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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de la inoculacion en el rendimiento del cultivo de soja en
suelo con antecedentes de este cultivo. Durante la campafia 2015/16 se realizé el ensayo en
el establecimiento Don Mario localizado en la provincia de San Luis. Los tratamientos
realizados fueron el testigo, dosis comercial de inoculante y doble dosis de inoculante. El
disefio experimental que se utilizé fue de bloques al azar con 3 repeticiones. En la etapa
fenoldgica V3 se determind infectividad de rizobios, en R5 se cuantifico el nimero y
biomasa de nddulos totales y activos discriminados en raices primarias y secundarias, y en
R9 se determind el rendimiento y sus componentes directos. Se calculd un Balance Relativo
de Nitrogeno (N) para estimar el aporte de N proveniente de la fijacion bioldgica de
nitrogeno (FBN). En la nodulacidn se encontrd que tanto el nimero de nddulos totales como
activos por planta discriminados en raiz principal como secundaria y su respectiva biomasa
aumentaron en los tratamientos inoculados respecto al testigo, pero sin diferencias entre las
dosis aplicadas (comercial y doble dosis). Los aportes por FBN representaron en promedio
para el testigo un 65.7% de los requerimientos de nitrégeno (83,26 kg N ha’), para dosis
comercial un 73.86 % (119,92 kg N ha’) y para doble dosis un 76,9 % (138,83 kg N ha). El
rendimiento varid significativamente en respuesta a los tratamientos con diferencias entre los
dos tratamientos inoculados respecto al testigo, pero sin diferencias entre ellos. Se
cuantificaron relaciones funcionales entre la nodulacién (nimero y biomasa de nédulos por
planta) y la FBN vy, entre ésta y el rendimiento de granos y sus componentes directos
(ntmero de granos por superficie y su peso individual). Hubo un ajuste lineal y positivo para

esas relaciones con excepcion de la relacion entre peso de 100 semillas y FBN.

Palabras clave: soja, nodulacion, fijacion de N, rendimiento
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SUMMARY

Response of soybean to inoculation with different doses of inoculant in soil with
soybean in crop rotation

The aim of this work was to evaluate the effect of the inoculation on the yield of soybean
crop on a soil with a rotation of soybean. In 2015/16 was carried the test out at the Don
Mario establishment located in the province of San Luis. The treatments were the control,
commercial dose of inoculant and double dose of inoculant. The experimental design was
random blocks with three replicates. In development stage V3, rhizobium infectivity was
determined, in R5, the number and biomass of total and active nodules discriminated in
primary and secondary roots were quantified, and in R9 the yield and its direct components
were determined. Was calculated the Nitrogen relative balance to estimate the N contribution
by nitrogen biological fixation. In the nodulation, it was found that both the number of total
and active nodules per plant discriminated in main and secondary roots and their respective
biomass increased in the treatments inoculated with respect to the control, but without
differences between the applied doses (commercial and double doses).The contributions by
nitrogen biological fixation represented, on average, 65,77% of nitrogen requirements (83,26
kg N ha), for commercial dose 73,77% (119,92 kg N ha™) and for double dose was 76,88%
(138,83 kg N ha). The yield varied significantly in response to treatments with differences
between the two treatments inoculated with respect to the control, but without differences
between them. Functional relationships between nodulation (number and biomass of nodules
per plant) and nitrogen biological fixation and, between this and yield and their direct
components (number of grains per surface and their individual weight) were quantified. All
of them gave a linear and positive adjustment with the exception of the relation between

weight of 100 seeds and nitrogen biological fixation.

Key words: soybean, nodulation, nitrogen biological fixation, yield
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INTRODUCCION

El cultivo de soja (Glycine max (L.) Merr.) es uno de los principales cultivos que se
realiza en Argentina. Es una leguminosa cultivada por sus semillas con alto contenido de
proteina y aceite, utilizada para la alimentacion humana y animal (Solivérez, 2006).

A nivel mundial esta leguminosa se produce en tres grandes paises Estados Unidos,
Argentina y Brasil. Argentina ocupa el tercer lugar a esa escala de produccion, con una
participacion del 19% (Agrofy News, 2016).

En la ultima campafia agricola 2015/16 la superficie sembrada en el pais fue de 20,2
millones de hectareas con un rendimiento promedio de 29,1 quintales por hectarea siendo la
produccién total de 55,3 millones de toneladas (Bolsa Comercio Rosario, 2016). EI mayor
volumen de soja en Argentina se produce en la provincia de Buenos Aires con 19 millones
de toneladas, le sigue Cordoba con una produccién de 18,6 millones y luego Santa Fe con
11,8 millones de toneladas, el resto de las provincias producen soja, pero en menor escala
(Agrofy News, 2016).

Como todos los cultivos de grano, el rendimiento de la soja resulta de dos
componentes numéricos principales que no son plenamente independientes entre si. El
nimero de granos que se establece por unidad de area y el peso unitario que alcanzan las
semillas. A su vez, el nmero de granos depende del nimero de nudos por unidad de area de
cultivo los que representan la cantidad de sitios potenciales para el establecimiento de los
frutos, el nimero de vainas por nudo que representan la fertilidad de esos sitios y el nimero
de granos por vaina que representan la fertilidad de los frutos (Kantolic et al., 2003).

La disponibilidad de nutrientes durante el ciclo del cultivo, principalmente de
nitrégeno (N), fosforo, azufre y potasio, afecta los procesos que regulan el crecimiento, la
generacién del rendimiento y la calidad de los cultivos de granos (Kantolic et al., 2003).

El N forma parte de toda la célula viva; en las plantas es constituyente de la clorofila,
de todas las proteinas incluyendo las enzimas y de muchos otros compuestos. Ademas, el N
al ser un componente de la clorofila e intervenir en su sintesis, participa en la fotosintesis. El
sintoma visual caracteristico de la deficiencia de este mineral es el color amarillento de las
hojas basales de la planta (Maddonni et al., 2008b).

El cultivo de soja tiene requerimientos de N muy altos. Para producir una tonelada
de grano requiere absorber 80 kg de N (IPNI, 2002). La provisién de N en soja se da por dos
mecanismos, la absorcion desde el suelo y la fijacion bioldgica del nitrogeno atmosférico
(FBN) mediante la simbiosis con microorganismos del genero Bradyrhizobium japonicum.
El cultivo de soja obtiene entre el 25y 75 % de sus requerimientos nitrogenados a través del

mecanismo de FBN (Fontanneto y Keller, 2006).



