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RESUMEN

En la constante busqueda de tecnologias que incrementen el enraizamiento en
miniestacas de Eucalyptus spp, el uso de rizobacterias ha emergido como una alternativa viable.
Las rizobacterias utilizan los exudados de la raiz de las plantas como fuente de carbono y nitrdgeno
y a su vez poseen diversos mecanismos que pueden promover el crecimiento de las plantas.

Este efecto de rizobacterias en el crecimiento y enraizamiento de plantas ha sido
demostrado en varios cultivos agricolas, pero aun son escasas las investigaciones en especies
forestales. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de rizobacterias en el enraizamiento de
miniestacas de dos clones hibridos de Eucalyptus (E. nitens x E. globulus).

Fueron aisladas 106 cepas bacterianas desde la rizésfera de cinco clones de Eucalyptus
spp., usando los medios selectivos CCY, KB, AC y R2A. Posteriormente, se realizaron tres ensayos
(E1, E2, E3) en vivero aplicando las cepas bacterianas al substrato (10%ufc/ml) y directamente en la
base de las miniestacas. En cada ensayo se emplearon dos controles, consistentes en agua
destilada estéril y caldo de cultivo estéril.

i Los ensayos fueron realizados en el vivero Los Angeles, localizado en la ciudad de Los
Angeles, de propiedad de Forestal Mininco S.A., entre enero y octubre de 2011 y enero del 2012,
bajo condiciones operacionales de produccion de plantas.

En el primer ensayo se utilizé un clon hibrido evaluandose las 106 cepas aisladas. En los
dos ensayos siguientes se utilizaron 32 y 20 cepas aplicadas en dos clones hibridos, para E2 y E3,
respectivamente, seleccionadas de acuerdo al resultado del ensayo precedente.

El disefio experimental fue de blogues completos al azar, empleandose 20 miniestacas
por repeticion para E1 y E2, y 30 miniestacas en E3. Después de 45 dias del establecimiento de las
miniestacas, en los tres ensayos se evalu6 el enraizamiento (%), ademas de la longitud de raiz
(cm) y biomasa de raiz (mg) en E2 y E3. Los resultados fueron analizados mediante test
paramétricos o no paramétricos, en funcion de la distribucién de los residuos (SAS 9.2).

En el primer ensayo 32 cepas bacterianas aumentaron significativamente el
enraizamiento de las miniestacas, con una ganancia maxima de 47%. En el segundo ensayo, 9y 7
cepas tuvieron efecto significativo en el enraizamiento de ambos clones, con ganancias de 17 y
14%, respectivamente. A su vez, 7 cepas incrementaron la longitud de raiz y 3 cepas coincidieron
en promover el enraizamiento y la longitud de raices en uno de los clones. En el tercer ensayo, 13
cepas aumentaron el enraizamiento, con ganancias entre 33 y 12% para ambos clones;
coincidiendo 12 cepas en promover el enraizamiento en ambos clones.

Los resultados de esta investigacion constataron que 12 cepas de rizobacterias

promovieron simultaneamente el enraizamiento en ambos clones y 9 aumentaron la longitud de la
raiz en al menos un clon; evidenciandose ademas una respuesta diferencial bacteria x clon.

Palabras clave: Eucalyptus, Enraizamiento, Rizobacterias.
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SUMMARY

Vegetative propagation techniques are an important tool in Eucalypts silviculture and
improvement, within them microcuttings rooting is an important one and the rooting capacity rising is
a continuous research objective. The use of rhyzobacterias to improve rooting capacity has
emerged as viable alternative. That kind of bacterium uses plant root exudes as a carbon and
nitrogen source and also has some mechanisms that can promote the plant growth. This effect has
been demonstrated in several agriculture crops, but forest species research on the matter is still
scarce. Main objective of this paper is to evaluate the rhyzobacterias effect on Eucalyptus spp
hybrid clones microcuttings rooting.

A total of 106 bacterium strains were isolated from the roots of five Eucalypts clones by
using the CCY, KB, AC y R2A selective means. Afterwards three trials (E1, E2, E3) were
established at the nursery adding these strains to de substratum (10°ufc/ml) and directly to the
micro cuttings bottom. Each trial includes two controls consisting in sterile distilled water and sterile
culture media. Trials were carried out in the Forestal Mininco’s Los Angeles nursery between
January 2011 and January 2012 under operational plant production conditions.

