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RESUMEN

Existen especies de palomas que causan pérdidas econémicas en soja, por consumo
total o parcial de cotiledones en emergencia del cultivo. Los repelentes quimicos son
una alternativa no letal para disminuir dafios. Debido al corto periodo de
vulnerabilidad de la planta y heterogeneidad en la emergencia, seria mas eficiente su
aplicacion en semilla que en plantula. La semilla de soja, cuenta con el agregado de
bacterias (rizobios) que, mediante fijacion bioldgica de nitrégeno, proporcionan el
nutriente méas requerido por el cultivo. Los objetivos de este trabajo fueron estudiar
el alcance y permanencia de los repelentes en cotiledones y evaluar sus efectos sobre
la germinacion, sobrevivencia, y capacidad de nodular de los rizobios. Los repelentes
evaluados fueron Draza® (methiocarb50%), Avipel® (antraquinona50%) y Rayén®
(metil antranilato30%). Ademas, se compararon sus efectos con los de dos productos
usados corrientemente como curasemilla (imidacloprid y Carbendazim+Thiram+
Metalaxil). Para determinar la permanencia de los quimicos, se midieron residuos en
cotiledones provenientes de semillas tratadas con antraquinona o metil antranilato,
utilizando un cromatografo liquido de alta eficacia (HPLC). En todos los casos, se
trataron semillas con el correspondiente producto o repelente y el inoculante (liquido
o turba) en forma secuencial. Para medir el efecto de los quimicos sobre la
emergencia, se evalud el porcentaje de plantulas normales. Para estudiar el efecto
sobre los rizobios, se realizaron pruebas de toxicidad en discos de papel, se midi6 la
cantidad de rizobios viables en semillas, los pardmetros de nodulacién y peso seco de
la parte aérea a los 2 y 7 dias luego de tratadas. Se observo residualidad del repelente
en cotiledones solo para antraquinona. La emergencia no se vié afectada en ningln
caso. Con metil antranilato y C+T+M se obtuvo inhibicion total de rizobios sobre
discos de papel. La sobrevivencia de rizobios disminuyd con todos los productos,
excepto metil antranilato. La capacidad de nodular de rizobios y el peso de la parte
aérea no se vié disminuida con el metil antranilato. Para lograr un uso eficiente de
estos repelentes, seria necesario aumentar la cantidad de metil antranilato que llega a
los cotiledones y disminuir la toxicidad sobre rizobios de antraquinona y metiocarb.

Palabras claves: dafio, plantula, Glycine max, rizobios
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Bird Repellent Applied In Soybean Seed. Penetration to cotyledons, effects on

germination and inoculants

There are species of pigeons cause economic losses in soybeans, for full or partial
consumption cotyledons crop emergence. Chemical repellents are nonlethal
alternative for reducing damage. Due to the short period of vulnerability of the plant
and the heterogeneity in the emergency, application would be more efficient in
seedling seed. The soybean has the added bacteria (rhizobia) that, through biological
nitrogen fixation, provided the nutrient most needed by the crop. The aims of this
work were to study the scope and permanence of repellents in cotyledons and their
effects on germination, survival and ability to nodular of rhizobia. The evaluated
repellents were Draza® (methiocarb50%), Avipel® (antraquinona50%) and Rayén®
(methyl antranilato30%). Moreover, their effects were compared with two commonly
used as curasemilla products (imidacloprid and Carbendazim + Thiram + Metalaxyl).
To determine the persistence of chemical residues, were measured in cotyledons
from seeds treated with anthraquinone or methyl anthranilate, using a high
performance liquid chromatograph (HPLC). In all cases, seeds were treated with the
corresponding product or repellent and the inoculum (liquid or peat) sequentially. To
measure the effect of chemicals on the emergency, the percentage of normal
seedlings was evaluated. To study the effect on rhizobia, toxicity tests were made on
discs of paper, the number of viable rhizobia in seeds was measured, nodulation
parameters and dry weight of the aerial part at 2 and 7 days after treated. Residual
repellent cotyledons was observed only for anthraquinone. The emergence was not
affected in any case. With methyl anthranilate and C + T + M total inhibition of
rhizobia paper discs was obtained. The survival of rhizobia decreased with all
products tested, except methyl anthranilate. The rhizobia's nodular capacity and
aerial parts of the plant is not diminished by the methyl anthranilate. For efficient use
of repellents, would require increasing the amount of methyl anthranilate reaching

cotyledons and decrease toxicity and methiocarb anthraquinone rhizobia.

Keywords: damage, seedling, Glycine max, rhizobia
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1. INTRODUCCION

1.1. LAS AVES PLAGA Y SU IMPACTO EN LA AGRICULTURA

En Uruguay se desarrollan distintas actividades agropecuarias, cultivos
extensivos de cereales y oleaginosas, cultivos intensivos horticolas y fruticolas,
ganaderia y forestacion, a lo cual se agrega la presencia de parches de montes
naturales (DIEA -Direccion de Estadisticas Agropecuarias- 2011). Esto ocasiona en
nuestro territorio un paisaje constituido por parcelas de diversos cultivos y pequefias
areas con vegetacion espontanea o montes naturales (parches de vegetacion), lo que
constituye un paisaje denominado “en mosaico” (Bucher 1998). El mismo facilita la
disponibilidad de alimentos con distribucion variable en el espacio y en el tiempo,
sobre todo de granos y raciones para animales, que son aprovechados por varias
especies de aves silvestres. Ademas, los parches de monte suministran hébitat

adecuados para refugio y nidificacion de estas especies (Rodriguez et al. 2011).

Tanto nuestro pais como la region, han sufrido cambios en los sistemas de
produccion agricola asi como un aumento del area forestada (DIEA 2011). Los
sistemas productivos se han vuelto mas intensivos, con un aumento del area agricola
para la produccion de granos (forrajero y de exportacion) que vari6 de 653.000 ha en
la temporada 2003-04 a 1.441.000 ha en la pasada temporada (DIEA 2011). En este
sentido, a partir del afio 2000, nuestro pais no fue ajeno al impacto sojero de la
region, que trajo aparejado el impulso de la intensificacion agricola. Esto promovio
la instalacion de grandes emprendimientos agricolas que desalambraron
establecimientos instalando sistemas agricolas continuos y relegando la ganaderia a
las zonas no cultivables (Diaz 2006). Los cambios en los sistemas de produccion han
aumentado la cantidad de alimento disponible para las aves, tanto sea por los cultivos

como por los granos que se dejan en el suelo luego de la cosecha.

