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1. INTRODUCCION

1.1. La necesidad de alimentos en el mundo: las proteinas

La poblacién mundial ha crecido abismalmente en los Ultimos afios, segin datos de la UN (United
Nations) el numero demografico alcanzé la cifra de siete mil millones de habitantes en el afio 2011
(http://esa.un.org/wpp/Excel-Data/population.htm). Debido a este aumento significativo, en
especial, en paises en desarrollo de Africa, Medio Oriente y América Latina y a la disminucién de la
productividad agricola por sistemas de baja sustentabilidad, el mundo se enfrenta, desde hace varias
décadas, a una crisis alimenticia (Repetto et. al., 1989).

Las proteinas son la base de la alimentacidn humana y animal, forman parte de la estructura bdsica
de los tejidos, desempefian funciones metabdlicas, reguladoras y pueden ser utilizadas como
energia. Por lo tanto, hay un desafio en producir una mayor cantidad de alimentos ricos en proteinas
para satisfacer las necesidades alimenticias del crecimiento demografico mundial (Perez y Zamora,
2002).

Focalizando en los cultivos agricolas, nos enfrentamos con la necesidad de producir volimenes de
alimentos cada vez mayores en la misma superficie, enfrentados a suelos empobrecidos en su
fertilidad, por el mal uso agricola- pastoril durante muchos afios. De ahi que muchos paises apuntan
a la intensificacion de los procesos productivos con el objetivo de aumentar la productividad por
hectdrea (ha), buscando innovaciones tecnoldgicas que cambien las técnicas tradicionales de manejo
vegetal y animal. Por ejemplo, siembra directa, mejoramiento genético vegetal y animal y uso de
insumos agroquimicos con diferentes finalidades (Arbeletche y Carballo, 2008).

1.2. La soja y su significado en la alimentacion

La soja (Glycine max L. Merril) pertenece a la familia de las Leguminoceae o Fabaceae, subfamilia
Faboideae. Esta familia contiene entre 16.000 a 19.000 especies arbdreas y herbaceas (Allen y Allen,
1981). Tienen por fruto una legumbre o chaucha y segun datos proporcionados por la FAQ, su
cultivo suministra varias ventajas, entre ellas alto rendimiento/ha, alto contenido de proteinas y un
gran valor nutritivo en general (Corbera y Hernandez, 1997) asi como multiples subproductos de
interés econémico.

La soja es un cultivo de gran importancia agricola en Estados Unidos, Asia y en América del Sur, tanto
en superficie, en produccion, rentabilidad y rendimiento en grano/ha. Para la zafra 2012/2013 se
estima un rendimiento de 82 millones de toneladas en Brasil, 56 en Argentina y 8.6 en Paraguay.

En nuestro pais, la soja ha adquirido gran importancia agricola, llegando a ser en los ultimos afos el
principal cultivo de grano. En el afio 2012, se sembraron aproximadamente 1.25 millones de ha,
esperandose una produccion de 3.1 millones de toneladas de grano (www.elobservador.com.uy,
12/2012).



Entre los factores que han favorecido al cultivo en nuestro pais se mencionan: alto precio
internacional, cultivo en diferentes tipos de suelos, aplicacién de paquete tecnolégico, uso de la
Fijacion Biolodgica de Nitrogeno (FBN), total aprovechamiento del grano. La expansién del cultivo en
la ultima década se debe al margen de ganancia que obtienen los agricultores.

Su alto precio en el mercado internacional es atractivo para los agricultores uruguayos en
comparacién con otros cultivos: oscila en 500 ddlares por tonelada resultando rentable para ellos. Si
bien requiere suelos fértiles y buena disponibilidad de agua para dar rendimientos mayores a 2000
kg/ha (promedio nacional 1900 kg/ha) se ha visto que su cultivo se extiende a zonas de suelos de
menor fertilidad, con rendimientos aun aceptables (promedio 1700 Kg/ha) dado el atractivo del
precio internacional (comunicacién personal M. Sicardi).

Otro motivo del auge de la soja es el paquete tecnoldgico disponible a los productores, con esto nos
referimos a la sumatoria de técnicas de manejo recomendadas a los productores de soja para lograr
altos rendimientos. Por ejemplo, la siembra directa ha facilitado la siembra de grandes extensiones,
rotaciones para proteccidon de la erosidn, aporte de fertilizante fosfatado y la disponibilidad de
inoculantes con bacterias fijadoras de nitrégeno que en general alcanzan a cubrir las necesidades de
nitrégeno del cultivo, favoreciendo ademads la recuperacion de la fertilidad de los suelos. La fijacion
biolégica de nitrégeno (FBN) no sélo ahorra la fertilizacion nitrogenada sino que disminuye la
emanacién de éxido nitroso, principal gas de efecto invernadero. A este paquete tecnoldgico se le
suma, principalmente en la ultima década, la aplicacién indistinta de biocidas en las semillas
(herbicidas, insecticidas y fungicidas). Por supuesto que la aplicacién de las innovaciones
tecnoldgicas mencionadas, revolucionaron al cultivo no sélo en Uruguay sino en otros paises de la
region (Rocha, 2012).

Ademas del alto valor nutritivo del grano de soja y sus multiples aplicaciones industriales, cabe
mencionar que contiene aproximadamente 20% de aceite de buena calidad. Se obtiene también Ila
harina de soja, que corresponde a otro subproducto del procesamiento de la semilla que se vende
para consumo humano y principalmente para racidon animal. La importancia del cultivo se evalla
ademads porque los principales compradores mundiales son la Unién Europea y China que utilizan la
harina como racion animal en los sistemas de ganaderia intensiva (Oyhantcabal y Narbondo, 2011).

1.3. La fijacion bioldgica de nitrégeno

El nitrégeno (N) es uno de los nutrientes imprescindibles para la produccion de alimentos de origen
vegetal y es uno de los mds limitantes en el suelo, por lo que se afiade en muchos sistemas agricolas
como fertilizante quimico. La produccidn de estos fertilizantes se realiza por el proceso industrial
Haber- Bosch (1914), el cual utiliza gas natural para fijar el nitrégeno atmosférico (N,). Esta situacién
acarrea algunos inconvenientes, el primero es que el gas natural que se usa como energia es un
combustible fésil que encarece la produccidn del fertilizante y que no es renovable (Tommasino,
2008; Estrada et. al., 2009) En Uruguay, su empleo genera un gasto de divisas que tiene una alta
incidencia en los costos de produccién de los cultivos cuya principal fuente nitrogenada es el N
qguimico. En el caso de las leguminosas, se calcula que el pais ahorra aproximadamente 150 millones
de ddlares anuales por la sustitucién de los fertilizantes nitrogenados por la FBN (Labandera, 2003).
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En consecuencia, en nuestro pais se prioriza y predomina el aporte de la FBN en soja, evitando
ademads posibles excesos de N en los suelos.

El N, se encuentra en grandes cantidades en la atmédsfera y es inaccesible para la mayoria de los
seres vivos, excepto para un grupo limitado de Bacterias y Archeas llamadas diazétrofos (diazo= N,,
trofo= nutricién) entre las cuales se destaca el género Rhizobium por su relacion con las
leguminosas. Este grupo de microorganismos sintetizan un complejo enzimatico llamado
nitrogenasa que convierte el nitrogeno gaseoso en amoniaco, el cual es téxico para las células en
altas concentraciones, por lo que es rapidamente incorporado como amonio en aminodcidos y
proteinas (Frioni, 2011).

El proceso de FBN esta representado por la siguiente ecuacion:
N,+16 ATP+8e +8H* —> 2 NH;+H,+ 16 ADP + 16 Pi

El NH; es rapidamente reducido a NH, porque es toxico para las células. El triple enlace del N, es
extremadamente inerte por lo que el proceso para romperlo requiere de mucha energia por parte
de la célula, se calculan entre 14-24 moléculas de ATP para reducir un mol de N, (Freixas et. al.,
2010).

El complejo enzimatico de la nitrogenasa esta formado por dos componentes: la hierro proteina o
dinitrogenasa reductasa y el hierro- molibdeno proteina o dinitrogenasa. La FBN es una reaccidn de
reduccion del N, en la cual el oxigeno (O,) inactiva a la dinitrogenasa reductasa. Si bien hay
diazotrofos aerobios, los mismos han desarrollado diversos mecanismos para proteger a la enzima
del contacto con el O, (Kuzma et. al., 1993).

Los diazdétrofos son microorganismos que tienen una alta variabilidad en cuanto a su metabolismo y
ecologia. Hay fijadores que son heterdtrofos aerobios, anaerobios, y anaerobios facultativos, como
también hay quimioautdtrofos y fotosintéticos. En cuanto a ecologia estos procariotas pueden ser de
vida libre, pueden encontrarse asociados a la rizésfera, viviendo dentro de una planta (enddfitos) o
en simbiosis (Baca et. al., 2000).

1.4. Significacién y eficiencia de la simbiosis Rhizobium-soja

Las simbiosis entre plantas y microorganismos han sido las asociaciones mas estudiadas y utilizadas
en la agricultura por su mayor eficiencia en FBN comparado con los fijadores libres. Por lejos, la mas
importante desde el punto de vista de aporte de N a los cultivos es la asociacién simbidtica
Rhizobium-leguminosa.

Los rizobios son bacilos Gram negativos, proteobacterias del grupo a mayormente, son aerobios,
pueden presentar motilidad, no forman endosporas y son capaces de utilizar varias fuentes de
carbono. Pertenecen a la familia Rhizobiaceae, en la cual se incluyen los géneros: Rhizobium vy
Sinorhizobium de crecimiento rapido, Bradyrhizobium de crecimiento lento y Azorhizobium y
Mesorhizobium entre otros. Algunos autores prefieren utilizar el término de Rhizobium o mas
comunmente “rizobio” como nombre genérico para referirse a bacterias formadoras de nédulos en



raices de leguminosas (Herrera, 2010). En adelante nos referiremos, por extensién, a “Bradyrizobios”
ya que en este trabajo se utilizaron cepas de Bradyrhizobium spp.

La simbiosis en soja ocurre con diazdtrofos pertenecientes al género Bradyrhizobium. Esa asociacion,
al igual que otras, es muy especifica, es decir no todos los Bradyrizobios interactian con las
variedades de soja para formar nédulos en sus raices. La especificidad esta establecida por sefiales
moleculares planta-bacteria que ocurren en la rizdsfera. Las plantas liberan exudados radicales,
moléculas llamadas flavonoides que son reconocidas por receptores que poseen las bacterias en su
membrana plasmatica. Cuando la bacteria y la planta se reconocen, se inicia el ingreso o infeccidon
por los Bradyrizobios al pelo radical, seguido de nuevos procesos interactivos que culminardn con la
formacidon de un nuevo érgano visible en la raiz, el ndédulo. En las células vegetales del nédulo y
como consecuencia de la interaccion de ambos simbiontes, se forman los simbiosomas donde ocurre
la FBN. En resumen, hay reconocimiento de los flavonoides especificos de la leguminosa seguido de
la activacion de los genes de nodulacién de la bacteria (nodABC) y su expresion en factores nod
especificos (Kuzma et. al., 1993). La especificidad ocurre en distintas etapas de la formacion del
ndédulo.

El nédulo proporciona el ambiente donde vivird la bacteria proveyéndola de las condiciones
necesarias para que realice sus funciones vitales como también protegerla del O, para que la FBN sea
posible. Las capas celulares del nddulo, en especial las conocidas como barrera a la difusion de
oxigeno, actyan disminuyendo su concentracidon. Con este mismo fin, en el citoplasma vegetal y
cerca del simbiosoma se sintetiza una proteina, la leghemoglobina, encargada de regular un flujo
Optimo de O,. Esta proteina es sintetizada por la planta y la bacteria en conjunto, la planta aporta la
estructura proteica y la bacteria el grupo hemo o de hierro encargado de retener el O,. Establecida la
simbiosis, el rizobio pasa por cambios morfolégicos y bioquimicos, se llama bacteroide por la que se
conoce como fijador de N, (Soto- Urzta y Baca, 2001).

Los agricultores uruguayos utilizan la FBN en sus cultivos de soja, evitando, como se menciond, el
gasto en fertilizante quimico e impulsando una agricultura sustentable. Los multiples beneficios de la
FBN se logran utilizando los inoculantes que se producen en Uruguay, de alta calidad y especificos
para soja.

