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Resumen

La inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento en cultivos es una alternativa para reducir
el uso de fertilizantes nitrogenados y los costos de produccion. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de la inoculacion de semillas de arroz Oryza sativa L. con la bacteria
Azospirillum brasilense sobre la actividad enzimética de la fosfatasa-alcalina y su crecimiento. Se
realizé en la Facultad de Ciencias Agrarias y la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Nacional de Asuncion, Paraguay. Se utilizd un disefio completamente al azar con cinco
tratamientos y cinco repeticiones. Los tratamientos consistieron en T1 (Control abosoluto):
semillas de arroz sin tratamiento, T2 (Co+Mo): semillas de arroz tratadas con cobalto mas
molibdeno, T3 (Az): semillas de arroz inoculadas con A. brasilense, T4 (Az+1F): semillas de arroz
inoculadas con A. brasilense méas una aplicacion foliar del inoculante y T5 (Az+2F): semillas de
arroz inoculadas mas dos aplicaciones foliares. Se aplicd Anava y la prueba de Tukey (p< 0.05)
para el andlisis de las variables agronémicas y la prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05) para las
evaluaciones enzimaticas. Las variables evaluadas fueron longitud de raices (cm), masa seca de
partes aéreas y raices (g) y la actividad enzimatica la fosfatasa-alcalina (ug de PNP g suelo hh).
No se observaron diferencias significativas entre tratamientos con Azospirillum brasilense respecto
a la masa seca. La actividad fosfatasa en los tratamientos con A. brasilense oscilo entre 1 655.49
en el T3 y 7429,55 pg de PNP g suelo ht en el T4. La utilizacion de micronutrientes a base de
cobalto y molibdeno propicié un mayor crecimiento de raices.
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Introduccion

Paraguay experimenta en los ultimos afios un crecimiento en cuanto a superficie cultivada y
rendimiento de arroz irrigado, con més de 140 000 ha cultivadas, la misma va acompafiada de
innovaciones tecnologicas, insumos, semillas, investigaciones y otros focalizando en las
exportaciones.

El arroz se ha mantenido dentro de los estdndares de produccion, apuntando cada vez mas a
incrementar su produccion de manera anual y continua (MAG, 2018) La inoculacion con bacterias
promotoras del crecimiento en cultivos es una alternativa para reducir el uso de compuestos
quimicos minimizando el dafio ambiental y los costos de produccion (Brito et al., 2018).

La generacion de nuevos conocimientos mediante el uso de bacterias como las del género
Azospirillum brasilense puede contribuir a mejorar los rendimientos y al mismo tiempo representar
una alternativa sostenible con relacion a los fertilizantes quimicos.

La inoculacion con bacterias del géneo Azospirillum en plantas conlleva a un aumento significativo
del sistema radical, ademas de inducir resistencia a agentes patdgenos y proveer de elementos tan
necesarios como el nitrogeno, inhibe la proliferacion de plantas parasitas y produce hormonas que
estimulan el crecimiento vegetal, lo que permite un desarrollo mas econémico y saludable de los
cultivos (Bouillant et al., 1997).

Los microorganismos cumplen un papel en procesos que afectan la transformacion del fosforo en
el suelo y su disponibilidad para las plantas. Con el fin de evaluar la biodisponibilidad de la
presencia de fosfatos en el cultivo se utilizé la medida de la actividad de la enzima fosfatasa-
alcalina de los suelos, en la zona de la rizosfera, franja habitada por estas bacterias.

En particular, pueden solubilizar y mineralizar formas de fosforo orgénicas e inorgénicas; a traveés,
de mecanismos, como la liberacion de acidos organicos y de enzimas hidroliticas que incrementan
la movilizacion y disponibilidad de este elemento para la nutricién de las plantas (Fernandez-
Rodriguez, 2005). EIl objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta agronémica del arroz O.
sativa L. cuyas semillas fueron inoculadas con A. brasilense; a través, de la medida de la actividad
fosfatasa en el suelo.

