X'0,001)

Figura 6. Relacién lineal entre raiz seca y sideréforos. P=0 R*=27,9%
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Grafico del Modelo Ajustado
P planta (mg) = 0,56259 + 0,00161706*Fosfatasa

1,6 T T . T -
o o

P planta (mg)

(1] 100 200 300 400
Fosfatasa

Figura 7. Relacién lineal entre P en planta y fosfatasa. P=0 R*=18,86%

El contenido en Fe complejado por sideréforos en el suelo disminuye con el peso
seco de las raices. En el caso de la Figura 7 podemos ver como al aumentar los niveles

de fosfatasa en el suelo también aumenta el contenido total de P en la planta.

En general, no se observa efecto positivo alguno de los inoculantes o la celulosa

en la concentracion de P en la planta (Tablas 7 y 9).

Tabla 9. Efecto del tratamiento en valores de concentracion de nutrientes

Tratamiento Concentracion de P en grano Relacién Zn en grano / Zn en planta
Promedio Error Estdndar Promedio Error Estdndar

B 2116,05 =+ 156,7 ab 045 =+ 0,02a

C 196046 + 131,57b 044 £ 0,02a

H 2091,21 * 139,69 ab 043 £ 0,02ab

T 2523,09 + 217.86a 040 = 0,02b

Medias separadas con letras que indican grupos homogéneos diferentes (LSD)
B, B. subtilis, C, celulosa, H, T. asperellum y T, testigo
Concentracion de P en grano expresada en mg/kg

Se aprecia que los tratamientos mejoran en general la relacién Zn grano/Zn
planta (Tabla 9). Entre los tratamientos destaca la celulosa que es la que méas disminuye
la concentracién de P y la que mas aumenta la relacién Zn grano/Zn planta. El
tratamiento con B. subtilis mejora también esta relacidon, pero no reduce la
concentracion de P con respecto al testigo de manera significativa. T. asperellum no
mejord significativamente la relacion Zn grano/Zn planta respecto al testigo (Tabla 9).
La relaciéon entre la relacion Zn grano/Zn planta decrece linealmente con la

concentracion de P en grano, como se puede apreciar en la Figura 8.
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Grafico del Modelo Ajustado
P grano (mg/kg ms) = 3301,8 - 2635,72*Zn grano (mg)/Zn planta (mg)
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Zn grano (mg)/Zn planta (mg)

Figura 8. Relacion lineal entre la retranslocacion de Zn al grano y concentracion de P en grano. P=0
R>=12,12%

Ademas de los efectos del tratamiento antes expuestos, existen efectos
significativos de las interacciones entre el suelo y el tratamiento y entre el tratamiento y
el nivel de Zn en algunas de las variables estudiadas. Estos efectos significativos de las
interacciones pueden observarse en las Tablas 5 y 7. Estas interacciones implican que
los efectos de los tratamientos dependan del suelo en el que se apliquen (Tabla 10).
Podemos determinar que en el caso de la deshidrogenasa los suelos que mejor se
comportan son LCV y OTR, en el caso de la glucosidasa RCN y VGT, en el caso de la
fosfatasa OTR y VGT, en el caso de los sider6foros OTR y en el caso del Zn total en
planta RCN. Los suelos que peor se comportan son RCN para deshidrogenasa y para
sider6foros, BLG para glucosidasa y fosfatasa y LCV para Zn total en planta y

fosfatasa.

Los tratamientos que mas aumentan las medias en los suelos mas favorables son:

* Fosfatasa: Celulosa en OTR y T. asperellum en VGT.

* Glucosidasa: Celulosa en RCN y T. asperellum en VGT.

* Deshidrogenasa: T. asperellum en RCN y el testigo en LCV, los
tratamientos disminuyen la actividad.

* Zn total en planta: Celulosa en RCN.
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En términos generales, podemos decir que los tratamientos con 7. asperellum y
celulosa son los que mayor actividad enzimatica y niveles de Zn en planta promueven,
esto contrasta con los tratamientos con B. subtilis cuyo efecto no es tan notorio e incluso

a veces es negativo.

Hubo una interaccidn significativa entre tratamiento y nivel de Zn en el suelo en
algunas de las variables estudiadas (Tablas 5 y 7). Podemos resaltar los efectos sobre la
acumulaciéon de Zn en planta que tienen los tratamientos de B. subtilis, celulosa y T.
asperellum en suelos con nivel alto en Zn, en los que aumentan el contenido con
respecto al testigo. Sin embargo, T. asperellum reduce el contenido en suelos con bajos
niveles en Zn, de manera estadisticamente significativa. El testigo no presenta variaciéon

entre los suelos con niveles altos y bajos de Zn (Figura 9; Tabla 11).