Otro de los emprendimientos que contribuy6 en este sentido fue el uso
creciente de ganado en confinamiento, el cual proporciona cantidades significativas

de alimento durante todo el afio por la disponibilidad constante de racién que se usa



para el engorde de ganado (Ferrés 1994). Este método de produccion fue
implementado en nuestro pais en la década del 50, pero fue a partir la década del 90
que adquirié una mayor escala, localizandose fundamentalmente en el litoral oeste
(departamentos de Paysandl, Rio Negro, Soriano), asi como San José, Canelones,
Lavalleja y Treinta y Tres (Ferrés 1994). En el afio 2001, los precios de los cultivos
de oleaginosas y cereales aumentaron, lo cual fue un factor muy importante para
provocar la expansion de la agricultura extensiva en el pais y asi al aumento del area
sembrada. El crecimiento de estos rubros, asi como el de la forestacion, cred un
incremento en la demanda por compra de tierras, provocando en los Gltimos afios un
efecto de incremento en los precios de éstas. Estos factores han afectado mayormente
a los productores de carne, parte de los cuales han vendido o utilizados sus tierras
para otras actividades. Esto ha obligado a los productores a buscar otras alternativas
y hacer uso de la tecnologia para contrarrestar los efectos de los altos costos de la
compra y renta de la tierra. Paralelamente, la demanda de los mercados por una carne
de alta calidad y que tenga buena trazabilidad, ha hecho que la carne proveniente de
engorde a corral sea mas demandada y exportada a nivel nacional (Arias y Rucks
2012).

Los cambios en el uso del suelo y la disponibilidad de recursos antes
descriptos (para las aves silvestres) han provocado un aumento en los dafios
producidos por especies nativas que estan biologicamente pre-adaptadas a utilizar los
cultivos como fuentes de alimento (Contreras et al. 2003). Tal es el caso de las
especies de aves granivoras, y el aumento de los dafios que las aves provocan a los
cultivos de cereales y oleaginosas (Rodriguez et al. 2011). Las aves causan
importantes pérdidas econdmicas a la agricultura tanto en Uruguay como en diversas
partes del mundo (Contreras et al. 2003; Centeno 1999; Rodriguez 1994; Tracey y
Saunders 2010). Por sus habitos alimenticios, atacan fundamentalmente a cultivos de
cereales y oleaginosos (De Grazio 1985; Rodriguez 1998). El dafio que producen
ocurre durante la emergencia y la maduracion de los cultivos de grano. Este dafio fue
estimado por la FAO, para nuestro pais, en 6 millones de ddlares anuales en el afio

1980 (Rodriguez 1998). Probablemente, las cifras hoy en dia deben ser alin mayores,



tanto por la expansion del area agricola que est4 experimentando el pais (y el precio
actual), asi como por las practicas agricolas anteriormente mencionadas que

favorecen esta situacion.

1.2. EL CASO DEL CULTIVO DE SOJA

1.2.1. Dafio por aves

La soja es una leguminosa que cumple actualmente un papel primordial en la
produccion nacional, debido a los maltiples usos que tiene: exportacion de granos,
proteinas vegetales para la elaboracion de racién animal, aceites y produccién de
biodiesel. Asimismo, ha experimentado una expansion explosiva en la ultima década,
siendo ahora un cultivo fundamental a nivel nacional que ha alcanzado en el 2011 las
862 mil hectéreas sembradas y ha significado casi la mitad de los ingresos totales del
area agricola en el 2010 (Blum 2007; DIEA 2011).

Los dafios por aves en el cultivo de soja en el momento de la emergencia de
la plantula estan registrados en nuestro pais desde comienzos de la década del 70
(Calvi et al. 1976). Los mismos son producidos por tres especies de aves: la paloma
torcaza (Zenaida auriculata), la paloma de ala manchada (Patagioenas maculosa) y
la paloma grande de monte (Patagioenas picazuro) (Calvi et al. 1976; Canavelli
2010; Rodriguez et al. 2011). Estas especies consumen los cotiledones de la plantula
en el momento de la emergencia debido a su alto contenido proteico. Pueden dafiar
parcialmente la planta, comiendo parte de los mismos, en cuyo caso la plantula
podria sobrevivir con los nutrientes restantes. O pueden realizar un dafio total si
consumen ambos cotiledones y/o cortan totalmente la parte apical. En este Gltimo

caso, causarian la muerte de la planta (Rodriguez et al. 2011).

Desde el 2007, los dafios de palomas a la soja en el momento de la
emergencia percibidos por asesores y productores se han ido incrementando tanto en
Uruguay como en la region (Rodriguez E., com. pers.). Aunque no se cuenta al
momento con estimaciones precisas de dafios para nuestro territorio, la Mesa
Tecnolégica de Oleaginosos estimo que las pérdidas para el afio 2011 fueron de algo

mas de un millon de délares sobre un area de referencia de 100.000 ha de soja



sembrada en octubre y principios de noviembre. Estas hectareas se debieron re-
sembrar, lo que acarre6 costos adicionales en semillas, maquinaria, mano de obra y
tiempo. Cabe mencionar que, al tener que re-sembrar un &rea dafiada en cultivos
extensivos, se altera el cronograma de siembra, obteniéndose cultivos con diferente
estadio fenoldgico e incluso sembrado fuera del momento 6ptimo. Por lo tanto, esta
re-siembra produce problemas en la implantacion y correcto desarrollo del cultivo,
asi como costos adicionales a la siembra, que redundarian en pérdidas econémicas

adicionales a las provocadas por las aves (Ceretta S., com.pers.).

El mayor incremento de los dafios producidos se ha dado, fundamentalmente,
por palomas torcazas. Este es debido a su alta densidad poblacional, la cual se ha
visto favorecida en los Gltimos afios por la expansion agricola que experimenta
nuestro pais (Calvo 2006) y por las practicas de manejo de los cultivos anteriormente
mencionadas. Asimismo, las palomas (especialmente las torcazas) tienen una
estrategia reproductiva que consiste en una alta produccion de pichones a lo largo de
todo el afio y estan adaptadas a explotar este tipo de recursos alimenticios (Bucher
1986; Bucher y Orueta 1977).