Materiales y métodos
Localizacion
El experimento se instalo en condiciones de invernadero en la Facultad de Ciencias Agrarias, donde
se realizaron las evaluaciones morfo-agronémicas. Los analisis enzimaticos del suelo se realizaron
en el Departamento de Fisicoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas, ambas unidades

académicas pertenecientes a la Universidad Nacional de Asuncion situada en San Lorenzo,
Paraguay.
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Material vegetal

Se utiliz6 un kilogramo de semillas comerciales de arroz (Cuadro 1), fueron fraccionadas en tres
lotes de 500, 300 y 200 g. EL lote de 500 g recibié un tratamiento quimico con una mezcla de
fungicidas consistentes en Carbendacin méas Thiran a razén de 2 mL e insecticidas Imidacloprid
mas Thiodicarb razén de 5 mL.

Cuadro 1. Andlisis de calidad del lote de semillas de arroz Oryza sativa L., utilizado para el
experimento.

Peso de Plantulas Plantulas Germinacioén Pureza Material Humedad
muestra (g) normales (%) anormales (%) (%) fisica (%) inerte (%) (%)
700 84 11 84 99.6 0.4 12.7

El lote de 300 g de semillas se utiliz6 para inocularlas con cepas comerciales de A. brasilense, con
un formulado comercial con una concentracion de 1 x 10° bacterias viables por mL en el momento
de elaboracion a razon de 6 mL. Del total de 200 g, se utilizaron 100 g que recibi6 tratamiento con
micronutrientes de cobalto mas molibdeno a razon de 0.3 mL y los restantes 100 g que no recibi6
tratamiento alguno fueron dispuestos como control.

Siembra de semillas de arroz

Para la siembra de las semillas se colocaron tres kilogramos de suelo homogeneizado en 25 macetas
de 24 cm de didmetro y 22 cm de altura, con una capacidad total de siete litros, las mismas fueron
colocadas en condiciones de invernadero. Se sembraron aproximadamente 40 semillas por
recipiente a un centimetro de profundidad distribuidas uniformemente.

Luego de la germinacion y emergencia se mantuvo una ld&mina de dos centimetros de agua sobre
la superficie hasta el final del experimento y evaluaciones morfoagronémicas. Posterior a la
emergencia y luego de haber desarrollado doce hojas verdaderas, antes del primer macollo, se
procedio a pulverizar dos veces las hojas a intervalos de diez dias con el mismo producto a base de
A. brasilense a razon de 10 mL en 350 mL de agua destilada esteril.

Sustrato utilizado

Se utilizd una muestra de suelo como sustrato proveniente de una finca arrocera situada en la
Compaiiia Ype ka’e del Distrito de Villeta, a 70 km de la ciudad de Asuncion, Paraguay. La misma
poseia una textura arenosa y coloracion marron clara, clasificada dentro del subgrupo de suelos
Typic Albaqualf (Al) correspondiente al orden Alfisoles (Lépez et al., 1995) y cuyas caracteristicas
quimicas se exponen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas del sustrato utilizado para la siembra de arroz.

Profundidad Materia organica P 2 2 + N 34t
(cm) pH (%) (mg kg™) Ca™ Mg K" Na" Al™+H
0-10 5 1.21 11.9 24 141 0.13 038 094
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Evaluacién enziméatica

Paralelamente se procedié a determinar la actividad enzimética de la fosfatasa-alcalina, para la
misma se tomaron muestras de suelo de los cinco recipientes por tratamiento, fue homogeneizada
y enrasada a un peso de 100 g totalizando de esa manera cinco muestras de 100 g cada una, las
mismas fueron conservadas en recipientes estériles a la temperatura de 7 °C hasta el momento de
su analisis.

Determinacion de actividad fosfatasa
Se procedio segun lo descrito por Becerra et al. (2011).
Variables evaluadas

La evaluacion de las variables agronémicas se realizo luego del panojamiento y llenado de los
granos, las mismas consistieron en: longitud de raices, expresadas en centimetros con una regla
milimetrada fueron medidas las raices de un total de cincuenta plantas de cada tratamiento y
repeticion. Masa seca de partes aéreas, se dispuso en una estufa a 70 °C durante tres dias para luego
pesarlas en una balanza analitica. Masa seca de raices, se utiliz la misma metodologia de la masa
seca de partes aéreas.