1.5. Los inoculantes

El término inoculante refiere a un producto cuyo principio activo son microorganismos vivos, no
patdgenos, que favorecen la nutricion y/o el desarrollo de las plantas (BIOFAG, 2008). El inoculante
para leguminosas es un producto constituido por un soporte que contiene una alta densidad de una
0 mas cepas de rizobios o Bradyrizobios eficientes en fijacion bioldgica del nitrégeno (Frioni, 2011).

En la década de 1960, en Uruguay se desarrollé un programa de seleccion de cepas de rizobios para
leguminosas forrajeras y de materiales como soportes, con el objetivo de disponer de una
produccién nacional y usar inoculantes de calidad. El mismo fue promovido por el MGAP (Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca) creandose el Laboratorio de Microbiologia de Suelos y Control de
Inoculantes, el cual actualmente estd en actividad. Asi se logrd establecer la Industria Nacional de



Inoculantes y el marco legal para garantizar su calidad. En 1980, las investigaciones en el tema se
ampliaron hacia la produccidn de inoculantes para soja (Labandera, 2003).

Los criterios aplicados en la seleccidn de cepas para los inoculantes son:

- Alta eficiencia para fijar nitrogeno

- Competencia saprofita

- Compatibilidad inter-especifica

- Estabilidad genética

- Comportamiento industrial

- Sobrevivencia en semillas

- Tolerancia a factores bidticos y abioticos

Por otra parte, los inoculantes nacionales para leguminosas son evaluados y certificados por el
laboratorio del MGAP mencionado. Las normas exigen que cada lote fabricado deba cumplir con los
estandares de:

- Ausencia de contaminantes

- 2x10° UFC bacterias/g de turba o ml en fabrica

- 1x 10° UFC/g de soporte en el momento de la distribucién
- 1x 10® UFC/g de soporte cumplida la fecha de vencimiento

El control de calidad oficial también incluye evaluaciones de nodulacidon en plantas por lo que
garantiza al agricultor el uso de un producto confiable que le brindara buena nodulacién y fijaciéon de
nitrégeno si se hace un uso adecuado (Labandera, 2007).

Los inoculantes se preparan en Uruguay en base a turba (sélidos) o liquidos. La turba es un producto
con alto contenido en materia orgdnica, mientras que el inoculante liquido es un medio de cultivo
rico sintético. Ambos soportes son esterilizados y luego inoculados con las cepas de seleccionadas
previamente, muchas veces conocidas como “recomendadas” o “comerciales” debido a su
destacado comportamiento simbidtico y agrondmico.

Se conoce que existen diferencias de proteccion a los rizobios entre los dos soportes en los que se
comercializan los inoculantes y con diferencias de practicidad a la hora de aplicarlos. Estas
caracteristicas son tomadas en cuenta a la hora de elegir cual es el mas indicado para cada tipo y
condiciones de siembra. Estas diferencias se resumen principalmente en el precio, la turba es mas
costosa, la sencillez para manipular el producto, el soporte liquido es mas practico ya que la turba
puede formar grumos y puede obstruir la salida del producto en la sembradora. Entre un inoculante
sélido y uno liquido se han encontrado diferencias en la sobrevivencia de los rizobios tanto en el
inoculante como en las semillas inoculadas. Si bien el nimero bacteriano disminuye en ambos, la
turba se destaca frente al liquido amortiguando mas la disminucién ofreciendo mayor proteccion.
Esto sucede gracias a los microambientes que se forman entre las particulas mas pequenas, que le
sirven de proteccién a las bacterias frente a factores como altas temperaturas, deshidratacién y
propiedades quimicas adversas del suelo (Labandera, 2003; Estrada et. al., 2009; Fuentes y
Caballero, 2006).



La inoculacién de la semilla de soja y de otras leguminosas forrajeras ha sido y sigue siendo exitosa
en Uruguay, tanto por la calidad de los inoculantes como por la total y cuidadosa adopcion de la
tecnologia por los agricultores. Como se menciond, el rendimiento promedio nacional de soja es de
1.9 toneladas/ha, los cuales deberian ser mas altos si se tiene en cuenta el manejo que se le da al
cultivo. Aparentemente varios factores serian los responsables de ese rendimiento, los cuales deben
ser identificados y entendidos para poder desarrollar una estrategia tecnolégica que facilite su
control.

En la dltima década, se ha sumado al cultivo de soja la tecnologia de aplicacidon generalizada de
curasemillas, sin un total conocimiento en cuanto a sus ventajas y desventajas de su aplicacién.
Estos, principalmente fungicidas e insecticidas, se usan tal como se recomiendan en el mercado vy
con la conviccidn de que se garantiza la seguridad del cultivo eliminando las plagas y obteniendo
entonces altos rendimientos por hectarea.

1.6. Los agroquimicos: tecnologia actual en el cultivo de soja

Actualmente la produccién de cultivos intensivos y extensivos va de la mano con la adiciéon de un
cumulo de agroquimicos a los cuales se les asigna varios beneficios como control de plagas,
estimular el crecimiento de la planta, suplir nutrientes, proteccién de la semilla entre otros (Henning
et. al., 1997).

En general, dentro de la denominacion de agroquimicos encontramos:

- Productos para el control de plagas: insecticidas, bactericidas y fungicidas.

- Productos para estimular el crecimiento de las plantas, conocidos como bioestimulantes; con
micronutrientes como Mo y Fe.

- Productos combinados: fungicidas mas insecticidas y también microorganismos y otros
compuestos quimicos.

Como se menciond, la soja no es la excepcién al uso de productos quimicos sintéticos, sino que por
el contrario hay una gran gama de agroquimicos que se utilizan en la regidén y en nuestro pais. Entre
ellos fungicidas, insecticidas, repelente de aves, bioestimulantes de raices, bioestimulantes con Mo
para las bacterias, bioprotectores de las células microbianas, etc. Ultimamente hay en el mercado
otros productos denominados polimeros, recomendados para favorecer la adhesién del inoculante a
la semilla, extendiendo su accién a favorecer la sobrevivencia de las bacterias por proteccién fisica
(Hungria y Campo, 2005). Esta sumatoria de quimicos sintéticos es recomendada por diferentes
empresas comerciales en el paquete tecnolégico de soja, por lo general de aplicacién junto con los
inoculantes. Se ha constatado que en nuestro pais la aplicacién de fungicidas estda muy extendida
aun cuando no hay disponible informacion sobre los efectos de esos productos al usarlos con semilla
inoculada. Tampoco se sabe si los productos tienen o no algin efecto téxico en las etapas
posteriores es decir en la nodulacién y en la FBN.

Cuando se trata de agroquimicos el tema es un tanto ambiguo debido a carencia de informacion en
el momento de usar alguno de ellos. Por ejemplo, cuando hablamos de fungicidas estamos
agrupando muchos productos quimicos con distintos principios activos. Se pueden comportar de
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distinta manera ya que lo Unico que tienen en comun es que cumplen un mismo objetivo de
controlar determinadas plagas y en algunos casos compartir un determinado principio activo.

Por otra parte, los agroquimicos como los fungicidas e insecticidas pueden contener varias
moléculas incluyendo:

- uno o varios materiales activos que aseguran el efecto del pesticida.

- un disolvente que en el caso de los liquidos es por lo general aceite vegetal mientras que para los
sélidos suele utilizarse arcilla o talco.

- aditivos que son sustancias sin actividad bioldgica, facilitan la modificacién de la calidad del
producto y su empleo.

No se descarta la posibilidad de que la toxicidad de un producto sintético pueda deberse al colorante
o al disolvente que acompafia al principio activo.

A la hora de sembrar, los agricultores no siempre tiene informacién que le avale la eleccidon de uno
de ellos, la principal carencia de informacidn se refiere a cual de esos productos afecta la nodulacén
y la FBN.

El uso indiscriminado de agroquimicos preocupa a los actores de la cadena de produccién de soja y
han surgido preguntas que requieren respuesta. éQué efecto tienen cuando estdn en contacto con
los inoculantes en las semillas? ¢Qué ocurre con la nodulacion y la fijacion de nitrégeno? La
preocupacién esta fundamentada en la escasa o nula nodulacién observada en un porcentaje de las
siembras extensivas de los ultimos afios en nuestro pais.

A continuacién se mencionan los agroquimicos comercialmente disponibles en nuestro pais, sin
pretender presentar una lista exhaustiva de ellos.

1.6.1. Fungicidas curasemillas

Los fungicidas son sustancias tdxicas que se emplean para impedir el crecimiento o para eliminar los
hongos fitopatégenos de la semilla y del suelo. Son el principal grupo de productos quimicos para
combatir enfermedades de plantas, en especial en etapas tempranas del desarrollo de las raices. Se
aplican localmente a las semillas, mediante pulverizado, rociado o revestimiento.

Se clasifican segun sean de contacto o sistémico:

- Contacto: cuando cubre una superficie y evita la entrada del hongo
- Sistémicos: se aplican sobre la planta o mediante su riego y se transportan al sistema
vascular
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Cuadro 1: Grupos funcionales y principios activos de fungicidas organicos disponibles comercialmente, tipo, espectro y
modo de accion.

GRUPOS FUNCIONALES PRINCIPIO ACTIVO ACCION POR | ESPECTRO | MODO DE ACCION

Interfieren produccién de energia

Etilen- bisditiocarbamatos (Mancozeb) dentro de la célula

Disulfuro de plietilentioruramina + Zn (Metiram)

Dimetil- ditiocarbamatos (Ferbem)

Tetrametil tiuram (Tiram)

DITIOCARBAMATOS Propolen- bisditiocarbamato (Propineb)
Captan
Reaccionan con grupos
FTALIMIDAS Folpet sulfhidricos

Kresoxim- metil

Azoxystrobin

ESTROBILURINAS Trifloxystrobin Contacto Inhiben respiracion celular

Benomil

Carbendazim

Metil tiofanato

Inhibe sintesis de tubulina,

BENZIMIDAZOLES Tiabendazol bloguea mitosis
ACILALANINAS Metalaxil Biosintesis de ARN
Iprodione i . o
Sintesis de ADN, inhibe
DICARBOXIMIDAS Procimidone . germinacién de esporas
Amplio
TRIAZOLES Flusilazol Sistémico espectro Sintesis de ergosterol

El cuadro 1 muestra los principios activos de los fungicidas segin los grupos quimicos funcionales
gue estan presentes en sus moléculas. Dada su diversidad y posibilidad de combinaciones quimicas
entre ellos, son productos que afectan de diferente forma a los hongos (cuadro 1) y que podrian
también ser téxicos para los Bradyrhizobios de los inoculantes. En la bibliografia existen numerosos
ejemplos del efecto de fungicidas sobre la sobrevivencia de cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium en
semillas inoculadas (Tesfai y Mallik, 1986) (Dunfield et. al., 1999) en la nodulacién y en la fijacién de
nitrégeno (Andrés et. al., 1996). En nuestro pais, se realizé un ensayo en invernaculo para evaluar 3
fungicidas en soja (Labandera, 2003). El autor determind que los 3 afectaron significativamente el
numero de nddulos y la masa nodular/planta.

1.6.2. Insecticidas

Los insecticidas en general se refieren a productos sintéticos que matan insectos de las plantas.
Integran junto con los fungicidas y herbicidas los compuestos conocidos como plaguicidas.

En nuestro pais, existe una alta demanda del insecticida Draza® (Metiocarbamato) como repelente
de palomas en las etapas iniciales del cultivo de soja. Se aplica como liquido a la semilla y el
producto protege a la plantula ahuyentando a las aves.
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1.6.3. Bioestimulantes

Un bioestimulante es una solucion cuya formula depende del fabricante, pero en general contiene
micro y macro nutrientes, Mo, Fe, P, S o cualquier otro elemento requerido por los vegetales. Los
ejemplos mencionados evidencian que hay muy distintas formulaciones de productos
bioestimulantes, muchos de ellos a base de hormonas, aminodcidos, vitaminas, y enzimas. Se
recomiendan para aumentar el desarrollo de las plantas supliéndolas con todos o con la mayoria de
los nutrientes que necesita. En el caso del cultivo de soja, algunas de las empresas que venden
inoculantes para soja, recomiendan el uso de bioestimulantes en la inoculacién. Los bioestimulantes
pueden incluir Mo, micro nutriente que favoreceria el funcionamiento de la fijacién de N, ya que es
un elemento requerido por la enzima nitrogenasa. Como complemento de la informacién se
menciona que por ejemplo, la empresa argentina Rizobacter S.A. que formula el producto Signum?®,
el cual prepararia a la planta para reconocer y responder al intenso sistema de sefiales moleculares
gue ocurren luego de la germinacidn, activando la simbiosis, asi como los mecanismos de defensa de
la planta en respuesta a estrés por patdgenos y condiciones ambientales adversas. Otras ventajas
gue se mencionan para su uso son: activar la fisiologia microbiana, mejorar la germinacion y el
desarrollo del cultivo, promover la actividad microbiana rizoférica, maximizar la FBN e incrementar
el rendimiento y la calidad del grano (http://www.rizobacter.com.ar/).

