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RESUMEN

Comportamiento de Bradyrhizobium japonicum frente a sustancias quimicas y a la co-

inoculacion con Bacillus spp en un cultivo de soja.

La soja es el principal cultivo para grano de Argentina desde mediados de la década del 90,
cuando superé la produccién de trigo y maiz. La utilizacion de inoculantes microbianos para
mejorar el crecimiento y la nutricion de las plantas y por ende el tratamiento estd adquiriendo
cada vez mas importancia en la agricultura. En el caso de la soja (Glycine max (L.) Merr.) es
comun la inoculacion con cepas de Bradyrhizobium japonicum para la fijacion bioldgica del
nitrégeno, lo cual disminuye la necesidad de utilizacién de fertilizantes nitrogenados e
incrementa el rendimiento del cultivo. En el marco de la necesidad de desarrollar sistemas
agricolas sostenibles, la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) es vista como una fuente
esencial y potencial de nitrégeno, para las grandes areas de suelos fértiles de la pampa
argentina. En el rendimiento de la soja, el 70 % si no existen limitantes, es dependiente de la
capacidad del cultivo de acumular N en particular por la FBN. El objetivo de este trabajo fue
determinar la influencia de sustancias quimicas (fungicidas, protectores y micronutrientes) y
sustancias bioldgicas (Bacillus spp. solubilizador de fdsforo en co-inoculacién) sobre
Bradyrhizobium japonicum (fijador de nitrdgeno) en el cultivo de soja. Para esto se implanto
un ensayo con el cultivo de soja en el Campo de Docencia y Experimentacion de la U. N. de
Rio Cuarto (Ruta Nacional 36, km 601). En el ensayo se llevaron a cabo 6 tratamientos
diferentes, empleando inoculante (Bradyrhizobium japonicum), fungicidas (Metalaxil M),
micronutrientes (Cobalto y Molibdeno) y solubilizadoras de fésforo (Bacillus spp.), en
parcelas realizadas en blogues aleatorios completamente al azar con 3 repeticiones cada una.
A los 30 dias de la siembra se evalué densidad de plantas y nodulacion. En R4 se determino:
namero de noédulos activos en la raiz principal y en las secundarias. En R8 se evalud
componentes del rendimiento y rendimiento. Se observé la influencia de las diferentes
sustancias quimicas y biol6gicas sobre Bradyrhizobium japonicum, destacando como las de
mayor efecto los tratamientos donde se empled bacterias solubilizadoras de fésforo (co

inoculacion) y micronutrientes. Esto se vio reflejado en todos los parametros evaluados.

Palabras Clave: Soja, Fijacion Bioldgica de Nitrogeno, Inoculacién, co-inoculacion.
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ABSTRACT

Performance of Bradyrhizobium japonicum against chemicals and co inoculation with

Bacillus spp in a soybean crop.

Soybean has developed as the main grain crop in Argentina since the mid 90s', when it
exceeded the production of wheat and corn. The use of microbial inoculants to improve the
growth and nutrition of plants is gaining increasing importance in agriculture. In the case of
soybean (Glycine max (L.) Merr.), it is common to use inoculation with Bradyrhizobium
japonicum strains for biological nitrogen fixation, which decreases the need for the use of
nitrogen fertilizer and increases crop yield. In a context where it is necessary to develop
sustainable agricultural systems, biological nitrogen fixation (BNF) is seen as a potential
source of nitrogen essential for large areas of fertile soils in the pampas of Argentina.
Soybean vyields (70%), if there are no limitations, depend on the ability of the crop to
accumulate N, particularly by FBN. The purpose of this study was to determine the influence
of chemicals (fungicides, safeners and micronutrients) and biological substances (Bacillus
spp. Solubilizer phosphorus co-inoculation) on Bradyrhizobium japonicum (nitrogen fixer)
in the soybean crop. For this, a test was carried out on soybean crops in the Educational and
Research Farm of Universidad Nacional de Rio Cuarto (Ruta Nacional 36, km 601). For the
test, six different treatments were carried out, using inoculant (Bradyrhizobium japonicum),
fungicides (Metalaxyl M), micronutrients (cobalt and molybdenum), solubilizing phosphorus
(Bacillus spp.) Plots were carried out in randomized blocks, using a completely randomized
design with 3 repetitions on each. After 30 days of sowing, density and nodulation of plants
was evaluated. In the R4 stage, the number of nodules on the taproot and the active nodules
on the secondary roots were determined. In the R8 stage, yield components and yield were
evaluated. The influence of different chemical and biological substances was observed on
Bradyrhizobium japonicum. The most significant effect came from treatments where
phosphorus-solubilizing bacteria (co-inoculation) and micronutrients were used. This was

reflected on all parameters.

Keywords: Soybean, Biological nitrogen fixation, inoculation, co-inoculation.
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I. INTRODUCCION

La soja es el principal cultivo para grano de Argentina desde mediados de la déca-
da del 907, cuando superdé la produccion de trigo y maiz. Este sostenido incremento en la
produccién se ha basado fundamentalmente en el aumento del &rea sembrada en la region
pampeana desplazando al maiz y al girasol, y en regiones extrapampeanas, ya sea despla-
zando a otros cultivos o abriendo nuevas areas a la produccion.

En la Argentina las primeras plantaciones de soja se hicieron en 1862, pero no en-
contraron eco en el campo argentino de aquellos afios. En 1909 se comenz6 a ensayar en
distintas Escuelas Agricolas y entre 1910 y 1920 se realizaron ensayos en la Estacion
Experimental Agrondmica de Cordoba.

La soja se expande en la Pampa Ondulada a partir de 1975, impulsada por el reem-
plazo gradual de los modelos de uso agricola vigentes hasta ese momento, por uno nuevo
que se caracteriza principalmente por una disminucion de la actividad ganadera y la in-
troduccion del doble cultivo trigo-soja que ofrece ventajas productivas y econémicas
respecto de sus antecesores. La superficie de cultivo de soja crecio significativamente
entre las camparias 1990/91 y 2001/02: en Brasil 106%, en Argentina 170%, en Paraguay
y Bolivia 125%. En la campafia 2002/03 la suma de la produccion de estos paises superd
por primera vez a la produccion de Estados Unidos. La superficie con soja en la Argenti-
na continud creciendo y en la campafia 2007/08 lleg6 a los 16.603.525 millones de hecta-
reas (PLANETA SOJA 2009 (a)).

En los Gltimos afios se ha desarrollado en Argentina, un intenso debate en torno a
dos aspectos relativos a la realidad agricola del pais. Por un lado, la expansion de la fron-
tera agricola y por otro, la concentracion relativa de la produccion de soja. La dinamica
del area sembrada en la Repulblica Argentina, durante el ciclo 80/81 al 06/07 present6 una
superficie promedio del periodo de 7,1575 millones de hectareas. A partir de la campafia
97/98 en adelante siempre supera esa cifra. El crecimiento anual promedio es del 27,3%.
Cérdoba, Buenos Aires y Santa Fe concentraron en la campafia 06/07 el 74,5% de su
superficie, Entre Rios, Santiago del Estero, Chaco y Salta el 8,90; 4,98; 4,41 y 2,96%
respectivamente. La variacion porcentual para el periodo 81/07 es de 738,5 en soja. En la
Gltima campana la superficie relativa ocupada es de 58,1 por soja; 20,4 trigo; 12,9 maiz y
8,6 girasol (PLANETA SOJA 2009 (b)).

Desde que la soja se expande en el pais, tanto en las empresas agropecuarias, en la
region pampeana, el pais y en el mundo, se observaron profundos cambios socio-
econdmicos y tecnoldgicos. La soja fue impulsor de varios de los cambios observados y
en los sistemas de produccidn, por ejemplo, el éxito de la siembra directa, cuanto menos

en parte, se debio a su ajuste con el sistema del doble cultivo trigo-soja.



