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RESUMEN

Poblacién microbiana en un suelo con cultivo de soja.

El grano de soja es una fuente proteica muy importante. Tanto las proteinas como el
aceite que se obtiene de la semilla de soja tienen gran demanda debido a sus diversos usos
potenciales, ya sea a nivel industrial como para la alimentacion animal y humana. Tal es asi, que
actualmente representa el cultivo del cual el hombre obtiene la mayor cantidad de productos, con
mutiples aplicaciones para su vida. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la comunidad
microbiana en un suelo sembrado con cultivo de soja en comparacidn con un suelo post-cosecha.
Durante el transcurso del ciclo del cultivo se determinaron variables como numero de colonias
microbianas en rizésfera y raices (rizoplano y enddfitas), también se determind lo mismo en un
suelo post-cosecha, ambos en un medio Trypticase Soya Agar. En el nimero de colonias
microbianas tanto en raices como en rizosfera, se encotraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos. El estrés hidrico ocurrido durante la etapa critica del cultivo
influy6 negativamente en el testigo sin inocular, con respecto a los demas tratamientos, tanto en
raiz como en rizdsfera, al observarse un menor nimero y actividad de los microorganismo que

formaban parte de los inoculantes utilizados.

Vi



SUMMARY

Microbial population in soil with soybean.

The soybean is a very important protein source. Both proteins and the oil obtained from
the soybean are in great demand because of its various potential applications, either
industrial and animal feed and human. So much so, that currently represents the culture
from which the man gets most products, with mutiple applications for his life. The aim
of this study was to evaluate the microbial community in soil planted with soybean
compared with a post-harvest soil. Variables were determined throughout the crop cycle
and they include number of microbial colonies in rhizosphere and roots (rhizoplane and
endophytic). We also determined the same parameters in a post-harvest soil, both in
Trypticase Soy Agar medium. The number of microbial colonies in root and rhizosphere
was shown statistically significant differences between treatments. Water stress,
occurred during the critical stage of the crop, negatively influenced uninoculated
control, in respect to the other treatments in both root and rhizosphere. Inthis conditions,
we observed lower number and activity of microorganisms that were part of inoculants

used.

Vi



INTRODUCCION

La productividad y sustentabilidad de los ecosistemas dependen de la capacidad de los
suelos de funcionar como un sistema diverso y resiliente, soportar una productividad primaria y
secundaria neta sostenible y proteger la calidad del ambiente. Este concepto involucra a las

propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas del suelo (Harris & Bezdicek, 1994).

Haynes y Tregurtha, 1999, consideran que tanto las propiedades biolégicas como las
bioquimicas de los suelos estan intimamente vinculadas con diversas funciones que se realizan
en el medio y son muy sensibles a las perturbaciones ocasionadas por distintos manejos, por lo

gue resultan indicadores apropiados de la calidad del suelo.

La rizésfera se define como uno de los ecosistemas mas importantes en términos
energéticos y de extension. Las plantas liberan por sus raices entre un 10 y 70% de compuestos
organicos de distinta naturaleza, denominados rizodeposiciones, que se metabolizan por los
microorganismos que habitan en la rizésfera. La concepcion de la rizdsfera como ecosistema y
no como una interface asimétrica, implica un equilibrio entre los elementos interactuantes, que
son las plantas y los microorganismos. Estos microorganismos edaficos son los principales
motores de la mayoria de los ciclos biogeoquimicos, a través de los cuales nuestra bidsfera
recicla la materia y por lo que fluye gran parte de la energia que mueve a los ecosistemas
(Gutiérrez Mafiero, et al., 2006).

El termino rizosfera se utilizbé por primera vez en el siglo XIX para hacer referencia al
efecto de las raices de leguminosas sobre el suelo circundante en términos de mayor actividad

microbiana por la liberacion de materia organica desde las raices (Hilther, 2006).

Los microorganismos que se desarrollan en la rizdsfera tienen un papel fundamental sobre
la fisiologia de la planta, no sélo con cardcter individual sino como un conjunto coordinado de
elementos, gracias al didlogo molecular que se establece entre los microorganismos, y entre ellos
y la planta sobre la base de la percepcion de quérum. Los microorganismos que ejercen un
efecto beneficioso sobre la planta se denominan bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria-PGPRs) y la forma en que ejercen su efecto permite
clasificarlas en PGPRs de accion directa o indirecta, dependiendo si la bacteria es capaz de
promover el crecimiento vegetal a través de un mecanismo que requiera la participacion

metabdlica de la planta o no (Gutiérrez Mafiero, et al., 2006).



Kloepper et al. (1989) consideraron bacterias promotoras del crecimiento vegetal a
aquellas bacterias que se desarrollan en el ecosistema rizosférico y que pueden estimular el
crecimiento de las plantas.

Como un método tradicional y cultivo-dependiente, el recuento de placas es rapido,
econdmico, y puede proveer informacion directamente del componente heterotréfico de la
poblacion en el momento (Tabacchioni et al., 2000). Estimandose sobre 5000 especies de
bacterias que han sido descriptas (Pace, 1997), donde sélo aproximadamente de 0.1% a 1% de la
poblacion bacteriana del suelo puede ser cultivada por practicas estandar de laboratorio (Torsvik
et al., 1998). Las limitaciones incluyen crecimiento de condiciones como temperatura, pH, y

luminosidad.