1.2.2. Utilizacion de inoculantes rizobianos

En la actualidad, previo a la siembra, las semillas pueden ser tratadas con
fungicidas y/o insecticidas, y posteriormente ser inoculadas con rizobios. Estos
ultimos son bacterias promotoras del crecimiento vegetal, que tienen la capacidad de
fijar el nitrdgeno del aire y convertirlo en una forma que las leguminosas puedan
aprovecharlo para su desarrollo. Este proceso tiene lugar en los nddulos que se
forman en la raiz de la planta, por medio de una interaccion simbi6tica con la
bacteria (Bernal et al. 2002). En nuestros suelos no existen rizobios nativos capaces
de nodular la soja y en consecuencia no pueden utilizar el nitrdgeno de la atmosfera.
La adaptabilidad de este cultivo a diversas condiciones de suelo y clima se debe, en
parte, al aporte de nitrdgeno proveniente de la fijacion de nitrégeno atmosférico (Ny).

Por interaccion metabdlica, los rizobios reducen el N, a amonio (NH,4) el cual es



asimilado en proteinas y otros compuestos nitrogenados en los tejidos de la planta.
La fotosintesis provee de carbohidratos a las raices y ndédulos donde los rizobios los
utilizan como fuente de energia para proveer ATP a la nitrogenasa, enzima
responsable del proceso de fijacion bioldgica de nitrdgeno (FBN, Mayz-Figueroa
2004). Los rizobios para soja se clasifican en: de crecimiento lento, Bradyrhizobium
japonicum, B. elkanii y B. liaoningense, y de crecimiento rapido, Sinorhizobium
fredii y S. xinjiangense. En Uruguay, las cepas de Bradyrhizobium elkanii nominadas
U-1302 (SEMIA 5019) y U-1301 (SEMIA 587) son las recomendadas en los
inoculantes comerciales para soja (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca,
2009).

El objetivo central de la inoculacion de leguminosas es proveer el maximo
niamero de rizobios adecuados en la rizosfera en el momento en que se inicia la
nodulacion. En general, cuando el nimero de rizobios viables inoculados por semilla
aumenta, la nodulacion, la fijacion de nitrégeno y el rendimiento, aumentan
(Lupwayi et al. 2000; Catroux et al. 2001).

Los inoculantes en Uruguay estan formulados en dos soportes diferentes: los
inoculantes liquidos, fabricados a base de caldo de cultivo, que poseen una
consistencia acuosa y son los mas comunes para nuestro pais; y los inoculantes
formulados en soporte turba, los que son sefialados como los maés eficientes
(Labandera 2003). Todos ellos deben estar libres de contaminantes y con una carga
bacteriana minima exigida por la normativa vigente. Estas bacterias son muy
sensibles y su muerte subsiguientemente a la inoculacion puede ocurrir rdpidamente.
La mortalidad puede deberse a la desecacion (Salema et al. 1982), al contacto con
fertilizantes acidos (Kremer y Peterson 1983), a la toxicidad de la cubierta de la
semilla (Materon y Weaver, 1984), la incompatibilidad con plaguicidas aplicados
como curasemillas (Skipper et al. 1980) y a ambientes ed&ficos desfavorables como
pueden ser altas temperaturas o soportes muy secos (Kremer y Peterson 1983). La
ventaja de los inoculantes turba radica en una mayor proteccion a los rizobios frente

a factores adversos del suelo, lo que resulta en una mayor sobrevivencia de los



mismos. Por el contrario, en los inoculantes en soporte liquido, la sobrevivencia seria
menor (Labandera 2003).

El bajo nimero de rizobios viables sobre la semilla es frecuentemente un
obstdculo a la expresion de la respuesta agronémica del uso de inoculantes
(Brockwell y Bottomley 1995). El uso de fungicidas y otros compuestos aplicados a
las semillas (en nuestro caso repelentes) estd ampliamente aceptado para mejorar la
emergencia y proteger a los cultivos de especies dafiinas pre y post emergencia
(Mubeen et al. 2006). Cuando estos productos son usados conjuntamente con
inoculantes microbianos, pueden causarles efectos negativos de intensidad variable,
dependiendo de la molécula en cuestion (Ayasina y Oso 2006). Sin embargo, en la
informacion cientifica publicada, los resultados son a menudo contradictorios sobre
los efectos producidos, incluso referidos a los mismos ingredientes activos. Varios
factores pueden explicar la mencionada contradiccion. Por un lado, las diferencias en
la metodologia de evaluacion, la cual incluye las dosis utilizadas, el tiempo de
contacto compuesto-rizobio, el pH del medio, y el ambiente en el que se realizan las
evaluaciones (humedad y temperatura). Por otro lado, las contradicciones podrian
deberse a la falta de informacién precisa sobre otros componentes incluidos en la
formulacion comercial de los fungicidas y otros compuestos aplicados a las semillas,
que en ocasiones son mas toxicos que el propio principio activo. Campo y Hungria
(2000) afirman que la mayoria de los fungicidas usados como curasemillas reducen
la nodulacién y la fijacion de nitrégeno, recomendando ajustar todos los demas
aspectos a los efectos de minimizar el uso de los mismos. Por lo anterior, resulta
evidente la necesidad de disponer de metodologias estandarizadas para evaluar
efectos deletéreos que puedan tener los productos aplicados a las semillas de

leguminosas sobre los rizobios presentes en el inoculante.



1.3. ESTRATEGIAS DE MANEJO PARA DISMINUIR LOS DANOS
PRODUCIDOS POR AVES

En el pasado, los métodos de manejo para prevenir el dafio de las aves se
centraban en la destruccion de las especies problema (Rodriguez 1994). Resolver el
conflicto de los dafios mediante este método ha sido costoso y con éxito poco
frecuente (Murton et al. 1974, Bucher 1986, Feare 1989; Bruggers y Zaccagnini
1994). En algunas ocasiones, segun la biologia de la especie blanco, la mortalidad
natural y artificial no se suman, sino que se compensan y no se logra una
disminucién de la poblacion (Bucher 1986). Por lo tanto, para el caso de palomas, es
posible eliminar grandes numeros de individuos, sin que esto signifique una
reduccion en la cantidad de palomas que estard presente el afio siguiente y menos
aun, en el dafio que estas producen. La mortandad realizada de forma artificial
elimina un excedente que igualmente iba a perderse (Bucher 1998). Asimismo, el
control letal mediante productos quimicos origina riesgos al resto de la fauna y el
ambiente debido a que, generalmente, no se controla solamente a la especie blanco
sino que el control acarrea la muerte de otras especies de aves, asi como de
predadores que se alimentan de los individuos envenenados. Asimismo, el control
letal mediante métodos quimicos produce un impacto a nivel ambiental debido a su

alta persistencia en el ambiente (Bruggers 1998)".