La utilizacion de inoculantes microbianos para mejorar el crecimiento y la nutri-
cion de las plantas, esta adquiriendo cada vez méas importancia en la agricultura. Actual-
mente se encuentran disponibles en el mercado inoculantes formulados con rizobacterias
fijadoras de N, y con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria - PGPR), para su utilizacion en cultivos tanto extensivos como
intensivos. En el caso de la soja (Glycine max (L.) Merr.) es comdn la inoculacion con
cepas de Bradyrhizobium para la fijacion biol6gica del nitrégeno, lo cual disminuye la
necesidad de utilizacion de fertilizantes nitrogenados e incrementa el rendimiento del
cultivo. Cepas de otros géneros bacterianos como Azospirillum, Pseudomonas y Azoto-
bacter, tienen actividad PGPR y se establecen en la rizésfera de las plantas.

En el marco de la necesidad de desarrollar sistemas agricolas sostenibles, la fija-
cion bioldgica de nitrégeno (FBN) es vista como una fuente esencial y potencial de nitro-
geno, para las grandes areas de suelos fértiles de la pampa argentina, donde la agricultura
es todavia en gran parte extractiva, como lo demuestra el bajo consumo de fertilizantes
(Urquiaga et al, 2004). Estos desbalances nutricionales resultan en la degradacién de la
fertilidad de los suelos. La remocién de nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K), y azufre
(S) en un cultivo de soja de 4000 Kg. ha™ de rendimiento equivale a 260, 132, 156 y 79
Kg. ha de urea, superfosfato triple, cloruro de potasio y sulfato de amonio, respectiva-
mente. Debe aclararse que en estas estimaciones se ha descontado un 50 % del N del
grano considerando que esta cantidad es aportada via fijacion simbidtica (INPOFOS,
2005 (b)).

Si bien la soja presenta requerimientos muy elevados de N, una gran parte de este
requerimiento es cubierto, via FBN, a través de la simbiosis soja — Bradyrhizobium. El
rendimiento de soja (el 70 %), si no existen otras limitantes, es dependiente de la capaci-
dad del cultivo de acumular N en particular por la FBN (Perticari, 2004). Por lo tanto, la
inoculacion de la semilla es una préactica indispensable, y de bajo costo, para lograr una
adecuada provision de N para el cultivo (INPOFQOS, 2005 (a)).

El sistema simbioético rizobio — soja requiere que no haya condicionantes por exce-
so o0 por defecto para el desarrollo normal del cultivo. Uno de los factores que limitan la
fijacion de nitrgeno en soja es la presencia de formas combinadas de nitrogeno en el
suelo. Suelos fértiles con moderada o alta disponibilidad de formas inorgénicas de N en el
momento de la siembra y/o importantes tasas de mineralizacion durante el ciclo del culti-
vo afectan al establecimiento de la simbiosis ya que retardan el inicio de la nodulacion
y/o inhiben el funcionamiento del sistema fijador. Las carencias de P, K, Ca, S y de mi-
cronutrientes (Cobalto, y Molibdeno) disminuyen la formacion de nddulos y por consi-
guiente la FBN. El uso de cepas de Pseudomonas tiene un efecto promotor del crecimien-

to y rendimiento en distintos cultivos (Garcia y Bach, 2003; Babana y Antoun, 2006). La



actividad PGPR de distintas cepas de Pseudomonas fluorescens se atribuye a la capacidad
de solubilizar fosfatos, o a produccion de fitohormonas y de sideréforos, y algunas tam-
bién tienen actividad antifingica (Rodriguez y Fraga, 1999; Compant et al, 2005).

Actualmente, el uso de fungicidas cura semillas en el cultivo de soja es importante
debido al complejo de hongos del suelo, que pueden afectar al cultivo durante sus prime-
ras etapas de crecimiento y producir perdidas considerables. Ante esta situacion se hace
importante conocer la compatibilidad que tienen los fungicidas con los microorganismos
fijadores de nitrégeno, los cuales son de vital importancia en lo que respecta a la nutricion
nitrogenada del cultivo.

Se pretende que la informacién obtenida aporte nuevos conocimientos relacionados
a la actividad de estos microorganismos ligados a la fertilizacién de los cultivos, de modo

tal de obtener pautas de manejo para lograr una produccion sustentable.
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Il. ANTECEDENTES

El rendimiento de los cultivos esta estrechamente asociado a la biomasa total pro-
ducida durante su ciclo (Dreccer et al., 2003). Por lo tanto, en el manejo de cultivos de
alta produccion es fundamental que las hojas intercepten la mayor parte de la radiacion
solar incidente y que estén nutridas para generar la maxima cantidad de fotoasimilados.

Los nutrientes afectan la cantidad de fotoasimilados generados, por regular, los
procesos de intercepcion de la radiacion a través de alteraciones en el crecimiento de las
hojas y en la duracion del area foliar y por determinar la capacidad de transformar cada
unidad de radiacion interceptada en biomasa.

La adecuada nutricion de los cultivos, es fundamental para asegurar el crecimiento
y desarrollo de los mismos. El nitrégeno forma parte de toda célula viva, en las plantas es
constituyente de la clorofila, de las proteinas incluyendo enzimas y de muchos otros
compuestos. La gran necesidad de nitrégeno de las plantas y la limitada oferta de los sue-
los para suministrar nitrégeno disponible, hace que sea el nutriente mas limitante para la
produccion (Bernardo et al. 2004).

La soja presenta una alta acumulacion de proteinas en las semillas lo cual la con-
vierte en el cultivo con la mayor demanda de nitrégeno y la menor produccion de bioma-
sa por fotoasimilado producido. Por eso el nitrégeno es el nutriente mas critico para el
cultivo. Se estima que se requieren 80 Kg. de nitrégeno para producir una tonelada de
grano. Al ser la soja una leguminosa puede cubrir sus requerimientos de nitrégeno a partir
del aporte de nitrogeno del suelo y por medio de la FBN.

Los procesos de agriculturizacion mas la intensificacion que han experimentado los
sistemas productivos de nuestro pais, han llamado la atencién de los técnicos por su im-
pacto ecoldgico sobre el concepto de sustentabilidad. La reduccién en la diversidad, el
empobrecimiento de los suelos, la alteracion del ciclo de los nutrientes, y la reduccion de
la materia organica han surgido como los primeros riesgos asociados a estos procesos
(Perticari, 2004). Es decir que, como consecuencia del uso intensivo de los recursos, son
cada vez menores los aportes de nitrégeno esperados desde el suelo y ante la ausencia de
la fertilizacion quimica de nitrégeno, el 70 % del rendimiento de la soja es dependiente de
la capacidad de acumular nitrégeno desde la FBN (Perticari, 2004). La practica mas re-
comendable para lograr que la fijacion sea una fuente importante de N para el cultivo es
la inoculacién de la semilla con cepas de Bradyrhizobium japonicum, incorporadas por
medios de inoculantes de alta calidad (Ferraris y Couretot, 2005).

La FBN, se produce por intermedio de microorganismos que establecen asociacio-
nes simbidticas con las plantas. La simbiosis es la convivencia de dos organismos no

semejantes en una relacion de beneficio mutuo generandose una interdependencia fisiol6-
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gica. Dentro de éstas, es de particular interés la asociacion que forman las leguminosas
con bacterias de la familia Rhizobiaceae, obteniéndose como resultado de dicha unién la
formacion de nddulos fijadores de nitrégeno. En el caso de la simbiosis leguminosa-
rizobio, el microsimbionte, la bacteria, utiliza el carbono y la energia fotosintética del
macrosimbionte (la planta) y le entrega amoniaco, producto de la fijacion de N, atmosfé-
rico. Este proceso se lleva a cabo en los nddulos (Canigia, 2003). Los nddulos son 6rga-
nos vegetales que se producen en la raiz de la planta huésped al ingresar los rizobios.
Estos son pequefias formaciones o cuerpos dentro de las que las bacterias se transforman
en bacteroides, los cuales producen la fijacion de N,.

Dentro de la familia los principales géneros son tres: Rhizobium, Bradyrhizobium y
Agrobacterium. Los dos primeros son los géneros simbidticos por excelencia que nodulan
a las leguminosas, y es Bradyrhizobium el que establece la simbiosis con soja (Glycine
max (L.) Merr).