Las formulaciones con Mo han surgido principalmente por el interés en conocer y definir el papel del
Mo como mejorador de la FBN y los resultados han sido variables (Carvalho Leite et. al., 2009;
Campo y Hungria, 1999). Hay distintas maneras de aplicacién de sustancias ricas en Mo, la mas
utilizada es la de embeber las semillas en el producto que lo contiene. Este proceso puede traer
problemas como pérdida del poder germinativo de las semillas, disminucién del crecimiento y de la
produccién. Por ejemplo, se estudié en frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) el efecto del
agregado de dosis de Mo en Bradyrhizobium elkanii. El estudio demostré que la aplicacién de Mo no
aumentd el nimero y masa de los nédulos, aun cuando se observé aumento en la eficiencia de la
FBN por incremento del contenido de N en las semillas. Si la dosis usada era mayor a 60g de Mo/ha,
el rendimiento disminuia (Carvalho Leite et. al., 2009). Si bien Jacob-Neto (1988) mostraron la
importancia y beneficios de altas concentraciones de Mo para las bacterias fijadoras de nitrégeno,
reconocen la importancia de evaluar la mejor forma de incorporarlo. Otro ejemplo de evaluacién de
productos bioestimulantes fue realizado en Brasil, el cual demostré que la aplicacidn en soja de un
compuesto por cinetina, acido giberélico y acido indolbutirico aumentd la cantidad de frutos y de
granos, tanto si se aplicaba a la semilla o foliarmente (Comelis et. al., 2009).

1.6.4. Polimeros

Son productos utilizados en la fijacion a las semillas de fungicidas, insecticidas, micro y macro
nutrientes, hormonas etc. Se los conoce también como “protectores” de semillas. Son polimeros
adhesivos con o sin colorantes y se los recomienda como protectores a los cambios de
temperatura y humedad, tanto en el suelo como en el almacenamiento, las semillas
polimerizadas tienden a incrementar la germinacidon y emergencia en condiciones adversas
(Becker Underwood, es.beckerunderwood.com, Basf). Recientemente hay interés, al igual que
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para otros productos, en conocer si estos compuestos pueden tener algin efecto nocivo
sobre las bacterias cuando se aplican a semillas de leguminosas inoculadas.

1.7. Efectos bioldgicos de los agroquimicos

En nuestra opinidn, el gran incremento en el area de siembra del cultivo de soja en nuestro pais en
los ultimos 10 afios apunta a un aumento paralelo en las plagas (hongos y en menor cuantia,
bacterias e insectos) con efectos econdmicos negativos para los productores agricolas. Las
enfermedades ocurren frecuentemente en las semillas, raices y parte aérea de las plantas, muchas
veces por la continuidad del cultivo en las mismas chacras.

En los ultimos afios, el surgimiento de los fungicidas e insecticidas vino a “solucionar” ese problema,
con la idea de evitar la disminucion en los rendimientos de los cultivos mediante una facil y rapida
tecnologia de aplicacién (Henning et. al., 1997). Existen comercialmente muchos productos quimicos
con diferentes atribuciones y los fabricantes los recomiendan para el tratamiento de las semillas
durante su almacenamiento o previo a la siembra. Muchas veces son utilizados varios productos
simultdaneamente con la finalidad de lograr un mayor control de las posibles plagas.

La necesidad de conocer los efectos bioldgicos de los productos quimicos sintéticos aplicados a las
semillas se refiere a lo que ocurre cuando se trata de semillas de leguminosas inoculadas, por
ejemplo, soja (Curley y Burton, 1975). Como se menciond, hay otros productos de reciente
aparicion, bioestimulantes y polimeros, que si bien no controlan plagas, se aplican también a las
semillas sin tener certeza del resultado en la FBN. El efecto negativo de estos productos quimicos en
el caso de las leguminosas puede ser: a) no compatibilidad en contacto con los bradyrizobios en
semilla inoculada, b) escasa o nula nodulacidon y c) efecto sobre la eficiencia de la FBN (Fabra et. al.,
1997; Curley y Burton, 1975; Andrés et. al., 1998; Campo y Hungria, 1999).

Desde el punto de vista de la productividad de la soja, el tema de los agroquimicos unido a la FBN
tiene gran importancia porque faltan conocimientos para evitar bajos rendimientos por mal uso,
mas aun si se tiene en cuenta que la soja es el principal cultivo de grano de nuestro pais y todo
indica que lo seguira siendo en los préoximos anos.
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Hipotesis

La fijacién bioldgica de nitrogeno en soja (Glycine max L.Merril) es afectada negativamente por
algunos fungicidas, insecticidas y otros productos disponibles comercialmente.

Objetivo General

El objetivo de este trabajo fue conocer el efecto de la aplicacidon de diferentes agroquimicos en la
sobrevivencia de cepas de Bradyrhizobium spp. de interés industrial, en semillas inoculadas y en la
nodulaciéon de soja.

Objetivos Especificos

1. Determinar la sensibilidad in vitro de cepas de Bradyrhizobium japonicum y B. elkanii a
agroquimicos, fungicidas, insecticida, bioestimulante, y polimero en medio sdlido y liquido.

2. Evaluar los efectos de agroquimicos en la sobrevivencia de cepas en semillas y en la
nodulacién en soja.

3. Determinar las posibles causas de falla en la nodulacién en soja en una siembra comercial.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas de Bradyrhizobium spp.

Las cepas utilizadas fueron Bradyrhizobium elkanii, U1301 y U1302 (Brasil), componentes de los
inoculantes comerciales para soja (Glycine max L. Merril) en Uruguay, conocidas como “cepas
recomendadas para soja” por su alta eficiencia en fijacién biolégica de nitréogeno (FBN). Se emplean
en los inoculantes liquidos y sélidos (turba). Se incluyé también la cepa B. japonicum, E109
(Argentina) recomendada en los inoculantes comerciales para soja de ese pais (cuadro 2). Todas ellas
se obtuvieron de la coleccién del laboratorio de Microbiologia del Suelo (IECA, Facultad de Ciencias,
Udelar) mantenidas a -20°Cy a -80°C.

Cuadro 2: Cepas de Bradyrhizobium utilizadas en el trabajo, origen y denominacién.

Cepa Origen y denominacién
Bradyrhizobium elkanii U-1301 SEMIA 587 (Brasil)

Bradyrhizobium elkanii U-1302 SEMIA 5019; IAC 29W; U-732 (Brasil)
Bradyrhizobium japonicum U-741 E-109 (Argentina)

Las cepas se crecieron en medio EMA (Extracto de levadura Manitol Agar) estéril, sélido o liquido
(Somasegaran y Hoben, 1994) a 28°C por 7 dias, excepto cuando se especifique.

2.2. Semillas e inoculantes

Se utilizé6 semilla de soja de una variedad comercial, ampliamente utilizada en las siembras, y
previamente fue revisada por tamafio de grano homogéneo y sin otros dafios visibles. En todos los
experimentos se utilizaron inoculantes para soja comerciales vigentes (al momento de usarlos)
obtenidos de 1 o mas fabricantes de plaza. Antes de su uso se determind el nimero de
bradyrizobios/g o ml de inoculante (unidades formadoras de colonias, UFC) (Somasegaran y Hoben,
1994) de manera de comprobar su calidad.

2.3. Agroquimicos

Se eligieron productos recomendados y utilizados en las siembras de soja, asi como otros no
recomendados. Entre ellos los fungicidas C+T, Envion®, Maxim®, Cruiser® (fungicida e insecticida),
Apron®, bioestimulantes con Mo (Fertyactil Leg® y Basfoliar CoMol®) y otros que resultaron de
interés por distintas razones, repelente de aves (Draza®), polimeros para proteccion de semillas
(presentado por Proquimur y Becker Underwood) y el fungicida y bactericida Sporekill®. Se obtuvo
de la firma que lo comercializa una muestra del producto y una del colorante que tiene incorporado,
ambas se evaluaron independientemente. Es un fungicida y bactericida de contacto que una vez
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aplicado y seco se biodegrada rdpidamente
(http://www.icaonline.co.za/PDFs/Sporekill act29/Act_29%20Sporekill_leafleENG.pdf).

En cuanto a los otros productos, se obtuvieron las muestras mediante compra en plaza o en forma
gratuita por solicitud a los distribuidores y/o representantes. Salvo que se especifique, los productos
se utilizaron en las dosis y concentraciones recomendadas para su uso en semillas siguiendo las
instrucciones técnicas correspondientes.

2.4. Estrategia de investigacion

2.4.1. Efecto de productos agroquimicos en cepas de Bradyrhizobium spp.:
medio de cultivo sdlido

En este experimento se evaluaron agroquimicos con diferentes principios activos, algunos de los
cuales contienen mas de un compuesto quimico (cuadro 3).

Cuadro 3: Agroquimicos utilizados en la evaluacién de la sensibilidad de cepas de Bradyrhizobium spp. in vitro (medio sélido).

PRODUCTO

Fungicida

Fungicida

Fungicida- insecticida
Fungicida

Fungicida
Fungicida-bactericida
Colorante de fungicida
Bioestimulante

Bioestimulante

Bioestimulante
Protector de semillas
Protector de semillas

Repelente de aves

NOMBRE
COMERCIAL

APRON @

C+T

CRUISER ®

ENVION®

mMaxiM @

SPOREKILL®

SPOREKILL

BASFOLIAR cOMOL sL. ®

FERIACTYL LEG ®

STIMULANTE Mo®
BECKER UNDERWOOD

PROQUIMUR

DRAZA

PRINCIPIO ACTIVO

Fludioxonil/ Metalaxil- M

Tiram / Carbendazim

Difenoconazole/ Fludioxonil / Tiametoxam
Metalaxil/ Carbendazim/Tiram

Metalaxil- M/ Fludioxonil

cloruro de didecildimetilamonio

Solucién nutritiva/ 0.2% Co/ 12% Mo

Complejo Fertiactyl (secreto de fabrica) / Co/
Mo
Acido indolbutirico /acido giberélico /citocinina

Metiocarbamato

Para analizar la sensibilidad de las cepas U1301, U1302 y E109 a los agroquimicos se utilizd el
método Kirby-Bauer de difusién en agar descrito por Rodriguez (2005). Se sembraron las cepas en
medio EMA liquido y luego de crecidas en agitacidn a 28°C se homogenizé la turbidez de ellas a una
densidad éptica (DO) de 0.8nm medida por espectrofotometria (Somasegaran y Hoben, 1994). Se
sembraron por extensién completa en la superficie, 0,2 ml de cada cepa en placas de EMA. Las
placas fueron incubadas a 282 por 48 h hasta observar un crecimiento inicial homogéneo de las
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bacterias en ellas. Se colocaron sobre la superficie de las bacterias discos de papel de filtro
embebidos con los agroquimicos en soluciones con tres concentraciones:

-100% es el producto directamente como viene envasado en su forma comercial.
- 50% es el producto diluido a la mitad con agua destilada estéril.
- 25% un volumen de producto y tres de agua destilada estéril.

Las dos ultimas concentraciones (50 y 25%) se evaluaron con la finalidad de conocer si aun diluido el
producto podria ser tdxico para los bradyrizobios. Para cada concentracidon se realizaron tres
repeticiones, los discos fueron embebidos con 0.03 ml en el caso de los bioestimulantes y 0.06 ml
para el resto de los producto, debido a que presentaban una consistencia mas viscosa y requirieron
un mayor volumen para cubrir todo el disco. Luego de aplicado el producto el disco se escurrid en
una placa de Petri estéril cuidando de descargar homogeneamente el liquido excedente. Finalmente
se colocaron tres discos de cada concentracion equidistantes en una placa y se las incubd en la
estufa nuevamente. Se utilizd una pinza estéril para colocar los discos embebidos y se presiond
suavemente sobre cada disco para asegurar un contacto completo con la superficie del agar y las
bacterias. Los discos de papel filtro tenian igual diametro y se esterilizaron previamente en
autoclave. Como tratamiento control se utilizé agua destilada estéril siguiendo la metodologia
descrita para los otros tratamientos.