El aporte de N por el proceso de FBN depende de la disponibilidad de nitratos (NO3)
en el suelo, de los factores edafo-climaticos, de la demanda de N por parte del cultivo, de la
capacidad competitiva, eficiencia y persistencia de la cepa de Bradyrhizobium japonicum
(Maddonni et al., 2008a).

La FBN es llevada a cabo por organismos procariotas, que poseen el complejo
multienzimatico nitrogenasa. Dicho complejo cataliza la reduccion altamente endergonica de
N, atmosférico a amonio en presencia de Mg, ATP y un donador de electrones, la enzima
nitrogenasa es muy sensible al O,. El inicio de la simbiosis entre la bacteria y la planta
implica el intercambio de sefiales entre ellas, que culmina con la formacion de una estructura
localizada en la raiz denominada nédulo, donde se localizan los simbiosomas que albergan
los bacteroides. EI nédulo proporciona a la nitrogenasa un entorno donde la concentracién de
O, esta regulada por una resistencia variable en el cortex y la presencia de leghemoglobina
en la zona central. El funcionamiento del nddulo depende del suministro de carbono, en
forma de sacarosa, por parte de la planta. La sacarosa es metabolizada en acidos
dicarboxilicos que sirven de fuente energética a los bacteroides. EI amonio fijado por éstos,
es excretado al citosol de la célula huésped que lo incorpora en forma de amidas o ureidos,
los cuales son exportados al resto de la planta (Pedro et al., 2000).

La acumulacion de nitrégeno es lenta en las primeras etapas de desarrollo del cultivo
y se incrementa a partir de los 30 dias después de la emergencia (coincidente con el inicio de
la floracién) hasta aproximadamente la finalizacion del llenado del grano. En los primeros 30
dias del ciclo del cultivo el aporte de N por FBN es muy bajo debido a que los nédulos se
estan desarrollando y tiene baja funcionalidad. En esta etapa la absorcion de N del cultivo
depende en gran medida del aporte de N del suelo. A partir de los 30 dias el sistema nodular
ya es capaz de trabajar a la maxima tasa y es donde mayor importancia cobra la FBN para la
acumulacién de N del cultivo. Cualquier factor que afecte la actividad del cultivo durante
este periodo afectara el aporte de FBN, ya que este proceso depende de la provision de
fotoasimilados. En el comienzo del llenado de granos en el cultivo, los granos se convierten
en el principal destino del carbono y nutrientes dentro de la planta y, por lo tanto, los n6dulos
pasan a ser un destino secundario y las tasas de FBN decaen en este periodo (Salvagiotti et
al., 2009).

La FBN tiene un alto costo energético para la planta, mucho mayor que el de tomar
N del suelo. La planta debe destinar entre 6 y 12 gramos de compuestos carbonados por cada
gramo de N fijado. La asimilacion de N a partir de nitratos en el suelo es entre 6 y 8 veces
energéticamente mas eficiente para el cultivo. La simbiosis leguminosa-rizobio es la
adaptacion a un medio deficitario en N; en suelos ricos en N, las leguminosas prefieren
utilizar el N inorganico del suelo, independientemente de la presencia de las bacterias. Por el

contrario, si la bacteria estd presente y los niveles de N del suelo son bajos y/o los
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requerimientos de la planta son elevados, la planta estimula el ingreso de los rizobios a la
raiz. Como la planta debe producir los fotoasimilados, existe una relacion directa entre
fotosintesis y FBN. Por ende, la FBN se relaciona estrechamente con la produccion de
biomasa aérea y rendimiento: cuanto mayor sea la biomasa aérea, mayor sera la fotosintesis,
y mayor serd la FBN (Fernandez Canigia, 2003).

La practica mas recomendable para lograr que la FBN sea una fuente importante de
N para el cultivo, es la inoculacidén de la semilla de soja con cepas de Bradyrhizobium
japonicum especificas, e inoculantes de alta calidad. La respuesta a la inoculacién es mayor
cuando los lotes no cuentan con antecedentes de soja. No obstante, también se ha observado
respuesta a la reinoculacion en lotes con historia sojera (Diaz Zorita et al., 2004).

Con la aplicacion de inoculante en la superficie de la semilla de soja, se busca lograr
la adherencia efectiva de un alto nimero de bacterias fijadoras de nitrégeno previo a la
siembra. Una vez germinada la semilla, las bacterias infectan las raices y se forman los
nodulos, dentro de las cuales se desarrollan las bacterias y comienzan a fijar N, (Biagro,
2000).

En el Proyecto Inocular (Convenio de asistencia técnica entre INTA y 25 empresas
fabricantes de inoculantes), con la colaboracion de productores y técnicos, se llevan a cabo
(desde 1994) numerosas experiencias con el objetivo de evaluar los efectos de la inoculacion
en diferentes ambientes de produccion. En lotes sin historia sojera, observaron una respuesta
a la inoculacion de 823 kg mas de semillas por hectarea frente al testigo sin inocular.
Mientras que, en lotes con historia sojera, la respuesta a la inoculacion fue de 291 kg mas por
hectarea (Heymo, 2014).

En lotes sin antecedentes de soja, no existe poblacion de rizobios especificos para
esta leguminosa, o bien el contenido de bacterias esta por debajo de los niveles adecuados
para lograr una buena nodulacién. Una vez que se sembrd soja inoculada en un lote los
rizobios del inoculante colonizan el suelo y, aquellos que sobreviven, infectan nuevamente al
cultivo en la siguiente siembra. Las poblaciones de rizobios naturalizadas, modifican sus
caracteristicas para poder permanecer en el suelo, son mas resistentes a condiciones de
estrés, se alimentan e infectan material no vivo, se vuelven saprdfitos, y pierden eficiencia en
la FBN. En cambio, los rizobios introducidos con el inoculantes no pueden alimentarse e
infectar material muerto y buscan hacerlo con material vivo; siendo su funcién principal fijar
N, no sobrevivir, siendo mucho mas eficientes en el proceso de FBN (Heymo, 2014). Los
rizobios naturalizados en el suelo producen en las plantas nddulos més pequefios, ubicados
principalmente en las raices secundarias, la infeccion es mas tardia y tienden a detener la
FBN en etapas tempranas (anteriores a la floracion). Las cepas que se introducen con los

inoculantes son mas eficientes, producen en las plantas mayor cantidad de nddulos medianos
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y grandes, ubicados principalmente en raiz primaria y tienen répida y prolongada fijacion
(desde etapas VV2-V3 hasta R6) (Perticari, 2006).