Graéfica de Interacciones

(X 0,001&
36 = = Tratamiento
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Zn planta (mg)

24— -

Nivel Zn

Figura 9. Grafica de interaccion entre nivel de Zn en suelo y tratamiento para el Zn total en planta
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Tabla 10. Efecto del tratamiento en funcién de cada suelo

Suelo  Tratamientos Deshidrogenasa Glucosidasa Fosfatasa Sider6foros Zn planta
BLG B 1,60 + 0,14 abcdef 84,46 + 3,80 gh 165,19 + 10,44 cde 0,0144 £ 0,0021 abc 0,0367 + 0,0038 abc
C 1,11 = 0,09 defg 86,84 + 3,25 fgh 147,81 £ 6,42de 0,0121 £ 0,0018 cde 0,0348 + 0,0036 bed
H 1,96 + 0,17 abcde 79,59 + 2,89h 157,74 = 11,51 de 0,0112 = 0,0014 def 0,0333 = 0,0035 cde
T 1,12 = 0,12 efg 79,55 + 2,10h 156,90 + 8,14de 0,0150 = 0,0016 abc 0,0336 = 0,0040 cde
LCV B 3,54 + 1,00 abed 105,00 + 10,34 defgh 14530 + 8,73 de 0,0135 £ 0,0003 abed 0,0176 = 0,0016 i
C 1,97 + 0,21 abcde 106,62 + 8,62 cdefgh 130,74 + 898e 0,0130  + 0,0004 bed 0,0224 + 0,0019 fghi
H 2,14 + 0,18 abc 112,47  + 10,73 bedefgh 146,31 £ 5,06de 0,0151 £ 0,0007 abed 0,0180 = 0,0019 hi
T 2,68 + 045 ab 104,86  + 10,77 defgh 14486 * 19,12¢ 0,0136 £ 0,0005 abc 0,0189 = 0,0026 ghi
OTR B 3,99 + 1,29 abcdef 11520 + 23,42 efgh 233,63 * 26,12 ab 0,0160 = 0,0006 ab 0,0250 + 0,0044 fghi
C 4,15 + 1,22 abc 118,62 + 23,51 defgh 263,95 + 36,63 a 0,0162  + 0,0009 a 0,0250 + 0,0029 efgh
H 4,68 + 1,32a 129,24 £ 24,60 bedefgh 241,01 * 2885ab 0,0167  + 0,0008 a 0,0231 + 0,0039 fghi
T 341 + 1,07 abede 118,77  + 23,32 defgh 236,45 + 30,36 ab 0,0166  + 0,0007 a 0,0247 + 0,0030 efghi
RCN B 1,20 + 025fg 183,90 + 30,12a 162,88 = 22,84 de 0,0095 + 0,0013 ef 0,0474 + 0,0025 ab
C 1,25 = 0,22 defg 182,80 + 26,52a 214,59 £ 23,26 abc 0,0059 = 0,0009 g 0,0519 + 0,0026 a
H 0,86 + 020¢g 172,28 + 26,67 ab 192,25 £ 20,12 bed 0,0096  + 0,0011 ef 0,0461 + 00,0048 abc
T 1,20 = 0,19 defg 171,23 £ 27,47 abc 162,25 + 26,54 de 0,0083  + 0,0010 fg 0,0457 + 00,0042 abc
VGT B 1,18 = 0,11 cdefg 119,97 £ 2,16 abedef 22529 £ 9,04 ab 0,0028 + 0,0028 fghi
C 1,49 + 0,10 abedef 129,65 £ 5,20 abcde 24230 + 543ab 0,0034 + 0,0034 fghi
H 1,24 = 0,11 cdef 131,07 £ 5,53 abed 24530 +* 392a 0,0034 + 0,0034 cdef
T 1,26 + 0,08 bedef 112,67 + 3,49 abcdefg 231,44 + 7,18ab 0,0020 + 0,0020 defg

Medias separadas con letras que indican grupos homogéneos diferentes (LSD). B, B. subtilis, C, celulosa, H, T. asperellum y T, testigo

Deshidrogenasa expresada en ug TPF/g suelo h.Glucosidasa expresada en ug PNG/g suelo h. Fosfatasa expresada en pg PNP/g suelo h.