Debido a las limitaciones y problemas asociados al control letal, la estrategia
de manejo se ha reorientado en los ultimos tiempos, desde la reduccion de la
poblacion de aves, hacia la prevencion y proteccion de los cultivos. Actualmente, se
estdn estudiando y desarrollando en el plano internacional, regional y nacional
técnicas para disminuir el dafio de aves basadas en este enfoque. Las técnicas pueden
ser de prevencion (por ejemplo agronémicas) o de proteccion (repelencia). Estas
ltimas buscan agregar elementos externos que sirvan para evitar que las aves

utilicen el cultivo para alimentarse. Los repelentes pueden ser acusticos, visuales o

! En Uruguay el control letal utilizando cebos toxicos esta prohibido por ley (Decreto 164 del 21 de
mayo de 1996).



quimicos (Bishop et al. 2003). Los quimicos son sustancias que se colocan
(pulverizado o aplicado a la semilla) sobre los cultivos causando aversion debido a su
sabor, olor, color o efecto fisiologico y hace que los mismos sean poco atractivos

para las aves (Mason y Clark 1997).

1.4. LOS REPELENTES QUIMICOS

En funcién de su mecanismo de accion, los repelentes quimicos se clasifican
en repelentes primarios y secundarios. Los primarios consisten en un compuesto
irritante o de sabor desagradable que produce una respuesta de evasion en las aves en
su primera exposicion al repelente (Clark 1998). En este caso, el animal reacciona
especificamente a las cualidades sensoriales del quimico, no hay efectos fisiologicos
adversos. Los sentidos del olfato, gusto, tacto y la vista intervienen en hacer de un
alimento, un producto poco apetecible. Asimismo, las aves pueden rechazar un
alimento debido al cambio en su apariencia (repelentes de color), el cual esta
probablemente relacionado con la evasion inducida por un cambio en el aspecto del
alimento (Rodriguez 1998). Los repelentes secundarios estan basados en la premisa
de que cualidades sensoriales (visual, gustativa, olfativa o tactil) del repelente
quimico representan para el animal un aviso de efectos fisioldgicos adversos, por lo
que subsecuentemente aprende a evitar el alimento tratado (es decir, se genera una
aversion condicionada). Para que éstos repelentes sean efectivos, las aves deben
consumir una cantidad suficiente para causar efectos toxicos, lo que significa que
parte del alimento tratado debera ser sacrificado en el proceso de entrenamiento para
crear la aversion condicionada. Puede lograrse un efecto de repelencia en aves que
no alcancen a consumir el alimento tratado, a partir del mecanismo de facilitacion
social, el cual consiste en que aves no afectadas respondan a las motivaciones de las
aves afectadas en el &rea tratada (por ejemplo, aves inmovilizadas, aves con
vocalizaciones de alarma, etc.). La respuesta de aversion condicionada tiende a ser

especifica a los alimentos tratados y al lugar donde se encuentran. Si el alimento



tratado es sustituido por uno no tratado, las aves podrian detectar la ausencia del

quimico y volver a comerlo (Rodriguez 1998).

Los repelentes primarios y secundarios han sido muy estudiados en Estados
Unidos en los dltimos 30 afios. La mayoria de los trabajos con repelentes primarios
han estado enfocados en el metil antranilato, un aditivo utilizado en alimentos
humanos que mostré muy buenos resultados en la mayoria de las especies estudiadas
(Mason et al. 1989; Curnmings et al. 1992). Entre los repelentes secundarios, se
destacan el metiocarb y la antraquinona por los numerosos estudios realizados sobre
su eficiencia. La antraquinona se identifico como repelente de aves a principios de
1940 (Werner et al. 2011) y los trabajos llevados a cabo han demostrado reducir el
consumo en Agelaius phoeniceus de arroz, mijo, sorgo y maiz cuando se aplica esta
sustancia (Wright 1962; Avery et al. 1997; Dolbeer et al. 1998; Avery et al. 2001,
Cummings et al. 2002). En nuestra region, también se han realizado investigaciones
con antraquinona y metil antranilato. En Argentina, se esta probando el uso de ambos
en girasol en maduracion con promisorios resultados (Addy Orduna et al. 2010;
Addy Orduna y Canavelli 2010).

En Uruguay, existen actualmente tres repelentes registrados para proteger los
cultivos del dafio de aves: Avipel® (antraquinona 50 %) registrado para arroz,
Rayén® (metil antranilato 30 %) para girasol y sorgo; y Draza® (metiocarb 50%)
registrado para soja, sorgo, y vid, entre otros cultivos. Este Gltimo producto posee
varios usos, entre los que se incluye su aplicacion a la semilla para proteger las
plantulas de soja en el momento de la emergencia. Desde el afio 2009, se esta
probando la antraquinona como repelente para proteger la soja durante la emergencia
del cultivo. Estos trabajos se han realizado en el marco de proyectos FPTA (Fondo
de Promocion de Tecnologia Agropecuaria)-INIA (Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria)-DGSSAA (Direccion General de Servicios Agricolas)-
COPAGRAN (Cooperativa Agraria Nacional) y acuerdos con empresas registrantes.
Dicha molécula esta registrada en Uruguay desde 1998. La informacion disponible
sugiere que este es un repelente primario y secundario debido a que posee un efecto

tanto visual como post ingesta. Hasta el momento, se ha investigado la eficiencia de