The first trial included one hybrid clone and all 106 strains were evaluated. The other two
trails included 30 and 32 strains in two hybrid clones, E2 and E3, respectively, selected accordingly
to the results of the first trial. Experimental design was complete randomized blocks using 20
microcuttings by replication for E1 and E2, and 30 microcuttings for E3. After 45 days from the
microcuttings establishment the rooting (%) was evaluated in all trials as well as the root length (cm)
and the root biomass (mg) in E2 and E3. Results were analized through parametric or non
parametric test in function of the residues distribution (SAS 9.2).

The first trail showed that 32 strains increased significantly the microcuttings rooting with
a maximun gain up to 47%. The second trial results on 9 and 7 strains showing a significantly effect
on the rootting of both clones, with 17% and 14% gain, respectively. Also 7 strains increased root
length and 3 strains increased root length and rooting in one of the clones. Regarding to the third
trial, 13 strains increased the rooting with gains between 33% and 12% for the two clones and 12 of
them increased the rooting in both clones.

Results of the research verify that 12 strains promoted simultaneously the rooting of the

two clones and 9 strains increased the root length of at least one of the clones. A differentiating
response bacterium x clon strains was also verified.

Key words: Eucalyptus, Rooting, Rhyzobacterias.

Ciencia e Investigacion Forestal INFOR Chile Volumen 22 N° 1 Abril 2016 52



INTRODUCCION

Eucalyptus globulus es la especie forestal mas importante en Chile después de Pinus
radiata, se la utiliza principalmente en la produccién de celulosa para exportacion, dado que posee
fibra corta de buena calidad, alta densidad de madera y bajo contenido de lignina, caracteristicas
que favorecen la extraccién de celulosa.

Ademas de identificar genotipos superiores que produzcan fenotipos mas favorables, los
programas de mejoramiento han sido dirigidos a la hibridacién. Los fenotipos hibridos presentan
caracteristicas deseadas, tales como rapido crecimiento y tolerancia a diferentes causas de estrés.
Asi la hibridacion intraespecifica en Eucalyptus es una alternativa de gran impacto y relativo bajo
costo en programas de mejoramiento de arboles de interés (Assis, 2004, Poke et al., 2005).

Dentro de las estrategias de produccion de Eucalyptus spp. en vivero, la reproduccion
asexual, definida como la reproduccion de plantas empleando partes vegetativas de estas, ha
generado una profusa linea de investigacion fisiolégica y de aplicacién biotecnolégica conducente a
la propagacion vegetativa de material vegetal genéticamente sobresaliente. La propagacion
vegetativa es bien conocida debido a las variadas ventajas que posee con respecto a la produccion
de plantas desde semillas, como son la uniformidad genética, su adaptacion, menor costo y alta
tasa de produccion (Sotelo y Monza, 2007), lo que la convierte en una importante herramienta para
aumentar la competitividad de la industria forestal.

Este sistema ha utilizado con éxito varios tipos de material vegetal, tales como estacas y
miniestacas, producido desde plantas madres para la propagacién de clones de Eucalyptus sp.
(Sasse y Sands, 1995; Pardos, 2007). En los sistemas de propagacién a gran escala el
enraizamiento del material vegetal (estacas o miniestacas), es una etapa crucial en el éxito de este
método de produccion.

Sin embargo, existen inconvenientes, como el bajo enraizamiento en las estacas y las
grandes variaciones en la capacidad de enraizamiento entre las especies y clones hibridos,
observandose a menudo una reduccion gradual en el potencial de enraizar (Penchel et al., 1995,
Teixeira et al., 2007; Xavier et al., 1997; Schwambach et al., 2005).

Por lo tanto, a pesar de los avances en las técnicas de clonamiento y aumento en las
tasas de enraizamiento, aln es posible observar importantes variaciones entre especies de
Eucalyptus (Mafia et al., 2007a; Teixeira et al., 2007). Esta limitante en la técnica ha promovido el
intenso estudio del enraizamiento adventicio en la propagacion clonal de Eucalytus spp.