La soja (Glycine max) es una leguminosa originaria del continente asiatico. En Argentina
se produjeron las primeras plantaciones en 1962, pero a partir de los afios 70 su produccion se
increment6 notablemente. En la década del *90 se liberaron al medio los primeros materiales de
soja transgénica resistentes al glifosato que en conjunto con la difusion de la siembra directa,
facilito la notable expansion del area bajo cultivo con esta oleaginosa. Los agricultores
argentinos se inclinaron hacia esta tecnologia porque aparecia como la solucion a los problemas
que enfrentaban. La adopcion de estas alternativas tecnoldgicas, simplificaron y abarataron el
control de malezas y la implantacion del cultivo. Ademds, gracias a la siembra directa, se
incorporaron al proceso productivo areas en las que la utilizacion de labranzas convencionales

implicaba gran susceptibilidad ecologica (MAGPyYA, 2010).

La produccion de soja ha ido creciendo en los Gltimos afios, incluso en zonas marginales o
de tierras no tan aptas para el cultivo. La soja estd aumentando un millén de hectéreas por afio y
no hay limitaciones con relacion al mercado. El desafio, es mantener la produccién sustentable y

con equilibrio (Escande, 2002).

En la actualidad en Argentina se siembra una superficie de alrededor de 32 millones de
hectéreas, correspondiéndole a esta oleaginosa (soja) 18 millones. Siendo de esta manera el
cultivo que mas ha crecido en los ultimos 25 afios, diferenciandose de los otros granos ya que se
exporta casi en su totalidad (cerca del 96% de la produccién) ya sea como harina, poroto o
pellets, biodiesel y aceite, ésta es una de las razones que explica por qué el productor siembra
cada vez mas soja disminuyendo consecuentemente la superficie destinada a otros cultivos
como, trigo y maiz. La soja como (poroto, harina, aceite y biodiesel) se ha constituido en el méas

importante en la balanza comercial de nuestro pais (MAGPYA, 2010).



La produccién de soja de la Gltima campafa se estimé en 39,9 millones de toneladas,
semejante a la cosecha 2005/06 que alcanzé 40,7 millones y 9,3 millones inferior a la campafa
2010/11 que fue de 49,2 millones. El rinde nacional promedio fue de 22,1 g/ha para una
superficie sembrada de 18,7 millones de hectareas y una superficie no cosechada de 700 mil.
Esta campania, a diferencia de la anterior, ha mostrado marcadamente los efectos de la Nifia.
Pese a que hubo algunas mejoras parciales en las provincias de Buenos Aires y La Pampa, los
dafos en los cultivos de Cordoba y en las provincias del NOA y NEA hicieron caer los rindes e

impactaron en la produccion nacional (Bolsa de Comercio de Rosario, 2012).

En el departamento de Rio Cuarto, la superficie sembrada en la campafia 2011/2012 fue
de 646.450 ha, la produccion en toneladas fue de 1.205.840 y la produccién por hectarea de
1.923 kg (MAGPyA, 2012).

La campafia sojera 2011/2012 se caracterizd6 por una gran variabilidad tanto en
rendimiento como en calidad, pero puede considerarse muy buena para toda la cadena, desde el
productor hasta la industria y exportacion. Los rendimientos estuvieron 15 a 20% por debajo de
lo que se esperaba debido a las enfermedades de fin de ciclo. Al mismo tiempo, subray6 que los
rendimientos fueron afectados por falta de agua y temperaturas altas —superiores a los 35 °C—
durante la etapa de llenado del grano (Cuniberti, 2012).



HIPOTESIS:
La comunidad microbiana del suelo se modifica durante el ciclo del cultivo.
OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la comunidad microbiana en un suelo sembrado con cultivo de soja en

comparacion con un suelo post-cosecha.
OBJETIVO ESPECIFICO:
e Cuantificar comunidad bacteriana de un suelo cultivado con soja.
e Determinar numero total de colonias bacterianas en la rizosfera del cultivo.
e Calcular el namero de colonias en rizoplano y enddfitas en cultivo de soja.

e Evaluar comunidad microbiana en un suelo en el mismo lote post-cosecha.



MATERIALES Y METODOS
Ubicacidn del sitio especifico

El ensayo se realiz6 durante la campafia 2009/2010, en el campo experimental de la
UNRC (CAMDOCEX) ubicado sobre Ruta Provincial N°36 Km 601 en la localidad de Rio
Cuarto, a los 64°30° Longitud W de G y 33°07° Latitud Sur, a 421 m.s.n.m. Provincia de
Cordoba (Figura 1).

Prowincia de Cardoba (Rio

Cuarta)

Eepublica Argentina

Figura 1: Ubicacion geografica del ensayo. Campo experimental UNRC (CAMDOCEX) Rio Cuarto,
Cordoba.