En condiciones adecuadas para la expresion de la simbiosis, la nodulacién comien-
za a visualizarse a los 3-5 dias y la actividad de fijacién desde los 10-15 dias de emergen-
cia. Los valores de nitrdgeno fijados son bajos desde los estados vegetativos hasta co-
mienzos de floracion. Desde ésta Gltima etapa en adelante se registra la mayor actividad
(Perticari, 2004).

Cuando en el suelo no estan presentes los rizobios del género adecuado, se debe
realizar el inoculado de la semilla previo a la siembra, ya que de esta manera se estaran
colocando las bacterias especificas sobre la semilla para que se lleve a cabo la FBN.

La simbiosis presenta limitaciones. Se menciona que la alta disponibilidad de for-
mas inorganicas de nitrégeno en el suelo retarda el inicio de la nodulacion e inhibe el
sistema fijador.

Por lo tanto, el exceso de nitrogeno en el suelo especialmente en forma de nitratos,
tiene un efecto inhibitorio sobre la simbiosis en todos los pasos, desde la infeccion, for-
macion del nédulo y la fijacion de N, (Canigia, 2003). También es sensible a condiciones
de anegamiento con 2 a 3 dias de inundacién se puede provocar una alta mortandad de
nodulos. El estrés hidrico causa efectos directos sobre la nodulacion y fijacion ya que si
se siembra en seco se provoca la muerte de las bacterias y si falta agua durante el ciclo
del cultivo se afecta la nodulacién y la fijacion. Por Gltimo la temperatura también afecta
la FBN, con temperaturas cercanas a 15 °C se retrasa la nodulacion y con temperaturas
mayores a 40 °C se produce la muerte de bacterias (Perticari, 2004).

Sin lugar a dudas el fosforo, después del nitrégeno, es uno de los nutrientes inorgé-
nicos esenciales requeridos por las plantas ya que interviene en diferentes procesos biol6-
gicos, bioquimicos, y forma parte de distintas moléculas esenciales, por lo que se consi-

dera un factor limitante del desarrollo vegetal (Alexander, 1980). Consecuentemente, la
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correcta provision de fésforo es fundamental para obtener un buen desarrollo y alta pro-
ducciodn de los cultivos.

Las plantas deben absorber el fosforo del suelo, donde se encuentra en muy baja
concentracion, normalmente en niveles que varian entre 5 y 30 ppm. Estos indices bajos
del nutriente, se deben a que el fésforo soluble reacciona con iones como el calcio, hierro
o el aluminio provocando su precipitacion o fijacién disminuyendo su disponibilidad para
los vegetales (Rodriguez y Fraga, 1999)

Es importante mencionar que existen microorganismos del suelo como las bacte-
rias, que pueden colaborar en la solubilizacion de fésforo no disponible para las plantas,
por lo tanto se considera que la solubilizacion de distintas rocas fosfatadas y de otras
fuentes de fésforo inorganico por los microorganismos del suelo es una alternativa fun-
damental para incrementar la cantidad de nutrientes disponibles para las plantas (Ilimer y
Schinner, 1992). La simbiosis rizobio-leguminosa es altamente sensible a la carencia de
fosforo. Cuando la concentracion de P en la planta es inferior al 0.2% la nodulacién y la
fijacion de N, son casi despreciables. Por debajo de 0.1% ni siquiera se formaran nddulos
(Canigia, 2003). Cepas de otros géneros bacterianos como Azospirillum, Pseudomonas y
Azotobacter, tienen actividad PGPR y se establecen en la rizosfera de las plantas. Los
beneficios sobre las plantas debidos a la inoculacion con estas bacterias, incluyen aumen-
tos en la tasa de germinacion, del crecimiento radical, de rendimiento, del contenido de
proteinas, tolerancia a la sequia e incrementos de la micorrizacion, entre otros (Bowen y
Rovira, 1999; Villegas y Fortin, 2001; Babana y Antoun, 2006). El uso de cepas de Pseu-
domonas tiene un efecto promotor del crecimiento y rendimiento en distintos cultivos
(Garcia y Bach, 2003; Babana y Antoun, 2006). La actividad PGPR de distintas cepas de
Pseudomonas fluorescens y Bacillus spp. se atribuye a la capacidad de solubilizar fosfa-
tos, a la produccion de fitohormonas y de sideréforos, y algunas también tienen actividad
antifangica (Rodriguez y Fraga, 1999; Compant et al., 2005).

La soja es el cultivo més extractivo de P por tonelada de grano producido compa-
rado al resto de los cultivos integrantes de la rotacion en la zona nucleo sojera (maiz y
trigo). Por cada tonelada de grano extrae 8 Kg. ha™', exportando a través de ellos el 85 %
(Gutiérrez Boem, 2003).

El fésforo es uno de los nutrientes mas importantes y determinantes del crecimien-
to y desarrollo de las plantas y participa de:
= Procesos bioldgicos esenciales como la division y crecimiento celular y el desarro-
llo celular.

" Procesos bioquimicos fundamentales como la fotosintesis, respiracion, glucolisis y

sintesis de acidos grasos.
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= Forma parte de moléculas vitales como los &cidos nucleicos, los fosfolipidos y el
ATP y permite el aprovechamiento de otros nutrientes claves para las plantas.

Su deficiencia puede reducir el crecimiento, inducir produccién de hojas mas pe-
quefas, disminuir el &rea foliar y la eficiencia de conversion. Consecuentemente no se
captura la méxima cantidad de radiacién, y por cada unidad capturada se produce menor
biomasa, limitando directamente el rendimiento del cultivo.

Como este nutriente, que es esencial para los cultivos, muchas veces no esta dispo-
nible para los mismos, las bacterias solubilizadoras lo hacen disponible a través de:

] Produccion de acidos orgéanicos (como el acido glutamico, el &cido lactico, el cido
citrico, el acido glucénico) que permiten solubilizar la fraccion inorganica del fésforo,
favoreciendo la liberacion del mismo a la solucion del suelo.

= Produccion de enzimas fosfatasas que, (hidrolizan y liberan el fésforo a la solucion
del suelo), actiian sobre los enlaces ésteres fosfatasicos de la materia organica.

Estas bacterias, no solamente tienen la capacidad de mineralizar el fésforo no dis-
ponible en el suelo para las plantas, sino que también producen sustancias estimuladoras
de crecimiento vegetal como fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas, acido-
indol-acético) que promueven el crecimiento y el desarrollo radicular mejorando de esta
forma también el conveniente suministro de nutrientes y agua para los cultivos. Se las
conoce con la sigla PGPR y son un grupo de bacterias rizosféricas que provocan una me-
joria en el crecimiento vegetal después de la inoculacion de éstas sobre las semillas
(Kloepper y Schroth, 1978).

Se ha observado que la capacidad de las rizobacterias solubilizadoras de P de pro-
ducir sustancias fitoreguladoras del tipo auxina, puede contribuir al efecto estimulatorio
en el crecimiento de la planta (Satter y Gaur, 1987; Leinhos y Bergmann, 1995). La fi-
tohormona &cido-3-indolacético (AlA) promueve la longitud radical y la formacién de
raices laterales (Pilet y Saugy, 1987), principales marcadores del efecto benéfico ejercido
por las bacterias PGPR (Glick et al., 1995). El desarrollo precoz de las raices es una ven-
taja para las pléntulas jovenes ya que favorece su capacidad de anclarse en el suelo y
obtener agua y nutrientes de su ambiente favoreciendo su supervivencia.

La co-inoculacion se basa en una combinacion de microorganismos que interacttan
sinérgicamente. Estudios realizados en laboratorio demostraron un efecto sinérgico por
intercambio de nutrientes, removiendo algunos productos inhibidores o estimulando otros
a través de mecanismos fisicos o bioquimicos (Bashan et al., 1997).