este repelente mediante aplicacion foliar para cultivos de girasol, sorgo y trigo
(Rodriguez et al. 2011; Olivera y Rodriguez en prensa). Con el advenimiento del
problema de las palomas en soja, se realizaron experimentos para probar la eficiencia
de la antraquinona formulada (Avipel®) para proteger el cultivo de soja en estadio
VE (Fehr et al. 1971, Figura 1), mediante aplicacion foliar a las plantulas. Con estos
estudios se obtuvieron buenos resultados a nivel de eficacia, pero se registraron
dificultades sobre el momento de la aplicacion, debido a que ésta debe llevarse a
cabo cuando la plantula tiene solamente los cotiledones emergidos. Este periodo es
muy corto (2 a 3 dias) y, durante ese periodo, la emergencia es heterogénea (las
semillas no germinan todas simultaneamente, sino que es un procesos gradual). Esto
dificulta mucho la decision del momento correcto para la aplicacion, debido a que, si
se aplica cuando las plantulas comienzan a emerger, existira un alto porcentaje de
plantulas que no contara con la proteccion del repelente. Sin embargo, si se aplica ya
avanzada la emergencia, es decir con gran numero de plantulas germinadas, es
probable que el dafio que presente el cultivo resulte muy alto. Asimismo, se ha
observado que la soja sembrada en octubre (soja de primera) es la mas susceptible al
dafio de aves. Esta se realiza con condiciones de temperatura que enlentecen el
nacimiento de las plantulas, haciendo el periodo de emergencia del cultivo sea méas
extendido en el tiempo y por lo tanto mas propenso al dafio. Estas condiciones
dificultan ain més la decisién de cuando realizar la aplicacion del repelente, de
manera que proteja un alto porcentaje de plantula, sin comprometer las ya emergidas.
Ademés, bajo estas circunstancias, se desaprovecha mucho producto, debido a que
una proporcién importante cae al suelo. Por lo tanto, la estrategia de aplicacion foliar
seria una limitante para la adopcion de este repelente a escala comercial y deberia
adoptarse otra técnica de aplicacion, como tratar la semilla con el repelente previo a

la siembra.
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Figura 1. Estadio VE de soja segln la clasificacion de Fehr et al. (1971). Se destacan los cotiledones
aun cerrados y el primordio de la hoja verdadera

El metil antranilato también se esta evaluando como repelente para proteger
plantulas de soja en el marco de uno de los proyectos FPTA INIA-DGSSAA-
COPAGRAN. Se trata de un repelente que se ha registrado recientemente en nuestro
pais y ha sido evaluado asperjando sobre los cotiledones ya emergidos, obteniéndose
muy buenos resultados. Actualmente, en Argentina, se esta estudiando un repelente
utilizado como terapico de semillas que tifie las mismas de un color que causaria
aversion para las aves, potenciando asi el poder repelente del producto. Las aves,
luego de probar semillas tratadas, asocian el color con el sabor y olor repulsivo del
repelente no comiendo aquellas tefiidas (Wemun S. A. 2010). El repelente se adhiere
a los tegumentos externos de las semillas permitiendo que el activo se mantenga
inalterable y con repelencia efectiva, mientras los tegumentos estén presentes. En el
caso de la soja, los cotiledones emergen vestidos con parte de los tegumentos
externos que llevan adherido el repelente, protegiendo la plantula hasta hoja
verdadera (Wemdn S.A. 2010). La asociacién del efecto repelente con un color
aversivo ya fue evaluada por Rodriguez (1994) en girasol con buenos resultados, por

lo que se esperarian promisorios resultados en este caso también.
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1.4.1. Repelentes quimicos aplicados a semillas

Uno de los aspectos que compromete la eficiencia de los repelentes es el
momento de su aplicacion. Para el caso de la soja, la corta duracién del periodo de
vulnerabilidad de la planta, la heterogeneidad en la germinacion de las semillas, y la
cantidad de producto que se desaprovecha compromete la eficacia del producto si es
aplicado en cultivos extensivos luego de la emergencia. Por lo tanto, se esperaria que
los repelentes sean mas efectivos si son aplicados a la semilla, como los fungicidas,
insecticidas y rizobios. De esta forma, al emerger la plantula ya posee la proteccion

contra las aves.

El uso de repelentes quimicos ofrece una medida de proteccién efectiva contra
el dafio provocado por aves en cultivos en emergencia y maduracion. Se ha ensayado
con exito con aplicacion de forma foliar en soja para proteger las plantulas del dafio a
los cotiledones, provocado principalmente por palomas torcazas (Olivera vy
Rodriguez en prensa). Sin embargo, a pesar de que resultan efectivos tienen una serie
de inconvenientes que se vinculan, como son, la oportunidad de aplicacion y el
desaprovechamiento de producto. Para evitar los inconvenientes antes mencionados
en el cultivo de soja, se propone la aplicacion de los repelentes quimicos en la
semilla, para lo cual se deben estudiar tres aspectos. En primer lugar, se debe evaluar
si los ingredientes activos que resultan efectivos en aplicacion foliar, pueden alcanzar
y permanecer en los cotiledones cuando son aplicados a la semilla. Esto implica que
el efecto repelente se mantendrd en la plantula hasta la aparicion de la hoja verdadera
(periodo de vulnerabilidad del cultivo). EI metiocarb es un producto sistémico, por lo
que se mantendria el efecto repelente en la plantula hasta la aparicion de la hoja
verdadera, pero no se conoce si esto puede darse también con la antraquinona y el
metil antranilato. En segundo lugar, se debe conocer si los repelentes no traen
perjuicio a la germinacién de la semilla. Por Gltimo, se debe evaluar si existe algin
efecto de estos repelentes en los otros productos que se le aplican a las semillas antes
de su siembra, entre ellos el inoculante. No se han encontrado en la region trabajos
que muestren la viabilidad del uso de repelentes aplicados a las semillas, que

incluyan el punto de vista microbiol6gico para evaluar la compatibilidad con los
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rizobios. Si, se han recabado antecedentes de este tipo de estudio en insecticidas y
fungicidas utilizados como curasemilla en nuestro pais. Es de gran utilidad comparar
si los repelentes trabajados son mé&s o menos toxicos para los rizobios que los

productos ampliamente utilizados a nivel comercial.
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1.5. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la factibilidad del uso de
repelentes quimicos aplicados a la semilla para prevenir los dafios de aves en el

cultivo de soja. Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1- Conocer la capacidad de la antraquinona y el metil antranilato para
alcanzar y permanecer en los cotiledones en cantidades suficientes para

actuar como repelentes, luego de emergida la plantula.