Caracterizacion edafoclimatica

Se tomd como referencia la serie de datos registrados en la estacién meteoroldgica de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto durante el periodo 1981-2010. La zona se caracteriza por
tener un régimen de precipitaciones de tipo monzénico irregular, aproximadamente el 80 % de
las precipitaciones se concentra en el semestre mas calido que se da entre los meses de octubre y

marzo (Figura 2).
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Figura 2: Precipitaciones y temperaturas medias anuales de la serie 1981-2010. UNRC. Rio Cuarto,
Cordoba.

El valor medio anual de las precipitaciones es de 796,5 mm, con una gran variacion
interanual, encontrandose afios secos con precipitaciones del orden del 56% de la media y afios
lluviosos que alcanzan el 150%.

El régimen térmico es mesotermal. La temperatura media anual es de 16.29°C, la del mes
mas calido (enero) es de 22.7 °C, y la del mes mas frio (julio) es de 9.8°C, la fecha media de la
primer helada es el 25 de mayo, con una fecha extrema el 29 de abri, y la fecha media de la
Gltima helada es el 12 de septiembre con una fecha extrema del 4 de noviembre, siendo el
periodo libre de heladas en promedio de 255,7 dias, desde primer quincena de septiembre y
prime quincena de mayo. La frecuencia de granizo es de 1,87 dias/afio (Seiler et al. 2010).

Durante el periodo experimental se consideraron las precipitaciones mensuales (mm),
ocurridas durante el ciclo del cultivo (Diciembre 2009 a Abril 2010) (Figura 3). La precipitacion
acumulada durante el periodo diciembre 2009- abril 2010 fue de 387 mm.
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Figura 3: Precipitaciones mensuales durante el ciclo del cultivo (diciembre 2009-abril 2010).

El suelo es un Haplustol tipico franco arenoso muy fino, los horizontes del perfil son Apl
(0-12 cm), Ap2 (12-22 cm), Bwl (23-33 cm), Bw2 (33-50 cm), BC (50-80 cm) y Ck (+ 80 cm),
es un suelo profundo y bien drenado, de textura franco arenosa en superficie y franca en
subsuelo, que no presentan impedimentos fisicoquimicos para el desarrollo de las plantas, son
atributos que lo hacen agricola. Sin embargo, presentan una capacidad de retenciéon de la
humedad algo baja, por lo que son susceptibles al estrés hidrico en épocas de sequia. Son
ademas, propensos a ser erosionados, lo que debe ser contemplado en su manejo (Atlas de Suelo
de la Provincia de Cérdoba).

Previo a la siembra se realizd una caracterizacion inicial del suelo a través de un analisis
fisico-quimico de los primeros 20 cm del perfil, siguiendo un esquema en M buscando obtener
una muestra homogénea y representativa. Se analiz6 materia organica (%) por el método
Walkley-Black, nitrégeno de nitratos (ppm) con el método de reduccion por Cadmio, nitratos
(ppm), fdsforo (ppm) por el método de Kurtz y Bray , humedad (%) y pH en agua por

potenciometria 1:2,5 (Cuadro 1).



VARIABLES RESULTADOS
Materia Orgénica 1,72 %
Nitrogeno de Nitratos 17,50 ppm
Nitratos 77,5 ppm
Faésforo 22,50 ppm
Humedad 15,52 %
pH en Agua (1:2,5) 6,51

Cuadro 1: Analisis fisico-quimico del suelo. UNRC, Cérdoba.

Disefio experimental y tratamientos

Todos los tratamientos se ubicaron sobre rastrojo de maiz (Zea mays) en un mismo lote.
Se utiliz6 un disefio completamente al azar con 6 tratamientos y cuatro repeticiones cada uno. El
tamafio de las parcelas fue de 28,6 m? para cada repeticién, con una distancia entre lineas de 52
cm. En los tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6 las semillas fueron tratadas con inoculantes para soja en
formulas comerciales a dosis de marbete segln los tratamientos. Los muestreos de suelo con
cultivo implantado se realizaron en V5 y en post-cosecha. El procedimiento consistié en extraer
cuatro muestras de diez plantas por tratamiento en estado vegetativo V5 y en post-cosecha.

La semilla que se utilizé fue LDC 4,2, del criadero LDC. La siembra se realiz6 el 10 de
diciembre de 2009. El sistema de labranza que se utiliz6 fue siembra directa, con una densidad
de 22 semillas por metro lineal, a una distancia entre hileras de 0,52 metros (423.000 semillas
ha™). Se realizd6 un seguimiento del cultivo recorriendo el lote periédicamente y se control6

malezas en V6 con el uso de glifosato al 48% en dosis de 3 litros ha™.

Caracteristicas de la variedad

LDC 4,2 es una variedad con la capacidad de alcanzar el maximo potencial de
rendimiento dentro del grupo 1V corto. También se caracteriza por su excelente comportamiento

en siembras de segunda (Cuadro 2).