Sider6foros expresados en pg (Fe 3+) complejados por sider6foros/g suelo. Zn planta expresado en g
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Tabla 11. Efecto del tratamiento en funcion del nivel de Zn

Nivel de Zn  Tratamientos Zn planta P planta Relacién Zn grano/
Zn planta
Alto B 0,0339 + 0,0031a 0918 * 0,071ab 0418 = 0,032 ab
C 0,0342 + 0,0026a 0,831 * 0,051ab 0,420 + 0,033 ab
H 0,0337 + 0,0027a 0,933 * 0,0609ab 0,447 + 0,036 ab
T 0,0301 + 0,0030b 0,900 + 0,075ab 0,420 + 0,034 ab
Bajo B 0,0250 + 0,0030ab 0,844 * 0,035ab 0473 + 0,027 a
C 0,0279 + 0,0035ab 0,912 * 0,040a 0469 + 0,022a
H 0,0240 + 0,0029b 0,768 + 0,037b 0,419 + 0,033 ab

+

T 0,0301 + 0,0030ab 0,887 + 0,051ab 0,372 = 0,031b

Medias separadas con letras que indican grupos homogéneos diferentes (LSD)
B, B. subtilis, C, celulosa, H, T. asperellum y T, testigo
Zn planta y P planta expresados en g.
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Figura 10. Grafica de interaccion para el nivel de Zn en suelo y el tratamiento para P total en planta.

En cuanto a la relacion Zn grano/Zn planta se observan incrementos

estadisticamente significativos con los tratamientos de celulosa y B. subtilis en suelos
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bajos en Zn. Respecto al resto de tratamientos, no se detectaron diferencias

significativas (Figura 11).

Gréfica de Interacciones
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Figura 11. Grafica de interaccion para el nivel de Zn en suelo y tratamiento para la relacion Zn grano/Zn
planta.
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Discusion

La inoculacién con B subtilis y la aplicacién de celulosa incrementd la materia
seca de los tallos de las plantas de trigo respecto al testigo sin tratamiento. Ademas, la
celulosa también incrementd la produccion de grano, mientras que los incrementos
obtenidos con B. subtilis y T34 no fueron significativamente distintos del testigo sin
tratamiento. Esto indica que la inoculacién con ciertos microorganismos o el incremento
de la actividad microbiana del suelo que se puede conseguir con la aplicaciéon de
enmiendas orgédnicas, que en nuestro caso se simulan con la aplicacién de celulosa,
pueden tener efectos positivos en el desarrollo y producciéon de los cultivos. Por el
contrario, la concentracion de nutrientes en las plantas no se mejoré con estos
tratamientos. Esto puede deberse a un efecto de dilucion en los tejidos de la planta, al
aumentar la biomasa en tallo y grano y el nimero de granos mediante los tratamientos
no se consigue aumentar la concentracion de nutrientes en la planta. Es bien conocido
que la concentracién de nutrientes a lo largo del ciclo de cultivo disminuye al aumentar
la acumulacién de biomasa (Villalobos y Fereres, 2017). Esto puede resultar
particularmente evidente si la disponibilidad de un nutriente en el suelo es limitada. El
efecto de mejora en la producciéon de biomasa o grano no parece necesariamente
relacionado con mejoras en la acumulacidn total de un nutriente, ya que en este caso el
efecto de los tratamientos depende esencialmente del nivel de Zn en el suelo. Este
efecto positivo podria explicarse por el efecto que los microorganismos del suelo
pueden tener en la produccion de sustancias fisiologicamente activas (Garcia-Lopez et

al., 2015).

Otro aspecto remarcable es el hecho de que los tratamientos que aumentan la
relacién Zn grano/Zn planta también reducen la concentraciéon de P en el grano. El
aumento de la relacion mencionada implica un aumento en el indice de cosecha de este
nutriente. Este es un efecto positivo ya que de alguna manera contribuye a aumentar el
efecto biofortificante. La relacidon negativa entre Zn grano/Zn planta y la concentracién
de P en grano puede poner de manifiesto que el antagonismo entre el Zn y el P puede
ser debido a la interacciéon del P en el movimiento de Zn en la planta. Entre las
propiedades que estan afectadas por la interaccidn de los tratamientos y el tipo de suelo
estd la concentracion de sider6foros en la rizosfera. No se puede distinguir entre la

produccién de sideréforos por la planta (las gramineas como el trigo la producen) o los
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microorganismos, pero se sabe que también pueden afectar la acumulaciéon de Zn. Hay
una relacion negativa entre la concentracion de sideroforos y la materia seca de raiz.
Una explicaciéon plausible seria que cuando los medios son menos limitantes para la
planta, al tener una mayor disponibilidad de micronutrientes, las plantas se desarrollan
mejor y hay menos necesidad de secretar sustancias que movilicen estos nutrientes, lo

que conlleva un gasto energético.