El enraizamiento es afectado por mdltiples factores, tanto endégenos como exdégenos.
Los factores propios de la planta son la juvenilidad de los brotes, la posicion de los brotes de los
cuales las estacas son extraidas, el didmetro de las estacas, la presencia de yemas u hojas, el
periodo de colecta de las estacas, la especie, el estado de dormancia y el nivel nutricional.

Existen asimismo aspectos bioquimicos asociados al enraizamiento, como fitohormonas,
compuestos fendlicos y las caracteristicas genéticas de la planta (Hand, 1994).

Existen también factores ambientales que pueden afectar el enraizamiento, como la
humedad, la luminosidad, el fotoperiodo, la composicién quimica del substrato, la temperatura, el
estrés y los microorganismos presentes en el suelo (Higashi et al., 2000).

En el enraizamiento adventicio se reorganizan células del floema secundario, del
cambium o de los radios parenquiméticos, que al desarrollarse se transforman en primordios
radiculares. En condiciones adecuadas estos primordios crecen, atraviesan la corteza y emergen al
exterior mientras que en el interior se conectan con el sistema conductor (floema y xilema).

La diferenciacién y emision de los primordios radiculares puede venir acompafiada de la
formacion de un tejido parenquimatico de cicatriz denominado callo en la base de las estacas, el
cual impide el acceso de patégenos al interior de las estacas sin influenciar la rizogénesis (Baldini,
1992).
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El enraizamiento adventicio consta de tres fases sucesivas: a) Induccién, donde ocurren
principalmente eventos moleculares y bioquimicos, b) Iniciacién, divisiones celulares con la
formacion de los meristemas de la raiz, y ¢) Expresion, consistente en la aparicion de la raiz
(Kevers et al., 1997).

En la constante busqueda de metodologias que mejoren el enraizamiento del material de
propagacion en especies de interés comercial, el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento
en plantas, en adelante PGPR, ha emergido como una estrategia promisoria en vista de las
posibilidades de aumentar el enraizamiento, el crecimiento y el control biolégico.

La capacidad de mejorar el crecimiento y rendimiento de plantas por parte de este tipo de
bacterias ha sido demostrada mayormente en cultivos agricolas (Erturk et al., 2009) y también en
algunas especies forestales (Chanway, 1997; Karthikeyan y Sakthivel, 2011). Estas bacterias
habitan principalmente la rizésfera, aunque también pueden encontrarse en el rizoplano y dentro de
las plantas, en cuyo caso se denominan bacterias enddfitas (Gray y Smith, 2005).

La rizésfera es aquella zona del suelo que esta directamente influenciada por las raices,
afectando sus exudados los procesos fisicos, quimicos y biolégicos del suelo. Las raices de las
plantas exudan una amplia gama de compuestos de pequefio y gran peso molecular, incluyendo
iones, agua, enzimas, mucilagos, aminoacidos, &cidos organicos, proteinas, azUcares y
compuestos fendlicos (Bais et al., 2006).

La interaccion que se da entre las raices de plantas y las bacterias se debe a la
utilizacién por parte de las bacterias de los exudados de las plantas como fuente de carbono y
nitrégeno (Benizri et al., 2001). Estas pueden influenciar positivamente el crecimiento de la planta
a través de mecanismos directos e indirectos que incluyen la fijacién de nitrégeno atmosférico y
aumento de la tolerancia a estrés bidtico-abidtico.

Los mecanismos indirectos de las PGPR hacia las plantas radican principalmente en su
efecto contra fitopatégenos, siendo mediado por competencia por espacio y nutrientes, produccion
de antibiéticos y sideréforos, induccion de resistencia sistémica y parasitismo (Ping & Boland 2004;
Romeiro et al., 2005; Siddiqui, 2006; Compant et al., 2010).

A su vez, los mecanismos directos describen la estimulacién del crecimiento de la planta
mediante la facilitacion de compuestos nutritivos, ya sea produciéndolos o facilitando su captacion.
Ejemplo de esto es la fijacién de nitrégeno atmosférico, la sintesis de distintas fitohormonas, la
solubilizacién de minerales y la sintesis de enzimas que pueden modular los niveles de
fitohormonas en las plantas (Penrose y Glick, 2003; Siddiqui, 2006).