Nodulos ubicados en la raiz principal indican una infeccion temprana. Su
importancia consiste en que cuando méas temprana sea la nodulacién mayor seré el tiempo
total de fijacion (Maddonni et al., 2008a). Los nédulos que se encuentran ubicados sobre raiz
principal, y cercanos a la zona del cuello de la planta, pueden fijar hasta 10 veces mas N que
aquellos desarrollados sobre raices laterales (Biagro, 2000).

Si no hay limitaciones ambientales, se puede observar en estados vegetativos V4-V5
del cultivo 10-12 nodulos por planta, ubicados la mayoria en la parte superior de la raiz
primaria, con un peso por planta superior a 80 mg y un peso individual de nédulo de 4 a 5
mg. En el estado reproductivo R5-R6 la nodulacién adecuada es aquella que presenta mas de
40-50 nédulos por planta, de los cuales por lo menos 12 se encuentran en la parte superior de
la raiz primaria, de tamafio mediano a grande, 6-8 mm de didmetro. El peso seco de nddulos
por planta éptimo ronda los 800-1000 mg y el peso individual de nédulo de 7 a 10 mg
(Perticari, 2006).

Comparando el rendimiento entre cultivos inoculados con cultivos no inoculados, es
factible observar diferencias en el caso que el cultivo inoculado haya nodulado en forma mas
temprana, con mayor biomasa (peso seco de nddulos), o que las cepas del inoculante hayan
logrado producir una elevada proporcion del total de nddulos formados (Maddonni et al.,
2008a).

El cultivo de soja es dependiente del nitrégeno. Esto significa que cuanto mas N
pueda incorporar en el rendimiento bioldgico, mayor serd el rendimiento de grano
(Ventimiglia y Carta, 2006).

ANTECEDENTES

En el INTA EEA de Pergamino, Ferraris y Couretot (2011) evaluaron los efectos
sobre la nodulacién y el rendimiento en tratamientos basados en la dosis de inoculante (dosis
recomendada comercialmente versus doble dosis de la recomendada), método de inoculacion
(método seco (tradicional) versus método himedo), y empleo de curasemilla; y se cuantifico
la interaccion que existio entre los tratamientos mencionados con la fertilizacion fosforo-
azufrada, en la campafia 2010/2011. Los tratamientos de inoculacion se realizaron aportando
bacterias fijadoras del género Bradyrhizobium japonicum junto a micorrizas y la fertilizacion
fosforo-azufrada se realizé en una dosis de 100 kg ha™ de una mezcla fisica de composicion
(0:17:7). En el estado fenoldgico V3 se evalud la infectividad de rizobios (considerandose
infectiva cuando habia mas de tres nddulos activos y fisiologicamente normales). En R4 se

cuantifico el nimero de nddulos efectivos en raiz primaria y raices secundarias y el peso
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seco de nddulos en ambos tipos de raices. En la cosecha se determinaron los componentes
numéricos del rendimiento, nimero de grano y peso de grano. En V3 y en todos los
tratamientos, la totalidad de las plantas evaluadas estaban infectadas con rizobios,
incluyendo el testigo (sin inocular). Con respecto al namero de nddulos efectivos en la raiz
primaria, observaron una tendencia a favor de los tratamientos inoculados bajo el método
himedo y con doble dosis. En el testigo el valor promedio del nimero de nédulos efectivos
en raiz primaria por planta fue de 5,2; en el tratamiento método seco con dosis de marbete
fue de 9,5 nddulos efectivos en la raiz primaria por planta, y en el tratamiento método seco
con doble dosis de marbete fue de 19 nddulos activos en raiz primaria por planta. Con
respecto a las raices secundarias, el nimero de nédulos efectivos no tuvo diferencias entre
los tratamientos. En el ensayo obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los
rendimientos de los tratamientos de inoculacion (p=0,04) y de fertilizacion fésforo-azufrada
(p=0,02). La respuesta a la inoculacion no fue afectada por el nivel de inoculante (p>0,10).
Los tratamientos inoculados no difirieron entre si; todos, con excepcién del tratamiento que
se le aplico curasemilla, superaron significativamente el rendimiento del testigo. El principal
componente del rendimiento afectado por los tratamientos fue el ndimero de granos,
explicando el 84% de las variaciones en los rendimientos (R?=0,90). El peso de los granos
fue poco afectado, y sin una tendencia definida.

A través del Proyecto Inocular, Perticari (2004) evalué los efectos de la inoculacion
sobre diferentes parametros de rendimiento en areas de produccion de soja. Los ensayos se
realizaron en la campafia 2003/04 en diferentes lugares del pais. Los resultados que
obtuvieron fue que, en suelos sin antecedentes de soja, resultante de 30 ensayos el
rendimiento promedio fue de 1808 kg ha™ en el testigo (sin inocular) y un rendimiento de
2756 kg ha™ en los tratamientos inoculados con Bradyrhizobium japonicum y en suelos con
antecedentes de soja, resultante de 46 ensayos obtuvieron un rendimiento promedio de 2894
kg ha™ en el testigo y un rendimiento de 3258 kg ha™ en los tratamientos inoculados.
Concluyeron que en suelos sin antecedentes de soja la respuesta a la inoculacion, si no hay
limitaciones hidricas y nutricionales se esperan aumentos de rendimientos minimos del 50
%. Las respuestas en suelos con antecedentes de soja fueron positivas a favor de la
inoculacion en el 80 % de los casos con un incremento medio del 12% y un aumento de
rinde superior a los 350 kg ha™. La mayor respuesta a la inoculacion se detectd en los
ambientes con mayor produccion.