Se determind presencia o ausencia de halo inhibitorio de crecimiento de las cepas alrededor del
disco y la dimensién en cm desde el borde del disco hasta donde comenzaba nuevamente el
crecimiento, procurando la mayor exactitud visual posible. Esto se realizé a distintos tiempos de
incubacién luego de colocados los discos: 1, 3y 5 dias respectivamente. Con la finalidad de confirmar
los resultados se realizé un nuevo experimento con todos los productos excepto con el Stmiluante®
y el colorante del Sporekill® por falta de disponibilidad de material para su evaluacién.

2.4.2 Efecto de productos agroquimicos en cepas de Bradyrhizobium spp. :
medio de cultivo liquido

El objetivo de este ensayo fue determinar la toxicidad en el tiempo de agroquimicos en contacto
directo con cepas de Bradyrhizobium elkanii y B. japonicum (item 2.4.1). Para los recuentos de las
bacterias en medio de cultivo extracto de levadura manitol agar (EMA) liquido se utilizé el método
de Miles and Misra (Somasegaran y Hoben, 1994) también conocido como recuento de viables en
gota. Los agroquimicos estudiados fueron los siguientes:

Cuadro 4: Agroquimicos utilizados en la evaluacién en
contacto directo con cepas de Bradyrizobios en medio liquido.

PRODUCTO NOMBRE COMERCIAL
Fungicida Carbendazim + Tiram
Fungicida Carbendazim + Tiram + Metalaxil
Fungicida Metalaxil + Fludioxonil
Fungicida- bactericida Cloruro de Didecildimetilamonio
Bioestimulante Solucién nutritiva Mo Co
Repelente de aves Metiocarbamato
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Los productos nombrados en el cuadro 4 fueron elegidos ya que formaron halo en el experimento
con discos de papel excepto el fungicida Carbendazim, Tiram, Metalaxil -M que se incluyo como
control negativo. El metiocarbamato se inclyd por su uso como repelente de aves. Las cepas se
crecieron en tubos con medio EMA liquido a 282C con agitacion durante 5 dias hasta que alcanzaron
un crecimiento similar, 1.2 DO, determinado por espectrofotémetro. Luego se le afiadié 1,25 ml de
agroquimico (correspondiente al 25% del volumen inicial de los tubos).Esta concentracién de
producto es mayor a la utilizada en la practica, pero se elegié por la alta concentracién bacteriano en
el caldo de cultivos.

Pasados 30 minutos de haber agregado los productos, se prepararon a partir de ellos diluciones
seriadas. Se sembraron en placas con EMA, alicuotas de 0,02ml de las diluciones -6 -7 -8 y -9. Las
determinaciones se realizaron a dia cero y dia tres de incubacidn. Las placas se incubaron a 282 por
seis dias. Se incluyé como tratamiento control un tubo con medio EMA liquido crecido con cada cepa
pero sin producto. Todos los tratamientos se realizaron por segunda vez para confirmar los datos
obtenidos.

Se contaron las colonias en cada tratamiento y se calcularon las unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml utilizando el promedio de las colonias contadas, las diluciones correspondientes y el
volumen aplicado:

UFC/ml = n2 de colonias * 1/dilucién * 1/ volumen

Los resultados se expresaron en log 4.

2.4.3. Protectores de semillas como posibles fuente de carbono para los
Bradyrhizobios

Teniendo en cuenta los resultados de la evaluacién de los protectores de semilla (especialmente en
medio de cultivo sélido) fue de interés determinar si podian ser o no utilizados por los
bradyrhizobios como fuente de C (Somasegaran y Hoben, 1994). Son polimeros cuya férmula
guimica no se conoce. Se eligieron dos productos comerciales disponibles, denominados (A) y (B). Se
utilizé el medio minimo sin fuente de C pero con afiadido de los protectores o con manitol como
control positivo, todos en matraces de 200ml. Se evaluaron las cepas en estudio, U1301, U1302 y
E109 por extensién usando alicuotas de 0,2 ml. Las placas se incubaron a 282 durante siete dias. El
crecimiento bacteriano fue evaluado visualmente a dia tres, cinco y siete comparando los dos
productos con el control positivo y un control negativo (sin fuente de C).
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Cuadro 5: Tratamientos utilizados para evaluar a los
polimeros como posible fuente de C para Bradyrizobios.

o

n Tratamientos
1 Polimero A

2 Polimero B

3 Manitol

4 Sin fuente de C

2.4.4. Compatibilidad de productos agroquimicos con Bradyrhizobium. spp
en semillas y en la nodulacion de soja

2.4.4.1. Sobrevivencia de Bradyrhizobium spp. en semilla

Se analizé la compatibilidad del tratamiento de semilla de soja con un fungicida y un bioestimulante
vegetal con inoculantes en turba y liquidos (de diferentes fabricas, a los que se les denomin6 Ay B) y
con la mezcla de cepas recomendadas en Uruguay (Bradyrhizobium elkanii, U1301 y U1302). Se
incluyeron tratamientos con uso del fungicida 15 dias antes de la inoculacidon en contraste con su
uso en el momento de la inoculacién. El bioestimulante se evalud en la dosis que se recomienda
(200ml/100kg de semilla) y en una dosis mas alta (300ml/100kg de semilla).
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Los tratamientos fueron los siguientes:

Cuadro 6: Tratamientos aplicados a semillas de soja para evaluar el efecto de la compatibilidad de agroquimicos

con inoculantes.

no

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

TRATAMIENTO

INOCULANTE + FUNGICIDA

Inoculante turba A + fungicida 15 dias
Inoculante turba A + fungicida 0 dias
Inoculante liquido A + fungicida 15 dias
Inoculante liquido A + fungicida O dias
Inoculante turba B + fungicida 15 dias
Inoculante turba B + fungicida 0 dias
Inoculante liquido B + fungicida 15 dias
Inoculante liquido B + fungicida O dias

INOCULANTE + BIOESTIMULANTE

Inoculante turba A + bioestimulante 200
Inoculante turba A + bioestimulante 300
Inoculante liquido A + bioestimulante 200
Inoculante liquido A + bioestimulante 300
Inoculante turba B + bioestimulante 200
Inoculante turba B + bioestimulante 300
Inoculante liquido B + bioestimulante 200
Inoculante liquido B + bioestimulante 300

INOCULANTE + BIOESTIMULANTE + FUNGICIDA

Inoculante turba A + bioestimulante 300 + fungicida 15 dias
Inoculante turba A + bioestimulante 300 + fungicida O dias
Inoculante liquido A + bioestimulante 300 + fungicida 15 dias
Inoculante liquido A + bioestimulante 300 + fungicida 0 dias
Inoculante turba B + bioestimulante 300 + fungicida 15 dias
Inoculante turba B + bioestimulante 300 + fungicida O dias
Inoculante liquido B + bioestimulante 300 + fungicida 15 dias
Inoculante liquido B + bioestimulante 300 + fungicida O dias
CONTROLES

Inoculante turba A

Inoculante liquido A

Inoculante turba B

Inoculante liquido B

20



Los tratamientos se prepararon con 200g de semilla de soja de la siguiente manera:

a) Semillas en bolsa plastica y se agregd el fungicida que se dejo secar 10 minutos y luego se
inoculd con turba o liquido (tratamiento 0 dia), mientras que en el tratamiento de 15 dias, el
fungicida se aplicd y se dejé 15 dias antes de inocular la semilla con los mismos inoculantes.

b) Semilla en bolsa con bioestimulante segln dosis e inoculacién con liquido o turba.

c) Semilla en bolsa con fungicida, espera de 15 dias, afnadido de bioestimulante en alta dosis
seguido de inoculacién con turba o liquido.

El principio activo del fungicida utilizado fue Carbendazim (250 g/I) + Tiram (100 g/I) + Metalaxil (50
g/l) y el bioestimulante es una solucidn nutritiva con Co y Mo. Los volimenes aplicados a las
semillas fueron los recomendados por el fabricante de cada producto, los cuales se describen a
continuacién:

= Inoculante en turba 4 g/kg + 20ml/kg agua destilada + 0.25g/kg de adhesivo.
= Inoculante liquido 2ml/kg + 5ml/kg agua destilada

=  Fungicida 2ml/kg

=  Bioestimulante “200” 2ml/kg

= Bioestimulante “300” 3ml/kg

En todos los tratamientos las bolsas se agitaron manualmente y con cuidado luego de afiadidos los
productos con el fin de que todas las semillas se recubrieran homogéneamente con ellos.

La evaluacidon de la compatibilidad se obtuvo con la determinacidon de la sobrevivencia de los
bradyrhizobios en las semillas, por el método de recuento en placas (UFC/semilla) (Somasegaran y
Hoben, 1994). Los recuentos se realizaron a cero, uno, dos, tres y siete dias después del tratamiento
a las semillas. Para esto se contaron 100 semillas de cada tratamiento, se colocaron asépticamente
en frasco con 90 ml de agua destilada estéril y se agitd durante 10 minutos en agitador circular
eléctrico. Luego se realizaron cuatro diluciones seriadas al décimo, de las cuales se sembraron 3 de
ellas por duplicado. La siembra en placas con medio EMA fue por extension con un volumen de 0,2
ml. Se incubaron a 282 durante 7 dias. Se calculé las UFC/semilla en cada tiempo (formula pag. 18) y
los resultados se expresaron en logartimo’

2.4.4.2. Evaluacion de la nodulacion

Se utilizaron las semillas de los tratamientos anteriores (2.4.4.1) para evaluar algin efecto en la
nodulacién y en el desarrollo radical de plantulas, esto sélo en el caso del bioestimulante vegetal. El
disefio del experimento fue completamente al azar, se afiadié un control sin inoculante y otro con
nitrégeno quimico, equivalente a 200kg/ha.

Se utilizaron macetas de 330cc con suelo extraido en el Departamento de Lavalleja de una chacra sin
historia de soja. Se analizd el contenido de nitrato (laboratorio de Facultad de Ciencias) y se lo
mezclé 1:1 con arena dado que el contenido de nitrato era de medio a alto, antes de su esterilizacidon
en autoclave. Las semillas de los tratamientos preparados se sembraron, 3 semillas/maceta
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utilizando guantes para que no se contamine con otro tratamiento. Se realizaron dos siembras; una
el mismo dia de aplicado los tratamientos sobre las semillas (dia cero) y la segunda 72h después de
haber aplicado los tratamientos (dia 3). Para cada tratamiento se realizaron 5 repeticiones.

A los 7 dias de la siembra se realizé un raleo dejando una planta por maceta y se cubrid la superficie
con perlas de vidrio estériles para conservar la humedad y para evitar contaminaciones. Las plantas
se mantuvieron en cuarto de luz (12 horas de luz y 12 de oscuridad) con condiciones de temperatura
(21°C) y humedad controladas. El riego se realiz6 dia por medio vertiendo agua destilada en los
platos de las macetas.

La cosecha se realizd 40 dias después de la siembra, se procedié extrayendo las plantas de forma
cuidadosa de las macetas, humedeciendo la tierra para evitar el desprendimiento de los nddulos. Se
determind el numero de nddulos por raiz, su ubicacién y el color de su interior para detectar
presencia de Leghemoglobina. Los nddulos y las raices se colocaron en estufa a 602 hasta peso
constante. Se obtuvo peso seco de ndédulos (PSN), y el peso seco de la raiz (PSR) utilizando una
balanza de precision.