2- Evaluar los efectos de la antraquinona, el metil antranilato, y el metiocarb

sobre la germinacion de la semilla.

3- Evaluar los efectos de la antraquinona, el metil antranilato, y el metiocarb
sobre la sobrevivencia y capacidad de nodular de los rizobios del inoculante y
y comparar los efectos sobre los mismos pardmetros en un fungicida y un

insecticida ampliamente usados como curasemillas.
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2. MATERIALES Y METODOS

Los productos quimicos se utilizaron en este estudio en su formulacién
comercial: Draza® (metiocarb 50%); Rayén® (metil antranilato 30%), Avipel®
(antraquinona 50%), Gavilan® (imidacloprid 60%); y Envion+® (carbendazim 25.%
+ thiram 10% + metalaxil 5 % , Cuadro 1). Para el caso de los productos registrados
(imidacloprid, C+T+M, y metiocarb), se utilizé la dosis recomendada en la etiqueta,
que se denomind “"dosis base". Para los repelentes quimicos no registrados para su
uso en soja (metil antranilato y antraquinona), se utiliz6 una dosis establecida en
funcién de la bibliografia, la cual, también fue considerada como dosis base (Avery
et al. 1998; Werner et al. 2011; Addy Orduna et al. 2010, Cuadro 1).

Cuadro 1 ingredientes activos con sus respectivos nombres comerciales. Se muestra la dosis base

utilizada en estos experimentos. En negrita se resaltan los repelentes quimicos para aves.

% Ingrediente

; ; Nombre activo en Dosis base/100 kg de
Ingrediente activo ; :
comercial | formulado semillas
comercial
Metiocarb Draza® 50 500 g
metil antranilato Rayén® 30 1000 ml
Antraquinona Avipel® 50 1000 ml

25 carbendazim,

carbendazim+thiram+metalaxil | Envion+® | 10 thiram y 5 500 ml
metalaxil
Imidacloprid Gavilan® 60 200 ml

Las semillas de soja utilizadas fueron de la linea Experimental LEO 1823-
07 GM 5.7, brindadas por la Estacion experimental INIA La Estanzuela. Los
inoculantes utilizados fueron de cepas Bradyrhizobium elkanii denominadas U-1302
(SEMIA 5019) y U-1301 (SEMIA 587), ambas recomendadas en los inoculantes
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comerciales para soja (MGAP 2009). En todos los casos, el tratamiento con los
quimicos y los inoculantes se realiz6 aplicando primero el producto quimico y luego
el inoculante (Montero y Sagardoy 2006), en una maquina pulverizadora para
semillas experimental con tambor rotativo Rotogard® R150 (Norogard, Suecia,
Figura 2).

Figura 2. Maquina pulverizadora para semillas experimental con tambor rotativo Rotogard® R150

(Norogard, Suecia).

Se utilizaron dos formulaciones de inoculantes comerciales con diferentes
soportes (en soporte liquido y en turba). Cada tratamiento fue utilizado con
inoculante en soporte liquido e inoculante en soporte turba, generando asi dos
tratamientos por producto. Para los experimentos se utilizaron macetas plasticas de 1
L en las que se coloc6 una mezcla de cinco partes de arena y una de turba. Tanto las
macetas como los soportes (arena y turba) fueron previamente esterilizados. Todos
los trabajos fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos de la
Estacion Experimental INIA Las Brujas y en el Laboratorio Bioldgico de la
Direccion General de Servicios Agricolas (MGAP).
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2.1. EVALUACION DE LA PRESENCIA Y PERMANENCIA DE LOS
REPELENTES EN LOS COTILEDONES

El objetivo de esta etapa experimental fue conocer si los dos productos
quimicos que se estan probando actualmente como repelentes para aves
(antraquinona y metil antranilato), poseen la capacidad de alcanzar los cotiledones y
permanecer alli una vez emergidos hasta que comience a aparecer la hoja verdadera.
En el caso de existir residuos remanentes de los quimicos en las semillas, deberian
ser coincidentes con las concentraciones que ya han mostrado efectos repelentes. El
producto Draza® no fue incorporado en esta etapa debido a que ya esté registrado en
Uruguay como repelente para aves en soja en el momento de la emergencia. Si se
evaluo, en otra etapa experimental, su interferencia con el inoculante, debido a que

no se encontro informacion al respecto (ver mas abajo).

Las semillas de soja fueron tratadas primeramente con uno de los repelentes
quimicos y luego con inoculante en soporte liquido. En este etapa se empled Rayén®
y una formulacion en polvo de Avipel® (antraquinona 95%) ambos a una dosis base
del 1% (p/p). Se trataron 500 g de semillas con cada repelente y otros 500 g de
semillas Gnicamente fueron inoculadas y considerados control del experimento. Se
sembraron 16 macetas por tratamiento, con 10 semillas cada una (para obtener el
material vegetal suficiente para los andlisis de residuos) y tres repeticiones por

tratamiento (es decir, 48 macetas de 10 semillas c/u por tratamiento).
El modelo estadistico utilizado fue:
Y=t Tite

Siendo y;: variable aleatoria observada (en este caso, residuo de repelente quimico
presente en cotiledones de semillas de soja, expresado en ppm)
pu: media general conceptual (en este caso, media de ppm registrada en
cotiledones)
1;: efecto del iésimo tratamiento

&i: error experimental
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Las macetas fueron colocadas en una camara de incubacion con temperatura y
humedad controlada Hotpack (Hieco Company) por 10 dias aproximadamente
(Figura 3).

Figura 3. Camara de incubacién Hotpack (Hieco Company) donde fueron colocadas las plantas para el
experimento.