El Departamento de agronomia de Nitragin (2016) cuantifico el incremento de
rendimiento por el aporte de las diferentes tecnologias de inoculacion de la empresa que
estan disponibles en el mercado para el tratamiento de semillas de soja a campo. Los ensayos
se realizaron en diferentes regiones productivas del pais con una totalidad de 408 sitios

evaluados a lo largo de las dltimas 13 campafias (2002/03 a 2014/15). Los tratamientos
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consistieron en el testigo, en el inoculante Nitragin CellTech, que contiene cepas de
Bradyrhizobium japonicum, en el inoculante Optimize I, que contiene cepas de
Bradyrhizobium japonicum més LCO, y el inoculante Nitragin Triple que contienen lo
mismo que Optimize Il m&s un solubilizador de nutrientes. Los resultados que arrojaron los
ensayos es que hay respuesta a la inoculacion de soja; obteniendo con Nitragin CellTech un
incremento del rendimiento 6,2 % o 205 kg ha™y con Nitragin Optimize 11 el rendimiento se

increment6 un 10 % o 331 kg ha™'en comparacion con el testigo.

14



HIPOTESIS
La inoculacion de semillas con cepas de Bradyrhizobium japonicum incrementa el
rendimiento del cultivo en suelos con antecedentes de soja.
La dosis doble de inoculante aplicado a la semilla aumenta el rendimiento en

comparacion con la dosis normal indicada comercialmente.

OBJETIVO

General:

Evaluar la respuesta del cultivo de soja a la inoculacion con diferentes dosis de cepas

de Bradyrhizobium japonicum en suelos con antecedentes de este cultivo.

Especificos:

Evaluar la respuesta del cultivo de soja a la doble dosis de inoculante.
Evaluar el retorno econémico con la utilizacion de inoculante para comprobar si el
tratamiento es econémicamente factible.

Evaluar el aporte de N mediante la fijacién bioldgica al cultivo de soja.

15



MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd en el establecimiento Don Mario ubicado al Noreste de la
provincia de San Luis, en el departamento Pedernera, a 18 km de la ciudad de la Tomay 7
km de Juan Llerena; en un lote de 42 hectéreas (33°13°34.33”S y 65°36°50.36”0), que
presenta un suelo Haplustol entico de textura franca gruesa. La rotacion del lote en los
Gltimos 5 afos fue soja-sorgo-soja-maiz-maiz, y en su historial de uso se sembré soja en dos
oportunidades, campafias 2010/11 y 2012/13.

Antes de la siembra, se inoculd la semilla de soja en un ambiente fresco y a la
sombra, para evitar mortandad de rizobios y lograr una buena infeccion. El proceso de
inoculacion se hizo con una mezcladora de cemento, respetando las dosis de los diferentes
tratamientos.

El inoculante empleado fue de la marca comercial Nitragin Optimize 11® que
contiene cepas de Bradyrhizobium japonicum y LCO (lipo-quito oligosacaridos) moléculas
de sefal especifica que mejoran la comunicacion inicial entre raices y bacterias, y promueve
el crecimiento de las raices de soja.

El disefio experimental que se utilizo fue de bloques al azar con 3 repeticiones y los
tratamientos fueron los siguientes:

A. Testigo sin inocular.

B. Inoculacion con la dosis recomendada por marbete: dosis de 3 ml de inoculante/kg
de semilla.

C. Inoculacion con la dosis doble de la recomendada por marbete: dosis de 6 ml de

inoculante/kg de semilla.

La fecha de siembra fue el 8 de noviembre de 2015, se realiz6 con una sembradora
directa de 18 surcos distanciados a 52 cm, con una densidad de siembra de 30 semillas por
m’ y la variedad de soja utilizada fue Dalia 485 producida por el semillero AG SEED.

El &rea que se destind al ensayo fue de 100 metros de largo y tres pasadas de la
sembradora (9,36 m de ancho cada una), donde cada pasada, representaba un tratamiento.

Para el control de malezas previo a la siembra (barbecho quimico), el 5 de octubre se
aplico diflufenican (270 g ha™) en conjunto con glifosato (2 It ha) y 2-4 D éster (800 cm®
ha™). Posteriormente, cuando la soja estaba en el estado fenoldgico V2, se le aplico glifosato
(1,6 It ha™) més metolaclor (800 cm® ha™) y haloxifop (120 cm® ha'). La ltima
pulverizacion para controlar malezas fue realizada con glifosato (1,3 It ha™) cuando la soja

estaba en el estado fenoldgico R2.
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Respecto al control de plagas, se hizo una aplicacion en el estado fenoldgico R5 con
el insecticida lambdacialotrina + lufenuron, para controlar Nezara viridula, Piezodorus

guiildini, Dichelops furcatus y Rachiplusia nu.

Evaluaciones:

Las etapas fenoldgicas vegetativas y reproductivas V3, R5, R7 y R8 se identificaron
mediante el uso de la escala desarrollada por Fehr y Caviness 1977 (Kantolic et al., 2003).
Las mismas se consideraron cumplidas cuando el 50% o més de las plantas de cada parcela

estaban en la respectiva etapa.

Nodulacion

En la etapa fenol6gica V3 de la soja, se evalud la infectividad de rizobios
determinando como planta infectada aquélla que presentaba mas de tres nédulos activos y
morfolégicamente normales. Para ello, se muestrearon las plantas presenten en un 1 m?, en
los 3 tratamientos y sus repeticiones, en esta etapa fenoldgica también se contabilizé el
nimero total de nodulos por planta. Se extrajeron cuidadosamente las plantas, luego se
lavaron las raices con agua corriente para facilitar la observacion y recuento de nédulos. La
funcionalidad del nddulo se determiné a través del color interno, que es rojizo cuando esta
activo, y verde o blanco que indican ausencia de actividad. Para ello, se practicé un corte
transversal a cada nddulo y se observé la coloracion interna (Foto 1).

Foto 1: Nodulos seccionados transversalmente para determinar su funcionalidad en la etapa
V3 del cultivo de soja segln su coloracion interna.