2.4.5. Estudio de la mortandad de bradyrizobios; ejemplo practico

Este ensayo se realizé con el fin de conocer y repetir, en condiciones de laboratorio, el efecto que
tiene sobre los bradyrizobios, la mezcla en un mismo recipiente del inoculante y un fungicida
(Carbendazim (250 g/l) + Tiram (100 g/l) Metalaxil (50 g/l)) previo a la siembra. Las dosis utilizadas
fueron las recomendadas por los fabricantes. Se utilizdé inoculante comercial en sus dos
presentaciones turba y liquido, con el objetivo de evidenciar si el soporte en el que se encuentran las
bacterias tenia alguna influencia en los resultados cuando el procedimiento era simultaneo. Los
tratamientos fueron:

Cuadro 7: Tratamientos 1y 2 con fungicida e inoculante en un mismo recipiente, 3 y 4 controles
con empleo diferido del inoculante y del fungicida.

n° | TRATAMIENTOS

1 Inoculante en turba + fungicida en un mismo recipiente
2 Inoculante liquido + fungicida en un mismo recipiente
3 Inoculante en turba + fungicida por separado

4 Inoculante liquido + fungicida por separado

La preparacion de los tratamientos en el laboratorio se realizé en forma semejante a la realizada por
el agricultor en el momento de la siembra en su chacra. Se pesaron 4 bolsas con 200g de semillas de
soja, y se le aplicé a cada una de ellas uno de los tratamientos especificados en el cuadro 7. A los
tratamientos 1 y 3 se les anadié el fungicida, se esperd diez minutos para que seque y luego se
inoculd. Las cantidades de inoculante, agua y adhesivo en el caso de la turba y fungicida fueron las
recomendadas por el fabricante (detalladas en 2.4.4).
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Se determind el efecto de los 2 tipos de inoculacion, simultdnea y diferida, sobre la densidad de
bradyrizobios en las semillas por el método de recuento en placas (UFC/semilla) (Somasegaran y
Hoben, 1994) en forma similar a la descrita para otros ensayos. Los recuentos se realizaron a dia
cero, unoy tres, se calculd las UFC/semilla (férmula pag. 17) y los resultados se expresaron en logo

2.4.6 Analisis estadistico

Los datos de nimero y peso seco de ndédulos fueron analizados por analisis de varianza (ANAVA), y
las medias de los tratamientos fueron comparadas utilizando la prueba Duncan a: 0,05 (InfoSat,
2008).

Figura 1: a) placa de petri con disco embebido con fungicida utilizando el método Kirby- Bauer, b) recuento bacteriano
utilizando el método Miles and Misra, c) plantas en cuarto de luz
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto de productos agroquimicos en cepas de Bradyrhizobium spp.:
medio de cultivo sélido

Se determind la sensibilidad de las cepas para soja recomendadas en los inoculantes uruguayos
(Bradyrhizobium elkanii, U1301 y U1302) y argentinos (B. japonicum E109) a distintos agroquimicos.
Es decir determinar el efecto téxico directo por contacto con productos comerciales como fungicidas
e insecticidas y otros quimicos no controladores de plagas.

Fungicidas

La sensibilidad de las bacterias a los fungicidas por difusion en agar dié resultados variables segun el
quimico sintético tal como se describe a continuacidn.

Sin _formacién de halo: los curasemillas Cruiser® (Difenoconazole/ Fluidioxonil / Tiametoxam),
Envion® (Metalaxil/ Tiram/ Carbendazim) y Apron® (Fludioxonil/ Metalaxil- M) no afectaron el
crecimiento de las 3 cepas de bradyrizobios en estudio, independientemente de la concentracién de
fungicida usada y hasta 5 dias luego de la aplicacion (no se presentan los resultados). Estos
resultados indicarian que esos fungicidas no serian téxicos para las 3 cepas con la metodologia
utilizada.

Formacidon de halo < 1cm: el fungicida Maxim® (Fludioxonil/ Metalaxil- M) presenté halo de
inhibicién luego de 72 h de aplicado el disco embebido. Los halos fueron < 0.1 cm en el caso de las
cepas E109 y U1302 y de 0.3cm para la cepa U1301 (cuadro 8) (Figura 2a). Este fungicida tiene
toxicidad para los bradyrizobios, probablemente al no haberse observado inicialmente signifique
gue no se difunde bien en agar o que no es de alta toxicidad.

Los fungicidas tienen en comun el Metalaxil como principio activo, son los que en este ensayo
generaron menor efecto negativo a los bradyrizobios, esto coincide con los resultados obtenidos por
L. Olviera (2013). Para confirmar que el Metalaxil no tiene un efecto marcado sobre los
bradyrizobios deberia confirmarse mediante su aplicacion en semillas y en plantas. Esto ultimo esta
basado en el hecho de que algunos autores afirman que si bien en menor medida el Metalaxil
afectan la sobrevivencia bacteriana (Kyei-Boahen et. al., 2001; Revellin et. al., 1993). Por cuestiones
de tiempo y capacidad solo se evaluard uno de ellos el Envion®.
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Cuadro 8: Valores medios (tres repeticiones) de amplitud de halo de inhibicidn (cm) de crecimiento de cepas de
Bradyrhizobium spp. en contacto con los fungicidas C+T, Sporekill, colorante del Sporekill y Maxim en medio de cultivo
sélido.

telbl k) NOMBRE ESPECIE CEPA [1* | Halodia 1 | Halo dia 3 | Halo dia 5

100 0 0 0,7
U-1301 50 0 0 0,6
2 4

B.elkanii 5 0 0 0,
100 0 0 0,7
C+T U-1302 | sp 0 0 07
25 0 0 0,5
B 100 0,2 0,2 0,4
japonicum E-109 50 0,1 0,2 0,2
25 0,1 0,2 0,2
100 0,4 0,5 0,7
U-1301 | 50 03 0,4 0,6
B.elkanii = 0,2 03 0,6
100 0,4 0,6 0,7
SPOREKILL U-1302 | s0 03 0,4 0,6
25 0,2 0,3 0,7
5 100 0,4 0,6 1,3

japonicum E-109 50 0,4 0,7 1
FUNGICIDA 25 03 0,5 0,6
100 0 0 0

U-1301 50 0 0 0

2

B.elkanii > 0 0 0

100 0 0 0

COLORANTE SPOREKILL U-1302 50 0 0 0
25 0 0 0

8 100 0 0 0

japonicum E-109 50 0 0 0

25 0 0 0

100 0 0 0
25 0 0,3 0,3

B.elkanii ’ ’

100 0 0 0

Maxim U-1302 50 0 0 0
25 0 0,1 0,1

B 100 0 0 0

japonicum E-109 50 0 0 0
25 0 0,1 0,1

*concentracion del producto: 100%, 50% y 25% v/v en agua.

Formaciéon de halo > 1cm: los fungicidas que mostraron mayor efecto téxico fueron C + T

(Carbendazim + Thiram) y Sporekill® (Cloruro de didecildimetilamonio). El fungicida C+T inhibid el
crecimiento de E109 y el de U1301 y U1302 posteriormente (5 dias) (Cuadro 8). Es un producto
toéxico para los bradyrizobios y es interesante la diferencia observada entre las cepas. Esto ultimo
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indica diferencias en susceptibilidad concordando con los resultados de Revellin et. al. (1993)
obtenidos en otras cepas.

El fungicida y bactericida Sporekill® al contacto resulté mds toxico para los bradyrizobios que el C+T.
Produjo un marcado efecto negativo en el crecimiento bacteriano desde el primer dia de su
aplicacion y fue aumentando al transcurrir los dias (Figura 2b). Las tres cepas se vieron afectadas de
manera muy similar entre si (Cuadro 8).

Figura 2: a) placas de petri con discos con Maxim sin halo de inhibicion del crecimiento bacteriano, b) discos con Sporekill
con halos de inhibicién del crecimiento de bradyrizobios.

L

Por otra parte, la variacién de la concentracién del producto Sporekill produjo una diferencia en la
mortalidad bacteriana. El producto sin diluir (100%) tal como se recomienda su uso, produjo halos
de mayor amplitud alrededor de los discos (Cuadro 8). Aparentemente el principio activo, el
adyuvante y/o moléculas inertes que lo componen son los posibles componentes tdéxicos para los
bradyrizobios. La prueba realizada sélo al colorante del Sporekill no produjo halo de inhibicidn,
reafirmando la suposicién de que el dafo se debe al principio activo del producto (Cuadro 8).

Para una mejor visualizacidn del efecto toxico del producto, en el grafico 1 se muestra el efecto del
fungicida a diferentes tiempos de contacto con la cepa E-109 y a diferentes concentraciones del
producto. Aun en la dilucion mas alta (25%) hay un efecto negativo sobre los bradyrizobios que
aumenta en el tiempo.

26



Grafico 1. Toxicidad del fungicida Sporekill aplicado en la inoculacién de semillas de soja en concentraciones de 100%, 50%
y 25% del producto. Valores de amplitud de halo de inhibicién de crecimiento (cm) de Bradyrhizobium japonicum E109.

1,4 4 Halo (cm)

0,8 -

0,4 -

= E109 100 109 50 E109 25

Por otra parte, cabe mencionar que el Sporekill es un producto también recomendado como
bactericida en citricos, desinfeccién de maquinaria y fungicidas para algunas leguminosas como frijol
y arvejas (http://www.icaonline.co.za/PDFs/Sporekill_act29/Act_29%20Sporekill_leafleENG.pdf).

Se observé ademas que la mortalidad que ocasionan los productos es distinta en términos de
numeros a pesar de que compartan los principios activos, tal es el caso del C+T el cual produce halo
y el Envion® no, cuando ambos contienen Carbendazim y Tiram. Seguramente entran otras
moléculas en la composicion quimica de ellos que marcan las diferencias. Resultados de
evaluaciones de fungicidas en semilla inoculada han mostrado que el principio activo Metalaxil y
Metalaxil-M aparentemente tienen menor toxicidad para rizobios de leguminosas forrajeras (L.
Olivera, comunicacién personal).

Bioestimulantes vegetales

Los bioestimulantes son productos sintéticos constituidos por una gran variedad de componentes,
vitaminas, fitohormonas, elementos trazas, etc. y recomendados para la promocién del desarrollo
vegetal en soja y otros cultivos. En este estudio se evaluaron 3 productos quimicos sintéticos
comerciales: Stimulante Mo®, Basfoliar COMOL® y Fertiactyl ® (Leg). Los dos primeros no fueron
toxicos para las cepas U1301, U1302 y E109 (datos no presentados) ya que no se observaron halos
de inhibicidn de proliferacidn de Bradyrizobios alrededor de los discos.

Al igual que en el caso de los fungicidas, se obtuvieron diferencias en la sensibilidad de las cepas
estudiadas. La cepa U-1302 no fue afectada por F-Leg, mientras que las otras si (Cuadro 9).
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Cuadro 9: Valores medios (tres repeticiones) de amplitud de halo de inhibicién (cm) de crecimiento de cepas de

Bradyrhizobium spp. en contacto con el bioestimulante Fertyactil (Leg) en medio de cultivo sélido.

PRODUCTO | NOMBRE | ESPECIE | CEPA | []* Hall?kf'a :;'g :;':
B. elkanii 100 0 0 20,1
U-1301 | 50 0 0o | =01
25 0 0 | =01
B. elkanii 100 0 0 0
BIOESTIMULANTE | LEG U-1302 | 50 0 0 0
25 0 0 0
00| © 0 0
B. japonicum | E-109 50 0 20,1 0
25 0 20,1 | 0

*concentracion del producto: 100%, 50% y 25% v/v en agua.

Cuando el experimento fue repetido se encontré que los halos formados en E109 mantuvieron hasta

el dia 5. De todas maneras, podemos asumir que con esta metodologia el bioestimulante no seria un

producto de alta toxicidad para las bacterias, esto también fue constatado por Jacob- Neto (1998).

Protectores de semillas

Los protectores de semillas que se comercializan en nuestro pais, son polimeros recomendados para

proteger a las semillas de otros productos quimicos que las puedan afectar. No hay informacién

disponible si afectan o no la densidad de bradyrizobios al entrar en contacto con ellos en la

inoculacidn de las semillas. La falta de informacidn y en un primer intento de evaluaciéon directa se

los incluyd en la prueba de difusidn en agar.

Cuadro 10: Valores medios (tres repeticiones) de amplitud de halo de inhibicién (cm) de crecimiento de cepas
de Bradyrhizobium spp. en contacto con dos protectores de semillas comerciales (A y B) en medio de cultivo

sélido.
Halo dia Halo Halo
*
PRODUCTO NOMBRE ESPECIE CEPA [1 1 dia3 dia5s
100 0,4
U-1301 50 0,3
A B.elkanii 25 0.2 0 0
100 0,3
U-1302 50 0,3
POLIMEROS 2 03
100 0,5
U-1301 50 0,4
B B.elkanii 25 0.2 0 0
100 0,4
U-1302 50 0,3
25 0,2

*concentracion del producto: 100%, 50% y 25% v/v en agua.
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Estos dos productos tuvieron resultados diferentes al resto de los agroquimicos ya mencionados.
Como se puede observar en el cuadro 10 ambos polimeros mostraron con las 3 cepas halo de
inhibicidn a las 24h de contacto con las bacterias. El efecto inhibitorio fue marcado dentro de las 24h
y dependid de la concentracion del producto.