Sustentado en la capacidad de promover el crecimiento de las plantas es que a las
PGPR se les ha atribuido la cualidad de “Biofertilizante”. La definicion de este concepto fue
acufiada por Vessey (2003) quien la describié como “una sustancia que contiene microorganismos
vivos, y que al aplicarse a semillas, superficie de plantas o suelo, colonizan la rizésfera o el interior
de la planta promoviendo el crecimiento de esta al aumentar el suministro o la capacidad de captar
nutrientes”.

La utilizacién de biofertilizantes posee como mayor cualidad disminuir el impacto
ambiental negativo resultante del continuo uso de fertilizantes quimicos (Adesemoye et al., 2009).
Dentro de los principales géneros a los cuales pertenecen este tipos de bacteria se encuentran
Bacillus, Azospirillum, Pseudomonas, Enterobacter, Paenibacillus, entre otros (Chanway, 1997;
Bent et al., 2002; Bais et al., 2006, Compant et al., 2010; Eneback, 2005; Erturk et al., 2010).

El efecto de las rizobacterias en el crecimiento de plantas de especies forestales ha sido
demostrado. Chanway (1997) da cuenta de los efectos de inéculos bacterianos en el crecimiento
de Pinus contorta, donde la inoculacion de plantas de cuatro meses con la cepa Bacillus polymyxa
L6-16R increment6 la biomasa de estas en cerca de un 33%.

En cuanto al enraizamiento, se han descrito efectos significativos en miniestacas de 3
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clones de Eucalyptus spp. presentando incrementos tanto en la frecuencia de enraizamiento, como
en la biomasa, luego de la inoculacién con cepas bacterianas aisladas desde rizoplano y rizésfera
(Teixeira et al., 2007).

La influencia de las rizobacterias también ha sido comprobada en diferentes condiciones
de propagacion clonal, variando los resultados de acuerdo al clon de Eucalyptus y el aislado
rizobacterial evaluado, obteniéndose para las mejores cepas estudiadas incrementos de 21,4% y
78,0% para enraizamiento y biomasa de raices, respectivamente (Mafia et al., 2007a).

La accidén de las rizobacterias ha sido también evaluada en estacas de varias especies
de Eucalyptus, tales como E. globulus, donde se observaron aumentos de 47% en el porcentaje de
enraizamiento en estacas inoculadas con cepas aisladas de la rizosfera de E. globulus (Diaz et al.,
2009), y en E. camaldulensis donde la inoculacion con Azotobacter chroococum mostré6 aumentos
significativos en la biomasa, numero de raices, longitud de raiz y porcentaje de enraizamiento
(Karthikeyan y Sakthivel, 2011).

Los antecedentes descritos anteriormente dan cuenta de la capacidad y potencial del uso
de rizobacterias como biofertilizante para estimular el crecimiento y enraizamiento de Eucalyptus
spp. en estados tempranos de su produccién (estacas y miniestacas), beneficiando el posterior
establecimiento de este.

OBJETIVO

Evaluar el efecto de rizobacterias aisladas desde la rizésfera de varios clones de
Eucalyptus spp. en el enraizamiento de miniestacas de dos clones hibridos recalcitrantes (E. nitens
x E. globulus).

MATERIAL Y METODO
Localizacién de los Ensayos

Los ensayos fueron realizados en el vivero de la empresa Forestal Mininco SA ubicado
en la ciudad de Los Angeles, region del Bio Bio. Se realizaron tres ensayos, de 45 dias cada uno
en las siguientes fechas: Enero 2011 (E1), Octubre 2011 (E2) y Enero 2012 (E3).

Material Vegetal Utilizado

Fueron utilizados los clones de E. nitens x E. globulus X-64 y X-65.

En los ensayos E1 y E2 se utilizaron miniestacas de segundo orden, las cuales contaban
con dos hojas.

Para el ensayo E3 se usaron miniestacas apicales que contaban con dos a tres pares de
hojas, obtenidas desde los apices de las plantas madres.

Cepas Bacterianas y Formas de Aplicacion

Las cepas fueron aisladas desde la rizésfera de cinco clones de Eucalyptus spp.; E.
globulus X-49 y X-52, E. nitens x E. globulus X-64 y X-65, y E. globulus x E. camaldulensis X-89.
Las rizobacterias se aislaron en medios selectivos: CCY para Bacillus spp., KB para Pseudomonas
spp, AC para Streptomyces spp y R2A como medio general.