En el estado fenoldgico R5 se cuantificd el namero de nédulos activos en la raiz
principal y en las raices secundarias y las respectivas biomasas (pesos secos de nédulos) en

ambas raices, empleando el mismo procesamiento mencionado anteriormente.
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Balance de N

Se realiz6 un Balance Relativo de N (Cholaky et al., 1986) para cuantificar las
variaciones del contenido de N en el sistema suelo-planta resultante de los cambios en las
entradas y salidas del sistema y de las transformaciones internas durante el ciclo del cultivo.
Dicho balance permitié estimar el aporte de N por FBN al cultivo, mediante la siguiente

ecuacion:

FBN= Npc — [(Nss +Nm + NII) — Nsc] D

donde:

FBN= Fijacion biol6gica del nitrogeno

Npc= Contenido total de N en planta a la cosecha

Nss= Contenido de N-NO; en el suelo a la siembra

Nm= N derivado de la mineralizacion de la materia organica del suelo
NII= N aportado por las lluvias registradas durante el ciclo

Nsc= Contenido de N-NOs en el suelo a la cosecha

Para cuantificar los pardmetros de la ecuacion (1), se realizaron analisis de suelo
(contenido de MO y N-NOs) a la siembra y cosecha del cultivo en un laboratorio de suelos
especializado. A tal efecto, se tomaron muestras compuestas (formadas por 10 submuestras)
en dos estratos del perfil (0-20 y 20-40 cm de profundidad). El dato de densidad aparente
utilizado fue de 1,4 g cm™, (Kirby et al., 2001) para expresar los resultados en kg ha™. El
factor de mineralizacion para estimar el N mineralizado durante el ciclo del cultivo fue del
2%, proporcionado por especialistas del area suelo (INTA, Villa Mercedes). Ademas, se
registraron las precipitaciones que ocurrieron durante el ciclo del cultivo en el lugar del
ensayo, para luego determinar el N aportado por la lluvia, estimandose 2,5 ppm de N por
cada mm de lluvia precipitado (Harpaz, 1975).

En R7 se midi6 biomasa y contenido de N en hojas, tallo+ramas, vainas y semillas
para calcular el N extraido por el cultivo necesario para el balance relativo de N. Para ello, se
recolectaron muestras de plantas de 1 m” en cada tratamiento y repeticion. Luego, se las
separ6 en hoja, tallo+ramas, vainas y semillas, se las secé en estufa con circulacion de aire
forzado a 40 °C para posteriormente determinar el contenido de N por el método de Kjeldahl
(Laboratorio de Nutricion Animal, FAV-UNRC) y calcular la cantidad total del nutriente

extraido por el cultivo de soja en cada tratamiento.
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Componentes del rendimiento

En madurez de cosecha (R8) se tomaron tres muestras de 1m? por tratamiento y

repeticion y se realizaron las siguientes mediciones:

Con estos datos se calculé el rendimiento en granos por hectérea.

Namero de plantas por m?
Altura de las plantas

NUmero de nudos por planta
Numero de frutos por planta
Numero de semillas por fruto
Numero de granos por m*

Peso de 100 semillas

Anadlisis Estadisticos

Se aplicd un ANAVA para detectar diferencias debidas a los tratamientos estudiados

y las medias se contrastaron segun test DGS (p<0,05) utilizando el programa estadistico

INFOSTAT version 2011 (Di Renzo et al., 2012). Se cuantificaron relaciones funcionales

calculadas como regresiones lineales entre la nodulacion (nimero y biomasa de n6dulos por

planta) y la FBN y, entre ésta y el rendimiento de soja y sus componentes directos (nimero

de granos por superficie y su peso individual).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones meteoroldgicas
En la figura 1 se observan las precipitaciones registradas en el sitio experimental
durante la camparia 2015/16.
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Figura 1: Valores decadicos de precipitaciones durante el ciclo del cultivo de soja (2015/16)

en el establecimiento Don Mario (provincia de San Luis).

Las precipitaciones durante el ciclo del cultivo fueron abundantes, con un valor
acumulado de 547 milimetros (mm). El periodo en el cual ocurrieron las precipitaciones mas
bajas, fue en la segunda década del mes de enero con un valor acumulado de 8 mm, y el
periodo con mas lluvias acumuladas fue la primera década del mismo mes con un valor de
85 mm. El 19 de noviembre, cuando la soja estaba en el estado fenoldgico V1, se registrd
una caida de granizo, que redujo el stand de plantas en un 6,5% (Foto 2).
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Foto 2: Plantulas de soja mostrando detalles del dafio producido por granizo

Nodulacién

El cuadro 1 muestra el resultado del ANAVA y de la comparacién de medias
aplicados a los datos de infectividad y namero de nédulos por planta obtenidos en la etapa
fenoldgica V3. La infectividad se expresd como porcentaje de plantas infectadas, siendo una
planta infectada aquélla con mas de 3 nodulos activos y morfolégicamente normales. El
nimero de nddulos por planta comprende los valores de nddulos contabilizados en raiz
principal y raices secundarias.

La evaluacion de infectividad mostrd diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (p=0,0040), observandose un incremento en el porcentaje de plantas infectadas
en los tratamientos inoculados respecto al testigo sin inocular, pero sin diferencias entre las
dosis aplicadas (comercial y doble dosis).

El nimero de ndédulos totales por planta en V3 vari6 significativamente en respuesta
a los tratamientos (p=0,0329) con diferencias entre las plantas inoculadas, respecto a las

plantas sin inocular, pero sin diferir entre las dosis de inoculante (comercial y doble dosis).
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Cuadro 1. Evaluacioén de la infectividad (planta infectada aquella con mas de tres nddulos
activos) y numero de nédulos por planta (raiz principal + raices secundarias) en la etapa

fenoldgica V3

\F/L;i?at(figg Factores % plantas infectadas | Namero de nédulos planta™
Sin Inocular 8,44 B 12,31 B
Inoculacion | Dosis comercial 77,62 A 29,96 A
Dosis doble 77,72 A 32,03 A
Valor de p 0,0040 0,0329
CV (%) 23,34 25,22

Letras distintas indican diferencias significativas segun test DGS (p<0,05)

Con la préctica de la inoculacion los primeros nddulos en formarse se ubican en la
raiz primaria, indicando una infeccion temprana y, con ello, un mayor tiempo total de
fijacion (Maddonni et al., 2008a). Ademas, los nédulos ubicados en la raiz principal pueden
fijar hasta 10 veces mas N que aquellos desarrollados sobre raices laterales (Biagro, 2000).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que con la inoculacién de las
semillas se logr6 un mayor porcentaje de plantas infectada en V3, producto de una
nodulacion temprana de las mismas respecto al testigo sin inocular.

El cuadro 2 muestra el resultado del ANAVA y comparacion de medias aplicados al
numero de nodulos totales por planta y al nimero de nédulos activos por planta en la etapa
fenoldgica R5, este Gltimo discriminado por su ubicacion en raiz principal y raices

secundarias.