La inoculacion con mezcla de bacterias provee un mejor balance nutricional para
las plantas, y la mejora en la absorcién radicular de nitrégeno y fésforo es el mecanismo
principal de interaccién entre plantas y bacterias (Belimov et al, 1995). Cuando se

coinoculd B. japonicum y P. putida sobre raices de soja, se registré mayor nimero de
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nodulos y peso seco. Los efectos benéficos de dicha coinoculacion se asociaron a la pobre
solubilizacion de fosfato y produccion de siderdéforos por parte de B. japonicum en com-
paracién con P. putida (Rosas et al., 2006).

Estudios de co-inoculacion con PGPR y Bradyrhizobium japonicum, en cultivos de
soja a campo han demostrado un aumento en la acumulacion de materia seca, proteinas en
grano y produccion total de proteinas (Dashti et al., 1997). El efecto de esta asociacion
tripartita una bacteria fijadora de nitrégeno, una PGPR vy el cultivo de soja result6 en una
promocién del crecimiento vegetal, incrementando las actividades fisiologicas de la plan-
ta y se logr6 aumentos en el peso, en el nimero de nédulos, en la fijacion de nitrégeno, en
el area foliar y en el peso y nimero de vainas (Zhang et al., 1996 a, b; Zhang et al. 1997).
Experimentos a campo han demostrado un incremento en el rendimiento de las legumino-
sas con inoculacion mixta, alcanzando rindes superiores a los obtenidos inoculando Uni-
camente con Rhizobium (Burdman et al., 2000).

En el proceso de fijacion bioldgica intervienen sustancias quimicas (enzimas, pro-
teinas y otros compuestos) que tienen en su constitucion micronutrientes. Sus carencias
generan por lo tanto fallas en el proceso de fijacion (Canigia, 2003). Para que el proceso
de fijacion ocurra en forma exitosa es necesaria la presencia de cofactores como el mo-
libdeno (Mo) y el cabalto (Co).

Para la soja el cobalto (Co) y el molibdeno (Mo) son dos micronutrientes de parti-
cular importancia, debido a su participacién con la fijacién bioldgica de N que tiene lugar
en las raices de esta especie a través de la simbiosis con bacterias fijadoras (Bradyrhizo-
bium japonicum), y ambos se encuentran entre los elementos que podrian presentar defi-
ciencias para el normal funcionamiento y alta produccién del cultivo en el futuro (PLA-
NETA SOJA 2009 (c)). La funcion del Mo esta relacionada a la formacién de enzimas
gue participan en las reacciones de formacion de la nitrogenasa y nitrato reductasa, res-
ponsables de la ruptura del triple enlace del nitrdgeno, y de la asimilacion de este elemen-
to en la planta durante la FBN, respectivamente.

El Co también es esencial para la FBN. Una deficiencia de Co inhibe la sintesis le-
ghemoglobina, y como consecuencia, la FBN (PLANETA SOJA 2009 (d)).

El crecimiento de las raices se produce a partir de tejidos de crecimiento localiza-
dos en sus extremos. Por lo tanto, en una raiz madura, lo que fue originalmente la radicu-
la, corresponderd a la parte superior de la raiz principal (corona o cuello de la raiz). Ade-
mas, la zona de los pelos absorbentes, donde se produce la infeccion, se encuentra cerca
de los extremos de las raices. EI crecimiento de las raices principal o laterales hace que la
“zona infectable” de la raiz se aleje del cuello (Canigia, 2003).

Las cepas provenientes del inoculante se desarrollan alrededor de la radicula. Si

bien los rizobios son bacterias maviles, su desplazamiento es limitado y depende del agua
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alojada en los microporos, por lo que se genera una zona rica en rizobios introducidos
alrededor de la radicula. La nodulacion que se produce en esa etapa, en una raiz madura
se verd en el cuello de la raiz (raiz principal y primeros centimetros de las laterales). A
medida que la raiz crece, la zona de los pelos absorbentes se aleja del nucleo de alta carga
rizobiana en el suelo (Canigia, 2003).

Si bien algunos rizobios pueden acompafiar el crecimiento de la raiz algunos cen-
timetros, la raiz se “encontrard” a su paso con rizobios naturalizados que seran los que, en
mayor medida, nodulen las raices laterales (Canigia, 2003).

En sintesis, en el cuello de la raiz (raiz principal y primer parte de las laterales)
predominan las cepas introducidas, mas eficientes, y en las raices laterales, alejadas de la
principal, cepas naturalizadas, menos eficientes (Canigia, 2003).

Aunque los nbdulos laterales se formen por cepas introducidas efectivas, tienen
menor actividad nitrogenasa (fijadora de N,) con respecto a los ubicados sobre la raiz
principal. Por ejemplo, en soja la actividad nitrogenasa especifica de los nédulos de la
raiz principal es de 36 pM/g/h mientras que la de los nodulos de las raices laterales es de
2.86 uM/g/h. Esta diferencia seria por el menor aporte de energia por parte de la planta en
raices laterales respecto a la principal (Canigia, 2003).

Una adecuada nodulacién presenta 40-50 nodulos por planta, de los cuales 12 se
encuentran en la parte superior de la raiz principal y de tamafio medio a grande (4-6 mm
de didmetro). En todos los caso, la coloracion interna de la mayoria de los nédulos es roja
0 rosada (Perticari, 2003).

En cuanto a componentes del rendimiento, el nimero de nudos sobre el tallo prin-
cipal es poco afectado por la disponibilidad de recursos, y depende directamente de la
diferenciacion de nudos que se da durante la etapa vegetativa. No sucede lo mismo con
los nudos de las ramificaciones, donde estos estan sujetos a las condiciones fotoperiddicas
antes y después de floracion y ademas el crecimiento y supervivencia de estos nudos esta
condicionado por la tasa de crecimiento del cultivo, es decir que ante deficiencias hidricas
o0 nutricionales se resienten fuertemente, mientras que el nimero de nudos del tallo prin-
cipal no se modifica (Kantolic, 2003). Para el numero de vainas por nudo, el mismo de-
pende de cuantas inflorescencias se desarrollan en cada uno y cuantas vainas se estable-
cen en cada inflorescencia. Pueden encontrarse entre 1 y 20 vainas por nudo, existiendo
alta variabilidad entre los nudos de la planta, entre genotipos y ante cambios en las condi-
ciones ambientales (Board et al., 1999).

El vigor y sanidad de la plantula condicionan la nodulacion. Actualmente el uso de
fungicidas cura semillas (Carbendazim, Tiram, Fludioxinil+Metalaxil M, Metalaxil, etc.)
en el cultivo de soja, se utilizan para proteger las semillas y plantulas de patégenos (com-

plejo de hongos de suelo Fusarium spp., Alternaria spp., Pythium spp., Phytophtora spp.
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etc.) que pueden afectar al cultivo durante sus primeras etapas de crecimiento y producir
pérdidas considerables. Son productos quimicos compuestos por principios activos y otras
sustancias quimicas acompafiantes (“excipientes”). Por lo tanto, los formulados, princi-
pios activos y excipientes, deben ser inocuos para las bacterias, de lo contrario se afectara
el numero de rizobios por semilla y consecuentemente, la nodulacion (Canigia, 2003).

Ante esta situacion se hace importante conocer la compatibilidad que tienen los
fungicidas con los microorganismos, los cuales son de vital importancia en lo que respec-
ta a la nutricion del cultivo, esto se debe a que en muchos casos los principios activos no
son los que realmente causan el dafio a los microorganismos disminuyendo su poblacion
sobre la semilla, sino que pueden ser los colorantes, solventes etc. que traen los produc-
tos quimicos.

Si se consideran todas las etapas que se incluyen en la utilizacion de los inoculan-
tes, la supervivencia de las bacterias sobre las semillas es un aspecto relevante a tener en
cuenta. Inmediatamente después de realizada la inoculacion, las bacterias quedan expues-
tas a condiciones ambientales adversas.

Una estrategia empleada para mejorar la viabilidad de bacterias sobre semillas es el
uso de protectores bacterianos, disefiados principalmente para disminuir el impacto de la
desecacion celular desde que la bacteria se adhiere sobre la superficie de la semilla en el
momento de la inoculacion (Montero, 2008).