Un aspecto llamativo del experimento fue que a las 72h de afiadido el producto, los halos no se
observaban visualmente en forma nitida si no que en la zona delimitada por ellos habia un sobre
crecimiento bacteriano o marcada proliferacion de bacterias alrededor del disco. Este resultado llevo
a pensar una utilizacién metabdlica del mismo. Debido a este resultado se planted la hipdtesis de
qgue los bradyrizobios pudiesen estar utilizando algin componente de los protectores de semilla
como fuente de carbono (C), para lo cual se disefaré un nuevo experimento probandolo como
fuente de C.

Repelente de aves

El insecticida en polvo Draza® es recomendado para repeler aves, principalmente palomas en
cultivos de soja (http://cropscience.bayer.com.uy/soluciones-bayer/p229-draza). Los resultados de

su contacto con las bacterias en el tiempo, demostraron que este producto no inhibe su crecimiento
de las cepas de Bradyrhizobios estudiadas en medio de cultivo sélido (datos no presentados).

En resumen, el método de difusidon en agar permitid detectar fungicidas que son tdxicos para las
cepas de bradyrizobios que integran los inoculantes nacionales de soja y como no tdéxicos otros
fungicidas y un insecticida usado como repelente de palomas. El método no es tan util en definir
resultados para el tipo de productos como los bioestimulantes vegetales y protectores de semillas
evaluados en este trabajo.

Muchos factores o variables interactian a la hora de formar una zona o halo de no proliferacidn
bacteriana, entre ellos: concentracion del producto, sensibilidad bacteriana, coeficiente de difusion
del producto en el agar, tiempo y temperatura de incubacién, pH y composicién del medio, cantidad
de medio en las placas y tamanfo del inéculo (Ramirez y Marin, 2009). Por lo tanto, el didmetro del
halo de inhibiciéon no es una medida absoluta del efecto ocasionado. Es recomendable estandarizar
la metodologia para estos productos de manera de tener resultados reproducibles. De cualquier
manera, es un método sencillo y de relativa utilidad para hacer una primera seleccidn y clasificacién
de los productos cuando son numerosos. En nuestro caso permitié diferenciar que los productos
Cruser, Envion, Apron, Draza Stimulante, Basfoliar, y el colorante de Sporekill no afectan
cualitativamente la proliferacion de los bradyrizobios estudiados.

3.2 Efecto de productos agroquimicos en cepas de Bradyrhizobium. spp.:
medio de cultivo liquido

Se evalud el efecto de algunos agroquimicos sobre la sensibilidad de las bacterias crecidas en medio
liguido en diferentes tiempos. Se eligieron los agroquimicos teniendo en cuenta los que tuvieron o
no efecto negativo sobre la viabilidad de los bradyrizobios en medio sélido y otros por sus
caracteristicas particulares, incluyendo fungicidas, un insecticida y un bioestimulante vegetal.
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En el cuadro 11 se presentan los valores de Log;, UFC/ml de medio de cultivo de las cepas a los 30
min y 72 horas de incorporados los productos a cultivos con alta concentracidn de bacterias (>1.0 x
108 células viables) de las 3 cepas en estudio.

Cuadro 11: Valores medios de Log;o UFC/ml de cepas crecidas de Bradyrizobium spp. a los 30 min. y 72 horas de la
incorporacion de diferentes agroquimicos (4 repeticiones/tratamiento).

PRODUCTO NOMBRE ESPECIE CEPA | 30min (Logl0) + E.E* 72h (Log10) + E.E
U1301 11,2 £0.24 00
B. elkanii
ENVION® U1302 9,7 £0.07 00
B. japonicum | E109 10+0.32 0+0
U1301 11,3+0.17 0+0
B. elkanii
MAXIM® U1302 12,0 £ 0.07 00
FUNGICIDA B. japonicum | E109 11,9+0.16 0+0
12,1+0.02 10,6 £ 0.02
c+T7® B. elkanii uis01
U1302 11,9+0.04 10,7 £0.04
00 0+0
B. elkanii U101
SPOREKILL® U1302 00 0+0
B. japonicum | E109 0+0 0+0
U1301 11,3+0.03 11,5+0.33
B. elkanii 104+0
® + [
REPELENTE DE AVES DRAZA U1302 11,3+0.22 22
B. elkanii E109 11+0.43 9,2+0.43
U1301 11,2+0 12,6 +0
B. elkanii
BIOESTIMULANTE LEG® U1302 11,6 +0.02 12,7 £0.02
B. japonicum | E109 11,5+0 12,6 +0
U1301 11,3+0.15 11,6 £0.11
CONTROL Sin B elkani 12,3+0.28 12 +0.17
+ +
agroquimico u1302 e .
B. japonicum | E109 11,3 £0.05 11,2+1.81

*E.E: error estandar

Fungicidas

El fungicida Envidon® produjo mortalidad en los cultivos de las 3 cepas a los 30 min. de haber sido
afiadido: 1% para U-1301, 21% para U-1302 y 11% para E-109. Este producto mostré diferencias
significativas entre las cepas y en el grafico 2 se observa con mayor claridad su toxicidad con cada
una de ellas.

El fungicida Maxim® no tuvo efecto de inhibicién en las 3 cepas comparado con el control a los
30min de contacto, ni evidencid diferencias significativas entre las cepas (cuadro 11). Pero, ambos
ocasionaron una mortalidad bacteriana total en los cultivos de las cepas a las 72 horas.

El Sporekill® fue altamente téxico para las 3 cepas a los 30 min (cuadro 11) de afiadido a los cultivos.
Estos resultados coinciden con los del ensayo de difusidn en agar, donde el producto formé halos de
inhibicién luego de 24 h de su aplicacién (cuadro 10).

30



Grafico 2: Log,o UFC/ml de Bradyrizobium spp. U1301, U1302 y E109 a los 30 min.
y 72 horas de la incorporacion del fungicida Envion.
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El fungicida C+T es por sus caracteristicas fisico-quimicas dificil de manipular en el laboratorio, en
especial para realizar los recuentos de bacterias. El resultado a 30 min no mostrd diferencias en
Log:o UFC/ml comparado con el control de las cepas U-1301 y U-1302 (cuadro 11). En los recuentos a
las 72h se obtuvo una reduccidn de células vivas de 11% para la cepa U-1301 y de 10% para U-1302
(estos porcentajes estan elaborados con sus respectivos controles, datos no presentados). Al mismo

tiempo, se observaron colonias de color anaranjado, de aspecto gomoso, borde irregular y mayor
tamafio que las colonias tipicas de las cepas U-1301 y U-1302, incluso diferentes a las obtenidas en
los recuentos realizados a los 30min. Por interés en comprobar las diferencias en las colonias, el

ensayo se repitid y se

volvié a observar la morfologia atipica de las mismas. Los datos se grafican

para una mejor observacién del efecto del fungicida (grafico 3).

Grafico 3: Recuento Log, ufc/ml de Bradyrhizobium elkanii U-1301 y U-1302 en contacto
con el fungicida C+T por 30 min y por 72horas.

13 Log

ufe/ml
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g |
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C+T U1301 C+T U1302 Control U1301 Control U1302
= 30 min 72h

Como se aprecia en el grafico 3 hubo un efecto téxico del fungicida a las 72h de incorporado para
ambas cepas comparado con el control. La morfologia de las colonias de ambas bacterias fue

31



nuevamente atipica como en los ensayos previos. Para conocer si el cambio morfoldgico era por el
contacto con el producto o un cambio mas permanente, se repicaron varias colonias en medio de
cultivo sdlido, observandose la misma morfologia. De acuerdo con lo observado, este producto
afecta la morfologia de las colonias y quizds algunas otras caracteristicas de importancia
agrondmica. Estos resultados concuerdan con Andrés (1996), quien evalué la sobrevivencia de B.
japonicum en medio liquido con distintas concentraciones de Tiram, encontrando la reduccién en la
sobrevivencia y el cambio morfolégico en las colonias. Posteriormente Dunfield (1999) evidencid un
efecto negativo para rizobios en cultivo de arvejas (Pisum sativum,), sin embargo no encontrd
alteracion en la nodulacién o la FBN.

Figura 3: a) morfologia de colonias de bradyrizobios alteradas por C+T b) repique de una colonia normal de bradyrizobio y
en la mitad derecha de la placa de una colonia alterada de C+T.

Estria de
bradyrhizobio

Estria con bacterias
que presentan

cambio morfoldgico

En resumen, las cepas de bradyrizobios U-1301 y U-1302 recomendadas en los inoculantes de soja
son sensibles a los fungicidas estudiados al igual que E-109 recomendada en los inoculantes
argentinos para soja. Las bacterias presentaron mayor o menor efecto tdoxico de los productos,
segun los tiempos de contacto, a las 72h hubo un efecto negativo marcado. Habria que comprobar si
la mortandad pudo ocurrir antes de las 72 horas de contacto (cuadro 11) y ver si fue gradual, como
aparentemente ocurriria con el fungicida Envion® a los 30 min.

El Sporekill® mostré su toxicidad en ambos métodos de evaluacidon (medio sélido y liquido) por lo
que es evidente que no debe utilizarse en semillas inoculadas.

Insecticida como repelente de aves

El repelente de aves Draza® es recomendado para agregarlo a la semilla de soja antes de la siembra
a fin de reducir el dafio por las palomas. Tiene aproximadamente 2 afios de presencia activa en el
mercado presentado en polvo y mas recientemente en liquido (grafico 4).
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Grafico 4: Recuento Log,, ufc/ml de Bradyrhizobium elkanii U1301 y U1302 y B. japonicum E109 en
contacto con el agroquimico Draza por 30min y por 72 horas.
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La viabilidad de U-1301 no fue afectada por el contacto directo con el repelente (Grafico 4),
mientras que U-1302 y E-109 mostraron mayor sensibilidad con disminucién mas marcada
comparado con sus respectivos controles en el nimero bacteriano a los 30min y 72h de incorporado
el producto. La sensibilidad de las cepas a este producto es: E109>U1302>U1301.

En la bibliografia no se encontraron resultados de estudios previos con este producto en relacién a la
inoculacion.

Bioestimulante

El bioestimulante Fertyactil Leg® se recomienda para varios cultivos, entre ellos soja, como promotor
del crecimiento vegetal. En el ensayo anterior (item 3.1.2) este producto formé halo de inhibicién
del crecimiento bacteriano muy pequefio, resultado que se consideré insignificante dado que habia
aparecido después de 72h de incubacion y con un halo <0,1cm. En el grafico 5 se observa el efecto
de este producto una vez en contacto directo en medio liquido con las cepas en estudio, a los 30min
y 72 horas.
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Grafico 5: Recuento Log;o ufc/ml de Bradyrhizobium elkanii U-1301 y U-1302 y B. japonicum E-109
en contacto con el bioestimulante Fertyactil Leg por 30min y por 72 horas.
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La incorporacion del bioestimulante a los cultivos crecidos de las cepas dié como resultado aumento
en el nimero bacteriano a las 72 horas comparado con los controles respectivos (grafico 4). Esto fue
observado, en forma similar, con los polimeros en el experimento de difusién en medio de cultivo
solido (item 3.1). Ambos resultados indicarian un efecto en favorecer la multiplicaciéon de los
bradyrizobios que podria ameritar nuevos experimentos.

El bioestimulante es una solucidn de nutrientes destinados a la planta y que contiene molibdeno
para favorecer la nodulacidn en las leguminosas. Si bien no se puede predecir o saber con certeza a
gue se debe dicho crecimiento bacteriano, es probable que al transcurrir los dias de cultivo, los
nutrientes del medio en el tratamiento control se fueran agotando y esto comprometiera el
crecimiento bacteriano, mientras que el bioestimulante agregado aportaria nuevos nutrientes,
enzimas, hormonas, etc. que podrian ser metabolizadas.

Los resultados hasta esta etapa evidenciaron la importancia de evaluar los productos quimicos
sintéticos comerciales antes de su recomendacién, durante o después de la inoculacién de las
semillas de soja y de otras leguminosas. La razén es que se pueden tener pérdidas significativas en el
rendimiento de los cultivos ya que es bien conocido que existe una proporcionalidad entre baja
densidad de bradyrizobios, menor fijacidn bioldgica de nitrégeno y productividad. Es evidente que
de los productos analizados, los fungicidas son los compuestos quimicos sintéticos a los cuales los
bradyrizobios son mas sensibles, sin descartar los otros que igualmente pueden traer problemas mas
leves de mortandad bacteriana.