Luego de sembrar las muestras de rizésfera diluidas, se obtuvieron distintas colonias, las
cuales fueron caracterizadas por color, forma, tamafio, relieve y opacidad. Se aislaron 106 cepas
las que fueron almacenadas a -80°C.

La inoculacién de las rizobacterias en el substrato se realizé de la misma forma en los
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tres ensayos, mientras que las modificaciones solo se remitieron a cambios proporcionales en las
cantidades de inoculo y volumen de substrato utilizado. Una vez reactivadas las cepas bacterianas
en medio nutritivo sélido (agar R2A - 48 hrs - 25°C), estas fueron cultivadas en medio nutritivo
liquido (caldo R2A - 48 h - 25°C - 120 RPM), alcanzando una concentracién de 1x10° UEC/ml, en el
volumen final.

Ademés de los tratamientos con rizobacterias, se incluyeron dos controles; agua
destilada (Control A) y caldo de cultivo R2A estéril (Control C). La suspensién bacteriana (120 ml),
fue inoculada en el substrato mediante aspersion incubandose este a 25°C por 48 h, antes de
montar cada ensayo. El substrato consintié en una mezcla de turba, vermiculita y perlita (50-30-
20%, respectivamente). El substrato fue inoculado por separado con cada tratamiento (cepa de
rizobacteria).

Adicionalmente, en vivero las bases de las miniestacas fueron inoculadas con cada cepa
bacteriana (tratamiento) mediante inmersion de la zona de corte, por aproximadamente 20
segundos, e inmediatamente colocadas en sus respectivos recipientes que contenian el substrato
previamente inoculado con la misma rizobacteria.

Disefio de los Ensayos

- Ensayo 1 (E1): Bloques Completos al Azar, tres bloques, clon E. nitens x E. globulus X-64, 106
tratamientos y 1 control (agua). Unidad experimental 20 estacas.

- Ensayo 2 (E2): Bloques Completos al Azar, cuatro bloques, dos clones de E. nitens x E. globulus
(X-64 y X-65). Cada bloque contuvo 32 tratamientos y dos controles (caldo estéril sin bacterias y
agua destilada). Unidad experimental 20 estacas (dos repeticiones dentro de cada bloque, 10
estacas cada una).

-Ensayo 3 (E3): Bloques Completos al Azar, cuatro blogues, dos clones de E. nitens x E. globulus
(X-64 y X-65). Cada bloque contenia 20 tratamientos y dos controles (caldo estéril sin bacterias y
agua destilada). Unidad experimental 30 estacas (dos repeticiones dentro de cada bloque, 15
estacas cada una).

En los ensayos no se utilizaron hormonas, se mantuvo una humedad relativa del 80% y
temperatura de 25°C. En E2 y E3 se utilizé el fungicida Pomarsol a 800 ppm.

Evaluacién de los Ensayos

Trascurridos 45 dias del montaje de ensayo se procedi6 a evaluar las miniestacas. Las
variables evaluadas fueron: Miniestacas enraizadas por tratamiento (E1), longitud de raiz y
biomasa (E2 y E3). Otras variables como miniestacas con callo sin raiz, miniestacas muertas y
miniestacas sin raiz ni callo, fueron registradas pero no evaluadas estadisticamente.

Andlisis Estadisticos

Se analiz6 el porcentaje promedio de miniestacas enraizadas por tratamiento. También
se evalué longitud de raiz (cm) y biomasa de la raiz expresada como peso seco en miligramos. Los
resultados fueron analizados mediante test paramétricos 0 no paramétricos, en funcién de la
distribucion de los residuos (SAS 9.2).

RESULTADOS
Ensayo 1

El tratamiento control tuvo un porcentaje promedio de miniestacas enraizadas de 28%.
En la Figura N° 1 se muestra los 32 tratamientos en los que el porcentaje de enraizamiento fue

significativamente mayor (p>0,05) al control. La mayor ganancia para este ensayo fue de 47% y se
obtuvo con el tratamiento 53.