La presencia de un protector bacteriano aplicado con el inoculante también puede
reducir el impacto de las altas temperaturas ambientales sobre la viabilidad de la bacteria

adherida en la semilla y puede atenuar los efectos toxicos de pesticidas (Montero, 2008).
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I11. HIPOTESIS
“El uso de fungicidas, micronutrientes, protectores bacterianos microorganismos

solubilizadores de fésforo afectan el comportamiento de Bradyrhizobium japonicum en el
cultivo de soja (Glycine max (L.) Merr.)”
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IV. OBJETIVOS

1VV.1 Objetivo general.

Determinar la influencia de sustancias quimicas (fungicidas, protectores y micronu-
trientes) y sustancias bioldgicas (Bacillus spp. solubilizador de fosforo en co-inoculacion)
sobre Bradyrhizobium japonicum (fijador de nitr6geno) en un cultivo de soja (Glycine
max (L.) Merr.).

1VV.2 Objetivos especificos.

Evaluar el efecto de las sustancias quimicas y biolégicas sobre Bradyrhizobium ja-
ponicum en la emergencia, estadio reproductivo 4 (biomasa aérea, nodulacién y eficien-
cia) y en madurez fisioldgica.

Evaluar si las sustancias quimicas y biol6gicas sobre Bradyrhizobium japonicum

tiene algun efecto sobre los componentes del rendimiento de soja.
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V. MATERIALES Y METODOS

Durante la campafia 2006/2007 se implant6 un ensayo de cultivo de soja (Glycine
max (L.) Merr.) en el Campo de Docencia y Experimentacion de la U. N. de Rio Cuarto
(Ruta Nacional 36, km 601).

V.1 Fisiografia.

ElI Campo de Docencia y Experimentacion se encuentra en la region centro sur del
departamento Rio Cuarto, y ubicado en el ambiente geomorfoldgico correspondiente a la
Planicie Periserrana Distal de la Provincia de Cérdoba. La unidad presenta relieve sua-
vemente ondulado, con pendientes menores al 2 % y esté constituida por sedimentos edli-

cos franco arenosos finos.

V.2 Suelos.

Los suelos son Hapludoles tipicos, profundos y bien drenados, de textura franco
arenosa en superficie y franca en el subsuelo, que no presenta impedimentos fisicoquimi-
cos para el desarrollo de las plantas. Presentan una capacidad de retencion de humedad
algo baja, por lo que son susceptibles al estrés hidrico en las épocas de seca. Ademas son
propensos a ser erosionados lo que debe ser contemplado en su manejo. Las caracteristi-

cas de este suelo se muestran a continuacion.

Cuadro 1: Caracteristicas fisico-quimicas y quimicas del suelo en el area del ensayo (Niederhauser, 2007).

Horizonte Materia Organica pH C.I.C Ca Mg K Na
(0-18 cm) (%) actual | cmolkg® | cmolkg® | cmolkg® | cmolkg®? | cmol.kg™
Ap 1,98 6,5 16,95 9,4 2,78 1,68 0,89

Cuadro 2: Valoracion del nivel de fosforo a la siembra (Niederhauser, 2007).

P ppm (Bray y Kurtz 1)
(0-18 cm)

11,25
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V.3 Clima.

El clima que presenta la zona, es templado subhiimedo con estacion seca invernal.
Las precipitaciones varian de oeste a este entre los 700 a 800 milimetros anuales concen-
trandose el 80 % de las mismas en el periodo de octubre a abril (régimen monzénico). Las
precipitaciones durante el ciclo del cultivo se detallan en el cuadro 3.

El periodo libre de heladas es de 240 dias (en promedio, desde el 11 de septiembre
hasta el 11 de mayo) y con heladas extremas registrandose un periodo de 167 dias (desde
el 16 de abril al 29 de octubre). La temperatura promedio anual del periodo 1974-1993 es
de 16.4 °C con una amplitud de 13.9 °C entre el mes mas calido (enero, 23 °C) y el mas
frio (Julio 9.1 °C).

Cuadro 1: Precipitaciones (mm) promedio durante el ciclo del cultivo (periodo 1974-1993).

Mes Precipitaciones (mm)
Noviembre 114
Diciembre 130
Enero 130
Febrero 100
Marzo 103
Abril 39
Total 616

Fuente: Catedra de Agrometeorologia Agricola, Facultad de Agronomia y Veterinaria (FAV), Universidad

Nacional de Rio Cuarto. Agroclimatologia de Rio Cuarto UNRC volumen 1.

Cuadro 2: Precipitaciones (mm) durante el ciclo del cultivo (2006-2007).

Mes Precipitaciones
Noviembre 166
Diciembre 160
Enero 169
Febrero 155
Marzo 85
Abril 11
Total 746

Fuente: Servicio de Agrometeorologia, Facultad de Agronomia y Veterinaria (FAV), Universidad Nacional

de Rio Cuarto.
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V.4 Implantacion del ensayo.

En el ensayo se llevaron a cabo 6 tratamientos diferentes, empleando fungicida
(Maxim XL), micronutrientes (Cobalto y Molibdeno), protectores bacterianos y solubili-
zadoras de fosforo (Bacillus spp.) en parcelas realizadas en bloques aleatorios completa-
mente al azar con 3 repeticiones cada una. Los tratamientos se detallan a continuacion:
Tratamiento 1: semilla sin tratar.

Tratamiento 2: semilla + inoculante (S + I).

Tratamiento 3: semilla + inoculante + protector bacteriano (S + | + P).
Tratamiento 4: semilla + inoculante + fungicida (S + | + F).

Tratamiento 5: semilla + inoculante + cobalto y molibdeno (S + | + CoMo).
Tratamiento 6: semilla + inoculante + Bacillus spp. (S + | + Solubilizadora).

De los tratamientos mencionados anteriormente el que corresponde a semilla con
inoculante solamente, es el que se tom6 como tratamiento testigo.

La semilla de soja empleada para la siembra pertenece al cultivar TJ 2049 RG del
semillero La Tijereta. La siembra se realiz6 el 19/12/2006 con maquina Agrometal para
siembra directa, en parcelas de 4 surcos cada una de 30 metros de largo con un espacia-
miento entre hileras de 0,525 m. Se sembraron 23 semillas por metro.

Para los mencionados tratamientos se contd con el inoculante (Bradyrhizobium ja-
ponicum), el fungicida, los micronutrientes, protectores bacterianos y bacterias solubili-
zadoras de fosforo (Bacillus spp.), estas ultimas, aisladas por la catedra de Microbiologia
Agricola de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNRC.

Las dosis empleadas fueron las siguientes:

Inoculante (Bradyrhizobium japonicum): 3 cc / Kg de semilla.

Bacterias solubilizadoras de fosforo (Bacillus spp.): 5 cc / Kg de semilla.
Micronutrientes (CoMo): 2 cc / Kg de semilla.

Protectores bacterianos: 2.5 cc / Kg de semilla.

Fungicida Maxim XL (Fludioxonil + Metalaxil M): 5 cc / Kg de semilla.
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V.5 Evaluaciones.

A los 30 dias de sembrado se evalué nodulacion (presencia o ausencia de nédulos),
y en R4 (aproximadamente 70 dias posteriores a la siembra) se realiz6 un muestreo de
cuatro plantas al azar en cada parcela y se determind: nimero de nddulos en la raiz prin-
cipal y en las secundarias, nédulos activos (nimero y porcentaje por planta) a través de
apreciacion visual de la coloracién rosada, con lo cual se evidencia la eficiencia de los
nodulos y peso seco de nddulos totales/planta, para ello se secaron en estufa a 60 °C. En
madurez fisioldgica (R8) se evaluaron componentes del rendimiento (nimero de nudos
sobre tallo principal, nmero de vainas por planta y nimero de granos por planta) y ren-
dimiento.