El factor que mayor efecto tiene sobre los parametros estudiados es el suelo. Sin
embargo, los suelos también influyen en los efectos de los tratamientos como ponen de
manifiesto muchas de las interacciones descritas. Esto puede deberse a las diferencias
en las propiedades quimicas y fisicas que presentan cada uno de los cinco suelos
estudiados. En general, no se puede establecer una propiedad del suelo en concreto que
explique estos resultados. Esto parece indicar que es un conjunto de propiedades del
suelo que afectan la geoquimica y disponibilidad de los nutrientes la que explica el
diferente efecto que los tratamientos relacionados con la actividad microbiana tienen
dependiendo del tipo de suelo. La interaccion entre tratamientos y tipo de suelo en las
actividades enzimaticas pueden revelar un diferente efecto de inoculacion y enmienda
en parametros relacionados con la actividad microbiana dependiendo del tipo de suelo,
bien sea por sus propiedades fisicoquimicas o porque las poblaciones de

microorganismos autdctonas pueden afectar el establecimiento de los indculos.

Las relaciones de la fosfatasa con la deshidrogenasa y con la B-glucosidasa
revelan que la primera actividad estid influenciada por la actividad microbiana en el
suelo, ya que las otras actividades estan asociadas a microorganismos del suelo. Por
tanto, parece que los microorganismos afectan positivamente la actividad hidrolitica del
P orgéanico, que se sabe contribuye al suministro de P para las plantas (Recena et al.,
2015). Esto contribuye a explicar la relacion positiva observada entre el P en la planta y

la actividad fosfatasa en la rizosfera.

Existen interacciones entre el nivel de Zn en el suelo y los tratamientos en
parametros que son relevantes desde un punto de vista de nutriciéon de la planta y que
afectan a la calidad nutricional del grano. Los tratamientos aumentan el contenido en Zn
en la planta en mayor medida en aquellos suelos con altos niveles en Zn. En promedio,
la inoculacién con los dos microorganismos o la aplicacién de celulosa aumenta un 20

% la acumulacion de Zn total en la planta cuando los niveles de Zn son altos. Por el
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contrario, el efecto parece negativo a niveles bajos del nutriente, en particular para B.
subtilis y para T34, lo que quizas pone de manifiesto cierto efecto de competencia en la
adquisicion de Zn cuando los niveles de disponibilidad son bajos en el suelo (Marschner
et al. 2011). Sin embargo, en aquellos suelos con niveles bajos, los tratamientos mejoran
la acumulacién de Zn en el grano respecto al que se acumula en la planta en su
conjunto, en particular B. subtilis y celulosa, que mejoran el indice de cosecha de Zn
(Zn grano/Zn planta) en un 30 %. Por tanto, aunque en condiciones de mayor limitacion
de disponibilidad de Zn en el suelo hay una menor absorciéon de Zn por la planta, la
proporcion de Zn que se acumula en el grano es mayor con estos tratamientos. Esto
revela cierto efecto en el transporte de Zn al grano que resulta positivo en términos
nutricionales. Curiosamente, existe también, una interaccién sobre el P en la planta.
Resulta particularmente claro en el efecto de T34, positivo con niveles altos de Zn, y
negativo con niveles bajos. Esto revela, que los potenciales efectos de los inoculantes
microbianos sobre el Zn o el P no se pueden contemplar de manera aislada, y que la

interaccion entre ambos nutrientes puede condicionar el efecto de dichos inoculantes.
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Conclusiones

Los tratamientos de B. subtilis, T. asperellum y celulosa no incrementaron el
contenido en nutrientes en la planta mientras que si dieron lugar a una mayor
produccion de biomasa en tallo y grano y del nimero de granos. El efecto de los
tratamientos en las actividades enziméticas en la rizosfera y en la nutricién de las
plantas esta condicionado sobre todo por las propiedades del suelo, pero también por el
nivel de Zn del suelo. En los suelos con niveles altos en Zn, la inoculacién con
microorganismos y la celulosa aument6 el Zn total en la planta, mientras que en los
suelos con niveles bajos de Zn los tratamientos con celulosa y B. subtilis aumentan de
manera significativa la acumulacién de Zn en el grano respecto al resto de la parte

aérea.
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