Ciencia e Investigacion Forestal INFOR Chile Volumen 22 N° 1 Abril 2016 56



90 4

to

80

70

60 -

50 Hi

30 7

10

Porcentaje de Enra

> J > > ] >
FEOFL S S & S E LSS RELI LRSS PR IR P PR

Se indican en orden descendente los tratamientos que aumentaron significativamente (p>0,05)
el porcentaje de enraizamiento respecto al control A. Se muestran promedios * error estandar.

FiguraN° 1
PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO PARA EL CLON X-64 POR TRATAMIENTO

Ensayo 2
- Porcentaje de Enraizamiento

En la Figura N° 2 se muestra el porcentaje de miniestacas enraizadas en E2 en los
clones X-64 y X-65. En el clon X-64 los tratamientos control (Control A y Control C) mostraron un
porcentaje promedio de miniestacas enraizadas de 1 y 5%, respectivamente, y los mayores
porcentajes oscilaron entre 9 y 18% para esta variable. En el clon X-65 los tratamientos control
mostraron un porcentaje promedio de miniestacas enraizadas de 26 y 29%, respectivamente,
ademas siete tratamientos aumentaron el enraizamiento con ganancias entre 41 y 39%.
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Figura N° 2
PORCENTAJES DE ENRAIZAMIENTO EN E2 POR TRATAMIENTO
EL CLON X-64 (BARRAS OSCURAS) Y CLON X-65 (BARRAS CLARAS)
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- Longitud de Raices

En la Figura N° 3 se muestran las longitudes de raiz en E2 para los clones X-64 y X-65.
En el clon X-64 los tratamientos control (Control A y Control C) mostraron una longitud de 0,1y 1
cm, respectivamente.

Las mayores longitudes se obtuvieron con los tratamientos 89, 69, 122, 44, 43, 59 y 21,
siendo significativamente mayores (p<0,05) al Control A.

En el clon X-65, los tratamientos control mostraron una longitud promedio 3,1y 4,3 cm,
respectivamente.

En este caso no hubo diferencias significativamente entre los tratamientos y el control.
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Los tratamientos que mostraron ser significativamente mayores al control

a (p<0,05) se indican con (*). Se indican promedios + error estandar.
Figura N° 3
LONGITUD DE RAICES EN MINIESTACAS POR TRATAMIENTO
CLON X-64 (BARRAS OSCURAS) Y CLON X-65 (BARRAS CLARAS)
Ensayo 3

- Porcentaje de Enraizamiento

En la Figura N° 4 se muestra el porcentaje de miniestacas enraizadas para el clon X-64 y
X-65 en E3.

En el clon X-64 los tratamientos control (Control A y Control C) mostraron un porcentaje
promedio de miniestacas enraizadas de 7 y 18% respectivamente, y trece tratamientos fueron
significativamente mayores a los controles.

Para el clon X-65, los tratamientos control mostraron un porcentaje promedio de
miniestacas enraizadas de 54% y 76%, ademas trece tratamientos en este clon fueron
significativamente mayores al Control A.
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Figura N° 4

PORCENTAJES DE ENRAIZAMIENTO DE MINIESTACAS EN E3 POR TRATAMIENTO
CLON X-64 (BARRAS OSCURAS) Y CLON X-65 (BARRAS CLARAS)

- Longitud de Raices

En la Figura N° 5 se muestran las longitudes de raiz en E3 para los clones X-64 y X-65.
Las mayores longitudes se obtuvieron con los tratamientos 116, 14, 49, 52 y 56. Sin embargo, no
fueron significativamente mayores (p<0,05) al control. En el clon X-65 las mayores longitudes se
obtuvieron con los tratamientos 21, 92, 122 y 14. Sin embargo, no fueron significativamente
mayores (p<0,05) al Control A.
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DISCUSION

Hace varias décadas las bacterias han sido introducidas en el suelo para mejorar el
crecimiento de plantas (Kloepper et al.,, 1989; Vessey, 2003; Bhattacharyya y Jha, 2012). La
investigacion acerca de su efecto en plantas y en semillas se ha centrado principalmente en
mejorar cultivos agricolas, mas que en plantaciones forestales (Probanza et al., 2002).

Sin embargo, estudios sobre su efecto en el crecimiento y rendimiento de especies de
interés forestal ha alcanzado relevancia (Chanway, 1997), en vista de la importancia de esta
industria en paises como Brasil, India y Chile (Pardos, 2007; Ferreira et al., 2008; Karthikeyan y
Sakthivel, 2011).

