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Resumen

El rdpido deterioro de los suelos en Uruguay, causado por la intensificacion agricola y el
uso extensivo de agroquimicos, subraya la necesidad de adoptar practicas agricolas mas
sostenibles. El objetivo general de este estudio fue evaluar el impacto de un activador
biolégico comercial (Foliar Blend) junto con la reduccion de agroquimicos, sobre la
comunidad microbiana del suelo, comparandolo con un manejo convencional que emplea
solamente agroquimicos. El activador biolégico comercial, que contiene una mezcla de
carbohidratos, aminoacidos, micronutrientes quelatados y acido salicilico, fue aplicado en
dos tipos de cultivos: citrus (sitio EI Repecho) y soja (sitios Timbd y Tres Aguas). Los
tratamientos evaluados incluyeron la aplicacién del activador biolégico con reduccion de
agroquimicos, y el uso convencional de agroquimicos, cada uno en tres repeticiones. La
abundancia de microorganismos, y la actividad microbiana, medida como respiracion, se
evaluaron en todos los sitios. En los cultivos de citrus (sitio EI Repecho), la abundancia de
bacterias amonificantes y de Pseudomonas fluorescentes disminuyd significativamente
con la aplicacion del activador. En soja (sitio Timbd) la abundancia de Bacillus spp.
aumentd, mientras que la abundancia de hongos filamentosos disminuyo en el tratamiento
con el activador. En soja (sitio Tres Aguas), la abundancia de Pseudomonas fluorescentes
y de Actinomycetota tuvo un aumento significativo cuando se agreg6 el activador. No se
observaron diferencias significativas en la abundancia de los otros microorganismos
estudiados ni en la respiracion entre los tratamientos de todos los sitios. Los resultados
indican que el activador biolégico puede tener efectos variables en la comunidad
microbiana, dependiendo del tipo de microorganismo, las caracteristicas del suelo y otras
condiciones especificas. Para obtener una visibn mas completa de los cambios que
pueden ocurrir en la comunidad microbiana del suelo debido a practicas agricolas, es
recomendable complementar el andlisis microbiolégico clasico utilizando técnicas
moleculares y métodos que evalien la actividad enzimatica del suelo. Las mismas
proporcionaran una caracterizacion mas detallada de las comunidades microbianas y sus
funciones, ayudando a optimizar el uso del activador biolégico y a mejorar las practicas

agricolas sostenibles.



Introduccidén

1. Suelo

La palabra suelo se refiere al material exterior suelto que hay en la superficie de la Tierra,
una capa distinta de la roca madre subyacente. Es un ecosistema complejo y dinamico,
formado por una fraccibn mineral, materia orgénica, agua y gases que interactian
formando un héabitat que permite el desarrollo de una gran diversidad de organismos
(McBratney y Hartemink, 2024). Es un recurso no renovable a escala humana, y es
fundamental para el funcionamiento de los ecosistemas, la produccién de alimentos, la
reserva genética de organismos y la acumulacion de carbono, asi como también para el

ciclado de nutrientes a nivel global (Abawi y Widmer, 2000).

Un gramo de suelo contiene millones de microorganismos; algunas estimaciones indican
gue el numero de especies en un gramo de suelo puede alcanzar hasta 5000 (Kirk et al.,
2004). Los suelos cultivados y de praderas contienen aproximadamente 2x10° organismos
procariotas por gramo de suelo (Urban, 2008). La fertilidad del suelo no solo depende de
su composicion quimica, sino también de la cantidad y calidad de los microorganismos
presentes. El mantenimiento de las diversas comunidades biolégicas en el suelo es
crucial para lograr practicas de agricultura sostenible (Beare et al., 1995; Benizri et al.,
2002).

2. Microorganismos del suelo

Los microorganismos cumplen un rol esencial en el mantenimiento de la vida en nuestro
planeta. Los que habitan el suelo son fundamentales para la continuidad de los ciclos
biogeoquimicos, para la descomposiciéon de la materia organica en moléculas mas
simples y la formacion de los suelos. Asimismo, son muy importantes para mantener la
productividad y sostenibilidad de los ecosistemas .También llevan a cabo importantes
funciones relacionadas con la supresion de los agentes patdégenos, degradacion de
pesticidas y contaminantes del suelo, por lo que son clave para la salud de las plantas,
propiciando la tolerancia de las mismas ante diversas enfermedades y aumentando su
resistencia al estrés (Glodowska y Wozniak, 2019). A su vez, sirven como fuente y
deposito de nutrientes, solubilizan minerales, fijan nitrogeno atmosférico y también

pueden producir hormonas vegetales (Kirk et al., 2004). La biomasa microbiana es uno de
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los indicadores mas precisos frente al cambio ambiental, incluso méas adn que los
parametros fisicos y quimicos (Kaschuk et al., 2010), por lo que es esencial al momento

de evaluar la calidad del suelo (Acosta-Martinez et al., 2008).

Los microorganismos llevan a cabo procesos metabodlicos tomando nutrientes del
ecosistema para formar nuevas células. A su vez, excretan productos de desecho al
ambiente. De este modo, las comunidades microbianas fluctian en funcion de los
recursos disponibles, las condiciones del entorno y de las diferentes poblaciones de

organismos que pueden soportar (Madigan et al., 2015).

Para establecer un buen indicador de la fertilidad del suelo es necesario el estudio de
microorganismos, asociados a parametros fisicos y quimicos del mismo. Adicionalmente,
es necesario el uso de pardmetros microbiol6gicos como ser las poblaciones de mayor
sensibilidad a las perturbaciones, entre las cuales se encuentran las de Actinomycetota y

de sensibilidad moderada, como ser las bacterias amonificantes (Lupwayi et al., 1998).

Segun estudios que implican técnicas dependientes de cultivo, las bacterias de los
géneros Pseudomonas y Streptomyces (Actinomycetota) se encuentran dentro de los
géneros de bacterias del suelo mas abundantes (Bhattacharyya y Jha, 2011). Ademas,
son conocidas por su potencial como agentes de control biolégico. Su antagonismo a
ciertos patdégenos puede explicarse mediante determinados mecanismos de accion tales
como produccién de enzimas hidroliticas, de antibiéticos, induccion de resistencia en la
planta, o la competencia por nutrientes. Por otra parte, diversas cepas pertenecientes al
género Pseudomonas fomentan el crecimiento de las plantas a través de mecanismos
directos como son la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de minerales, la liberacion de
fitohormonas, y la disminucién de metales pesados del suelo (Singh et al., 2011). Al
mismo tiempo, los hongos son agentes beneficiosos debido a que llevan a cabo procesos
de degradacion de la materia organica compleja, convirtiéndola en formas mas simples y
dejandola disponible para ser absorbida por otros organismos como las plantas. Ademas,

producen antioxidantes, antibiéticos y antifingicos (Suarez y Pefiaranda, 2022).



2.1.Ciclo del nitrogeno y amonificantes:

El nitrégeno (N) es uno de los elementos esenciales de las biomoléculas como el ADN, el
ARN, los aminoéacidos y las proteinas; se lo puede encontrar en varios estados de
oxidacion. A pesar de que existe una gran reserva de N en la atmosfera, el 78% se
encuentra en forma de N, por lo que es inaccesible para la mayoria de los seres vivos,
siendo por lo tanto uno de los principales factores limitantes de diversos ecosistemas,
afectando ademas, el crecimiento de los cultivos. Por otra parte, el ciclo del nitrégeno
(Figura 1) esta muy relacionado a los microorganismos, ya que los mismos llevan

adelante pasos Unicos y esenciales del mismo (Barrueco et al., 1984).

Las bacterias amonificantes transforman el nitrdgeno proveniente de fuentes organicas
(aminoécidos y nucleétidos), asi como también el &cido Urico y la urea, producto de la
excrecion de determinados organismos, en NH3 que queda disponible para las reacciones

de nitrificacion y asimilacion.

El nitrogeno entra en la bidsfera principalmente por fijacibn quimica y biolégica del
nitrogeno molecular (N,), y se remueve de la misma manera por desnitrificacion (Madigan
et al., 2015).
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Figura 1: Esquema del Ciclo del Nitrogeno. El flujo de nitrégeno a través de los procesos realizados por las bacterias

amonificantes se refleja en la rama de amonificacion (NH. — NHs) (Madigan et al., 2015).



2.2.Pseudomonas fluorescentes

El género Pseudomonas pertenece al filum Pseudomonadota. Las bacterias de este
género tienen como caracteristica comun el no formar esporas como estructuras de
resistencia. Son bacilos Gram negativos, tienen uno o mas de un flagelo polar, son
guimioheterotrofas y generalmente aerobias, no fermentativas y moviles (Mishra y Arora,
2018). Se encuentran principalmente en la rizosfera, aunque también pueden hallarse en
el agua y en los suelos. Dentro de este género, las Pseudomonas fluorescentes se
caracterizan por su potencial para controlar enfermedades de las plantas, constituyendo
un control biolégico de patdégenos debido a que producen antifungicos e inducen el
sistema de resistencia de las plantas. Presentan ademas una gran variedad de
mecanismos de promocion directa e indirecta del crecimiento vegetal (Kennedy, 1999;
Bossis et al., 2000; Riera, 2012). Finalmente, se distinguen del resto de las Pseudomonas
por presentar un pigmento caracteristico soluble, de color amarillo-verdoso, que fluoresce
ante la luz ultravioleta, y que corresponde a los sideréforos del tipo pioverdina (Botelho y

Mendonca-Hagler, 2006; Alvarez-Garcia et al., 2020).