3.3. Protectores de semillas como posibles fuentes de carbono

El crecimiento de las cepas U-1301, U-1302 y E-109 en medio sélido con y sin incorporacién de
polimeros permitié evaluar cualitativamente si alguna de las cepas en estudio utilizaba a los
protectores de semilla como fuentes de C alternativa al manitol. Las tres cepas de bradyrizobios
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mostraron inicio de crecimiento a los 3 dias de la siembra en medio con manitol y sin manitol pero
con cada polimero, asi como con el control negativo. Esto se debe probablemente a que los
inoculantes preparados en EMA liquido contienen C, lo que permitié que las bacterias crecieran igual
gue en el control negativo (sin fuente de C). A los 5 dias de incubacién, se observd menor
crecimiento en el control negativo y en los polimeros y un aumento en el medio con manitol. A dia 7
este resultado fue visible y definido, no hubo crecimiento porque se agotd la fuente de C del
inoculante liquido y las bacterias no la sustituyeron por alguna disponible en los polimeros. En las
fotos 4 se muestra el crecimiento en manitol de la cepa E-109.

Figura 4: Fuente de carbono utilizada para el crecimiento en placa de B. japonicum E-109
a) manitol b) polimero A c) polimero B d) control negativo.

Crecimiento bacteriano

De este ensayo se puebe concluir que las bacterias no mostraron capacidad de utilizar los polimeros
como fuente de C.

3.4 Compatibilidad de productos agroquimicos con Bradyrhizobium. spp en
semillas y en la nodulacidon de soja

En esta fase complementaria, el objetivo fue conocer la accién de algunos agroquimicos afiadidos al
momento o separados de la inoculacién de las semillas, asi como posibles diferencias en los datos
por uso de inoculante en turba o liquido. Para esto se estudié la sobrevivencia de las cepas en
semillas tratadas y la nodulacidn en raices de plantulas.
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3.4.1 Sobrevivencia de Bradyrhizobium spp. en semillas

Fungicida

Una de las interrogantes en el tema de agroquimicos en soja es conocer si es necesario, desde el
punto de vista de la viabilidad de los bradyrizobios, separar el curado de la inoculacién de la semilla.
Actualmente en nuestro pais hay siembras en que se separan esos procesos y en otras no. Es muy
escasa la informacidn sobre cémo es mejor proceder.

En el cuadro 12 se muestran los resultados del estudio de la sobrevivencia de bacterias cuando no se
separa el curado con fungicida (carbendazim/turam/metalaxil-M) de la inoculaciéon y cuando se
separa por 15 dias, con empleo de inoculante sélido y liquido de dos fabricas.

Cuadro 12: Efecto del tratamiento de semilla de soja con inoculantes sdlido y liquido, con fungicida
(carbendazim/ tiram /metalaxil-M) simultaneo o desfasado dias sobre la sobrevivencia de bradyrizobios. Los
valores corresponden a la media de una sola repeticion exprasados en log UFC/semilla (UFC)

Tratamientos UFC/ semilla en el tiempo ‘

Inoculante + Fungicida 30min 1dia 2dias 3dias 7dias
Turba A + Fungicida 15 6,5 5,4 5,2 5,9 4,9
Turba A + Fungicida 0 6,3 5,9 5,8 5,3 4,9
Turba A 6,5 6,5 6,2 6,1 5,8
Turba B + Fungicida 15 6,7 5,9 6 6,3 4,7
Turba B + Fungicida 0 6,3 5,6 5,6 5,9 5,6
Turba B 6,8 6,3 6 5,9 5,5
Liquido B + Fungicida 15 6,6 4 5,4 4,5 3,4
Liquido B + Fungicida O 6,4 5,4 4,9 4,1 4,5
Liquido B 6,2 5,3 5,2 45 4,7

En el gréfico 6 se muestra el % de reduccién del nimero de bacterias en cada tratamiento para la
evaluacion a tiempo 1 dia y tiempo 7 dias luego del tratamiento de la semilla (no se incluyen los
datos de los tratamientos con inoculante liquido A).

Grafico 6 y 7: Comparacion del porcentaje de reduccién del nimero de bradyrizobio a dia 1 y 7 del efecto del fungicida en
simultaneo y desfasado en turba Ay By en liquido B.
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Como era de esperar, independientemente del soporte del inoculante el nimero de células vivas de
las bacterias disminuye desde el momento mismo de tratar las semillas, resultado observado luego
de 1 dia (t1d) y de 7 dias (t7d) de almacenamiento en laboratorio, tanto con o sin empleo del
fungicida (controles).

Los inoculantes en turba dieron mejor sobrevivencia (menor % de reducciéon en el nimero de
bacterias/semilla) comparado con el liquido (grafico 6) resultado que se reitera cuando se estudian
condiciones adversas para semillas inoculadas, como es en este caso la adicién de un fungicida,
siempre la turba ofrece mayor proteccidon. Se registré una disminucién mds marcada en el nimero
de bradyrizobios/semilla en los tratamientos con separacion del fungicida e inoculacién (fung.15)
que en los simultdneos (fung 0).

En el grafico 6 y 7 se presentan los datos expresados en Log,, UFC/semilla para cada tratamiento en
los 2 tiempos analizados. Los resultados no apoyarian el empleo de este fungicida 15 dias antes de la
inoculacidn, quizas su toxicidad no disminuye por secado sobre la semilla o por el contrario se
renueva con la inoculacién porque ésta aporta nuevamente humedad a la semilla. A su vez, también
debe tenerse en cuenta que no hay una total homogeneidad en la distribucion de las bacterias en
cada semilla, eso puede acarrerar diferencias en los recuentos.

Estudios realizados por Lopes y Portugal (1986) no concuerdan con los resultados de este estudio,
los autores utilizaron tres fungicidas (Triam, Captan y PCNB) en el cultivo de mani, ellos curaron el
mismo dia de inocular y 10 dias previos, y concluyeron que era menos perjudicial para las bacterias
utilizadas en ese cultivo curar 10 dias antes de la inoculacién.

El resultado de este trabajo coincide con la investigacidn de otros autores como Castro et. al., 1997
el cual utilizando el fungicida Mancozeb, constatdé una disminucidon en la sobrevivencia de
bradyrizobios cuando esta en contacto con el fungicida.

Curley y Burton en 1975, utilizaron como fungicida Captan, Tiram, Carboxin vy
Pentacloronitrobenzeno (PCNB) en soja y también registraron que el agroquimico producia una
significativa mortandad a los rizobios.

Por otra parte, Graham et. al. (1980) estudid la interaccion fungicida bacteria en cultivo de frijol, el
principio activo utilizado fue Tiram y Captan, y observé como afectaba la sobrevivencia del Rizobium
phaseoli. Tambén destaca el buen rendimiento del inoculante en turba a pesar de los efectos
negativos a la sobrevivencia bacteriana causados por los fungicidas.

La bibliografia sobre compatibilidad de la inoculacién con productos quimicos en leguminosas de
grano y forrajeras es muy controversial por los diferentes métodos usados en los estudios y por falta
de resultados cuantitativos.

De este ensayo se concluye que el fungicida afecta la mortalidad bacteriana, en especial cuando se
aplica mas de un producto a la vez, y que el inoculante en turba ofrece mayor resistencia
amortiguando el efecto en la sobrevivencia bacteriana.
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Bioestimulante vegetal

En el estudio se evalud el efecto del bioestimulante vegetal con cobalto y molebdeno sobre la
sobrevivencia de bradyrizobios en semilla y en la nodulacién de plantulas de soja (sustrato estéril)
desarrolladas en cdmara de crecimiento. El bioestimulante se usé en 2 concentraciones comerciales
(200ml y 300mI/100kg) de semilla al momento de la inoculacién con 2 inoculantes comerciales de
formulacién liquida y sélida.

Los resultados mostraron que independientemente de la dosis de bioestimulante utilizada, la turba
favorece la sobrevivencia de los bradyrizobios en la semilla hasta 7 dias comparado con el inoculante
liquido (cuadro 13), confirmando los resultados obtenidos con el fungicida (grafico 7). A su vez, se
debe tener en cuenta que la comparacién turba vs. liquido ya implica menor sobrevivencia en el
liguido y que a esa diferencia se le debe anadir el efecto del agroquimico en estudio.

El inoculante comercial A poseia en ese momento una menor concentracién inicial de bacterias
debido a que era una bolsa que se encontraba hacia mucho tiempo en el laboratorio, se decidié
utilizarlo con la finalidad de saber si el efecto de algunos agroquimicos se observaba
independientemente de la calidad del inoculante empleado. Esto se confirmd con los resultados del
inoculante liquido B que se encontraba en éptimas condiciones (Cuadro 13).

Cuadro 13: Efecto del tratamiento de semilla de soja con inoculantes, sélido y liquido, y con diferentes concentraciones del
bioestimulante sobre la sobrevivencia de bradyrizobios. Los valores se expresan en log UFC/semilla.

atamiento emilla en el tiempo
Inoculante + Bioestimulante 30min 1dia 2dia 3dia 7dia
Turba A + Bioest. 200 6,4 6,2 5,9 6 5,5
Turba A + Bioest.300 6,7 5,9 6,3 5,6 5,2
Turba A 6,5 6,5 6,2 6,1 5,8
Turba B + Bioest. 200 6,4 6,2 6 5,2 5,5
Turba B + Bioest. 300 6,6 6 5,8 5,8 51
Turba B 6,8 6,3 6 5,9 55
Liquido B + Bioest. 200 5,9 5,3 5,3 4 3,8
Liquido B + Bioest. 300 6,1 49 5,2 4,9 4
Liquido B 6,2 5,3 5,2 4,5 4,7

En la bibliografia las determinaciones de sobrevivencia en semilla, en general, se refieren a las
24horas de realizado el tratamiento. En nuestro caso el primer dato de sobrevivencia es a las 2 horas
luego de haber aplicado los tratamientos, luego 24 horas y hasta 7 dias. De esta manera se evitan
variaciones por el tiempo transcurrido en realizar las manipulaciones de laboratorio.

La comparacién de las 2 dosis demostré variabilidad en la sobrevivencia de las bacterias, pero, el
empleo de 300 ml mostrd una tendencia a mds baja sobrevivencia para 1y 7 dias (cuadro 13)

Fungicida y bioestimulante vegetal

Los ensayos de toxicidad de productos en semilla inoculada, no sélo tienen interés por conocer la
manera como actla un quimico-sintético sino también la accion de 2 o mas de ellos cuando se
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aplican simultdneamente en las semillas, practica a menudo utilizada en las siembras de soja de

nuestro pais. La aplicacién de varios productos junto con la inoculacién buscan obtener mayor

rendimiento/ha, disminuyendo las pérdidas por patégenos. Es por eso que es importante conocer

gué ocurre con los bradyrizobios en combinaciones de 2 productos. En el cuadro 14 se muestran los

recuentos bradyrizobios cuando se inocula y se aplica en simultaneo bioestimulante (dosis

300ml/100 kg semilla) y fungicida (fungicida 0) o el fungicida 15 dias antes de la inoculacién y del

bioestimulante (fungicida 15).

Cuadro 14: Efecto del tratamiento de semilla de soja con inoculantes sélido y liquido, bioestimulante (3ml/kg semilla) y con

fungicida en simultaneo o desfasado de la inoculacién sobre la sobrevivencia de bradyrizobios. Valores en log UFC/semilla

(UFC)

Inoculante + Bioestimulante+ Fungicida 30min 1dia 2dias 3dias 7dias
Turba A + Bioest. 300 + Fungicida 15 6,5 4,4 5,5 5,5 4,1
Turba A + Bioest. 300 + Fungicida 0 6,3 5,2 4,9 5,2 4,3
Turba A 6,5 6,5 6,2 6,1 5,8
Turba B + Bioest. 300 + Fungicida 15 6,3 6,2 6,1 54 4,5
Turba B + Bioest. 300 + Fungicida O 6,3 5,6 5,2 5,7 5
Turba B 6,8 6,3 6 59 5,5
Liquido B + Bioest. 300 + Fungicida 15 6 5,2 3,7 3,5 3,4
Liquido B + Bioest. 300 + Fungicida O 5,8 51 4,4 4 3,5

Liquido B 6,2 5,3 5,2 4,5 4,7

Grafico 8: Comparacion del porcentaje de reduccién de la sobrevivencia a dia uno y dia siete

causado por el bioestimulante y el fungicida en simultaneo y desfasado sobre bradyrizobio.
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El grafico 8 muestra que los tratamientos a los que se les aplicé bioestimulante y fungicida fueron los

mds afectados, esto se ve reflejado en el cuadro 14 ya que en todos los tratamientos hubo en el

tiempo un % de reduccion del nimero bacteriano, o sea en la sobrevivencia. A su vez no se obtuvo
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una diferencia en cuanto a la aplicacion del fungicida al momento de la inoculacién o 15 dias previos
a la misma cuando se combinan dos agroquimicos. Todos los tratamientos mostraron valores de
sobrevivencia semejantes, incluso en la diferenciacidon observada en la proteccién brindada por los
soportes, si bien hay una leve diferencia a favor de la turba no es tan notoria como con los
agroquimicos analizados anteriormente.