Caracteristicas
Ciclo IV Corto
Habito de crecimiento Indeterminado
Zonas de siembra mas recomendadas Provincia de Buenos Aires y zonas
de alto potencial en Cordoba y Santa Fe.
Dias desde emergencia a R8 149
Porte de planta de acuerdo a su ciclo Medio / Alto
Potencial de ramificacion Alto
Susceptibilidad al vuelco (1 a 10) 6
Distancia entre surcos recomendada Igual 0 menor a 35 cm
Peso promedio de 1000 semillas (g) 174
Comportamiento a cancro del tallo Resistente
Comportamiento a Phytopthora Resistente
Color de flor Purpura
Color de pubescencia Castafia clara
Color de vaina Castafia
Color de hilo Negro

Cuadro 2: Caracteristicas de la variedad LDC 4,2.

Los tratamientos fueron los siguientes:
Tratamiento 1
- Semilla sin inocular (Testigo)
Tratamiento 2
-Semilla inoculada con inoculante Rizolig con una dosis de 140 cc 50 Kg™ de semilla.
Tratamiento 3
- Semilla inoculada con Experimental 1 con una dosis de 150 cc 50 Kg™ de semilla.
Tratamiento 4

- Semilla inoculada con Rizolig TOP con una dosis de 150 cc 50 Kg™ de semilla.



Tratamiento 5
-Semilla inoculada con Experimental 3 con una dosis de 150 cc 50 Kg™ de semilla.
Tratamiento 6

-Semilla inoculada con la cepa E109 (Cepa testigo de referencia de INTA- Castelar)
con una dosis de 150 cc 50 Kg™* de semilla.

Determinaciones realizadas:

En la etapa vegetativa (V5):

_ Numero de colonias microbianas en rizésfera y raices (rizoplano y endéfitas) en medio

(TSA), para los seis tratamientos.

En laboratorio se separ6 la fraccion rizsfera de las raices de las plantas de cada muestra,
para poder homogeneizar la muestra rizosférica y se extrajo 1 g, éste se coloco en un tubo que
contenia 9 ml de buffer que se agitd de manera mecanica, durante 2 minutos obteniéndose, la
dilucién 10™. A continuacion, de la dilucion 10 se tom6 con pipeta estéril 1 ml y se lo depositd
en otro tubo con 9 ml de buffer, obteniéndose asi la dilucién 102, De esta manera se continud

hasta alcanzar la dilucion maxima de 107%°.

Para la fraccion rizoplano y enddfita se lavaron con agua corriente las raices, luego se
cortaron y se pesaron 1 g para macerarlas en un mortero esterilizado con 9 ml de buffer fosfato
estéril y se realizaron las suspensiones diluciones, como se mencionoé arriba; para todos los

tratamientos.

Métodos de siembra y conteo total

Se inocularon 0,1 ml de las diluciénes 10™ hasta 10™° de cada una de las fracciones
estudiadas (Rizésfera, Rizoplano y Enddfitas) por duplicado en cajas de Petri que contenian
Trypticase Soya Agar (TSA). Las placas se incubaron en estufa a 28 °C durante 10 dias. Se
contaron nimero de colonias microbianas crecidas en las placas durante los primeros 6 dias de
manera consecutiva, haciéndose el séptimo y ultimo conteo de colonias, recién a los 10 dias
post-siembra obteniendo UFC. mlI™.

En la etapa de post-cosecha se realiz6 del mismo modo.
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_Peso seco de masa nodular:

Se separaron los nodulos de las raices y se llevaron a estufa durante 48 horas a 65°C, luego se

determind el peso con una balanza digital y se expresaron los valores en gramos (g).
A los 120 dias en madurez fisiologica (R8):

# NUmero de granos por vaina

# Rendimiento por tratamiento en kg. ha™.

El rendimiento final se obtuvo por trilla manual en un &rea de 1m? por repeticion y los resultados

fueron expresados en kilogramos por hectéarea.

En la etapa de post-cosecha:

_ Numero de colonias microbianas en el suelo post-cosecha en medio Trypticase Soya
Agar (TSA), realizando la siembra y el conteo del modo arriba mencionado.

Analisis Estadistico

En el presente estudio se evalué la respuesta de un cultivo de soja al tratamiento con
distintos inoculantes. A tal efecto, se realiz6 un experimento, bajo un disefio completamente
aleatorizado con 7 repeticiones, para comparar mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) y
el test de Tuckey con un nivel de significacion del 5 %, el nimero de colonias microbianas
obtenidas de la aplicacion de los distintos tratamientos.

La ecuacion del modelo estadistico es la siguiente:
yij:/,l+(li +8ij

donde yj; representa la respuesta observada, x representa la media general, o; representa el efecto
del tratamiento i (i=1...a, a=7) y &;; representa el error aleatorio asociado a la observacion ij.

La hipdtesis a probar es:
Ho: a; = 0 (no hay efecto de inoculante).

Los datos fueron analizados con el programa estadistico InfoStat (2011).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La campafia 2009/2010 se caracterizd por un inicio (diciembre) con precipitaciones por
encima de la media, lo cual permiti6 una correcta implantacién del cultivo. Luego, en los meses
de enero, febrero y marzo las precipitaciones se encontraron muy por debajo de la media,
originando problemas de estrés hidrico en el cultivo. La principal limitante de la zona es el agua,
expresada en ETC (evapotranspiracion del cultivo), se estima que la soja posee una eficiencia en
el uso del agua de entre 5y 11 kg.mm™ ha (Gil, 2008) por lo cual para un rendimiento de 4000
kg ha™, sin considerar otras limitantes, se necesitaria una ETC de 500 mm de agua. En esta
campafa las precipitaciones en la etapa del cultivo fueron 387 mm, lo cual indica las malas
condiciones de humedad. La (figura 4) muestra la distribucion de las precipitaciones ocurridas

durante el ciclo del cultivo.