Al momento de la siembra, se guardaron 200 g de semillas por tratamiento en
freezer a -20°C, para la prueba de HPLC. Luego de emergidas las plantulas y
aparecer indicios de la hoja verdadera, se procedié al corte de los cotiledones (sin
incluir restos de cobertura de la semilla). Estos, junto con las semillas, fueron
almacenados en freezer a -20°C hasta el posterior analisis en el Laboratorio de
residuos de Plaguicidas de la DGSSAA (MGAP), para evaluar la cantidad de partes
por millén (ppm) de ingrediente activo presente en los cotiledones al momento de
cortarlos. Los residuos fueron analizados utilizando un cromatdgrafo liquido de alta
eficacia (HPLC, por su sigla en inglés) con la técnica de Multiresiduos de Mini Luke

(Luke et al. 1981) con un limite de cuantificacion de 0,05 ppm.
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2.2 EFECTO DE LOS REPELENTES QUIMICOS SOBRE LA
GERMINACION DE LA SEMILLA

El efecto de los repelentes en la germinacion de las semillas se midid
cuantificando la cantidad de plantulas normales emergidas. Para ello, las siembras (2)
se realizaron a los 2 y a los 7 dias luego de tratadas las semillas para evaluar el efecto
del tiempo de contacto producto-semilla. Se sembraron 4 semillas por maceta y éstas
fueron colocadas en cdmara a 28 + 3°C y 12:12 horas luz:oscuridad (L:O). El disefio

experimental fue de bloques completos al azar, con seis repeticiones por tratamiento.

El valor germinativo de las semillas se evalud a los 5 y 8 dias de sembradas.
Para ello, se contabiliz6 el nmero de plantulas normales con una altura entre 4 y 6
cm (Gamba, 2008).

El modelo estadistico utilizado fue:
Yii= LE Tt py g

Siendo yij: la variable aleatoria observada (niumero de plantulas normales)
w: media general conceptual (en este caso, media de plantulas normales)
1;: efecto del iésimo tratamiento
pj: efecto del jésimo bloque

&jj. error experimental

Los resultados se expresaron como porcentaje de emergencia, estimado como
la proporcion de plantulas normales que emergen en funcion del total de semillas
sembradas. Para el andlisis estadistico se trabajo con el nimero de plantulas y se
evaluo si los datos cumplian con los supuestos de normalidad requeridos. Se realizo
un andlisis de varianza (ANOVA), para conocer si los tratamientos utilizados
disminuian el valor germinativo de las semillas, y una prueba de comparaciones
multiples de Tukey. Se trabajo con una confianza del 95% para todos los casos (a <

0,05). Se utilizo el paquete estadistico R version 2.15.2.
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23. EFECTO DE LOS REPELENTES QUIMICOS SOBRE EL
INOCULANTE

Para conocer el efecto de los productos sobre los rizobios se realizaron
pruebas de inhibicion sobre discos de papel, recuentos de rizobios viables sobre la
cubierta de las semillas tratadas, asi como nimero y masa seca de n6dulos en raices y

peso seco de parte aérea en plantas.

2.3.1. Inhibicién sobre discos de papel

Previo a realizar las pruebas de toxicidad que se detallaran a continuacion, es
imprescindible construir, para ambas cepas de rizobios utilizadas, la curva de
crecimiento de éstas bacterias en funcion del tiempo, y la carga bacteriana del caldo

de cultivo con que se esta trabajando.

2.3.1.1. Curva de crecimiento de cepas U-1301-U-1302 y calculo del

numero de células viables

Para construir la curva de crecimiento se utiliz6 el método de conteo en placa
por microgota de Miles and Misra (Somasegaran y Hoben 1994). Para ello, se
inoculé 0,1 ul de una colonia crecida en placa de agar M79 (ver detalle de
composicion en Anexo 6.1) en 100 ml de medio liquido TY estéril (ver detalle de
composicion en Anexo 6.2). Dicha inoculacion se realizd colocando 1 pl de las
colonias con ansa estéril estandarizada en un tubo épendorf con 1 ml de medio de
cultivo TY. Este fue agitado en un vortex y posteriormente se extrajo del tubo
épendorf 0,1 ml del caldo y se agregd al frasco de cultivo con 100 ml de medio
liquido TY.

Durante siete dias, se realizaron dos mediciones diarias de la carga bacteriana
en unidades formadoras de colonias (ufc/ml) presente en el caldo de cultivo,
tomandose el dia de la inoculacion como t,. Cada dia se extraia 1 ml del caldo y se
realizaban diluciones seriadas 1/10. En dos placas con medio M-79, se colocaban dos

gotas de 25 pl cada una por dilucién, por placa, totalizando asi 6 gotas por placa de
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las tres diluciones mas altas (Figura 4). Dichas placas fueron colocadas invertidas en

camara incubadora a 28°C + 2.

Figura 4. Placa de Petri con medio M79 en la que se muestran las 6 microgotas proveniente de las

diluciones del caldo de cultivo.

A los siete dias, se contabiliz6 la cantidad de colonias por microgota y luego
se realizo el calculo de la carga bacteriana del caldo de cultivo original. EI mismo se

expresa por ml como:

NUmero de células viables/ml = (NUmero colonias en microgota*factor
dilucién)/0,025 (Somasegaran y Hoben 1994)

Posteriormente, para construir la curva de crecimiento, se utiliz6 el logaritmo
en base diez de ese valor en el eje de las ordenadas (Y) y el tiempo en el eje de las
absisas (X).

2.3.1.2. Prueba de toxicidad en placa por difusién a partir de discos de

papel
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Las pruebas de toxicidad se realizaron utilizando una adaptacion de la
metodologia de Martensson (1992). Para ello, se prepararon placas de petri de 9 cm
de didmetro con medio de agar M-79 (ver detalle de composicién en Anexo 6.1) tibio
y a cada una se le agregaron 100 pl de un caldo de cultivo en fase de crecimiento
exponencial, con una carga bacteriana de 10° (previamente definida por la curva de
crecimiento logaritmica). Cuando el medio solidifico, se colocaron 3 discos de papel
de filtro estéril de 1 cm de didmetro equidistantes entre si. Cada disco fue
impregnado con 10 ul de producto, lo cual equivaldria a la cantidad tedrica de caldo
necesario para tratar siete semillas de soja (Figura 5).

Figura 5. Placa de petri sembrada con la cepa U-1301. Se observan los discos de papel de 1 cm de
diametro impregnados con uno de los productos evaluados.