2.3.Actinomycetota

El filo Actinomycetota es uno de los grupos mas grandes del dominio Bacteria
conformado, en gran parte, por bacterias ambientales de vida libre que se distribuyen de
manera ubicua, tanto en ambientes marinos como terrestres, aunque en estos ultimos
mayoritariamente. Son bacterias Gram positivas, filamentosas, con un gran contenido
G+C en su genoma y producen esporas. Son principalmente aerobias, pero existen
excepciones. A su vez, fisiolégicamente, son bacterias heterétrofas o quimioautotrofas
(Barka et al., 2016). Se hallan tanto en la superficie del suelo, como a profundidades
mayores a 2 metros. Este filo presenta una gran importancia a nivel biotecnolégico,
debido a su uso en agricultura, medicina e industria. Del género Streptomyces se obtiene
un alto porcentaje de los antibiéticos de uso médico y veterinario, asi como también
produce una variada cantidad de metabolitos secundarios con funciones antifingicas,

herbicidas y antitumorales (Omura et al., 2001).



2.4.Bacillus spp.

Las bacterias pertenecientes a este género son Gram positivas, moviles, con flagelos
largos y aerobias estrictas o facultativas. Principalmente son mesdfilas, pero también
pueden crecer a bajas o altas temperaturas. Este género se caracteriza por presentar
mecanismos de supervivencia ante condiciones fisicas desfavorables que implican la
esporulacion en caso de no poder mantenerse en estado vegetativo. La habilidad de las
especies de Bacillus de formar endosporas altamente resistentes ofrece una importante
ventaja en un ambiente como el suelo (Calvo y Zuaiiga, 2010; Giannone, 2015). Producen
también una amplia variedad de enzimas extracelulares y antibiéticos tales como la
gramicidina, bacitracina, polimixina y circulina (Gorgoroso, 2012). Estas bacterias son de
suma importancia para los suelos debido a que presentan mecanismos de movilizacion
biologica del foésforo, de produccién de fitohormonas y sideréforos, asi como de control

biolégico de ciertos hongos patégenos.

2.5.Hongos

Los hongos forman parte del Reino Fungi. Son organismos eucariotas, presentan nicleo y
una membrana nuclear, un reticulo endoplasmico, mitocondrias y un aparato secretor. La
gran mayoria son aerobios obligados o facultativos. Son quimiétrofos secretores de
enzimas que degradan una amplia variedad de sustratos organicos en nutrientes solubles
gue luego son absorbidos pasivamente o integrados a la célula por transporte activo

(Suérez y Pefaranda, 2022).

1. Filamentosos: La mayoria de los hongos filamentosos se caracterizan por tener
un soma vegetativo (talo) similar a las plantas, filamentos microscépicos continuos mas o
menos alargados y ramificados con paredes celulares definidas, la mayoria, constituidas
por quitina, dispuestas en microfibrillas como la celulosa. Ademas, otros polisacaridos
como mananos, galactanos y quitosano reemplazan a la quitina en algunos grupos.
Presentan una pared celular formada por carbohidratos (80-90 %), y son las proteinas, los
lipidos, polifosfatos e iones inorganicos el material adherente (Estrada y Ramirez, 2019;
Agrios, 1995).

2. Levaduras: La gran mayoria pertenece al filo Ascomycota, debido a que presentan
ascos. Son microorganismos eucariotas unicelulares. Es uno de los filos mas diversos y

ubicuo dentro de los eucariotas y el mayor dentro de los hongos. Sus especies se
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distribuyen en casi todos los ambientes, tanto terrestres como acuaticos. Pueden ser uni o
pluricelulares, de paredes rigidas (por la presencia de quitina), son heterétrofos (no
poseen clorofila), se reproducen sexual y asexualmente, o solo asexualmente (Estrada y
Ramirez, 2019).

3. Abundancia y actividad microbiana

Algunos parametros microbianos como ser la biomasa, la actividad enzimatica y la
respiracion, son aspectos de gran relevancia para la salud del suelo, constituyéndose
como eficaces herramientas para el monitoreo de la calidad de los suelos (Dixon y Tilston,
2010).

Las poblaciones de bacterias en el suelo no se distribuyen de forma azarosa.
Determinados parametros como la composicion de los suelos, la materia organica, el pH,
el agua y la disponibilidad de oxigeno, desempefian un papel importante para dicha
distribucién (Calvo y Zuniga, 2010). La abundancia de organismos y su actividad decrece
conforme aumenta la profundidad del suelo (Duineveld et al., 2001; Wieland et al., 2001).
Consecuentemente, la mayor abundancia de microorganismos se encuentra en la
superficie (Beare et al., 1995; Benizri et al., 2002). Asimismo, los suelos presentan
variabilidad horizontal en su composicién. Esta heterogeneidad descrita en ciertos
estudios, se puede relacionar con la presencia de gradientes y variacién en las
propiedades del suelo, que involucran la agregacion, la textura, la densidad, la
concentracion de O, disponibilidad de agua, contenido organico, disponibilidad de N y

dinamica vegetal (Kennedy, 1999).

Es complejo determinar con precision la composicién de las comunidades microbianas del
suelo y su actividad debido a las dificultades que conlleva estudiar los microorganismos
gue lo habitan. La microbiologia clasica implica el aislamiento y el cultivo de
microorganismos de un determinado ambiente, empleando diferentes medios de cultivo y
regulando las condiciones de crecimiento, dependiendo del organismo que se quiere
aislar. Sin embargo, no da cuenta de la vasta diversidad de organismos que habitan un
ambiente (Turner et al., 2013). Ademas, las cepas en estado de dormancia o en estado
viable pero no cultivable no son detectadas (Cruz-Leyva et al., 2015). La diversidad
microbiana que puede recuperarse a partir de métodos de cultivo estandar se halla por

debajo del 1% de la diversidad presente en muestras ambientales complejas como lo es
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el suelo. Si bien es posible que ese 1% sea representativo de toda la poblacion, estando
el restante 99% fisiolégicamente inactivo para su cultivo, también puede suceder que el
99% sea fenotipica y genotipicamente diferente al 1%. Por lo tanto, solamente el 1% de la

poblacion estaré representada (Hunter-Cevera 1998; Glodowska and Wozniak, 2019).

Mediante las técnicas de microbiologia clasica es posible obtener informacion sobre
algunas poblaciones como ser los microorganismos heterétrofos activos (obtienen C a
partir de fuentes organicas). De igual modo, pero empleando medios de cultivo selectivos,
se pueden distinguir diversos organismos de acuerdo a su crecimiento en lIos mismos o
bien cuantificarlos conforme a sus capacidades metabolicas (ej.: bacterias amonificantes).
Muchos de estos microorganismos se encuentran involucrados en interacciones con
plantas, mediante diversos mecanismos, siendo muchas de ellas beneficiosas para
ambos (Kirk et al., 2004; Frioni, 2006).

Por otra parte, la técnica del nUmero mas probable (NMP) nos permite estimar de manera
indirecta la densidad de una poblacién sin hacer conteo real de microorganismos o
colonias. A pesar de que la informacion generada se restringe solo a las comunidades
gue pueden ser cultivadas y es sensible a la densidad de in6culo (Cafidon-Cortazar et al.,
2012) es una técnica rapida y econOmica que genera informacion Gtil para estimar la
abundancia de la poblacion microbiana en el suelo, asi como también lo es la técnica de

recuento en placa.

La actividad microbiana refleja los procesos que ocurren en el suelo debido a la presencia
de bacterias y hongos. Es de gran relevancia para el ciclo de nutrientes y para la
descomposicion de la materia organica. La respiracion del suelo refleja la actividad
metabdlica de los microorganismos que habitan el mismo, y se cuantifica mediante la
evolucion del CO,. Este parametro permite evaluar directamente la respiracién de los
microorganismos presentes en las muestras de suelo y determinar su actividad
metabdlica. Ademas, indica la tasa a la que las comunidades microbianas procesan la
materia y la energia (Dixon y Tilston, 2010). Se considera un bioindicador eficiente en lo
gue respecta a las condiciones microbianas, la salud y calidad de los suelos (Glodowska
y Wozniak, 2019). Finalmente, para realizar este analisis es necesaria la determinacion de
la humedad debido a que el agua se requiere para multiples funciones celulares y es el
constituyente de mayor proporcion en peso de la célula, por lo tanto determinara el

crecimiento microbiano y la produccién vegetal. Hay una gran variacion en el contenido de
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agua del suelo por las condiciones climaticas. La capacidad de los suelos de retener agua
en los capilares existentes entre las particulas sdlidas, principalmente por adsorcion de
arcilla y materia organica es otra propiedad muy importante que influye en la respiracion
de las raices de las plantas y la actividad metabdlica de los microorganismos del suelo. La
capacidad de campo de un suelo representa el porcentaje de agua que puede retenerse
después de dos a tres dias de drenaje del agua gravitacional; su valor representa la

maxima cantidad de agua disponible para las plantas (Frioni, 2006).