200

150

mm Precipitaciones (mm)
Campaiia2009/2010

100
——Precipitaciones (mm)
< Media 1981/2010
‘-' 0 l
., 0 Hmm

Diciembre  Enero Febrero Marzo  Abril (RS)
(Siembra) (V3-V6)  (R3-R4)

Figura 4: Precipitaciones mensuales durante el ciclo del cultivo y media de la serie 1980-2010.

Muestreo en la etapa vegetativa (V5):

_ Numero de colonias microbianas en las raices en medio (TSA).UFC. ml™

Como se observa en el siguiente grafico (figura 5) se encuentran diferencias
estadisticamente significativas al 5% cuando analizamos el namero de colonias microbianas en
las raices, entre el tratamiento 1, 2, 4 y 5 en relacion al tratamiento 6 destacandose el tratamiento
4 (Rizolig TOP) con 226 colonias.
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Figura 5. Numero de colonias microbianas para los distintos niveles del factor inoculante.

_ Namero de colonias microbianas en la rizésfera en medio (TSA).UFC. mI™

El ndmero de colonias microbiana en la rizdsfera presenta diferencias estadisticamente

significativas en los tratamientos 2, 3, 4 y 5, en relacion al testigo y la Cepa E109, como puede

observarse en Figura 6.

Rizoésfera

300,07

—/—E —T—E

240,0]

180,04 —T1 _CD

120,0

60,0- ——A

Numero de colonias microbianas

0,0 T T T T T T T
Suelo desnudo Rizoliq Testigo Cepa E109 Inoc.Exp.3 Rizolig Top Inoc.Exp.1

Tratamientos

Figura 6. Nimero de colonias microbianas para los distintos niveles del factor inoculante.

13



Peso seco de nédulos:

El peso seco de los nddulos no present6 diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos inoculados en comparacion al testigo. Resultados similares fueron
obtenidos por Paytas e Iglesias (2000), quienes observaron la presencia de nodulos en los
testigos de los ensayos de inoculacion con Bradyrhizobium japonicum. En el citado trabajo se
observo la presencia de Rhizobium-Bradyrhizobium naturalizados en lotes con historia sojera.

Por otro lado, Perticari et al. (2003) inform6 que la reinoculacién anual conduce al
establecimiento en los suelos de poblaciones de rizobios naturalizadas provenientes de las cepas
de los inoculantes. Esta podria ser la probable causa de la presencia de nddulos en el testigo sin
inocular del presente estudio, ya que el lote donde se llevd a cabo la experiencia tiene una
historia sojera prolongada.

Como podemos observar en la figura 7, el tratamiento 2 presenta el menor peso seco
de nddulos y también encontramos menor nimero de colonias aisladas en la rizosfera (Figura 6);

mientras que el tratamiento 3 y 4 muestran diferencias significativas y mayor peso de nédulos.

6

5
4
| I
0

Experimental 1 RizolicTOP
3 4

Y]

-2

Peso seco nédulos.planta -1

Rizolic

2

3in inoculante

1

Experimentel 3

5

Experimental 109
6

Tratamientos

Figura 7. Peso seco nddulos.planta™.

Muestreo en la etapa Reproductiva R8:

NUmero de granos/vaina:

El nimero de granos por vaina presentd diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos 1 y 6, con un nimero de granos por vaina igual a 2,32 en el tratamiento 1 y
de 2,6 en el tratamiento 6. Como resultado de lo mencionado se obtiene una diferencia del 10,76
% a favor del tratamiento 6, observandose ademas que todos los tratamientos inoculados superan

al testigo (Figura 8). Por otro lado, no existe una diferencia muy amplia entre los tratamientos,
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esto se debe a que el componente del rendimiento granos por vaina tiene un alto control genético
y en promedio resulta poco modificable ante cambios en la disponibilidad de recursos.
Resultados similares fueron registrados por Tauro y Thuar (2011), quienes evaluaron la

respuesta de la nodulacion en soja con el uso de protectores bacterianos en la inoculacion.

o 2,65
= 26
‘" 255
S 2,95
525
g .
= 245
o 24
E
< 235
e
T 23
g
E 225
“ 22

2.15

3in inoculante Rizolic Experimental 1 RizolicTOP | Experimentel 3 xp erimental 109
1 2 3 4 5 6
Tratamientos

Figura 8. Ntimero de granos vaina™.