Cuadro 2. Numero de nddulos totales por planta y nimero de nédulos activos por planta en
la etapa fenoldgica R5. Este ultimo, discriminado por su ubicacién en raiz principal (RP) y

raices secundarias (RS)

NuUmero total de Numero de nédulos
Fuehte_de Factores nédulos por planta activos por planta
Variacion
RP+RS RP RS
Sin Inocular 21,17 B 1,44 B 14,38 B
Inoculacion | Dosis comercial 66,57 A 16,71 A 40,43 A
Dosis doble 69,12 A 17,25 A 41,28 A
Valor de p 0,005 0,0030 0,0153
CV (%) 17,43 22,33 21,98

Letras distintas indican diferencias significativas segun test DGS (p<0,05)

El nimero total de nédulos por planta, contabiliza la suma de los n6dulos sobre
raices primarias y raices secundarias sin considerar su actividad. Los resultados mostraron

diferencias significativas entre los tratamientos inoculados (p=0,005), y el testigo sin
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inocular, pero sin diferencias significativas entre las plantas inoculadas con dosis comercial y
aquéllas que recibieron una doble dosis de inoculante.

El nimero de nddulos activos por planta también vari6 significativamente en
respuesta a los tratamientos, tanto en raiz principal (p=0,0030) como en las raices
secundarias (p=0,0153). Las diferencias soélo fueron significativas entre las plantas
inoculadas (dosis comercial y doble dosis) y las plantas sin inocular (testigo). Asi, las plantas
inoculadas presentaron en promedio la mayor cantidad de nddulos activos tanto en raiz
principal (16,9) como en raices secundarias (40,8). Mientras que las plantas sin inocular
tuvieron valores promedio de 1,4 y 14,4 nddulos activos por planta en RP y RS,
respectivamente.

Segun Perticari (2006) en la etapa reproductiva R5-R6 de la soja, una nodulacién
adecuada presenta 40-50 nodulos por planta, de los cuales al menos 12 se encuentran en la
parte superior de la raiz primaria y son de tamafio mediano a grande (4-6 mm de diametro).
Esta condicion se cumplié en ambos tratamientos inoculados en este trabajo, con 66,57
nédulos totales planta™ en el tratamiento con dosis comercial y 69,12 nddulos totales planta™
en el tratamiento con doble dosis de inoculante. No se alcanz6 esa condicion en el
tratamiento testigo con 21,17 nédulos totales planta™.

El efecto que produce la inoculacion sobre la nodulacion en el cultivo de soja fue
observado por Ferraris y Couretot (2011). Estos autores encontraron que al inocular semillas
de soja con cepas de Bradyrhizobium japonicum aument6 el nimero de nddulos efectivos en
raices primarias; con una tendencia a incrementar la cantidad de nddulos efectivos en esas
raices con una dosis doble de la recomendada por marbete. Con respecto a los nédulos
efectivos en las raices secundarias, no obtuvieron diferencias. En el presente estudio, se
produjo un efecto similar en la RP, pero no en las RS donde el nimero de nddulos activos se
diferencid estadisticamente entre los tratamientos inoculados y el testigo.

La distribucién de los nédulos en raiz principal y raices secundarias esta relacionada
con el momento en que se produce la infeccion. Asi, cuanto mayor sea la proporcion de
nodulos en raiz principal, mas temprana habra sido la infeccion y posterior formacion de los
nodulos, siendo mayor el aporte de N por FBN (Maddonni et al., 2008a). En este estudio se
encontré que el numero de nodulos en raices primarias fue mayor con la inoculacion,
indicando una infeccién temprana.

El cuadro 3 muestra el resultado del ANAVA y comparacion de medias aplicados al
peso seco total de nédulos por planta y al peso seco de nédulos activos por planta en la etapa
R5, este Gltimo discriminado por su ubicacion en raiz principal y raices secundarias. El peso
total de nddulos por planta contabiliza la suma de los nédulos en raiz primaria y raices

secundarias, tanto activos como inactivos.
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El peso total de nédulos por planta vario significativamente en respuesta a los
tratamientos inoculados (p=0,0477) respecto al testigo sin inocular; pero sin diferencias
significativas entre las plantas inoculadas con dosis comercial y doble dosis.

El peso seco de nodulos activos por planta también varié significativamente en
respuesta a los tratamientos, tanto los ubicados en la raiz primaria (p=0,0073) como en las
raices secundarias (p=0,030) siguiendo un patron de respuesta similar al descripto para el
namero total de nddulos por planta. Es decir, las diferencias debidas a la inoculacién se
produjeron entre los dos tratamientos inoculados respecto al testigo sin inocular, tanto para

los ubicados sobre la raiz principal como los desarrollados en las raices secundarias.

Cuadro 3. Peso seco de nodulos totales por planta y peso seco de nddulos activos por planta
en la etapa fenolégica R5. Este ultimo, discriminado por su ubicacidn en raiz principal (RP)

y raices secundarias (RS)

Peso seco de nédulos Peso seco nédulos
F -1 i 1
Vl:;?a'fceigs Factores totales, g pl activos, g pl
RP + RS RP RS
Sin Inocular 0,16 B 0,01 B 0,06 B
Inoculacion | Dosis comercial 0,30 A 0,08 A 0,16 A
Dosis doble 0,35 A 0,10 | A | 0,21 A
Valor de p 0,0477 0,0073 0,030
CV (%) 24,22 28,14 28,57

Letras distintas indican diferencias significativas segun test DGS (p<0,05)

Segun Perticari (2006) el peso seco de nédulos por planta éptimo ronda los 800 mg y
el peso individual de 7 a 9 mg nédulo™. En este estudio, los valores de peso seco total por
planta fueron inferiores a esos valores, ubicandose en un rango de 160 mg (tratamiento sin
inocular) a 350 mg en el tratamiento con doble dosis de inoculante. Estos valores fueron aun
menores si se considera la biomasa de nédulos activos por planta (70 mg en el testigo y 310

mg en el tratamiento con doble dosis comercial).

Balance de Nitrégeno

En el cuadro 4, se presenta el balance relativo de N calculado para cada uno de los
tratamientos evaluados en el estudio.