4. Practicas agricolas

Ciertas practicas agricolas, como ser el uso de fertilizantes quimicos, de pesticidas, la
rotacion de los cultivos y el uso de abonos o biofertilizantes, influyen en la composicion, la
abundancia y las funciones de las bacterias y de los hongos en los ecosistemas
terrestres. (Glodowska y Wozniak, 2019). Pueden afectar también la calidad y la cantidad
de materia organica disponible en el suelo asi como provocar cambios en la entrada de
los nutrientes a dicho ecosistema. A su vez, el mal manejo del uso del suelo puede
provocar la pérdida de fertilidad del mismo y la disminucion en la abundancia de los
microorganismos (Morugan-Coronado et al., 2015). El uso de biofertilizantes, de
biopesticidas, de inoculantes microbianos y de estimulantes biolégicos, presenta ventajas
sobre el empleo de otros compuestos tales como los insumos de sintesis quimica. Dentro
de estas ventajas, puede destacarse el hecho de que no sélo son mas seguros, sino que
también provocan un menor dafio ambiental y menor riesgo para la salud humana. Por
otra parte, son mas efectivos a bajas cantidades y presentan una actividad mas dirigida

gue los otros compuestos (Berg, 2009).

Los estimulantes biol6gicos son aquellas sustancias (sin ser los pesticidas) que al
aplicarse a las hojas, tallos o semillas, en formulaciones especificas, presentan la
capacidad de modificar los procesos fisiolégicos de las plantas, de una manera
potencialmente beneficiosa para las mismas, tanto para el crecimiento como para su
desarrollo y/o respuesta frente al estrés (Du Jardin, 2012). Estan compuestos de
sustancias organicas, materiales inorganicos, y en algunos casos también contienen
microorganismos. Se diferencian de los fertilizantes debido a que no aportan nutrientes de
manera directa sino que promueven la adquisicion de los mismos por las plantas y

aumentan la eficiencia en la asimilacion asi como la tolerancia al estrés biotico y abiotico.
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Ademas, pueden llevar a cabo diversas funciones como impulsar el crecimiento y
desarrollo de las plantas durante todo su ciclo vital, aumentar la fertilidad del suelo
promoviendo el crecimiento de los microorganismos que habitan el mismo, y mejorar la

calidad y produccion de los cultivos (Corsi et al., 2022).

El manejo agricola sostenible implica el uso de los recursos agricolas de manera tal que
satisfagan las necesidades humanas, y que a su vez, mantengan la calidad del ambiente
y la conservacion de los recursos naturales a futuro. Una agricultura sostenible requiere la
optimizacion de las practicas de manejo del suelo asi como de sus propiedades
fisicoquimicas. Para lograr lo anteriormente mencionado, los procesos biolégicos que se
dan a nivel del suelo y la fertilidad del mismo, son imprescindibles. Mantener la diversidad
y funcionalidad de las comunidades microbianas, es esencial para lograr el propésito de la

agricultura sostenible (Giri et al., 2005).

En este trabajo se evalud el uso de un estimulante biolégico comercial importado (Foliar
Blend). El mismo contiene carbohidratos, aminoacidos, micronutrientes quelatados (Mg,
Mn, Zn, Co, S, Mo) y é&cido salicilico. Puede ser aplicado en combinacion con pesticidas,
herbicidas, fungicidas vy fertilizantes, ya sea en suelo, riego o foliar. Estimula la actividad
biologica del suelo, mejorando el ciclado de nutrientes, favoreciendo a los
microorganismos benéficos y reduciendo a los patdgenos. Por otra parte, mejora la
estructura del mismo, ademas de la disponibilidad y balance entre macro y
micronutrientes. Finalmente, potencia la mineralizacion de nutrientes, disminuye los
niveles de sodio en el suelo y permite un mayor crecimiento de la planta, desarrollo

radicular, salud y mayor rendimiento de los cultivos (FoliarBlend — Agrigro)

La evaluacion en nuestro pais del uso de este producto como activador biolégico busca
estudiar su efecto sobre la calidad del suelo y sobre el crecimiento y sanidad de los
cultivos. Para ello es fundamental analizar su efecto sobre la presencia y actividad de los

microorganismos del suelo.
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Objetivos

1) General

Evaluar los cambios de la comunidad microbiana del suelo tratado con un activador

biologico comercial de uso agricola, junto con la reduccion de agrogquimicos.

2) Especificos

1. Determinar el efecto del activador biolégico y la reduccién de agroquimicos sobre la
abundancia microbiana.
2. Determinar el efecto del activador biolégico y la reduccion de agroquimicos sobre la

actividad microbiana.

Hipotesis

La aplicacion de un activador bioldgico, junto con la reduccion de agroquimicos, en
cultivos de soja y citricos modifica la comunidad microbiana, alterando tanto su

abundancia como su actividad.
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Materiales y métodos

1. Sitios de muestreo

Los muestreos de suelo se realizaron en ensayos instalados especificamente para este
estudio, en plantaciones de citricos y de soja. Para llevar a cabo el ensayo de citricos, se
eligié una plantacion de naranjas de variedad Valencia en el establecimiento El Repecho,
ubicado en Pueblo Gallinal, Paysandu (Figura 2). El tipo de suelo en este sitio de estudio
se clasifica como franco arenoso (Tabla 1). A su vez, para realizar los ensayos de soja se
seleccionaron dos sitios: uno de ellos ubicado en Estacion ElI Timbo-Paysandu
(coordenadas 32°29°27.24”S 57°53'11.96”0) (Figura 4) y el otro en el Establecimiento
Tres Aguas-Rio Negro (coordenadas 32°31'43.23”S 58°09°16.34”0). El tipo de suelo en
estos sitios se clasifica como franco arcilloso (Tabla 1) .Las principales caracteristicas de
los suelos, el porcentaje de contenido de carbono organico y de materia organica del
suelo, asi como sus propiedades fisicoquimicas, se describen en la Tabla 1. Estas
propiedades fueron determinadas previamente a la aplicacion del activador bioldgico
(Foliar Blend).

En cada ensayo se definieron parcelas para 2 tratamientos con 3 réplicas cada uno. Uno
de los tratamientos consistié en la aplicacién convencional de insumos quimicos y el otro

en la disminucion de los mismos y en la aplicacidon del activador biolégico (Foliar Blend).

Tabla 1: Principales caracteristicas de los suelos muestreados. Se presentan las propiedades fisicoquimicas: pH en
agua (H20), contenido de nitrégeno total (% N), contenido de carbono organico (% C.Org), contenido de materia
organica (% MO), disponibilidad de fésforo (Bray I, ug P/g) y capacidad de intercambio catiénico (CIC) a pH 7

(meq/100g) ; asi como también la textura del suelo (porcentaje de arcilla, limo y arena).

ARCILLA ARENA cic
SITIO | TEXTURA LIMO cor Mo N H (H20 ]
) | e 9 (%)| MO(%) | 0| N6 |pH(H20)

El Franco 18,2 3.6 78,2 1,72 272 15,25 0,13 577 13,42
Repecho |arenoso
. Franco-

Timbé \ 39.7 38 8 215 2 89 439 25 43 0,22 587 16,26
arcilloso

Tres Franco- 35 32 33 128 22 19,33 0,22 57 25 42
Aguas arcilloso
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1.1 El Repecho

Se instalé un ensayo en la plantaciébn de naranjas variedad Valencia en El Repecho
(Figura 3), en donde se realizaron seis aplicaciones del activador bioldgico, de 1 litro por

hectarea cada una, comenzando en setiembre y finalizando en febrero.

En paralelo, al otro lado de un camino interno, se ubico el testigo al que se le aplicaron
fertilizantes por riego y via aérea durante 8 meses (una intervencion por mes empezando
en setiembre). Se utilizo sulfato de cobre, oxicloruro de cobre y los siguientes fungicidas:
Captan, Azoxistrobin y Difenoconazol (Figura 2).

Figura 2: Imagen satelital del area de muestreo de citricos El Repecho. La imagen muestra la plantacion de naranjas, con las
transectas de arboles indicadas para la recoleccion de muestras. Se identifica la parcela testigo y la parcela tratada con el activador
bioldgico (Foliar Blend). Las transectas estan sefialadas para facilitar la ubicacién exacta de las muestras en el campo.