Actividad enzimaética fosfatasa, se midieron los microgramos de paranitrofenol por gramo de suelo
por hora (ug de PNP g! suelo h') mediante una técnica colorimétrica, utilizando un
espectrofotometro, determinandose la concentracion de paranitrofenol resultante del
desdoblamiento del paranitrofenil fosfato.

Tratamientos

Los tratamientos consistieron en: T1 (control)= semillas sin ningun tipo de tratamiento, T2 (Co +
Mo)= semillas con tratamiento quimico de cobalto mas molibdeno, T3 (Az)= semillas inoculadas
con A. brasilense, T4 (Az + 1F)= semillas inoculadas con A. brasilense mas una aplicacion foliar
del inoculante a razon de 10 mL.

Por unidad experimental y T5 (Az + 2F) = semillas inoculadas con A. brasilense mas dos
aplicaciones foliares del inoculante a razén de 10 mL por unidad experimental luego de diez dias
de la primera aplicacion. Solamente el T5 (Az + 2F) recibié dos aplicaciones foliares.

Disefio experimental y anélisis de datos

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con cinco tratamientos por cinco
repeticiones. Las medias de las mediciones agrondémicas fueron sometidas a Anava y las variables
que presentaron significancia estadistica fueron comparadas con la prueba de Tukey (p< 0.05). Los
datos de los analisis bioguimicos fueron sometidos a la prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05), esta
prueba ha sido utilizado ya que los datos no presentaban normalidad.
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Resultados y discusion
Longitud de raices

En la Figura 1 se observan los datos referentes a la longitud de raices, la misma muestra que en el
tratamiento 2, correspondiente al grupo de semillas tratadas con cobalto méas molibdeno (Co + Mo),
presento diferencia significativa comparado con control y el tratamiento 5 que componen semillas
inoculadas més dos aplicaciones foliares (Az + 2F) pero no asi con los tratamientos 3, consistente
en semillas inoculadas (Az) ni con el tratamiento 4, semillas inoculadas mas una aplicacion foliar
(Az + 1F).
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Figura 1. Longitud de raices de plantas de arroz provenientes de semillas inoculadas con A. brasilense
y tratadas con cobalto mas molibdeno. T1= control (testigo absoluto), semillas sin ningin
tratamiento; T2= Co + Mo, semillas tratadas con cobalto mas molibdeno; T3= Az, semillas
inoculadas con A. brasilense; T4= Az + 1F= semillas inoculadas con A. brasilense méas una
aplicacién foliar; T5= Az + 2F= semillas inoculadas con A. brasilense mas dos aplicaciones
foliares.

Sin embargo, los tratamientos 3, 4 y 5 no difieren significativamente del control por lo que segun
la evidencia expuesta, aparentemente resultaria mas conveniente la inoculacion con Co + Mo que
solo con A. brasilense e inclusive aplicando la misma por la via foliar observandose una mayor
eficacia en la longitud de raices solo con Co + Mo.

Estos resultados coinciden con los reportados por Santos et al. (2013) quienes observaron una
mayor longitud radicular en plantas de arroz aplicando dosis de 4.5 mg L™ de micronutrientes. Asi
mismo, experimentos de Askary et al. (2009) demuestran que el cobalto y molibdeno en semillas
de arroz con dosis de 3 mg L incrementan la tasa de germinacion si las mismas.

El efecto nulo de las cepas de A. brasilense utilizadas para la inoculacion de las semillas de arroz
pudo deberse a problemas de supervivencia en el suelo, debido a que el mismo no se encontraba
esterilizado en el momento de su utilizacion, mismas observaciones fueron mencionadas por
Bécquer et al. (2012) comentando que, en suelos no estériles, microorganismos nativos interfieren
con la capacidad de colonizacién de A. brasilense por lo que es recomendable para futuras
investigaciones emplear un sustrato esterilizado para de esa manera evaluar el efecto de la
rizobacteria sobre el cultivo de arroz.
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La inoculacion mixta de Azospirillum lipoferum y el hongo micorrizico Glomus intraradices en
plantas de sorgo, increment6 todos los pardmetros de crecimiento de las plantas, la concentracion
de fosfatasas en raices, asi como la absorcion de minerales, al compararse con inoculaciones unicas
(Veereswamy et al., 1992).