El contenido de N-NO; en los primeros 40 cm del suelo a la siembra fue de 21,28 kg
ha™; mientras gue a la cosecha del cultivo el valor se redujo a 17,89 kg ha*en el tratamiento
de doble dosis, a 17,02 kg ha en el tratamiento de dosis comercial y a 16,32 kg ha? en el
tratamiento testigo sin inocular. El contenido de MO en los primeros 20 cm del perfil del
suelo, medido a la siembra, fue de 0,97%. Para calcular el aporte por mineralizacion de la

MO, se aplic6 un indice estimado del 2% que arrojé un valor de 27,16 kg ha™ de N adicional
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al determinado en el suelo a la siembra. El aporte de N por lluvias entre la siembra y R8 fue
de 11,2 kg ha™*, en promedio.

La cantidad de N extraido por el cultivo al final del ciclo se obtuvo afectando la
biomasa aérea acumulada por cada 6rgano de las plantas hasta R7, por su respectivo
contenido de N. Se obtuvo un valor promedio de 180,58 kg ha™ en la soja inoculada con la
doble dosis comercial, de 162,54 kg ha™ en la soja inoculada con la dosis comercial
recomendada y de 126,58 kg ha™ en la soja sin inocular.

Los requerimientos de N del cultivo de soja son abastecidos con el aporte del
nutriente proveniente del suelo (cantidad disponible al inicio del ciclo, mas el N generado
por mineralizacion de la MO durante el ciclo del cultivo), el aportado por la FBN vy, en
menor proporcion, por el N atmosférico que se incorpora con las lluvias. En este caso, el
tratamiento con doble dosis comercial de inoculante recibié el mayor aporte de la FBN, con
un valor de 138,83 kg ha™ representando el 76,9% del N total absorbido por el cultivo. Le
siguio el tratamiento con la dosis comercial recomendada donde el aporte por FBN fue de
119,92 kg ha™ (73,8% del N total absorbido por el cultivo), y el menor valor fue para el
tratamiento testigo sin inocular con un aporte de 83,26 kg ha™ de FBN (65,7% del N total
absorbido por el cultivo).

Los resultados obtenidos del aporte de N por FBN coinciden con lo planteado por
Fontanetto y Keller (2006) quienes sefialan que el cultivo de soja obtiene entre 25y 75% de
sus requerimientos nitrogenados a través de la FBN.

El aporte de N por el proceso de FBN depende de la disponibilidad de N-NO; en el
suelo, de los factores edafo-climaticos, de la demanda de N por parte del cultivo, de la
capacidad competitiva, eficiencia y persistencia de la cepa Bradyrhizobium japonicum
(Maddonni et al., 2008b).

Cuadro 4. Balance relativo de N para los tres tratamientos (valores expresados en kg ha™)

N-NOj; en el suelo Aportes de N N extraido Aporte
Tratamiento por el FBN | por FBN
ala a . . L, .
. Lluvias |Mineralizacion cultivo %
siembra | cosecha
Sin inocular 21,28 16,32 11,2 27,16 126,58 83,26 65,77
Dosis comercial | 21,28 17,02 11,2 27,16 162,54 119,92 73,77
Doble dosis 21,28 17,89 11,2 27,16 180,58 138,83 76,88

Estos resultados demuestran que el suelo del sitio experimental posee una buena
poblacion de rizobios especificos para la soja ya que el tratamiento sin inocular (testigo) tuvo
un aporte de N por el proceso de FBN siendo un valor alto (~66% del total extraido). Es muy
probable que la presencia de estas cepas naturalizadas se deba a la inclusién de soja en ciclos

agricolas anteriores (2 oportunidades en los 5 afios previos a este estudio). Por el contrario, si
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no hubiese habido antecesor soja, la poblacion de rizobios no seria la misma y, en ese caso,
el aporte de N de la FBN debiera haberse suplido con aportes externos (fertilizacion). En
estas condiciones de baja productividad del suelo, pero con presencia de bacterias fijadoras
de N, las plantas estimulan el proceso de nodulacion para cubrir una proporcion de N
elevada.

Componentes del rendimiento

Los datos de rendimiento en granos y sus componentes directos (nimero de semillas
m?y peso de 100 semillas), se presentan en el cuadro 5.

Los resultados del ANAVA muestran que el rendimiento varié significativamente en
respuesta a los tratamientos (p=0,0094) con diferencias entre los dos tratamientos inoculados
respecto al testigo sin inocular, pero sin diferencias entre ellos.

Con respecto a los componentes directos del rendimiento, el nimero de granos m™
difirié significativamente (p=0,0103) entre los diferentes tratamientos. EI modelo de
respuesta fue similar al descripto para el rendimiento de semillas, donde los dos tratamientos
inoculados fueron similares entre si, y ambos superaron al testigo sin inocular. EI peso de la
100 semillas no presentd diferencias estadisticamente (p=0,0923) significativas entre los
tratamientos (valor promedio de 12,7 g las 100 semillas).

Cuadro 5. Rendimiento en granos y sus componentes directos, nimero de grano (NG) por

superficie y peso de 100 semillas (PG 100)

Semillas
Fuente de —
., Factores NG PG 100 Rendimiento
Variacion 2 1
m g kg ha
Sin Inocular 1014 B 12,7 1278,3 B
Inoculacién | Dosis comercial 1341 A 12,6 1685,6 A
Dosis doble 1658 A 12,6 2075,8 A
Valor de p 0,0103 0,0923 0,0094
CV (%) 29,58 2,75 28,79

Letras distintas indican diferencias significativas segin test DGS (p<0,05)

El efecto de la FBN sobre el rendimiento fue documentado por Ferraris y Couretot
(2011) quienes obtuvieron resultados similares a los hallados en el presente trabajo. El
rendimiento fue mayor con la inoculacion, habiendo diferencias significativas entre el
rendimiento de soja sin inocular y el de la soja inoculada con la dosis de marbete. Tampoco
se produjeron aumentos significativos del rendimiento cuando se inoculd con doble dosis.
Estos autores determinaron que el principal componente del rendimiento afectado por los
tratamientos de inoculacion fue el nimero de granos, tal como se encontré en este trabajo.