Figura 3: Vista de un arbol de naranjas en la plantacion donde se tomaron las muestras de suelo. La imagen ilustra el procedimiento
para la recoleccion de muestras, que se realizaron a una distancia de 1 metro del tronco y a una profundidad de 0-20 cm. Se tomaron

cuatro muestras compuestas alrededor de cada arbol.
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1.2 Estacion El Timbo y Tres Aguas

Ambos ensayos se llevaron a cabo en grandes parcelas, sobre un rastrojo de sorgo, en
donde se sembr6 soja de primera. Se aplicé el activador biolégico en tres ocasiones: 1) en
el momento de realizar el tratamiento para barbecho, 2) a los 30 dias del nacimiento (en
conjunto con otros tratamientos como ser aplicacion de herbicidas y/o insecticidas) y 3) al

momento de la floracion. La dosis fue de 1,2 litros por hectéarea.

Se dispuso un disefio en parcelas rectangulares de entre 1 y 1,5 hectéreas, cada una con
3 repeticiones por tratamiento (Figura 4). Se intercal6 el tratamiento con Foliar Blend (FB)
con un testigo (Te) al cual se le aplicé: fertilizante 7-40-0-5 100 Kg por hectarea,
adicionado con 100 Kg de cloruro de potasio (KCI). Para el barbecho se utilizaron 3 litros
de glifosato por hectérea, al 48%, mas un herbicida pre-emergente para controlar hoja
ancha; post-emergencia, se emplearon 2 litros de glifosato por hectarea. Posteriormente,
se realizaron intervenciones con insecticidas y fungicidas. El tratamiento con el activador
biologico llevd los mismos productos pero a una dosis reducida al 30%, y no se aplico

fungicida.

o000 ©o o

FB83 ||| Te3 IFBZ Te2 ‘ [Fm [ 11

Figura 4: a) En la imagen se muestra el esquema del disefio de las parcelas, ilustrando la distribucion de los
tratamientos (FB) y testigos (Te) en el area de estudio. b) Disefio experimental en parcelas de entre 1y 1,5 hectareas
cada una, dispuestas en forma de rectangulo. El disefio incluye la alternancia de parcelas tratadas con Foliar Blend (FB)

y parcelas testigo (Te), por triplicado.
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2. Obtencidn de muestras de suelo

Se tomaron muestras de suelo antes de la aplicacion del activador biolégico (muestreo
linea de base) y luego de seis meses de haberse aplicado los tratamientos. Se realizaron
muestras compuestas de la superficie de suelo (0-20 cm) con calador, combinando diez
tomas de suelo de cada parcela, en el caso del ensayo en soja (Tres Aguas y Timbd). En
el caso de los suelos de citricos (El Repecho), se tomaron cuatro muestras por arbol a 1m
del tronco, que se combinaron con las de 3 a 4 arboles de cada transectas. Todas las
muestras fueron conservadas a 4° C hasta el momento de su analisis. Posteriormente
fueron tamizadas para su homogeneizacion, previo secado a 20°C en caso de ser

necesario.

3. Determinacién de la humedad

El porcentaje de humedad de cada muestra se determindé secando 10 g de suelo en
estufa a 100°C durante 48 h, con el fin de expresar los resultados de los analisis
microbiolégicos en funcién de gramos de suelo seco (UFC/g de suelo seco) (Frioni, 2006).
A partir de los resultados obtenidos se calculé el porcentaje de humedad (H%) y el factor

de correccién de la humedad (h).

Se calcul6 el porcentaje de humedad (H%) y el factor de correccion de la humedad (h), a

partir de la siguiente formula:

Peso fresco — Peso seco X 100 h: 100 + H%
Peso seco 100

H%:

4. Analisis microbiolégicos

Cuantificacibn de bacterias por recuento en placa y técnica del nimero mas probable
NMP

A partir de muestras conservadas a 4°C por un maximo de dos meses, se determind el
numero de bacterias viables pertenecientes a diferentes grupos. Para ello, se
suspendieron 5 g de suelo en 45 ml de solucion estéril de pirofosfato de sodio al 0,1%

(p/v) y se agitd a 150 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, a partir de 1ml de la
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suspension de suelo, se realizaron diluciones seriadas hasta alcanzar una dilucion final de
10°.

Para el recuento de heterétrofos aerobios se emplearon las diluciones 103, 10 * y 10 ®,
plaqueando 10 pL en gota, por triplicado. Para Actinomycetota se utilizaron las diluciones
102y 107, plaqueando en superficie 100 pL, por duplicado. Asimismo, para el recuento de
Pseudomonas fluorescentes, hongos filamentosos o levaduras y Bacillus spp se usaron

las diluciones 10 y 107, plaqueando 100 pL, por duplicado.

El recuento de bacterias amonificantes se llevo a cabo mediante la técnica del NMP; se
sembraron 100 pL por tubo en 5ml de medio y por triplicado de las diluciones 10 #, 10°y
10°®. Para realizar los recuentos antes mencionados se utilizaron los siguientes medios de

cultivo:

e Heterotrofos aerobios: medio Tryptic Soy Agar 1/10 Difco ® (TSA 1/10) suplementado
con cicloheximida 100ug/ml (Smit et al., 2001) (Anexo)

e Actinomycetota: medio Starch Casein Agar (SCA) suplementado con cicloheximida
100pg/ml (Leoni y Ghini, 2003) (Anexo).

e Pseudomonas fluorescentes: medio King’'s B (KB) (King et al., 1954) suplementado
con ampicilina 50 ug/ml, cloranfenicol 12,5 ug/ml y cicloheximida 100 ug/ml (Geels y
Schippers, 1983).

e Hongos filamentosos y levaduras: medio agar malta (AM) al 2% suplementado con
cloranfenicol 100 ug/ml y ajustando el pH a 4,5 con &cido lactico (Bettucci y Roquebert,
1995).

e Bacillus spp. (esporulados aerobios): medio Tryptic Soy Agar 1/10 Difco® (TSA 1/10)
suplementado con cicloheximida 100 pg/ml (Smit et al., 2001) luego de incubar las
diluciones de suelo a 85°C por 30 min para eliminar las células vegetativas.

¢ Amonificantes: medio liquido con peptona al 4% (Seeley et al., 1991).

Las placas y los tubos se incubaron a 25°C; las placas se colocaron en estufa mientras
gue los tubos se colocaron en shaker a 150 rpm. A las 48 h se determiné el niumero total
de hongos filamentosos o levaduras, de Bacillus spp. y de colonias tipicas de
Pseudomonas fluorescentes, mediante la deteccion del pigmento fluorescente en luz UV.
Ademas, se revelaron los tubos para la deteccion de bacterias amonificantes mediante un
revelado colorimétrico, empleando el reactivo de Nessler. Para ello se coloc6 una gota de
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cultivo y una gota de reactivo: si la reaccion revela un color naranja a rojizo (indicando la
presencia de amonio), se sugiere la presencia de bacterias amonificantes. En cambio, el
color amarillo (ausencia de amonio) indica la ausencia de las mismas (Figura 7). Los
datos se interpretaron utilizando las tablas del NMP. Finalmente, en este caso, el
resultado se calculé multiplicando el valor de las tablas por el inverso de la dilucion
sembrada en la serie del medio, ya que se us6 1ml para inocular los tubos. (Seeley et al.,
1991) (Anexo).

A los 7 dias se determind el numero de colonias totales de heterétrofos, y de colonias

tipicas de Actinomycetota.

5. Medida de actividad microbiana por respiraciéon y calculo

Se midié la actividad microbiana por respiracion, determinando la concentracion de
CO2 mediante la técnica de retrotitulacion. La medida se llevé a cabo previo a la

aplicacion del activador biologico, y seis meses después de la aplicacion del mismo.

En frascos herméticamente cerrados, se incubaron 50 g de suelo a 25°C, durante 48
h. Previamente se realizé el ajuste de la humedad al 75% de la capacidad de campo:

m AGUA AGREGAR = m MUESTRA HUMEDA x (0,75 x CC + H%)
(1+ %H)

CC: Capacidad de campo
H%: Porcentaje de humedad

En cada recipiente hermético se colocd, ademéas del suelo, un vaso de bohemia
conteniendo 5 ml de NaOH 0,25 N. A su vez, en dos recipientes herméticamente
cerrados, se dispusieron solamente los vasos de bohemia con NaOH, que fueron
utilizados como el blanco de la reaccion. La concentracién de CO2 producido por la
respiracion se determiné por retrotitulacion. Luego de 48 h, se extrajo el NaOH, se le
agregaron 5 gotas de fenolftaleina y se titul6 con HCI 0,1 N. Cuando la solucién vira
de rosado a transparente, se halla el punto final de la titulacién. El gasto de HCI
refleja la cantidad de NaOH que no reacciond con el CO2 (el CO2 liberado por estos
microorganismos reacciona con el NaOH), reduciendo su concentracion. Para
corregir la interferencia del CO2 del aire, se desconto el gasto de HCI de los blancos,

del gasto de HCI en los frascos con suelo.
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Para el calculo, se consider6 la diferencia entre el gasto de HCI del blanco de la
reaccion y los ml de HCI gastado en la titulacién. Los miliequivalentes de acido se

calcularon de la siguiente manera:

Mq = AV x N acido * 1000, donde AV es la diferencia en el volumen de la solucion
titulante menos el volumen utilizado en el blanco en litros; N es la normalidad del
acido y 1000 es el factor de conversion de equivalente a miliquivalente. Luego se

calcularon los miligramos de carbono, a partir de la siguiente formula:

mgC = Miliequivalentes de acido * 6 donde 6 es el peso equivalente del carbono.
Posteriormente, empleando las siguientes férmulas, se calculé:

mgC*1000
peso de suelo

mgC/Kg de suelo = Y mgC/Kg sueloseco = mgC/Kg de suelo * h.