Al inocular trigo con A. brasilense y Glomus sp. Se incremento el peso fresco y seco de brotes y
raices (Gori y Favilli, 1995). La inoculacion doble de Glomus macrocarpum y A. brasilense en la
planta Corchorus ollitorius promovio su crecimiento (Bali y Mukerji, 1991). La inoculacion de
Azospirillum lipoferum incremento6 los contenidos de N, P y K debido al aumento de superficie
radical que permite una mayor absorcion de nutrientes (Salvagiotti et al., 2014).

La asimilacion del fésforo para las plantas depende en gran parte de la mineralizacion que
experimentan las diferentes fracciones de dicho fosforo unidas a las formas orgénicas. Las enzimas
fosfatasas son las encargadas de hidrolizar el fésforo en forma orgénica (esteres de fosfato) hasta
formas inorganicas, haciéndolo asimilable para las plantas. La fosfatasa-alcalina es inducible por
el sustrato (Burns, 1982).

Masa seca de raices

La masa seca de raices de pantas arroz inoculadas con A. brasilense y micronutrientes de cobalto
mas molibdeno no arrojé diferencias significativas entre tratamientos como se observa en la Figura
2. Las mismas fueron evaluadas al final luego del panojamiento y llenado de granos.
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Figura 2. Masa seca de raices de plantas de arroz provenientes de semillas inoculadas con A. brasilense
y tratadas con cobalto mas molibdeno. T1= control (testigo absoluto), semillas sin ningln
tratamiento; T2= Co + Mo, semillas tratadas con cobalto mas molibdeno; T3= Az, semillas
inoculadas con A. brasilense; T4= Az + 1F= semillas inoculadas con A. brasilense méas una
aplicacion foliar; T5= Az + 2F= semillas inoculadas con A. brasilense mas dos aplicaciones
foliares.

Los rangos obtenidos en esta variable van de 0.67 g para el T2 consistente en semillas tratadas con
cobalto mas molibdeno (Co + Mo) y 0.38 g para el tratamiento 5, consistente en semillas inoculadas
mas 2 aplicaciones foliares (Az + 2F). El cobalto (Co) no es un nutriente esencial para las plantas;
sin embargo, es importante dentro del metabolismo de las bacterias que forman los nodulos.
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Se ha observado, que en ausencia de Co, las bacterias reducen la produccion de proteinas y
leghemoglobina, proteina involucrada en el mantenimiento de la fijacion bioldgica de N (Sims,
1996). EI molibdeno (Mo) es un nutriente esencial que esta involucrado en forma directa en el
metabolismo del N del cultivo de soja, al formar parte de la nitrogenasa, enzima encargada de la
fijacion del N atmosférico y de nitrato reductasa. Dicha enzima es responsable de la reduccion de
nitrato a amonio para su posterior transformacion a aminoacidos y proteinas en las plantas
(Marschner, 1995).

Estos resultados no coinciden con los de Garcia et al. (2010) quienes reportan un incremento en la
masa seca de raices plantas de arroz cultivadas en macetas bajo invernadero, resaltando la eficacia
de este género de bacterias. Del mismo modo, Diaz-Zorita et al. (2006) encontraron mayores
rendimientos en materia seca de raices de trigo (Triticum aestivum) utilizando A. brasilense
evidenciando efectos positivos debido a la presencia de estos microorganismos que permitieron la
mejora en el crecimiento radical incrementando la capacidad de exploracion del suelo y uso
eficiente de recursos tales como agua y nutrientes.

Masa seca de partes aéreas
Del mismo modo que la masa seca de raices, el pesaje el de partes aéreas de hojas de plantas de

arroz no arrojaron diferencias significativas entre tratamientos (Figura 3), siendo los rangos de 4.28
g para el tratamiento 3 (Az) y 4 g observado en el tratamiento 2 (Co + Mo).