Numerosos ensayos realizados en el marco del proyecto Inocular (desde 1994),

muestran que en lotes con historia sojera la respuesta a la inoculacion produjo un incremento
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del rendimiento de 291 kg ha™. De manera similar, Perticari (2004) obtuvo aumentos
promedio de rendimiento de 364 kg ha™ en suelos con antecedentes de soja; y en el
Departamento de Agricultura de Nitragin (2016) obtuvieron aumentos de rendimiento de 331
kg ha™ en soja inoculadas con Nitragin Optimize 1l en comparacién con un testigo sin
inocular. En el presente estudio el aumento promedio de rendimiento en respuesta a la
inoculacion con la dosis de marbete respecto al testigo (sin inocular pero con antecedente
sojero) fue 407 kg ha™; diferencia que aumenta a 798 kg ha™ si se compara el testigo con el
tratamiento de doble dosis de inoculante.

Maddonni et al. (2008a) concluyeron que el rendimiento de los cultivos inoculados
se puede incrementar, con respecto al rendimiento de cultivos no inoculados, s6lo cuando el
cultivo inoculado produzca nddulos en forma temprana, en cantidad (mayor peso seco de
nodulos), y/o las cepas del inoculante hayan logrado producir una elevada proporcién del
total de nddulos formados, en comparacién con los cultivos no inoculados. En este estudio,
las plantas inoculadas con la dosis comercial recomendada tuvieron una infectividad mas
temprana, mayor cantidad de nédulos activos, mayor cantidad de nddulos localizados en raiz
principal y una mayor biomasa nodular en comparacion con el testigo; todo lo cual se puede
relacionar con el aumento del componente nimero de granos por m?y del rendimiento de

semillas.

Relaciones funcionales

A continuacién, se presentan algunas relaciones funcionales calculadas como
regresiones lineales entre la nodulacion (nimero y biomasa de nodulos por planta) y la FBN
y, entre ésta y el rendimiento de soja y sus componentes directos (nimero de granos por
superficie y su peso individual).

Las relaciones entre el nimero y peso de nédulos totales por planta y la FBN,
ajustaron a un modelo lineal y positivo, con un elevado grado de ajuste de las mismas (R? de

0,948 y 0,999, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 2: Relaciones entre FBN y el N° total de nédulos por planta (izquierda), y entre la
FBN y la biomasa nodular total por planta (derecha) del cultivo de soja (2015/16). Cada
punto de la relacién es un promedio de 3 repeticiones.

La relacion entre la FBN y los componentes del rendimiento de la soja fue lineal y
positiva solo para el nimero de semilla por m™ (Figura 5), con un grado de ajuste importante
(R?= 0,943). Mientras que, el peso de 100 semillas no se relacion6 con la FBN (valor de la
pendiente: -0,0097).
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Figura 3: Relacion entre la FBN y el niamero de semillas m? del cultivo de soja (2015/16).

Cada punto de la relacion es un promedio de 3 repeticiones.

Finalmente, la relacion entre la FBN y el rendimiento en granos result6 ser positiva y

con un elevado grado de ajuste (R?= 0,945) (Figura 6).
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Figura 4: Relacion entre la FBN y el rendimiento en granos del cultivo de soja (2015/16).
Cada punto de la relacion es un promedio de 3 repeticiones.

Margen Bruto

Se realiz6 una estimacion del margen bruto para comparar el tratamiento inoculado
con la dosis de marbete y el testigo sin inocular, en un suelo con antecedentes de soja.

El tratamiento testigo sin inocular produjo un rendimiento promedio de 1278 kg ha™
que afectado por el precio de la soja (4.145 $ tn™), resulté en un ingreso bruto de 5.297 $ ha’
', En el tratamiento inoculado con la dosis de marbete (rendimiento promedio de 1685 kg ha”
1, el ingreso bruto fue 6984 $ ha™. En este caso, se debe descontar a los costos totales el
monto del inoculante ($ 61 ha™), resultando un valor de ingreso bruto de 6923 $ ha™. De la
comparacion entre ambos tratamientos, resulté una diferencia del margen bruto de 1.626 $
ha™ a favor de la practica de inocular la semilla de soja. Los valores calculados se obtuvieron
aplicando las cotizaciones de la soja y el dolar correspondientes el dia 6 de diciembre de
2016.
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CONCLUSIONES

El estudio permitio validar la primera parte de la hipdtesis planteada, es decir el
rendimiento del cultivo en suelos con antecedentes de soja se increment6 con la inoculacion.
Sin embargo, no fue asi para la segunda parte, ya que la dosis doble de inoculante no produjo
un aumento significativo del rendimiento comparado con la dosis comercial indicada en el

marbete, como se planted.

La infectividad y el numero de nddulos totales por planta respondieron
significativamente a la inoculacién en etapas tempranas de desarrollo (V3), con diferencias

entre las plantas inoculadas y el testigo sin inocular.

La nodulacién evaluada en la etapa R5 difirié significativamente en los dos
parametros que la determinan: ndmero total de nédulos por planta y peso total de nédulos

por planta, con diferencias entre las plantas inoculadas y sin inocular.

El célculo del Balance Relativo de Nitrégeno permitié cuantificar los aportes
relativos de la FBN a la nutricion nitrogenada del cultivo, con valores promedio de 134 kg
ha™ en el tratamiento de doble dosis, 120 kg ha™ en el tratamiento de dosis comercial y 83 kg
ha™ en el testigo. Datos que representan una contribucion por FBN del 77, 74 y 66%,
respectivamente. Estos resultados confirman la respuesta positiva a la inoculacion adn en

situaciones con antecedentes de soja en el lote.

El rendimiento de semillas varid en respuesta a los tratamientos, con una diferencia
significativa de 407 kg ha™ en promedio, entre la inoculacion simple (dosis de marbete) vy el
testigo sin inocular. Diferencia que casi se duplicé (798 kg ha™) entre el testigo y el

tratamiento con doble dosis de inoculante, aunque sin diferir estadisticamente.

Las diferencias en el rendimiento resultaron de un mayor nimero de granos por
superficie, componente que se relaciond positivamente con el aumento de biomasa nodular
(nimero y peso de ndédulos activos en raiz primaria y secundaria); a consecuencia de una

infectividad temprana de las plantas de soja que impact6 positivamente en la FBN.

Las relaciones funcionales entre los parametros que definen la nodulacion (nimero y
biomasa nodular/planta) y la FBN; y entre ésta y el rendimiento en granos fueron lineales y

positivas con un elevado grado de ajuste.

Finalmente, la inoculacion con la dosis recomendada produjo un aumento del
margen bruto de 1626 $ ha™, adn en suelos con antecedentes de soja en la rotacion de

cultivos.
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