Donde h es el factor de correccion de la humedad. Finalmente, se calcul6 mgC/Kg

de suelo seco a partir de la siguiente férmula:

masa atomica del C

mg C — CO2/Kg suelo seco = mgC/Kg de suelo seco *

masa atbmoca del CO2

(Anderson, 1985; Gomez, 2018).
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6. Andlisis de datos

Los datos obtenidos a partir de los recuentos en placa, de los ensayos de NMP y de
los ensayos de respiracion se convirtieron, segun el porcentaje de humedad de cada
muestra, con el fin de expresarlos como unidades formadoras de colonias (UFC)/ g
suelo seco, como NMP/ g de suelo seco y como mg C-CO./kg de suelo seco, segun

las siguientes formulas:
UFC/g suelo seco = UFC/g suelo fresco x h
NMP/ g suelo seco = NMP/g suelo fresco x h

Los valores de recuentos y NMP fueron transformados a log 10. Se examiné la
normalidad de los datos (tanto de abundancia como de respiracion) utilizando el test
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianza aplicando el test de Bartlett. Cuando la
distribucion fue normal, y las varianzas homogéneas, se evalué para cada variable
(abundancia de los grupos microbianos y actividad microbiana) las diferencias entre
los tratamientos mediante el test paramétrico ANOVA de una via (con tratamiento
como factor). En el caso contrario, se realiz6 el andlisis no paramétrico, utilizando el
test de varianza de Kruskal-Wallis. Se utilizé el programa RStudio para realizar todos

los test.
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Resultados

1. Abundancia microbiana en suelo

Se analizaron las poblaciones cultivables de heterotrofos aerobios, Actinomycetota,
Pseudomonas fluorescentes, Bacillus spp., hongos y levaduras, empleandose la

técnica de recuento en placas (Figura 5).

Figura 5: Visualizacion de los cultivos microbianos. a) Placa con Actinomycetota b) y c) placas con bacterias

heterotrofas.

La abundancia de bacterias amonificantes se evalué mediante la técnica del nUmero
mas probable (NMP) (Figura 6).

Figura 6: Prueba con reactivo de Nessler para la deteccion de bacterias amonificantes. Se visualizan pruebas

positivas (color naranja-rojizo) y pruebas negativas (color amarillo).

Los recuentos se llevaron a cabo en muestras provenientes de tres ensayos: dos de
ellos instalados en suelos de soja (Timbo6 y Tres Aguas) y el tercero instalado en una
plantacion de naranjas (El Repecho). Los muestreos de la linea de base mostraron
gue el numero de unidades formadoras de colonia por gramo de suelo seco, para
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cada uno de los siguientes grupos en todos los sitios, se mantuvo dentro del mismo
rango (Figura 7); para los heterétrofos 10’ UFC/g suelo seco, para Actinomycetota
10° UFC/g suelo seco, para los hongos entre 10* y 10° UFC/g suelo seco y para las
bacterias amonificantes 10° y 10’ UFC/g suelo seco. Para las levaduras, en cultivos
de soja (sitio Tres Aguas) no se registré ningan valor, mientras que para los suelos
de citricos (ElI Repecho) y soja (Timbo), los valores hallados se encontraron entre
10* y 10° UFC/g suelo seco. Para la linea de base, no se realizaron andlisis de

Pseudomonas fluorescentes ni para Bacillus spp.

Abundancia en cultivos de citrus y soja

seco)

S P, N WH UTO I 0 O

Abundancia (log 10 UFC/ g suelo

Figura 7: Linea de base de la abundancia de microorganismos expresados en UFC/g suelo seco, en cultivos de
citricos y soja antes del tratamiento con el activador biolégico (Foliar Blend). En color violeta citrus (sitio El

Repecho); en color lila soja (sitio Timbd); en color rosado soja (sitio Tres Aguas).

Los recuentos de microorganismos, realizados para cada grupo en los tres ensayos,
luego de 6 meses de la aplicacién del activador, se mantuvieron consistentemente
dentro del mismo rango, mostrando valores similares de 10%- 10" UFC/g suelo seco
para heterotrofos, tanto en el testigo como con el activador (Figuras 8 y 9). No se
constataron diferencias significativas entre los tratamientos en ninguno de los sitios

de muestreo.
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Abundancia de Heter6trofos en cultivos de
citricos (sitio El Repecho)
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Figura 8: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de heterdtrofos en cultivos de citricos, sitio El
Repecho, expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error representan la desviacion estandar.
Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo sin activador, y activador biolégico
(Foliar Blend), a los 6 meses de aplicaciéon del mismo. Letras diferentes, significan diferencias significativas

entre los tratamientos.

Abundancia de Heterdtrofos en cultivos de soja Abundancia de Heterdtrofos en cultivos de soja
(sitio Timbo) (sitio Tres Aguas)
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Figura 9: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de heterétrofos en cultivos de soja, sitios: Timbd
(izquierda) y Tres Aguas (derecha), expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error
representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo
sin activador bioldgico y activador biolégico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras

diferentes, significan diferencias significativas para los tratamientos.

Actinomycetota mostré valores de 10° UFC/g suelo seco en todos los ensayos con y
sin activador (Figuras 10 y 11). Unicamente se observé un aumento significativo en
la poblacion de Actinomycetota en cultivos de soja (Tres Aguas), donde el recuento
en la parcela testigo fue de 3.48x 10° UFC/ g de suelo seco respecto al ensayo con
activador que mostré un recuento de 4.66x 10° UFC/ g de suelo seco.
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Abundancia de Actinomycetota en cultivos de
citricos (sitio El Repecho)
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Figura 10: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de Actinomycetota en cultivos de citricos, sitio El
Repecho, expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error representan la desviacion estandar.
Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo sin activador, y activador biolégico
(Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes, significan diferencias significativas

entre los tratamientos.

Abundancia de Actinomycetota en cultivos de soja Abundancia de Actinomycetota en cultivos de soja
(sitio Timbo) (sitio Tres Aguas)
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Figura 11: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de Actinomycetota en cultivos de soja, sitios:
Timbé (izquierda) y Tres Aguas (derecha) expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error
representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo
sin activador, y activador bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes,

significan diferencias significativas entre los tratamientos.

Los recuentos de hongos filamentosos en los tres ensayos, tanto con activador como
sin él, oscilaron entre 10* - 10° UFC/g de suelo seco (Figuras 12 y 13). Por otra
parte, en soja (Timbd) se observé una disminucién en la abundancia del testigo
frente al activador, siendo 4.63 x 10* UFC/g de suelo seco en el testigo y 3.76 x 10*

UFC/g de suelo seco con el activador.
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Abundancia de Hongos en cultivos de citricos
(sitio El Repecho)
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Figura 12: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de hongos filamentosos en cultivos de citricos,
sitio ElI Repecho, expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error representan la desviacion
estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio, testigo sin activador, y activador
biolégico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes, significan diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Figura 13: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de hongos filamentosos en cultivos de soja, sitios:
Timb6 (izquierda) y Tres Aguas (derecha), expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error
representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio, testigo
sin activador, y activador bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes,

significan diferencias significativas entre los tratamientos.

Para Bacillus spp, los valores se ubicaron entre 10° -10° UFC/g de suelo seco
(Figuras 14 y 15). En soja (Timbo), se observaron diferencias significativas en su
abundancia. Se aprecié un aumento en la abundancia cuando se aplico el activador,
con un promedio de 3.44 x 10® UFC/g de suelo seco en el testigo frente a 3.48 x 10°®

UFC/g en el activador.
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Abundancia de Bacillus spp en cultivos de
) citricos (sitio El Repecho)
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Figura 14: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de Bacillus spp en cultivos de citricos sitio El
Repecho, expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error representan la desviacion estandar.
Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo sin activador, y activador biolégico
(Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes, significan diferencias significativas

entre los tratamientos.
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Figura 15: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de Bacillus spp en cultivos de soja sitio: Timbd
(izquierda) y Tres Aguas (derecha), expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error
representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo
sin activador, y activador bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes,

significan diferencias significativas entre los tratamientos.

Para las Pseudomonas fluorescentes, se hallaron valores entre 10°-10* UFC/g suelo
seco, en todos los casos. Se encontraron diferencias significativas en citricos sitio El
Repecho, observandose una disminucién de dichas poblaciones en suelos que
fueron tratados con el activador (1.58x 10* UFC/g suelo seco) frente al testigo (5.62x
10* UFC/g suelo seco). En soja sitio Tres Aguas, se observé un aumento
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significativo de la abundancia respecto al testigo, de 6.22x 10° a 7.09x 10* UFC/g
suelo seco (Figuras 16 y 17) (Anexo, Tabla 3). Se aprecio a su vez, un aumento no
significativo de las mismas en soja sitio Timbd, reportando valores medios de 4.61x

10 * UFC/g suelo seco a 7.42 x 10* UFC/g suelo seco, respecto al testigo.