1

Control Co+Mo Az+1F Az+2F

Masa seca (g)
w

Tratamientos

Figura 3. Masa seca de partes aéreas de plantas de arroz provenientes de semillas inoculadas con A.
brasilense y tratadas con cobalto méas molibdeno. T1= control (testigo absoluto), semillas sin
ningun tratamiento; T2= Co + Mo, semillas tratadas con cobalto mas molibdeno; T3= Az, semillas
inoculadas con A. brasilense; T4= Az + 1F= semillas inoculadas con A. brasilense méas una
aplicacién foliar; T5= Az + 2F= semillas inoculadas con A. brasilense mas dos aplicaciones
foliares.

Vogel et al. (2014) mencionan que diferentes dosis de A. brasilense practicadas en diferentes
especies de poaceas forrajeras ayuda a incrementar la masa seca de solo algunas de ellas mientras
que Dartora et al. (2013) indican que la eficacia de la utilizacion de A. brasilense también depende
del nivel de nitrogeno en el suelo, pudiendo éstas reducir su efectividad en concentraciones
deficientes como asi también en altas concentraciones.
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Resultados reportados por Diaz y Ortegon (2006) evidenciaron un incremento en la biomasa seca
de partes aéreas de cinco muestras de canola (Brassica napus) en completo desarrollo indicando
ocasionales inconsistencias de la respuesta de la planta ante inoculaciones con rizobacterias y no
es posible generalizar su efectividad.

Kussell et al. (2005) mencionan que las bacterias desarrollan mecanismos para mantener la
viabilidad celular durante la inanicién y reanudar el crecimiento cuando los nutrientes estén
disponibles, éstos incluyen entre otros una variacion de fase que ha sido propuesta como un
mecanismo importante por el cual los microorganismos se adaptan a los cambios ambientales tales
como los existentes en la rizosfera del suelo (Van den Broek et al., 2005).

Estudio de la biodisponibilidad del fosfato soluble en el suelo: actividad enzimatica fosfatasa
del suelo

En la Figura 4 se observa que el tratamiento 3 consistente en semillas inoculadas con de A.
brasilense (Az) arrojo un total de 1 655.49 pg de PNP g suelo ht, 590.75 veces mas que el control
(testigo absoluto) y 1 488.69 veces mayor que el tratamiento 2, consistente en semillas tratadas con
cobalto mas molibdeno el cual arroj6 un valor de 168.8 pg de PNP g suelo ht,
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Figura 4. Actividad enzimética fosfatasa de muestras de suelo utilizadas para el cultivo de arroz en
los diferentes tratamientos con A. brasilense y tratadas quimicamente. T1= control (testigo
absoluto), semillas sin ningln tratamiento; T2= Co + Mo, semillas tratadas con cobalto més
molibdeno; T3= Az, semillas inoculadas con A. brasilense; T4= Az + 1F= semillas inoculadas
con A. brasilense méas una aplicacion foliar; T5= Az + 2F= semillas inoculadas con A. brasilense
mas dos aplicaciones foliares.

El tratamiento 4 que contenia el grupo de semillas inoculadas con A. brasilense mas una aplicacion
foliar del mismo producto (Az + 1F) fue el que presentd el maximo valor, siendo el mismo de 7
429.55 pg de PNP gt suelo h't. Por dltimo, se observa que la actividad fue menor en el tratamiento
5 conformado por el grupo de semillas inoculadas cuyo follaje de las plantas fue pulverizado dos
veces con el inoculante (Az + 2F).
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Se registro un valor de 4 616.19 pg de PNP g suelo ht siendo esta Gltima 3551.45 veces mayor
que el control (testigo absoluto) y 4 449.39 veces que el tratamiento 2, asi mismo la actividad
fosfatasa en los suelos que contenia semillas tratadas con cobalto y molibdeno tampoco demostrd
significancia respecto al control (p> 0.05).