3.4.2 Evaluacion de la nodulacion

Los métodos que se utilizaron en este trabajo para determinar la viabilidad de bradyrizobios dan
sélo una estimacion cuantitativa de la compatibilidad con los agroquimicos aplicados a las semillas.
Tal como lo expresan Curley y Burton (1975) la compatibilidad abarca también que las bacterias
retengan la capacidad de producir nédulos. Por lo tanto, el estudio de sobrevivencia en semillas se
continud con la evaluacion de la nodulacién de todos los tratamientos aplicados (item 3.4.1).

Fungicidas

Los resultados de la aplicaciéon de fungicida al momento o 15 dias antes de la inoculacion se
presentan en el cuadro 15. La nodulacidn, nimero y peso seco de nddulos, se obtuvo en muestras
de semillas sembradas a los 30 min. y a las 72h luego del tratamiento. En las muestras de 30 min. la
turba B di6 valores variables con el fungicida en nimero de nédulos y un 50% menos de PSN en el
control comparado con el fungicida. El inoculante liquido di6 menor nimero de nédulos con el
fungicida y sin embargo el control mostré nuevamente una reduccidon de aproximadamente el 50%
en el PSN. Estos resultados son dificiles de explicar dado la variabilidad de los valores para ambos
tipos de inoculantes. En las muestras extraidas a las 72h hubo una reduccidon en el nimero de
nodulos por aplicacién del fungicida con turba y liquido y esto se vio reflejado ain mas en el PSN del
inoculante liquido que en turba (cuadro 15).

Cuadro 15: Evaluacion en planta de peso seco de nédulo PSN, nimero de nédulos a dia cero
y tres de la aplicaciéon de fungicida el mismo dia de inocular y 15 dias previos utilizando
dos inoculantes comerciales en turba y liquido.

Inoculante + Fungicida t 30 min t 72h

Turba B + Fung. 15 10,2 B 20,2 A 13 A 13 A

Turba B + Fung. 0 17,3 A 20,6 A 9 A 10 A

Turba B 13,5 AB 11,5A 13 A 10,5A
Liquido B + Fung. 15 11A 15,9 A 13 AB 13,7 A
Liquido B + Fung, 0 13A 19,7 A 8,2B 11,9A
Liquido B 18 A 9,6 A 17 A 19 A

*Numero de nédulos ** PSN: peso seco de nddulos (mg)

Medias seguidas de la misma letra en una misma columna no difieren significativamente al 5% prueba Duncan.

En la evaluacidn de 30 min., se observa mayor PSN al tratar con fungicida independientemente que
haya sido aplicado simultdaneo o desfasado con la inoculacién (15 dias). Esto se explicaria por la
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variabilidad en el nimero de bacterias sobre cada semilla y es probable que en vez de a los 30 min.
deberia evaluarse a las 24 h ya que en la préctica el tiempo que transcurre hasta la siembra es
mayor. A las 72h con el inoculante liquido afecté al nimero y PSN mas que el sélido aun cuando no
hubo diferencias significativas entre aplicar el fungicida simultdneo o desfasado (Cuadro 15). Este
resultado indicaria que deberian hacerse mads repeticiones por tratamiento dada la alta variabilidad
en el desarrollo de las raices y también realizar evaluaciones con otros productos fungicidas antes de
aventurar una recomendacion.

En la bibliografia sobre el tema, autores como Curley y Burton, (1975), Graham, (1980) y Andrés,
(1996) encontraron una significativa proporcionalidad entre la mortandad de bradyrizobios en

semilla y las consecuencias negativas en la nodulacién.

Bioestimulante

La compatibilidad del bioestimulante en 2 dosis con inoculante liquido y sélido se determind luego
de 30 min. y de 72h de aplicados los tratamientos. Como se trata de un producto de uso en la
promocién vegetal, se determind el peso seco radical (PSR), nimero y peso seco de nddulos (PSN) y
se realizd un andlisis de varianza, comparando las medias con la prueba Duncan (a: 0.05) el cual
concluyd que no hay diferencias significativas, salvo en el inoculante en turba a las 72h de aplicado
el producto con dosis mds alta de bioestimulante. Esto cocuerda con el item anterior, donde la dosis
mas alta (300ml/100kg semillas) afecté negativamente la viabilidad de los bradyrizobios en las
semillas.

Los resultados coinciden con los obtenidos por Carvalho Leite et. al. (2009) quien no obtuvo
diferencias significativas en el nimero de nddulos y en su peso seco en frijol utilizando en la semilla
un bioestimulante con Mo. Sin embargo, el autor menciona un incremento en el contenido de N de
las plantas con bioestimulante y lo asocia a la utilizaciéon del Mo por la nitrogenasa. Por el contrario,
estudios realizados por Gris et. al. (2005) afirman que el uso del Mo no incrementa
significativamente el rendimiento en soja ya que los requerimientos son bajos y ocurre un aporte
por el suelo. Para el autor altas concentraciones de ese elemento pueden ser tdxicas, por lo que es
necesario tener en cuenta que el uso de bioestimulantes con Mo deberia recomendarse en casos en
gue hay una deficiencia en el suelo.

De este ensayo se puede concluir que el bioestimulante no es perjudicial para la nodulacién salvo en
concentraciones altas donde puede resultar téxico.

Bioestimulante y fungicida

Algunos agricultores utilizan mezclas o incorporaciones simultaneas de mas de un producto quimico
en el momento de la inoculacion de soja la realizan algunos agricultores, aunque no hay informacion
sobre cuan extendida estd la practica en nuestro pais. Los resultados de la nodulacién cuando se
combinan un bioestimulante, un fungicida y la inoculacion de las semillas se muestran en el cuadro
16.
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Cuadro 16: Evaluacién PSN, nimero de nddulos a dia cero y dia tres, de la aplicacién de bioestimulantey fungicida en
simultaneo y desfasado utilizando dos inoculantes comerciales en turba y liquido.

Tratamientos Nédulos* ‘ PSN (mg) ‘ Nédulos* PSN (mg)
Inoculante + Fungicida t 30 min t72h

Turba B + Bioest. 300 + Fungicida 15 15A 14,4 A 12 A 16,8 A
Turba B + Bioest. 300 + Fungicida O 13A 17,2 A 20A 17,8 A
Turba B 14 A 115A 13 A 10,5A
Liquido B + Bioest. 300 + Fungicida 15 13A 15A 8A 6,9B
Liquido B + Bioest. 300 + Fungicida O 10B 23A 6 A 6,7 B
Liquido B 18 A 9,6 A 178B 19A

*Numero de nédulos ** PSN: peso seco de nddulos (mg)

Medias seguidas de la misma letra en una misma columna no difieren significativamente al 5% prueba Duncan.

Como se observa en el cuadro 16 para 30 min. el uso de inoculante en turba no mostrd diferencias
significativas en el nUmero y en el PSN por tratamiento con bioestimulante y fungicida (fung.0y
Fung.15). Por el contrario, el inoculante liquido dié diferencias significativas en nimero pero no en
PSN adn cuando éstos valores fueron marcadamente mas bajos en las plantas control. La evaluacion
a las 72h mostré valores significativamente mas bajos en el nimero y PSN por empleo de fungicida 'y
bioestimulante comparado con el control usando inoculante liquido (Cuadro 16).

3.5 Estudio de la mortandad de bradyrizobios; ejemplo practico.

Se eligié una situacion que podria ocurrir a la hora de preparar las semillas, se reprodujo en el
laboratorio y se evaluaron las consecuencias. Para esto se mezcldé en un mismo recipiente fungicida
e inoculante, esto se realizé con inoculante liquido y en turba.

En el grifico 9 se muestra la sobrevivencia hasta 72 h del tratamiento T1 inoculante liquido

mezclado con fungicida, T2 inoculante en turba mezclado con fungicida y los controles con turba T3
y liquido T4 distanciando el fungicida de la inoculacion.
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Grafico 9: Sobrevivencia (Log;o UFC/semilla) a 30min, 24 h y 72 h de B. elakanii
en semillas cuando se afade fungicida e inoculante juntos o por separado.
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En el Grafico 9 se observa que la mezcla del inoculante liquido con el fungicida produjo una
mortandad de las bacterias en el inoculante de 56% 30min luego de realizado el tratamiento. El
ndimero bajo de bacterias logyy 2.7/semilla induce a pensar que daria como resultado la falta de
nddulos en las raices de las plantas. Esto evidencia una “mala manipulacién” en el momento de la
inoculacién de las semillas que significaria una pérdida econdmica importante para el agricultor. Los
datos muestran una mayor proteccion de la turba comparado con el liquido aun cuando los datos a
30min ya muestran una reduccién en el nimero de bacterias viables de 7% comparado con el
control (grafico 9). En general, podemos decir que la toxicidad del fungicida se evidencié en los
recuentos de viables a 1h tanto cuando se aplicé fungicida e inoculacion simultdnea
independientemente del uso de turba o liquido.

En el estudio se distancid el fungicida de la inoculacion porque se tuvo en cuenta las
recomendaciones del MGAP (Labandera, 2003) en cédmo proceder correctamente en cuanto al uso
de agroquimicos con los inoculantes. Desde ese entonces se recomienda curar las semillas primero y
luego inocular, separar los procesos aunque esta recomendacion no se cumple totalmente como
guedd demostrado. Por lo general, los encargados de las siembras en los establecimientos priorizan
la facilidad y rapidez que ofrece el inoculante liquido frente al sélido, y el uso de agroquimicos
mezclados con ellos, incurriendo en errores con graves consecuencias econdémicas.

Los resultados evidencian que estos problemas podrian evitarse con mas investigacion sobre

agrotéxicos utilizados en el cultivo de soja, mayor control de su composicion por parte del MGAP y
una cartilla técnica para proceder correctamente a la hora de utilizar agroquimicos.
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4. CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas del trabajo son:

1. Las cepas de Bradyrhizobium elkanii y B. japonicum difieren en su viabilidad frente a fungicidas y
otros agroquimicos.

2. El fungicida Carbendazin+Tiram modifica la morfologia de las colonias de Bradyrhizobium spp.

3. El Sporekill es un producto altamente téxico para bacterias y no es recomendable utilizarlo en
semillas inoculadas.

4. El tratamiento con fungicida antes de la inoculacidn (15 dias) no dié resultados constantes en la
viabilidad y sobrevivencia de los bradyrizobios.

5. Los agroquimicos afectan mas la sobrevivencia y la nodulaciéon de los bradyrizobios en semillas
con inoculante liquido que sélido.

6. Mezclar fungicida con inoculante en un mismo recipiente ocasiona una disminucion de la
sobrevivencia de 56% para inoculante liquido y 7% para turba.

Finalmente cabe mencionar que este trabajo puso en evidencia la importancia del estudio de la
compatibilidad de los agroquimicos con los bradyrizobios en el &mbito de la FBN. Segln su principio
activo pueden ser mas o menos téxicos en la sobrevivencia de las bacterias en las semillas, con
consecuencias en la nodulacion, fijacion de nitrégeno y rendimiento de los cultivos. Es necesario
generar mas investigaciones nacionales sobre su efecto en la nodulacién ya que pueden no afectar la
viabilidad en la semilla pero si la capacidad de formar nddulos. Se requieren ensayos en campo para
determinar el efecto de los agroquimicos vy tratar de conocer cudl es el costo/beneficio que implica
el uso de estos productos. Se requiere un protocolo que indique a los productores el correcto
procedimiento de su uso y que es lo que no se debe hacer para evitar las ‘malas manipulaciones’ que
como se vié traen consecuencias perjudiciales adicionales.
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