Abundancia de Pseudomonas fluorescentes en
cultivos de citricos (sitio El Repecho)
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Figura 16: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de Pseudomonas fluorescentes en cultivos de
citricos, sitio EI Repecho, expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error representan la
desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio: testigo sin activador,
y activador bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes, significan

diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 17: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de Pseudomonas fluorescentes en cultivos de
soja, sitios: Timb6 (izquierda) y Tres Aguas (derecha), expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras
de error representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo
sitio: testigo sin activador, y activador bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras

diferentes, significan diferencias significativas entre los tratamientos.
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Las bacterias amonificantes mostraron valores entre 10%- 10° UFC/g suelo seco. En
los suelos de citricos (EI Repecho) se verificaron diferencias significativas,
observandose una disminucion de la abundancia en el tratamiento con activador,
con valores de 1.23x 10’ UFC/g suelo seco en la parcela testigo y 3.55x 10° UFC/g
suelo seco con activador (Figuras 18 y 19) (Anexo. Tabla 3). Aunque en soja sitio
Timbd los graficos muestran una tendencia de disminucion en la abundancia de
estas bacterias de 9.92x 10° a 2.16x 10° UFC/g suelo seco en el tratamiento con el
activador en comparacion con el testigo las diferencias no alcanzaron significancia

estadistica (Anexo Tabla 3).

Abundancia de Amonificantes en cultivos de
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Figura 18: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de bacterias amonificantes en cultivos de citrus,
sitio El Repecho, expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error representan la desviacion
estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio, testigo sin activador, y activador
bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes, significan diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Abundancia de Amenificantes en cultivos de soja (sitio Timbo) Abundancia de Amenificantes en cultives de soja (sitio Tres Aguas)

@
o

-

@

wn

IS
I

w

ra

=

Abundancia {log 10 UFC! g suelo seco)
-

Abundancia {log 10 UFC/ g suelo seco)

=]
!

TESTIGO ACTIVADOR TESTIGO ACTIVADOR

Figura 19: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de bacterias amonificantes en cultivos de soja
sitios: Timbo (izquierda) y Tres Aguas (derecha), expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de
error representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio,
testigo sin activador, y activador bioldgico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacién del mismo. Letras
diferentes, significan diferencias significativas entre los tratamientos.

Finalmente, no se cuantificaron levaduras en citricos (El Repecho). En los cultivos
de soja (Timbd y Tres aguas) se hallaron en el rango de 104 UFC/g suelo seco, y no

se identificaron diferencias significativas, en ninguno de los sitios (Figura 20).
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Figura 20: Valores medios de tres repeticiones de abundancia de levaduras en cultivos de soja, sitios: Timbo
(izquierda) y Tres Aguas (derecha), expresados en logaritmo de UFC/g suelo seco, las barras de error
representan la desviacion estandar. Las comparaciones fueron realizadas en tratamientos del mismo sitio, testigo
sin activador, y activador biol6gico (Foliar Blend), a los 6 meses de aplicacion del mismo. Letras diferentes,

significan diferencias significativas entre los tratamientos.
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2. Respiracion microbiana en suelo

Se midio la actividad microbiana por respiracion, determinando la concentracion de
CO, mediante la técnica de retrotitulacion. En las medidas realizadas en la linea de
base, soja sitio Tres Aguas presento el valor mas alto de actividad microbiana, con
un valor medio de 8,74 mg C-CO,/Kg suelo seco, en comparacion con los valores
medios de soja sitio Timb6é 2,83 mg C-CO,/Kg suelo seco y de citricos sitio El
Repecho de 2,38 mg C-CO,/Kg suelo seco, valor minimo registrado (Figura 21).

Actividad microbiana

mg C-CO2/Kg suelo seco
=

El Repecho Timbo Tres Aguas

Figura 21: Linea de base de la respiracion, medida en mg C-CO,/Kg suelo seco, en suelos antes del tratamiento
con el activador bioldgico (Foliar Blend) en El Repecho, Timb6 y Tres Aguas.

En el gréfico de soja (Timbd) (Figura 23) se aprecia una tendencia al aumento en el
activador respecto al testigo sin significancia estadistica, pero con gran variabilidad

entre las réplicas (Figura 23).
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Figura 22: Respiracion a 6 meses de la aplicacién del activador bioldgico (Foliar Blend) en EI Repecho (citrus).
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Figura 23: Respiracion y a 6 meses de la aplicacion del activador biolégico (Foliar Blend) en suelos de soja:

Tres Aguas (derecha) y Timbé (izquierda).
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Discusioén

Para mantener la productividad agricola y el uso eficiente de los recursos,
orientandose hacia el manejo sustentable de las practicas agricolas, es crucial
preservar y, en algunos casos, mejorar la capacidad de los suelos para proporcionar
servicios ecosistémicos adecuados, proceso que depende en gran medida de la
actividad de los microorganismos del suelo. Estudiar la abundancia y la actividad de
estos microorganismos es de gran relevancia para comprender el impacto de los
fertilizantes y los estimuladores bioldgicos (Dixon y Tilston, 2010). En este trabajo,
se apuntd a evaluar el impacto de un activador biolégico comercial importado a nivel

de la abundancia y actividad microbiana en suelos de cultivo de soja y citricos.

Hasta el momento no se han realizado estudios que reporten el efecto de la
aplicacion de este activador biolégico en suelos de Uruguay, asi como tampoco
estudios de abundancia y actividad microbiana en otras partes del mundo. Sin
embargo, existen estudios que revelan datos debido a la aplicaciéon del mismo, que
apuntan a evaluar el crecimiento, rendimiento y biomasa de diferentes cultivos; de

las propiedades de las semillas, raices, hojas y granos.

Para evaluar los efectos del activador biolégico, se emplearon técnicas
microbioldgicas clasicas como el recuento en placa y el método del nimero mas
probable (NMP). El recuento en placa, a pesar de sus limitaciones, sigue siendo una
herramienta tradicional para medir la abundancia de microorganismos heterotrofos
activos (Kirk et al., 2004). EI método del NMP, por otro lado, es una técnica semi-
cuantitativa que detecta microorganismos en bajas concentraciones mediante la
identificacion de compuestos producidos durante su crecimiento o turbidez (Zitz et
al., 2011). Ambos métodos ofrecen una vision complementaria del impacto del
activador en las poblaciones microbianas. Para la actividad microbiana se utilizo la
técnica de retrotitulacién, que mide indirectamente el CO, respirado, reflejando la

actividad metabdlica de los microorganismos (Dixon y Tilston, 2010).
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1. Abundancia de microorganismos cultivables

En este trabajo se determind la abundancia de las siguientes comunidades
microbianas: bacterias heterotrofas aerobias, Pseudomonas fluorescentes, Bacillus
spp, bacterias amonificantes, hongos filamentosos y levaduras. El valor medio de
abundancia de las bacterias heterétrofas se hallé en el orden de 10%-10” UFC/ g
suelo seco. Para las bacterias heterotrofas en suelos de pradera de Uruguay se
reportaron valores similares (Bajsa, 2008) y en suelos de produccion de cafa de
azucar también (Wajswol, 2018). En todos los trabajos anteriores las poblaciones de
bacterias cultivables se determinaron por recuento en placas con medio TSA 1/10.
En este trabajo se reportan valores medios de entre 10* y 10° UFC/g de suelo seco
para hongos filamentosos, mientras que en otros estudios realizados en Uruguay
que utilizaron técnicas similares y rosa de bengala como medio de cultivo, reportan
una abundancia que se encuentra en el orden de 10* UFC/g de suelo seco (Silva,
2024). La abundancia de Actinomycetota en este estudio se encontré en valores de
10 UFC/g de suelo seco, mientras que en otros estudios en Uruguay se han
reportado valores menores: 10° UFC/g de suelo seco en suelos con rotacion de
cultivos de sorgo, soja, trigo y maiz con una aplicacion continua durante dos afos de
Biofertilizantes de Estiércol Tratado Aerdbicamente (BETA; Silva, 2024) y valores
similares de 10°-10% UFC/g de suelo seco en suelos destinados a cultivos de cana
de azucar, tratados con vinaza (Senatore, 2013). Es relevante mencionar que,
aunque en el estudio de Senatore (2013) se utilizd el mismo medio de cultivo que en
este trabajo, el otro estudio emple6 el medio Agar-Glicerol-Asparagina. Ademas, los
analisis fueron realizados en diferentes cultivos, aplicando diferentes tratamientos en
ambos casos, pudiendo ser estas diferencias las que expliquen los disimiles valores

de abundancias obtenidos.