El efecto de inoculantes bacterianos en el crecimiento se ha evaluado en coniferas como
Pinus, Tsuga y Pseudotsuga (Chanway, 1997) y en la especie latifoliada Eucalyptus sp (Teixeira et
al., 2007; Mafia et al., 2009; Puente et al., 2010). El interés por estos inoculantes bacterianos nace
de la creciente necesidad de mejorar las etapas tempranas de produccién de plantas, utilizando
técnicas alternativas mas amigables con el medio ambiente y menos costosas (Adesemoye et al.,
2009). Asi una de las mayores etapas limitantes en la produccion clonal de Eucalyptus es el
enraizamiento, donde se han observado dificultades debido a la disminucién en la capacidad de
enraizar y la variabilidad que se da en este rasgo entre clones de la misma especie.

En cuanto a los resultados obtenidos de este estudio compuesto de tres ensayos (E1, E2
y E3), se lograron aislar mas de cien cepas rizobacterianas presentando las colonias una amplia
variabilidad morfolégica, esto en cuanto a su textura, color, forma, tamafio, opacidad y velocidad de
crecimiento. La seleccion de los mejores aislados se hizo en base a los mayores porcentajes de
enraizamiento y longitud de raiz, tomando en cuenta también la congruencia y/o frecuencia de
estos aislados en los tres ensayos realizados.

En el primer ensayo (E1) de las 106 cepas evaluadas, 32 mostraron aumentar
significativamente el porcentaje de enraizamiento en relacion al tratamiento control en miniestacas
del clon X-64. EIl control agua (A) fue utilizado para los andlisis estadisticos descartandose el
control caldo sin bacterias (C), ya que este Ultimo tuvo un efecto mayor que el del agua sin
bacterias en el enraizamiento. Esto pudo deberse a la composicion del caldo ya que sus nutrientes
pudieron estimular el crecimiento de las bacterias nativas en el substrato repercutiendo esto en
mayores valores de enraizamiento. En relacion a esto, se ha observado un efecto en las
rizobacterias al aplicar leche en polvo en el substrato, al constatarse un aumento en las variables
porcentaje de enraizamiento y biomasa radicular debido a la utilizacién de la leche como fuente de
nutrientes por parte de las rizobacterias (Mafia et al., 2007b). Asimismo, en el primer ensayo (E1)
se observé una ganancia maxima en el porcentaje de enraizamiento de 47% en el tratamiento con
mejor rendimiento (cepa 53).

Estos resultados implican mejores rendimientos a los obtenidos por Teixeira et al. (2007)
en ensayos con estacas de un clon hibrido comercial de E. grandis, donde las bacterias lograron
ganancias en el enraizamiento de aproximadamente 20%.

En el segundo ensayo (E2), las 32 bacterias que tuvieron los mejores resultados de
enraizamiento en E1, fueron ensayadas en los clones X-64 y X-65. Ademas, se evaluaron las
variables de longitud promedio de la raiz y biomasa radicular. En este caso la respuesta fue
variable en cuanto a los clones utilizados, siendo el clon X-65 el que respondié mejor en todas las
variables evaluadas. En E2, de los 32 tratamientos evaluados, 9 y 7 tratamientos tuvieron efecto en
el porcentaje de enraizamiento para los clones X-64 y X-65, respectivamente, con ganancias de 17
y 14%. Para la variable longitud promedio de raices, 7 tratamientos mostraron aumentar de manera
significativa (p>0,05) esta variable con respecto al control (0,1 cm) para el clon X-64.

Estos resultados son semejantes a los constatados por Karthikeyan y Sakthivel (2011),
quienes obtuvieron aumentos significativos en la longitud de la raiz en estacas de E. camaldulensis
inoculadas con Azotobacter chroococum. Los tratamientos 122, 43 y 59 son coincidentes en cuanto
a favorecer al mismo tiempo las variables porcentaje de enraizamiento y longitud promedio de
raices en el clon X-64. Las demas variables para el clon X-65 y X-64, es decir, longitud promedio
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de raiz y biomasa radicular, no presentaron diferencias significativas en relacion con sus
respectivos controles. Ademas, se evalu6 el control positivo hormona IBA (&cido-indol butirico) en
E2, donde los tratamientos y el control negativo agua (A) no mostraron diferencias (datos no
mostrados).