Rendimiento (kg. ha™):

El rendimiento, no mostré diferencias estadisticamente significativas entre el testigo y
los demés tratamientos (Figura 9). Estos resultados se pueden explicar si se tiene en cuenta que
durante el desarrollo del cultivo, principalmente en las etapas reproductivas, donde se define la
mayor tasa de nodulacion y el rendimiento, el cultivo soporté un periodo importante de estrés
hidrico (Figura 3 y 4). Estos datos coinciden con informacién proveniente de Kantolic (2007),
quien observé que la etapa en la cual se determina la mayor acumulacion de nitrégeno via
fijacion biologica, R1 a R5, coincide con la mayor parte de la etapa critica para la definicién de
rendimiento en soja. Por otro lado, Collino et al. (1985) observaron que a partir de R5 los
granos se convierten en el principal destino del carbono y nutrientes dentro de la planta y, por lo
tanto, los nddulos pasan a ser un destino secundario. Las tasas de FBN van decayendo en este
periodo y podrian llegar a limitar el aporte de N al cultivo. Dicha variacion esta determinada no
solo por los diferentes contenidos de N mineral (que antagoniza con la FBN), sino también con
el hecho de que la soja en Argentina se cultiva en secano y el proceso de FBN es altamente

sensible a pequefias disminuciones en la condicion hidrica del cultivo. Por lo tanto, las practicas
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de manejo del cultivo que favorezcan la captacion y acumulacion de agua en el perfil del suelo,

indirectamente favoreceran la nutricidn nitrogenada del cultivo.

Rendimiento (kg ha-1)

2500
2000
1500
1000
500
0

3in inoculante Rizolic

1 2

Experimental 1

RizolicTOP | Experimental 3 xp erimental 109

4 5 &

Tratamientos

Figura 9. Rendimiento (kg ha™).

Muestreo en post-cosecha:

_ Numero de colonias microbianas en el suelo en medio (TSA).

200

150

100

Microhianas

50

Nimero de colonias

Suelo
Post.cosecha

T.Rizosfera ‘ ‘ T. Raiz

Tratamientos

Figura 10. Nimero de colonias Microbianas.

En este grafico (figural0), se puede observar como el nimero de colonias microbianas en el

suelo post-cosecha, es significativamente menor con respecto a los otros dos tratamientos.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en la presente experiencia donde se comparo el efecto de cinco
inoculantes distintos sobre el nimero de colonias microbianas presentes en la rizésfera y en las
raices (rizoplano y endofitas) y un testigo sin inocular, permiten concluir que:

1) Existen diferencias estadisticamente significativas para estas variables.

2) En raices (rizoplano y enddfitas) la media del numero de colonias microbianas
obtenidas con el inoculante Rizolig TOP fue mayor que las medias obtenidas con el resto de los
inoculantes.

3) En la rizosfera, la media del nimero de colonias microbianas obtenidas con los
inoculantes Rizolig TOP e inoculante experimental 1, fueron mayores que aquellas obtenidas
con el resto de los inoculantes.

4) Los tratamientos 3, 4 y 5, mostraron mayor cantidad de microorganismos en raiz y
rizosfera en la etapa vegetativa V5.

5) Con respecto al peso de los nddulos, los tratamientos 3, 4, 5 y 6 fueron los que

evidenciaron un mayor peso seco por planta durante la etapa vegetativa V5.
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ANEXO

Cuadro 3: Precipitaciones medias anuales y temperatura media anual para la serie 1981-2010.
UNRC. Rio Cuarto. Cérdoba.

Mes Temperatura media anual(°C) | Precipitacion media anual (mm)
Enero 22,4 137,1
Febrero 22 86,3
Marzo 19,6 93,5
Abril 15,9 56,3
Mayo 12,9 28,4
Junio 9,8 9,2
Julio 9,9 13,7
Agosto 11,1 11,1
Septiembre 13,8 30,6
Octubre 17,4 72,1
Noviembre 19,4 118,4
Diciembre 21,3 127,8
Total Promedio=16,29 7845

Cuadro 4: Precipitaciones mensuales (mm) para el periodo diciembre 2009-abril 2010. UNRC.
Rio Cuarto, Cérdoba.

Mes Precipitaciones(mm)
Diciembre 203
Enero 47
Febrero 60
Marzo 39
Abril 38
Total 387
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Estadistica descriptiva

Cuadro 5. Estadistica descriptiva de la variable nimero de colonias microbianas presentes en raiz para los

distintos niveles del factor inoculante en el estadio V5 de un cultivo de soja.

Tratamiento n Media D.E. EE. Min Méax
Testigo 95 151,28 145,84 14,96 0 300
Rizoliq 139 229,26 123,17 10,45 0 300
Inoc.Exp.1 125 203,62 135,83 12,15 0 300
Rizoli

Top 4 127 266,28 92,67 8,22 0 300
Inoc.Exp.3 57 180,12 142,04 18,81 0 300
CepaE109 110 90,55 131,69 12,56 0 300

Ref.: Inoc.Exp.: inoculante experimental.

Cuadro 6. Estadistica descriptiva de la variable nimero de colonias microbianas presentes en rizésfera

para los distintos niveles del factor inoculante en los estadios V5 y post-cosecha de un cultivo de soja.