Se han reportado diferentes abundancias de Pseudomonas fluorescentes en suelos
agricolas. En suelos de cultivo de cafia de azlcar, se han encontrado valores en el
rango de 10% a 10* UFC/g de suelo seco, utilizando el medio de cultivo King’'s B (KB).
En suelos agricolas sin laboreo en Argentina, se reporté una abundancia de 2 x 10*
UFC/g de suelo seco (Agaras et al., 2012), empleando el medio de cultivo S1 (Gould
et al.,, 1985). Por otro lado, en suelos de pradera, se ha observado una
concentracion de 5 x 10° UFC/g de suelo seco (Bajsa, 2008), utilizando el medio de

cultivo KB. En comparacion, el presente estudio reporta una abundancia de 10%* a 10*
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UFC/g de suelo seco, utilizando el medio de cultivo KB. Por otra parte, para las
levaduras, en este trabajo se reportan valores medios de 10* UFC/g suelo seco,
utilizando el medio de cultivo agar malta (AM) al 2% suplementado con cloranfenicol,
mientras que en otro estudio sobre cultivos de maiz, se reportaron valores entre 10°-
10° UFC/g suelo seco, utilizando el medio Sabouraud con cloranfenicol (Sarabia et
al., 2014). La abundancia hallada para Bacillus spp., fue de 10°-10° UFC/g de suelo
seco, similar a la reportada por Bajsa (2008) y Wajswol (2018) de valor medio 10°
UFC/g suelo seco, empleandose en todos los casos el mismo medio de cultivo.
Finalmente, para las bacterias amonificantes, en este trabajo se reportan valores
entre 10°% 10’ UFC/g suelo seco, al igual que en el trabajo de Senatore (2013),
donde se reportaron valores coincidentes de 10°-10°, usando el mismo medio de

cultivo.

Comparando los resultados obtenidos, por sitio de muestreo, entre la parcela testigo
y la tratada con el activador biolégico, se puede observar que el mismo no tiene un
efecto significativo en todas las poblaciones de microorganismos por igual, bajo
estas condiciones experimentales especificas. En los cultivos de citricos (el
Repecho), las comunidades microbianas que experimentaron cambios
estadisticamente significativos en su abundancia fueron las Pseudomonas
fluorescentes y las bacterias amonificantes, observandose una disminucion de la
abundancia respecto al testigo en ambos casos. En soja sitio Timbd se verificaron
cambios significativos en las poblaciones de hongos filamentosos, con una
disminucién de la abundancia respecto al testigo; en el caso de las poblaciones de
Bacillus spp. la abundancia aumentd significativamente respecto al testigo. Las
poblaciones de Pseudomonas fluorescentes aumentaron sin significancia
estadistica. Finalmente, en soja sitio Tres Aguas se observaron cambios
significativos en las poblaciones de Actinomycetota y de Pseudomonas

fluorescentes, incrementandose la abundancia en ambos casos, respecto al testigo.

Luego de estudiar la abundancia de varias poblaciones microbianas en todos los
sitios, se pudo observar que las Pseudomonas fluorescentes mostraron la mayor
diferencia entre testigo y activador, comparada con otros grupos de
microorganismos. Este grupo se destaca por su rapida respuesta a cambios en el

entorno del suelo y su capacidad para adaptarse y colonizar diversos tipos de
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suelos, gracias a sus caracteristicas genéticas y capacidades metabdlicas (Alvarez-
Garcia et al., 2020; Bajsa, 2008). En los cultivos de citricos (EI Repecho), la
abundancia de estas bacterias disminuye significativamente, mientras que en los
cultivos de soja (Timbd y Tres Aguas) aumenta. Esta diferencia en la respuesta
puede relacionarse con las distintas caracteristicas del suelo de los cultivos de soja 'y
citrus. Los suelos presentan variabilidad en su composicion, como gradientes y
diferencias en agregacion, textura, densidad, concentracién de O,, disponibilidad de
agua, contenido organico, disponibilidad de N y dinamica vegetal, factores que
influyen en la abundancia microbiana (Kennedy, 1999). El suelo de citricos El
Repecho es franco-arenoso, mientras que los suelos de soja (Timbo y Tres Aguas)
son franco-arcillosos; estos ultimos, con mayor capacidad de retencion de agua y
nutrientes, soportan una mayor biomasa microbiana. Los suelos de textura fina
(arcillosos) contienen tipicamente mayor cantidad de materia organica y biomasa
bacteriana en comparacién con los suelos de textura gruesa (arenosos). Estudios de
autores han demostrado que la textura fina de los suelos, promueve el crecimiento
bacteriano, debido a que las particulas de arcilla protegerian la materia orgénica,
conformando un refugio para las bacterias de la depredacion (Meliani et al., 2012).
Adaptar el uso del activador biologico al tipo de suelo es esencial para optimizar la

salud y productividad del suelo

Por otro lado, el aumento en la abundancia de Bacillus spp. en soja sitio Timbé
podria estar asociado a su notable capacidad de adaptacion a una amplia variedad
de hébitats, tipos de suelo y condiciones fisicoquimicas. Este género destaca por su
versatilidad metabdlica, lo que le permite sobrevivir y prosperar en diversos
ambientes (Tejera-Hernandez et al., 2011). Pseudomonas fluorescentes y Bacillus
spp. actian de manera interrelacionada; la complejidad y variedad de mecanismos
empleados por ambos para promover el crecimiento vegetal y controlar
enfermedades resaltan su gran relevancia y adaptabilidad en el contexto agricola
(Sivasakthi et al., 2014). Estas capacidades permiten a estas bacterias desempefiar
roles cruciales en la mejora de la salud de las plantas y la sostenibilidad de los
sistemas agricolas (Sivasakthi et al., 2014). Quizas esta interrelacion pueda explicar
el aumento y la disminucion de la abundancia de ambas poblaciones de bacterias,
ya que en citricos (sitio El repecho) ambas disminuyen (Bacillus spp. sin significancia

estadistica), en soja (sitio Timbd) ambas aumentan (Pseudomonas fluorescentes sin
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significancia estadistica) y en soja (sitio Tres Aguas) ambas aumentan (Bacillus spp.
sin significancia estadistica). La falta de significancia estadistica en algunos casos
puede indicar que otros factores estan influyendo en la abundancia de estas
bacterias, ademas de sus adaptabilidades genéticas y metabodlicas. Como se ha
mencionado con anterioridad, estos factores pueden incluir, entre otros, las
propiedades y tipos del suelo, como su pH, contenido de nutrientes y estructura, que
desempefian un papel crucial en la abundancia de microorganismos en el suelo
(Kuramae et al. 2011).

El andlisis de las poblaciones microbianas muestra que el activador biolégico podria
impactar de manera variable. En los cultivos de citricos (EI Repecho), en los
resultados con el activador, se reduce la abundancia de Actinomycetota (sin
significancia estadistica) y de bacterias amonificantes (con significancia estadistica).
En soja (sitio Timbd), disminuye la abundancia de ambas poblaciones (sin
significancia estadistica) y la de hongos filamentosos (con significancia estadistica).
En soja (sitio Tres Aguas), aumenta la abundancia de bacterias amonificantes y de
Actinomycetota, siendo estadisticamente significativo solo para estas Ultimas. Esto
sugiere que podrian existir otros factores ademas del uso del activador (como la
textura y capacidad de retencion de agua del suelo) que estén influyendo en las
fluctuaciones observadas en la abundancia. Un estudio realizado por Kuramae et al.
(2011), sugiere que las propiedades fisicoquimicas del suelo son mas relevantes
para las variaciones de abundancia que las practicas de manejo de los suelos.

Esta variabilidad destaca la importancia de considerar el tipo de suelo y las
caracteristicas microbianas, como lo indican estudios sobre variaciones en
poblaciones bacterianas (Meliani et al., 2012). No obstante, las técnicas de cultivo
estandar pueden no captar pequefias variaciones ni toda la diversidad microbiana
del suelo (Turner et al., 2013). Ademas, cepas en estado de dormancia o viables
pero no cultivables no son detectadas (Cruz-Leyva et al., 2015), y solo se recupera
menos del 1% de la diversidad real. El manejo agricola intensivo previo también
puede alterar la estructura microbiana y los procesos del ecosistema de manera
compleja (Fraterrigo et al., 2006). Por lo tanto, es crucial considerar tanto el
activador biolégico como otros factores ambientales para entender las variaciones

en la abundancia bacteriana.
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2. Actividad microbiana

En lo que respecta a la respiracion microbiana, en ninguna de las parcelas se
encontraron diferencias significativas entre el testigo y el activador, para ninguno de
los tres sitios. Se observo un aumento no significativo de la respiracion en soja sitio
Timbo6. En un estudio llevado a cabo en plantaciones de citricos en Espafa se
analizoé la actividad microbiana frente a diferentes practicas agricolas. Se comparo el
manejo agricola intensivo (con uso de fertilizantes quimicos) con el manejo organico,
y se observd un aumento significativo en la actividad microbiana (aunque los valores
fueron bajos) en las parcelas con manejo organico (Morugan-Coronado et al., 2015).
Es de relevancia destacar, que la actividad microbiana no se determiné con el
mismo método que en este trabajo. Los resultados del estudio sugieren que el
manejo del suelo tiene un impacto significativo en la actividad microbiana. Sin
embargo, los efectos de los tratamientos especificos, como el activador biolégico en
el caso de este estudio, pueden variar y no siempre se reflejan en diferencias
significativas. A pesar de que la literatura sugiere que las practicas que emplean
menor cantidad de agroquimicos y activadores bioldgicos, tienden a favorecer la
actividad microbiana en comparaciébn con los suelos agricolas gestionados
convencionalmente, y que la misma cambia mas rapidamente que las comunidades
microbianas ante estos manejos (Burger y Jackson, 2003), en este caso no se pudo
observar dicho comportamiento. Esto podria deberse a diversas razones tales como:
la eficacia del activador, las condiciones del suelo, o quizas, limitaciones en la

metodologia.