La cosecha se hizo en forma manual (se tom6 una muestra de plantas de los surcos
centrales correspondientes estas a 1 m? de superficie), se desgranaron con mégquina cose-
chadora estatica. Se determiné el peso del grano de las muestras correspondientes, se
corrigié humedad del grano y los datos fueron transformados a kg ha™.

Para el analisis estadistico se utilizo el programa INFOSTAT/profesional version
1.1 (actualizacidn 2006). Se hizo anélisis de la varianza (ANOVA), y las medias se com-
pararon segun el test de comparaciones multiples LSD Fisher con un nivel de significan-
ciadel 5% (P <=0,05).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La campafia 2006/2007 se caracterizd por una alta ocurrencia de precipitaciones
durante el ciclo de desarrollo del cultivo de soja superandose los 700 milimetros, lo cual

permitié un normal crecimiento y desarrollo del cultivo.

VI1.1. Nimero de N6dulos

Como puede observarse en los graficos 1y 2, hay diferencias en el nimero de n6-
dulos tanto en la raiz primaria como en la secundaria, entre los tratamientos de semilla
inoculada + Cobalto y Molibdeno (CoMo), y el tratamiento de semilla inoculada + solubi-
lizadoras de fésforo (Bacillus spp.) con relacidn a los restantes tratamientos. Siendo el
tratamiento con solubilizadoras de fosforo el de mayor diferencia con respecto a los de-
mas.

Estas diferencias adquieren real importancia al realizar el analisis estadistico de los
datos obtenidos, el cual permite definir que las diferencias entre el tratamiento con inocu-
lante y solubilizadoras y el inoculado mas CoMo presentan diferencias estadisticamente
significativas con los demas tratamientos. Los resultados estadisticos también indican que
las diferencias entre estos dos tratamientos también son estadisticamente significativas.
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Grafico 1: Ndmero de nodulos por planta en Raiz Primaria. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05).
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Gréafico 2: Ndmero de nodulos por planta en Raiz Secundaria. Letras distintas indican diferencias significati-
vas (p<= 0.05).

Las diferencias observadas se deben a que la inoculacion con mezcla de bacterias
mejora el balance nutricional de la planta, permitiendo en este caso tener una adecuada
nutricion de nitrégeno y fésforo, como mencionan Belimov et al. (1995). Segin Rosas et
al. (2006), esas diferencias se deben al efecto benéfico de las solubilizadoras de fésforo
en cuanto a la produccion de sideréforos que permiten una mayor solubilizacion de fosfa-
tos. Bashan et al. (1997), mencionan también, que se produce un efecto sinérgico por
intercambio de nutrientes, donde se remueven algunos (fésforo) y se estimulan otros (ni-
trégeno).

En cuanto al tratamiento de semillas con inoculante + CoMo, la diferencia se debe
a que el Cobalto (Co) y el Molibdeno (Mo) actian como cofactores de la nodulacion, el
Co interviniendo en la sintesis de leghemoglobina la cual favorece la Fijacion Bioldgica
de Nitrogeno (FBN), y el Mo es importante para la formacion de la nitrogenasa y nitrato
reductasa, responsables de, la ruptura del triple enlace del nitrogeno y de la asimilacion
de este elemento en la planta durante la FBN respectivamente.

Por altimo y para los demas tratamientos, si bien se presentaron diferencias en
cuanto al nimero de nddulos, las mismas no presentan diferencias estadisticamente signi-

ficativas.
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V1.2 Infectividad.

La actividad de la enzima nitrogenasa requiere baja concentracion de oxigeno, que
en los nédulos esta regulada por la leghemoglobina. Esta es una proteina que contiene
hierro con caracteristicas similares a la hemoglobina animal, con capacidad para unirse al
oxigeno. Provee suficiente oxigeno para las funciones metabdlicas del bacteroide, pero
previene la acumulacion de oxigeno libre que destruiria la actividad de la nitrogenasa. La
leghemoglobina le da el color rojo al interior de los ndédulos activos. Si un nédulo tiene el
interior rojo, indica que esta fijando activamente nitrogeno y se consideran nddulos efec-
tivos. Dentro de cierto rango, cuanto mas rojo es el nédulo, méas efectivo es (Canigia

2003).
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Gréfico 3: Infectividad de nddulos. Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).

Como se puede ver en el grafico 3, los tratamientos que manifiestan diferencias
significativas son los inoculados mas protector bacteriano, inoculado mas Cobalto y Mo-
libdeno y inoculado mas solubilizadoras de fosforo.

En el caso del tratamiento con protectores bacterianos, esta mayor infectividad por
sobre el testigo se debe a, que como menciona Montero, (2008), estas sustancias mejoran
la viabilidad de las bacterias encargadas de llevar a cabo la FBN ya que las protegen de
las elevadas temperaturas, evitan la desecacion de las mismas y ademas las protegen de
los efectos nocivos que puedan causar los fungicidas.

Para cuando se emple6 cobalto y molibdeno, la mejora en la infectividad se debe a,
que como menciona PLANETA SOJA (2009 a y b), el cobalto y el molibdeno son cofac-

tores de la FBN y de gran importancia para ésta, ya que el Mo estéa relacionado con la
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formacion de enzimas como la nitrogenasa y nitrato reductasa, las que son responsables
de la ruptura del triple enlace del N, y de la asimilacion de este elemento en la planta
durante la FBN, respectivamente. El Co también es esencial para la FBN. Una deficiencia
de éste inhibe la sintesis de leghemoglobina, y como consecuencia, la FBN es deficiente.
Por ultimo para el tratamiento con solubilizadoras de fésforo la mayor infectividad
se produce por efecto de la mejor nutricion que recibe la planta y por el efecto sinérgico
por intercambio de nutrientes producido por ambas bacterias (fijadoras de nitrégeno y

solubilizadoras de fésforo) como mencionan Bashan et al. (1997).

V1.3 Componentes del Rendimiento

Como en todos los cultivos para grano, el rendimiento del cultivo de soja resulta de
dos componentes numéricos independientes entre si: el nimero de granos por unidad de
superficie y el peso que alcanzan. EI nimero de granos tiene a su vez subcomponentes,
como lo son el nimero de nudos por unidad de superficie, el nimero de vainas por nudo y
el nimero de granos por vainas. Por lo tanto, para comprender su dindmica es convenien-
te analizar separadamente como evolucionan cada uno de los subcomponentes que lo
determinan.

El nimero de nudos que se diferencian en el tallo principal depende principalmente
de las condiciones fotoperiddicas previas a floracion y de la sensibilidad al fotoperiodo y

el hébito de crecimiento del genotipo.
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Graéfico 4: Numero de nudos por planta sobre tallo principal. Letras distintas indican diferencias significati-

vas (p<=0.05).
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Como puede observarse en el grafico 4, si bien se presenta alguna diferencia en el
nimero de nudos entre los diferentes tratamientos, las mismas no son estadisticamente
significativas. Esto se debe a como menciona Kantolic, (2003), el nimero de nudos sobre
el tallo principal es poco afectado por la disponibilidad de recursos, y depende directa-
mente de la diferenciacion de nudos que se da durante la etapa vegetativa. No sucede lo
mismo con los nudos de las ramificaciones, donde estos estan sujetos a las condiciones
fotoperiddicas antes y después de floracién y ademas el crecimiento y supervivencia de
estos nudos esta condicionado por la tasa de crecimiento del cultivo, es decir que ante
deficiencias hidricas o nutricionales se resienten fuertemente, mientras que el nimero de
nudos del tallo principal no se modifica.

El nimero de vainas por nudo depende de cuantas inflorescencias se desarrollan en
cada uno y cuantas vainas se establecen en cada inflorescencia. Pueden encontrarse entre
1y 20 vainas por nudo, existiendo alta variabilidad entre los nudos de la planta, entre
genotipos y ante cambios en las condiciones ambientales (Board et al., 1999).

Toda condicién ambiental que favorezca el ritmo de fotosintesis y la tasa de creci-
miento del cultivo, conducird a maximizar el nimero de vainas por nudo Kantolic,
(2003).
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Grafico 5: Numero de vainas por planta. Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).