En E3 se evaluaron 20 tratamientos, los controles mostraron porcentajes de
enraizamiento de 7 y 54% para los clones X-64 y X-65, respectivamente. En el primer clon 13
tratamientos mostraron aumentar significativamente (p>0,05) el porcentaje de enraizamiento
respecto a su control (A) con ganancias entre 33 y 18%. Para el clon X-65, 13 tratamientos fueron
asimismo mayores al control (p>0,05), con ganancias entre 32% y 12%.

La magnitud de estos resultados es semejante a lo obtenido por Mafia et al. (2007a), que
evalu6 el efecto de Pseudomonas sp, Bacillus sp y Stenotrophomonas maltophilia en plantas de
Eucalyptus en diferentes condiciones de propagaciéon clonal. En dicho estudio se obtuvieron
ganancias en el enraizamiento de 38%.

El porcentaje de enraizamiento es una variable importante y frecuente a la hora de
seleccionar cepas rizobacterianas como potenciales PGPR. Ejemplo de esto es los realizado por
Diaz et al. (2009) quienes describieron e identificaron varias rizobacterias con efecto en el
enraizamiento y ganancias del orden de 41%, destacando las especies Bacillus
subtilis/amyloliquefaciens y B. mycoides, que presentaron un mayor efecto en el enraizamiento de
estacas de E. globulus clon X-53.

Un aspecto relevante en E3 es el tipo de material vegetal utilizado. Las miniestacas
apicales, mostraron una mayor respuesta en el enraizamiento, esto principalmente por la influencia
del apice como fuente de fitohormonas, ademas al poseer este nuevo material mas hojas (3 pares)
también aumento la cantidad de fotosintatos disponibles para la planta (Taiz, 2007).

En el Ultimo ensayo (E3) se observé coincidencia en 12 de los 14 tratamientos con efecto
en el enraizamiento en ambos clones, a excepcion de las cepas 121, 122 y 86 que mostraron
efecto en solo uno de los clones. La bacterias no incrementaron la longitud de raices en ninguno de
los clones, resultado que ha sido documentado previamente en estudios con plantas de Pinus
taeda y P. pinea (Eneback, 2005; Probanza et al., 2002); aunque fue incrementado el crecimiento
de las plantas. La biomasa de la raiz no fue afectada por las bacterias, contrastando con los
resultados de otras investigaciones que dan cuenta del aumento en esta variables en raices de
plantas o estacas de varias especies forestales tratadas con diferentes cepas de rizobacterias
(Mafia et al.,, 2005; Diaz et al., 2009; Erturk et al., 2010; Karthikeyan y Sakthivel, 2011). Sin
embargo, los resultados son coincidentes con aquellos obtenidos por Probanza et al. (2002), en
donde no siempre se logré un incremento en biomasa por parte de las bacterias.

En este estudio no se observd una tendencia marcada en cuanto al efecto de las
rizobacterias y el clon del cual se aislaron. No obstante, se puede indicar que la mayoria de los
aislados con efecto en el enraizamiento pertenecieron a los clones X-64, X-65 y X-49. La
especificidad entre clon de aislamiento y cepa de rizobacteria es un rasgo encontrado en estudios
de inoculacién bacteriana en plantas (Enebak et al.,, 1998; Mafia et al., 2009). Sin embargo,
también se ha observado respuestas diferenciales en cuanto a la especie de planta de la cual se
aislan las rizobacterias y su efecto en el crecimiento de estas (Shishido y Chanway, 1998; Enebak,
2005), lo cual puede deberse principalmente a la naturaleza de los exudados de las raices que
varia de acuerdo al genotipo de la planta (Bais et al., 2006).

CONCLUSIONES

- Rizobacterias aisladas desde varios clones de Eucalyptus incrementaron el
enraizamiento y longitud de la raiz en dos clones de E. nitens x E. globulus.

- El incremento en el enraizamiento logrado por las rizobacterias fue mayor en el clon E.
nitens x E. globulus X-65.
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- Hubo diferencias en el enraizamiento al usar miniestacas de tipo apical y de segundo
orden, siendo siempre mayor en las primeras para ambos clones utilizados.
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