Es necesario considerar, para investigaciones futuras, estos factores y realizar mas
experimentos o ajustar el disefio experimental para explorar mas a fondo estos
efectos; pudiendo complementar el analisis microbioldgico clasico utilizando técnicas
moleculares y métodos que evallen la actividad enzimética del suelo. La misma, es
un indicador biolégico sensible a los efectos de las practicas de manejo (Morugan-
Coronado et al., 2015). Investigaciones en climas templados han demostrado que la
actividad enzimética es a menudo el indicador mas sensible de los cambios en las
comunidades microbianas provocados por diferentes practicas de manejo (Silva,
2024).
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Consideraciones finales

La abundancia y actividad microbiana de los microorganismos no mostraron
diferencias significativas en la mayoria de los casos; en los que se observaron
diferencias significativas, no siempre se tradujeron en un aumento de la abundancia
respecto al testigo. No obstante, se registraron cambios en comparacién con el
testigo, aunque estos no siempre fueron significativos.

Finalmente, para una evaluacion mas exhaustiva, es aconsejable complementar el
andlisis con técnicas moleculares avanzadas, tanto cuantitativas como cualitativas e
incluir técnicas que midan la actividad enzimética para obtener una visibn mas
completa. Estas técnicas proporcionaran una caracterizacion mas precisa de las
comunidades microbianas y sus funciones. La combinacion de estos enfoques
ofrecera una comprension mas profunda del efecto del activador y permitird

optimizar su aplicacién en practicas agricolas sostenibles
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Anexo

1. Medios de cultivo

Starch Casein Agar (SCA) | Tryptic Soy Agar 1110 (TSA Medio para Hongos Filamentosos

(Leoni y Ghini, 2003) 1/10) (Smit et al., 2001) Agar-Malta (700 mi)
Almiddn 104g TSB ig
- Extracto de malta lag
Caseina 03g |Agar 159
KNO: 24 ﬁgpa 1000 ml
desionizada C.5.p Agar 11,2¢g
MaCl 24 Medio para deteccion de
K-HPD 9 bacterias amonificantes — ~
et} g (Seeley et al., 1991) Medio King's B (KB) para deteccion de
MgS04.7TH:O 0,05 Pseudomonas Fluorescentes
FeS04.7TH,0 0.01g Peptona |[40g Peptona N3 20g
Agar 16 K2HPO4 1,5
9 - desialijjada 1000 ml -
Agua 1000 ml C.5.p
desionizada Csp MgSPo4 15g
Agar 18g
Agua destilada 1000 ml c.s.p
Gliceral 10 ml
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2. Reactivo de Nessler

Se preparan por separado las soluciones A 'y B y se dejan enfriar. Se agrega la
solucion B a la solucion A y se lleva el volumen a 500 mL con agua destilada. Se
deja decantar durante una semana antes de su uso. Se guarda a temperatura

ambiente y en oscuridad (Seely et al., 1991).

Solucidén A Solucion B
loduro de Potasio |35
loduro de Mercurio |50 g NaOH 50 g
Agua destilada 200 ml Agua destilada 250 ml

3. Soluciones

Pirofosfato de Sodio
SellevéelpHa7 con HCI 10N

Pirofosfato de Sodio
decahidratado 1,68g

Agua desionizada 1000 ml c.s.p
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4. Tablas de Abundancia

Tabla 2: Abundancias y actividades microbianas al momento inicial del ensayo. Las abundancias estan

expresados en UFC/g de suelo seco mientras que las actividades microbianas estan expresadas como mg C-

CO2/Kg suelo seco.

Heterotrofos | Actinobacterias Hongos Levaduras |Amonificantes] Respiracion
mg C-CO2
Abundancia (UFC/ g suelo seco) fKg suelo
CITRUS seco
c1 5,T2E+07 1.18E+06 1.24E+05 0.00E+00 1.05E+07 277
c2 2,38E+07 9.49E+05 2,29E+04 1,06E+05 1.04E+07 0.6
C6 6,26E+07 1.91E+06 4, 49E+04 0.00E+00 1.23E+08 0.96
C7 3,99E+07 9.98E+05 2,99E+04 2,16E+06 1.66E+07 5.21
S0JA-
TIMBO
T 4 5TE+0T 4 5TE+06 3.52E+04 3.30E+04 1.00E+06 3,76
T2 3,22E+07 3.T2E+06 1,17E+05 3.33E+04 1.01E+06 4,15
T3 2, 80E+07 3.T0E+06 T11E+04 0.00E+00 4 82E+06 0.6
SOJA-
TRES
AGUAS
TA1 1.46E+07 2 31E+06 2,08E+04 4 B4E+06 8,78
TA2 1,26E+07 2 12E+06 3,35E+04 2.5TE+06 9,42
TA3 1.01E+07 4 26E+06 3.81E+04 1,04E+07 8,03

Tabla 3: Abundancias y actividades microbianas a 6 meses de la aplicacion del activador bioldgico para las

condiciones de Testigo y Activador. Los valores medios de 3 repeticiones por sitio estan expresados en UFC/g

de suelo seco, para las abundancias y como mg C-CO2/Kg suelo seco, para las actividades microbianas. Las

letras iguales indican que no hay diferencias significativas, mientras que las letras diferentes indican que si

existen diferencias significativas entre los tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Heterotrofos | Actinobacterias Hongos Levaduras | Bacillus spp f;s::iz::g:z: Amonificantes | Respiracion
CITRUS- EL . mg C-CO2 /Kg|
e T Abundancia (UFC/ g suelo seco) suelo seco
Testigo 3.48E+07 1.43E+06 2.39E+04 5.19E+05 5.62E+04 1.23E+07 1.06
ala ala ala ala alb alb afa
Activador 2.98E+07 1.07E+06 3.21E+04 3.95E+05 1.58E+04 3.55E+06 1.04
SOJA-TIMBO
Testigo 2, T6E+07 8.70E+06 4. 63E+04 3.53E+04 3.44E+06 4 61E+03 9.92E+06 2.33
ala ala al/b ala alb ala ala ala
Activador 2,25E+07 5.13E+06 3.7T6E+04 7 43E+05 3.48E+06 7 A42E+04 2.16E+06 3.05
SOJA-TRES
AGUAS
Testigo 2,13E+06 3,48E+06 5,03E+04 1,32E+04 1,23E+06 6,22E+03 2,26E+06 1.20
afa a/b aja afa afa afb afa afa
Activador 4,70E+06 4,66E+06 1,A6E+05 2, 43E+04 2,01E+06 7,09E+04 2, 71E+06 1.32
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5. Scripts de R-Studio
Test de Shapiro-Wilk W Test
datos <- ¢(N1, N2, N3, N4, N5, N6)
resultado_shapiro <- shapiro.test(datos)
print(resultado_shapiro)
Test de Bartlett
# Datos del Grupo 1
grupol <- ¢(N1, N2, N3)
# Datos del Grupo 2
grupo2 <- c(N4, N5, N6)
# Crear un vector que indique los grupos
grupos <- rep(c("Grupo 1", "Grupo 2"), each = 3)
# Realizar el test de Bartlett
resultado_bartlett <- bartlett.test(list(grupol, grupo2))
# Mostrar el resultado del test
print(resultado_bartlett)
ANOVA de Una Via
# Datos del Grupo 1
grupol <- c(N1, N2, N3)
# Datos del Grupo 2
grupo2 <- c(N4, N5, N6)
# Crear un data frame con los datos y los grupos
datos <- data.frame(
valor = c(grupol, grupo2),
grupo = factor(rep(c("Grupo 1", "Grupo 2"), each = 3))
)

# Mostrar el data frame
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print(datos)

# Realizar ANOVA de una via

resultado_anova <- aov(valor ~ grupo, data = datos)

# Mostrar el resumen del ANOVA

summary(resultado_anova)

Test de Kruskal-Wallis

# Datos del Grupo A

grupo_a <- ¢(N1, N2, N3)

# Datos del Grupo B

grupo_b <- c(N4, N5, N6)

# Combinar los datos en un vector Unico

datos <- c(grupo_a, grupo_b)

# Crear un factor que identifique los grupos

grupo <- factor(rep(c("A", "B"), each = 3))

# Realizar el test de Kruskal-Wallis

resultado_kruskal <- kruskal.test(datos ~ grupo)

# Mostrar el resultado del test

print(resultado_kruskal)
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