Por lo tanto, y como se puede ver en el gréfico 5, el mayor nimero de vainas que

presenta el tratamiento con inoculante mas solubilizadora de fosforo en relacion al resto
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de los tratamientos se debe a una mejor nutricion de la planta, producto, cGmo mencionan
Bashan et al. (1997), del efecto conjunto (sinergismo) de las bacterias fijadoras de nitro-
geno y de las bacterias solubilizadoras de fosforo que, ademas de hacer disponible este
elemento, promueven el crecimiento y el desarrollo radicular mejorando de esta forma
también el conveniente suministro de nutrientes y agua para los cultivos. Ademas, otro
efecto que se produce, producto de la accién PGPR de las solubilizadoras de fosforo (den-
tro de la asociacion tripartita), es una promocion del crecimiento vegetal, incrementando
las actividades fisioldgicas de la planta y lograndose aumentos en el peso, en el nimero
de nodulos, en la fijacion de nitrdgeno, en el area foliar y en el peso y nimero de vainas
(Zhang et al, 1996 a, b, 1997).

Por ultimo, el otro subcomponente que hace al nimero de granos por unidad de su-

perficie y que incide directamente en el rendimiento del cultivo es el peso de los granos.

Cuadro 1: Peso de 1000 granos expresado en gramos. Letras distintas indican diferencias significativas (p<=
0.05).

Tratamientos Peso de 1000 granos.
Sin inocular 120 A
Inoculada 121 A
| + Protector 122 A
I + Fungicida 126 A
I + CoMo 159 B
I + Solubilizadora 179 C

El peso final del grano puede describirse como una funcién de su tasa de creci-
miento y de la duracién del periodo de llenado. En ambos casos estan influenciados gené-
ticamente y varian de acuerdo a las condiciones ambientales. La tasa de crecimiento del
grano es sensible a factores ambientales como por ejemplo temperatura, fotoperiodo,
radiacion y disponibilidad de nitrogeno. En cuanto al periodo de Ilenado de los granos, las
disminuciones en el peso de los granos causadas por deficiencias hidricas o nitrogenadas
estan mas frecuentemente asociadas a un acortamiento del periodo de llenado que a cam-
bios efectivos en la tasa de crecimiento de los granos.

En este caso las diferencias estadisticas observadas entre los tratamientos de semi-
Ila inoculada mas solubilizadora de fosforo (47 % mas en relacion al testigo) e inoculada
més cobalto y molibdeno (31 % maés en relacion al testigo), se deben principalmente a
una mejor absorcion de nitrégeno y fésforo en el tratamiento con solubilizadoras de fds-
foro y a una mejor toma de nitrogeno por parte de las bacterias fijadoras de nitrégeno en

el tratamiento con CoMo.
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Esto se debe a que la soja presenta una alta acumulacion de proteinas en las semi-
Ilas lo cual la convierte en el cultivo con la mayor demanda de nitrégeno y la menor pro-
duccion de biomasa por fotoasimilado producido. Por eso el nitrgeno es el nutriente mas
critico para el cultivo. Al ser la soja una leguminosa puede cubrir sus requerimientos de
nitrdgeno a partir del aporte de nitrégeno del suelo y por medio de la FBN y como men-
cionan Belimov et al. (1995) la inoculacion con mezcla de bacterias provee un mejor
balance nutricional para las plantas, y la mejora en la absorcion radicular de nitrégeno y
fosforo es el mecanismo principal de interaccidn entre plantas y bacterias. Bashan et al.
(1997), destacan que, la co-inoculacién se basa en una combinacién de microorganismos
que interacttan sinérgicamente. Estudios realizados en laboratorio demostraron un efecto
sinérgico por intercambio de nutrientes, removiendo algunos productos inhibidores o
estimulando otros a través de mecanismos fisicos o bioquimicos. Ademas de remover
nutrientes, las solubilizadoras de fésforo, producen sustancias estimuladoras de creci-
miento vegetal como lo son las fitohormonas, que promueven el crecimiento y el desarro-
llo radicular mejorando de esta forma también el conveniente suministro de nutrientes y
agua para el cultivo.

En los tratamientos con Cobalto y Molibdeno, las diferencias que se observan estan
relacionadas a un mejor funcionamiento de la FBN, ya que el cobalto y el molibdeno son
cofactores de la FBN, y como menciona PLANETA SOJA 2009 (a y b), son de gran
importancia para que ésta se lleve a cabo de manera dptima, ya que el Mo esta relaciona-
do con la formacién de enzimas que participan en las reacciones de formacién de la nitro-
genasa Yy nitrato reductasa, responsables de la ruptura del triple enlace del N, y de la asi-
milacion de este elemento en la planta durante la FBN, respectivamente. EI Co también es
esencial para la FBN. Una deficiencia de Co inhibe la sintesis de leghemoglobina, y como

consecuencia, la FBN es deficiente.
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Grafico 6: Nimero de granos por planta. Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).

Analizados los subcomponentes del nimero de granos por unidad de superficie, al
observar el nimero de granos, se encuentra una relacion directa con el nimero de vainas,
encontrandose un comportamiento de los tratamientos, similar al presentado en nimero
de vainas.

Como se puede apreciar en el gréafico 6, los tratamientos que presentan mayor ni-
mero de granos y diferencias estadisticas significativas en relacion al resto y entre si, son
el tratamiento inoculado mas solubilizadoras de fésforo y el inoculado mas cobalto y
molibdeno (CoMo).

V1.4 Rendimiento en grano (Kg ha™)

Como se dijo anteriormente el rendimiento tiene como componentes al nimero de
granos por unidad de superficie y al peso de estos granos.

Se estima que se requieren 80 kg de nitrégeno para producir una tonelada de grano.
Segun Perticari, (2004) con el uso intensivo de los recursos, son cada vez menores los
aportes de nitrogeno esperados desde el suelo y ante la ausencia de la fertilizacion quimi-
ca de nitrogeno, el 70 % del rendimiento de la soja es dependiente de la capacidad de
acumular nitrogeno desde la FBN. Ademas del nitrogeno, el fésforo es de importancia ya

que la soja es el cultivo més extractivo de este nutriente por cada tonelada de grano que
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produce (8 Kg por cada tonelada de grano) (Gutiérrez Boem, 2003). El rendimiento de
soja se ve limitado por la disponibilidad de P del suelo, a niveles comparativamente mas
bajos que otros cultivos como maiz, trigo o alfalfa.
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Grafico 7: Rendimiento expresado en Kg. por Ha. Letras distintas indican diferencias significativas (p<=

0.05).

Como se puede ver en el grafico 7, se observan diferencias estadisticamente signi-
ficativas en los tratamientos de semilla inoculada mas solubilizadora de fésforo (co-
inoculado), inoculada mas cobalto y molibdeno (CoMo) y inoculada mas protector en
relacion al resto de los tratamientos. De estos tres tratamientos el que marco diferencias
significativas es el inoculado mas solubilizadora de fosforo (46 % mas por sobre el testi-
go). El tratamiento con CoMo present6 un 16 % mas por sobre el testigo y el inoculado
mas protector marco un incremento de un 14 % por sobre el testigo.

Esto se debe a un mejor balance nutricional para las plantas, y la mejora en la ab-
sorcion radicular de nitrogeno y fosforo (Belimov et al. 1995). Esto esta en coincidencia
con lo que marca Burdman et al. (2000) en donde dice que experimentos a campo han
demostrado un incremento en el rendimiento de las leguminosas con inoculacion mixta,
alcanzando rendimientos superiores a los obtenidos inoculando Unicamente con Rhizo-
bium. En cuanto a los tratamientos con CoMo y protectores de las bacterias, estos marca-
ron las diferencias con el resto, producto de un adecuado funcionamiento de la FBN ante

la presencia de los cofactores necesarios para ésta y por la proteccion que brindan dichas
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sustancias, empleadas para tal funcion, de modo tal que permiten que se mantenga un alto

namero de bacterias por semilla una vez que se realizé la inoculacion.
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VIl. CONCLUSIONES

Luego de desarrollar el anlisis de los resultados y su posterior discusion, se puede
concluir sobre lo siguiente:

El uso de sustancias como fungicidas, protectores, micronutrientes y microorga-
nismos solubilizadores de fosforo afectaron el comportamiento de Bradyrhizobium japo-
nicum en el cultivo de soja, encontrandose que:

- En los tratamientos donde se empled, cofactores como el Cobalto y el Molibdeno y
cepas solubilizadoras de fésforo se observaron mejoras importantes en todos los parame-
tros evaluados (nodulacion, rendimiento y componentes del rendimiento) en relacion al
tratamiento testigo (semilla inoculada solamente).