Tratamientos

Tratamiento n Media D.E. EE. Min Max
Suelodesnudo 74 57,54 74,83 8,70 0 200
Testigo 126 125,10 143,63 12,80 0 300
Rizolig 106 101,22 138,99 13,50 0 300
Inoc.Exp.1 135 242,92 111,10 9,56 3 300
Rizolig TOP 132 242,48 115,28 10,03 0 300
Inoc.Exp.3 84 190,88 133,81 14,60 0 300
Cepa E109 103 170,76 136,38 13,44 2 300
Ref.: Inoc.Exp.: inoculante experimental.
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Figura 11. Gréficos de cajas (box-plot) de la variable nimero de colonias en raiz y en
rizésfera para los distintos niveles del factor inoculante en los estadios fenoldgicos V5
(raiz) y V5 y post-cosecha (rizésfera) de un cultivo de soja.

Estadistica analitica

En el presente estudio se evalué la respuesta de un cultivo de soja al tratamiento con
distintos inoculantes. A tal efecto, se realiz6 un experimento, bajo un disefio completamente
aleatorizado con 7 repeticiones, para comparar mediante un analisis de la varianza (ANOVA) el
nimero de colonias microbianas obtenidas de la aplicacion de los distintos tratamientos. La

ecuacion del modelo estadistico es el siguiente:
Yij = # Tt ai T &

donde y;; representa la respuesta observada, 4 representa la media general, o; representa el efecto

del tratamiento i (i=1...a, a=7) y &;; representa el error aleatorio asociado a la observacion ij.
La hipotesis a probar es:
Ho: a; = 0 (no hay efecto de inoculante).

Los datos fueron analizados con el programa estadistico InfoStat (2011).
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Analisis de la varianza para la variable nimero de colonias microbianas presentes en raiz

Los resultados del ANOVA para la variable nimero de colonias microbianas presentes en
raiz permiten observar que el valor p es significativo (p<0,0001, cuadro 7) es decir, menor al
nivel de significacion nominal de la prueba («=0,05). De esta manera se rechaza la hipétesis
nula (Ho: o; # 0) y se concluye que existen diferencias en el numero de colonias microbianas

bajo los distintos tratamientos o niveles de inoculacion.

Por otra parte, mediante un test de comparacion de medias (Tukey) se compara el nimero de
namero de colonias microbianas en raiz derivadas de la aplicacion de los distintos tratamientos o
niveles de inoculacion. Es posible observar que la media para el nimero de colonias microbianas
obtenidas de la aplicacion del inoculante Rizolig TOP es mayor que la medias obtenidas de la
aplicacion del resto de los tratamientos (cuadro 8, figura 12).

Cuadro 7. Anélisis de la varianza para la variable nimero de colonias microbianas presentes en la raiz de

un cultivo de soja.

Andlisis de la varianza
Variable N Rz RZAj CV
NUmero de colonias 80 0,80 0,78 16,25

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 276348,75 5 55269,75 57,94 <0,0001
Tratamiento 276348,75 5 55269,75 57,94 <0,0001
Error 70584,97 74 953,85

Total 346933,72 79

Cuadro 8. Test de comparacién de medias (Tukey) de la variable nimero de colonias microbianas para

los distintos niveles del factor inoculante.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=35,12377
Error: 953,8510 gl: 74

Tratamiento Medias n E.E.
Cepa E109 86,76 14 825 A
Testigo 151,46 10 9,77 B

Inoc.exp.3 188,26 14 8,25 C
Inoc.Exp.1 204,03 14 8,25 CcC D
Rizoliq 229,36 14 8,25 D
Rizolig TOP 269,19 14 825 E

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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Figura 12. Gréfico de barras de la variable nimero de colonias microbianas para los distintos niveles del
factor inoculante.

Los supuestos tradicionales del ANOVA implican errores independientes, normalmente
distribuidos y con varianzas homogéneas para todas las observaciones. A partir del valor de los
residuos se puede verificar el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de

las varianzas.

Normalidad

Para determinar si los datos cumplen con este supuesto, InfoStat permite realizar la prueba

de normalidad de Shapiro-Wilks. En este andlisis, las hipGtesis que se someten a prueba son:

Ho: los residuos de la variable niumero de colonias microbianas tienen distribucion
normal.

H;: los residuos de la variable nimero de colonias microbianas no tienen distribucién
normal.

Test de Shapiro-Wilks para los residuos de la variable niimero de colonias microbianas

Dado el valor p del test (p=0,0406, cuadro 9), es posible concluir que existen evidencias

para rechazar el supuesto de distribucién normal para los residuos de esta variable.
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Cuadro 9. Prueba de normalidad para los residuos de la variable nimero de colonias microbianas

presentes en la raiz de un cultivo de soja.

Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO Nudmero de colonias 80 0,00 29,89 0,95 0,0406

Homogeneidad de varianzas

La prueba de Levene permite verificar el cumplimiento de este supuesto. Esta prueba
consiste en realizar un analisis de la varianza usando como variable dependiente el valor

absoluto de los residuos. Este analisis se debe realizar con un modelo a una via de clasificacion.

Las hipdtesis que se someten a prueba son:

Ho: 01%= 6,%=...= 0,
H,: al menos dos varianzas son distintas.

donde o es la varianza del tratamiento i, i = 1,...,a.