Sin embargo, estos valores son un poco mayores en relacion con los reportados por Paz-Ferreiro
(2007) partiendo éstos de 55.6 a 4017 pg de PNP g suelo h! y los obtenidos por Paul y Clark
(2007) siendo de 12.51 a 56 295 ug de PNP g* suelo h'. Al respecto, Henriquez et al. (2014)
menciona que la actividad fosfatasa se correlaciona con el porcentaje de carbono en el suelo.

Estudios realizados por Dalurzo et al. (2000) mencionan que la actividad fosfatasa tiende a
disminuir en aquellos suelos sometidos a labranza convencional. La reduccion de la actividad de
la fosfatasa en las areas cultivadas, tanto bajo labranza convencional como siembra directa, se
relaciona con el efecto inhibidor del uso de fuentes de fésforo rapidamente solubles que es lo que
sucede en suelos acidos (Rodriguez et al., 2012).

Otro tipo de actividades promotoras del crecimiento vegetal, asociadas a la disponibilidad de P en
el suelo, es la solubilizacion acida del P inorganico y la mineralizacion del P organico, mediadas
por la accion de fosfatasas acidas y alcalinas, produciéndose en funcion al pH de suelo (Nash,
2007). El bajo contenido de materia organica y fosforo pudo haber sido compensado mediante la
promocion de esta enzima debida a la aplicacion de A. brasilense ya que los mismos son
promotores o potenciadores de enzimas (Martinez-Gallegos et al., 2007).

Aparentemente es posible la ocurrencia de simbiosis de A. brasilense con algunos otros
microorganismos flngicos presentes de manera natural en el suelo permitiendo de esa manera la
eficiencia en el transporte de fosforo en la planta como lo demuestra en sus resultados Ibarra-Pudn
et al. (2014).

Trabajo realizado por Salgado et al. (2010) mencionan la importancia de la utilizacién de bacterias
solubilizadoras de fosfatos de la rizosfera para mejorar la solubilizacion del fosforo fijado al suelo
para que el mismo se encuentre disponible para la planta traduciéndose en un mayor rendimiento.

La produccion de la enzima fosfatasa esta controlada por mecanismos regulatorios complejos, de
manera que la actividad de estas es detectable s6lo bajo condiciones ambientales especificas y el
interés por las enzimas fosfatasas ha ido incrementandose durante la Ultima década debido a su
gran aplicacion en la biotecnologia, aunque los conocimientos en cuanto a sus propiedades,
regulacion y rol que desempefian es atn escaso (Fernandez y Rodriguez, 2005).

Es asi como en los sistemas de pH bajos se produce de manera natural este transporte por lo que la
actividad fosfatasa medible podria disminuir si el sistema se encuentra suplementado con A.
brasilense. La fosfatasa es una enzima que se inhibe por su propio sustrato y presenta un limite de
sustrato donde aumenta su actividad, luego disminuye. Esto se demuestra en la Figura 4, en el
tratamiento 5, consistente en semillas tratadas con A. brasilense mas aplicaciones foliares (Az+1F).

Por ende, Henriquez et al. (2014) reportan una relacion inversa entre la actividad fosfatasa y el
contenido de P disponible sugiriendo que dicha tendencia de inhibicion se da cuando los contenidos
de P disponible en el suelo son muy altos y podria ocurrir cerca de la rizosfera en condiciones de
fertilizacion fosforica reciente.
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Conclusiones

Los resultados del experimento permitieron concluir que la inoculacion de semillas de arroz con
cepas de Azospirillum brasilense y su aplicacién foliar no mejoré la longitud de raices, masa seca
de raices y partes aéreas observadas al final del periodo de desarrollo del cultivo. La aplicacién de
cobalto mas molibdeno en el tratamiento de semillas de arroz propicio una mayor longitud de raices
en las plantas de arroz respecto al tratamiento que integraban semillas inoculadas con A. brasilense
maés dos aplicaciones foliares del mismo.

La actividad enzimatica fosfatasa present6 valores mas elevados en los tratamientos que contenian
semillas inoculadas con A. brasilense respecto a aquellas que carecian del mismo, como el control
(testigo absoluto) y el tratamiento dos (T2) con cobalto mas molibdeno.
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