- En los tratamientos donde se utilizé el inoculante solo, con protectores de bacterias
y con fungicidas, se presentaron mejoras en los diferentes pardmetros, pero éstas no pre-
sentaron diferencias significativas en relacion al tratamiento testigo.

- El efecto producido por las cepas solubilizadoras de fosforo sobre Bradyrhizobium
japonicum presentaron las mayores diferencias con el tratamiento testigo y estadistica-
mente fueron significativas.

Los resultados observados en el presente trabajo marcan la importancia de conti-
nuar los estudios en cuanto a la inoculacion y co inoculacién del cultivo de soja (Fijacion
Bioldgica de Nitrogeno y Bacterias Solubilizadoras de Fésforo) debido a la importante

asociacion sinérgica que presentan ambas bacterias.
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IX. ANEXO

Andlisis de la varianza
NODULOS RAIZ PRIMARIA

Variable N R?2 R2 Aj CV
Nod Raiz Primaria 18 0.86 0.77 13.07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 495.50 7 70.79 8.96 0.0013
Bloque 12.33 2 6.17 0.78 0.4842
Tratamiento 483.17 5 96.63 12.23 0.0005
Error 79.00 10 7.90
Total 574 .50 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=3.61572
Error: 7.9000 gl: 10

Bloque Medias n

3.00 20.83 6 A
1.00 21.00 6 A
2.00 22.67 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=5.11340
Error: 7.9000 gl: 10

Tratamiento Medias n

1.00 16.00 3 A

2.00 18.00 3 A

4.00 19.00 3 A

3.00 19.67 3 A

5.00 25.00 3 B

6.00 31.33 3 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)



Analisis de la varianza
NODULOS RAIZ SECUNDARIA

Variable N R?2 R2 Aj CV
Nod Raiz Secundaria 18 0.83 0.71 17.27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 373.67 7 53.38 6.99 0.0034
Bloque 1.00 2 0.50 0.07 0.9370
Tratamiento 372.67 5 74.53 9.76 0.0013
Error 76.33 10 7.63
Total 450.00 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=3.55417
Error: 7.6333 gl: 10

Bloque Medias n

2.00 15.83 6 A
1.00 15.83 6 A
3.00 16.33 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=5.02636
Error: 7.6333 gl: 10

Tratamiento Medias n

1.00 12.00 3 A

4.00 13.00 3 A

2.00 13.00 3 A

3.00 14.00 3 A

5.00 19.33 3 B

6.00 24.67 3 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Analisis de la varianza
INFECTIVIDAD $%

Variable N R? R2 Aj CV
Infectividad % 18 0.76 0.58 2.34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 145.89 7 20.84 4.41 0.0175
Bloque 5.44 2 2.72 0.58 0.5795
Tratamiento 140.44 5 28.09 5.95 0.0083
Error 47.22 10 4.72
Total 193.11 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=2.79547
Error: 4.7222 gl: 10

Bloque Medias n

3.00 92.17 6 A
2.00 92.67 6 A
1.00 93.50 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=3.95339
Error: 4.7222 gl: 10

Tratamiento Medias n

4.00 90.00 3 A

2.00 90.00 3 A

1.00 90.00 3 A

3.00 95.00 3 B
5.00 95.67 3 B
6.00 96.00 3 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Analisis de la varianza
NUMERO DE NUDOS

Variable N R? R2 Aj CV
N° de Nudos 18 0.30 0.00 13.57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 8.39 7 1.20 0.60 0.7423
Bloque 5.44 2 2.72 1.37 0.2983
Tratamiento 2.94 5 0.59 0.30 0.9043
Error 19.89 10 1.99

Total 28.28 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=1.81421
Error: 1.9889 gl: 10

Bloque Medias n

3.00 10.00 6 A
2.00 10.00 6 A
1.00 11.17 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=2.56568
Error: 1.9889 gl: 10

Tratamiento Medias n

5.00 9.67 3 A

3.00 10.33 3 A

2.00 10.33 3 A

1.00 10.33 3 A

6.00 10.67 3 A

4.00 11.00 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Analisis de la varianza

NUMERO DE VAINAS

Variable N

R? R?

Cv

N° Vainas 18

0

.90

0.84 8.14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2013.00 7 287.57 13.50 0.0002
Bloque 64.33 2 32.17 1.51 0.2672
Tratamiento 1948.67 5 389.73 18.30 0.0001
Error 213.00 10 21.30
Total 2226.00 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=5.93706

Error: 21.3000 gl: 10

Bloque Medias n

2.00 55.17 6 A
1.00 55.50 6 A
3.00 59.33 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=8.39627

Error: 21.3000 gl:

10

Tratamiento Medias n

1.00 44 .33 3 A

2.00 48.00 3 A

3.00 51.33 3 A

4.00 57.67 3 C

5.00 63.33 3 C

6.00 75.33 3 D
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Analisis de la varianza
NUMERO DE GRANOS

Variable N R? R2 Aj CV
N° de Granos 18 0.93 0.89 7.74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 8809.17 7 1258.45 20.39 <0.0001
Bloque 28.00 2 14.00 0.23 0.8011
Tratamiento 8781.17 5 1756.23 28.45 <0.0001
Error 617.33 10 61.73
Total 9426.50 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=10.10745
Error: 61.7333 gl: 10

Bloque Medias n

1.00 99.83 6 A
3.00 101.83 6 A
2.00 102.83 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=14.29409
Error: 61.7333 gl: 10

Tratamiento Medias n

1.00 79.67 3 A

2.00 84.00 3 A B

4.00 94.00 3 B

3.00 94.00 3 B

5.00 112.00 3 C

6.00 145.33 3 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Analisis de la varianza

PESO DE 1000 SEMILLAS

Variable

N

RZ

R

2 Ay CV

Peso 1000 Semillas

1

8

0.

96

0.93 4.44

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9409.58 7 1344.23 35.91 <0.0001
Bloque 107.57 2 53.79 1.44 0.2828
Tratamiento 9302.01 5 1860.40 49.70 <0.0001
Error 374.31 10 37.43
Total 9783.90 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=7.87043

Error: 37.4312 gl: 10

Bloque Medias n

1.00 134.87 6 A
3.00 138.07 6 A
2.00 140.85 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=11.13047

Error: 37.4312 gl: 10

Tratamiento Medias n

1.00 120.37 3 A

2.00 121.33 3 A

3.00 122.30 3 A

4.00 125.73 3 A

5.00 158.83 3 B

6.00 179.00 3 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Analisis de la varianza

RENDIMIENTO
Variable N R?2 R?2 CVv
Rendimiento 18 0.80 0.66 12.11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4218830.10 7 602690.01 5.79 0.0068
Bloque 75542.69 2 37771.35 0.36 0.7046
Tratamiento 4143287.40 5 828657.48 7.96 0.0029
Error 1041315.81 10 104131.58
Total 5260145.90 17

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=415.11916

Error: 104131.5806 gl: 10
Bloque Medias n
3.00 2587.00 6 A
1.00 2664.25 6 A
2.00 2745.67 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa:=0.05 DMS:=587.06714

Error: 104131.5806 gl: 10

Tratamiento Medias n

1.00 2088.33 3 A

4.00 2290.33 3 A B

2.00 2436.17 3 A B

3.00 2784.00 3 B

5.00 2827.00 3 B

6.00 3568.00 3 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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