Prueba de Levene para los residuos absolutos de la variable niimero de colonias microbianas

El p-valor del factor tratamiento de este ANOVA (p=0,0002, cuadro 10) es menor al nivel
de significacion nominal de la prueba (a=0,05). Por esta razon, se rechaza la hipotesis de

varianzas homogéneas.

Cuadro 10. Test de homogeneidad de varianzas para los residuos absolutos de la variable nimero de
colonias microbianas presentes en la raiz de un cultivo de soja.

Test de Levene
Variable N Rz R2A] CV
RABS Numero de colonias 80 0,27 0,22 77,85

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo 8348,11 5 1669,62 5,53 0,0002
Tratamiento  8348,11 5 1669,62 5,53 0,0002
Error 22356,75 74 302,12

Total 30704,86 79

Andlisis de la varianza para la variable nimero de colonias microbianas presentes en rizésfera

Los resultados del anélisis de la varianza para la variable nimero de colonias microbianas

presentes en rizosfera permiten observar que el p-valor es significativo (p<0,0001, cuadro 11),
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menor al nivel de significacién de la prueba (a=0,05). Por esta razon, se rechaza la hipétesis
nula (Ho: o; # 0) y se concluye que existen diferencias en el numero de colonias microbianas
obtenidas de la aplicacion de los distintos tratamientos.

Ademés, mediante un test de Tukey se compara el numero de numero de colonias
microbianas en rizosfera obtenidas de la aplicacion de los distintos tratamientos o niveles de
inoculacion. De esta manera se observa que las medias para el nimero de colonias microbianas
obtenidas de la aplicacién del inoculante experimental 1 y Rizolig TOP son mayores que la

medias obtenidas de la aplicacion del resto de los tratamientos (cuadro 12, figura 13).

Cuadro 11. Analisis de la varianza para la variable nimero de colonias microbianas presentes en la
rizosfera de un cultivo de soja.

Andlisis de la varianza
Variable N Rz RZAj CV
NUmero de colonias 93 0,74 0,73 26,46

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 44764556 6 74607,59 41,83 <0,0001
Tratamiento 44764556 6 74607,59 41,83 <0,0001
Error 153396,37 86 1783,68

Total 601041,92 92

Cuadro 12. Test de comparacion de medias (Tukey) de la variable nimero de colonias microbianas para
los distintos niveles del factor inoculante.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=49,53034
Error: 1783,6787 gl: 86

Tratamiento Medias n E.E.
Suelodesnudo 4325 13 11,71 A

Rizolig 100,20 14 11,29 B

Testigo 125,10 14 11,29 B C

Cepa E109 170,61 12 12,19 cC D
Inoc.Exp.3 190,70 12 12,19 D
Rizolig TOP 24158 14 11,29 E
Inoc.Exp.1 24345 14 11,29 E

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

27



Rizésfera
300,07
[%2]
g E
—E T
S 240,0- '
o
o
£ —1—D
o 180,01 —1—CD
o
5
(_8 120,0 L B¢
o ’ —TB
©
2
g 60,01 ——A
=]
z
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1
Suelo desnudo Rizolig Testigo Cepa E109 Inoc.Exp.3 Rizolig Top Inoc.Exp.1
Tratamientos

Figura 13. Gréafico de barras de la variable nimero de colonias microbianas para los distintos niveles del
factor inoculante.

Test de Shapiro-Wilks para los residuos de la variable nimero de colonias microbianas

Dado el p-valor del test (p=0,0018, cuadro 13) es posible concluir que existen evidencias

para rechazar el supuesto de normalidad.

Cuadro 13. Prueba de normalidad para los residuos de la variable nimero de colonias microbianas

presentes en la rizdsfera de un cultivo de soja.

Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO Nudmero de colonias 93 0,00 40,83 0,94 0,0018

Prueba de Levene para los residuos absolutos de la variable nUmero de colonias microbianas

El valor p del factor tratamiento de este ANOVA (p=0,0001, cuadro 14) es menor al nivel
de significacion del test («=0,05). Por esta razén, se rechaza la hipotesis de varianzas

homogéneas.
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Cuadro 14. Test de homogeneidad de varianzas para los residuos absolutos de la variable nimero de

colonias microbianas presentes en la rizosfera de un cultivo de soja.

Test de Levene
Variable N R2 R2A] CV
RABS Numero de colonias 93 0,28 0,23 80,30

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo 1928572 6 3214,29 552 0,0001
Tratamiento 19285,72 6 321429 552 0,0001
Error 50094,15 86 582,49

Total 69379,86 92

Cuadro 15. Andlisis de la varianza (ANAVA) de

peso seco de nédulos.

Variable Gl Ccv p
Tratamientos 5 6,464 0,001
Error 18
Peso seco de nodulos | Total 23

Cuadro 16. Anélisis de comparacion de medias por el Test de Tuckey del peso seco de nddulos.

Tratamiento N Peso seco de nddulos por planta (g.pl™)
2 4 33a
1 4 4,2 ab
5 4 48hb
6 4 4,925 b
4 4 5,025b
3 4 5075b

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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