Las placas de Petri fueron colocadas invertidas en una camara de crecimiento
a 28°C * 2 por siete dias. La placa fue considerada como la unidad experimental y se
realizaron cuatro repeticiones de cada tratamiento y un control (agua destilada estéril
sobre los discos de papel). Fueron probadas tres dosis de cada producto: la dosis base
(ver Cuadro 1) y dos dosis mas bajas (3/4 y 1/2 de la dosis base).
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El disefio experimental fue totalmente al azar con cuatro repeticiones. Luego
de siete dias de incubacién, se midio el diametro del halo de inhibicion de cada disco

y los mismos se promediaron por placa y por dosis.
El modelo estadistico utilizado fue:
Y=p T tE

Siendo y;i: la variable aleatoria observada (halo de inhibicion en cm)
w: media general conceptual (en este caso, halo de inhibicién en cm)
1;: efecto del iésimo tratamiento

&i: error experimental

2.3.2. Recuento de rizobios viables sobre la cubierta de semillas tratadas

La sobrevivencia de los rizobios se determind sobre la cubierta de las semillas
tratadas con los repelentes quimicos, a los 2 y 7 dias luego de ser tratadas e

inoculadas con los respectivos productos y almacenadas a temperatura ambiente.

Los recuentos de rizobios viables sobre las semillas se realizaron por el
método de recuento en placas con medio M-79 con rojo Congo (Somasegaran y
Hoben 1994). Se contaron 90 semillas de cada tratamiento y se colocaron en frascos
con 90 ml de solucion salina estéril afiadida con 360 pl de solucién dispersante de
Tween 80 (2.5% p/v). Cada frasco fue agitado durante 15 minutos en agitador de
golpes. Posteriormente, se extrajo 1 ml del frasco (el cual contendria la carga
bacteriana de una semilla) y se realizaron diluciones seriadas hasta completar la
dilucion 10™. En la elaboracion de las placas se fundié medio M-79 con rojo Congo,
a cada matraz de 300 ml de medio se le agregaron 100 pl de Vancomicina (1mg.I"") y
posteriormente el mismo fue distribuido en placas de Petri. A cada placa se le
agregaron 100 pul de las diluciones mas altas, luego fueron extendidos sobre la
superficie de la placa con espéatula de Drygalski. Las placas se colocaron invertidas
en cdmara decrecimiento a 28°C + 2 por siete dias. Se realizaron tres repeticiones de

la dilucién 10 y dos repeticiones de las otras dos diluciones (102 y 10 para
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verificar proporcionalidad de la carga bacteriana entre diluciones. Dentro de la
estufa, las placas se distribuyeron completamente al azar. Finalizado el periodo de
incubacion, se contabilizaron aquellas diluciones que presentaron entre 25 y 250
colonias (Sutton 2011) verificando la proporcionalidad entre diluciones y
promediando los resultados (Figura 6).

Figura 6. Placa con medio agar M-79 con rojo congo. Se marcaron con puntos negros las colonias de
rizobios provenientes de los recuentos sobre la cubierta de la semilla.

Posteriormente, se realiz6 el célculo de la carga bacteriana presente en cada

semilla. El mismo se expresa por semilla y se realiz6 como:

Numero de células vivas = (Numero colonias en placa * inverso factor
dilucion) /0,1

2.3.2.1. Analisis estadisticos

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
Y=pTT TE

Siendo y;: la variable aleatoria observada (niGmero de colonia por placa)
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w: media general conceptual (en este caso, niimero de colonia por placa)
1i: efecto del iésimo tratamiento

&i: error experimental

Los resultados se expresaron como nimero de rizobios viables por semilla,
estimados como: numero de ufc que fueron efectivamente contados en las placas de
Petri (segun el rango de Sutton 2011), correspondientes a la cubierta de una semilla.
Los promedios y desvios estdndar de nimero de rizobios viables por semilla se
estimaron por tratamiento (estadistica descriptiva) y se utiliz6 un ANOVA para
realizar la comparacion entre tratamientos y la interaccion tratamiento por tiempo.
En los casos en que se detectaron diferencias significativas se realizé la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Se trabajo con una confianza del 95 % para todos
los casos (o < 0,05). Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico
R version 2.15.2.

2.3.3. Efectos sobre la nodulacién vy la Fijacion Biolégica de Nitrégeno

Para evaluar el efecto del tiempo de contacto entre los productos y los
rizobios, en la nodulacién, se realizé una siembra en macetas a los 2 dias posteriores
al tratamiento de las semillas y otra segunda a los 7 dias del tratamiento. Estas
siembras fueron iguales entre si, con la misma cantidad de tratamientos y
repeticiones. Los experimentos se llevaron a cabo en los meses de setiembre y
octubre de 2012, instalandose uno en camara de crecimiento y otro en invernaculo.
Se sembraron cuatro semillas por maceta que, luego de emergida la hoja verdadera,
las plantas fueron raleadas a dos. En el primer caso, las macetas fueron colocadas en

una sala con temperatura y luz controladas a 28 + 3°C y 12:12 horas L:O (Figura 7).

25



Figura 7. Camara de luces donde se realizaron los experimentos de macetas. Se distribuian dos

estantes para cada una de las siembras.

En el segundo caso, las macetas se colocaron en invernaculo para evaluar los
parametros de nodulacion y parte aérea de la planta con condiciones de luz y
fotoperiodo natural. El disefio del experimento fue en bloques al azar y se realizaron

cuatro repeticiones por tratamiento (Figura 8).
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2.3.3.1. Variables a medir

Numero y masa seca de nddulos: Al inicio de la fase reproductiva (Ri1; Fehr et
al. 1971), se evaluaron las plantas. Para ello, se extrajeron las plantas de las macetas
y se procedio al lavado de raices y determinacion de los parametros de nodulacién
que se detallardn a continuacion. El nimero de nédulos por maceta se contabilizd
(Figura 9) y éstos fueron colocados en cajas de Petri y llevados a estufa a
temperatura constante 60°C por 7 dias. Al momento de extraer los nddulos, se
discriminaron los que se ubicaban en la raiz primaria de los localizados en las
secundarias (Montero y Sagardoy 2006). Finalizado el periodo de secado, los
nddulos presentes en cada maceta fueron pesados en balanza de precision (0,0001 g).

wdl .
Figura 9. Raiz con nodulacion en raices primarias y secundarias. Los n6dulos fueron contados y

pesados.

Peso parte aérea: Al momento de procesar las plantas, inicio de la fase
reproductiva (Ry; Fehr et al. 1971), se cortd la parte aérea de las mismas, y se colocé
en sobres de papel, y se llevé a estufa a 60°C por 7 dias. Culminado este periodo, el

contenido de cada sobre fue pesado en balanza de precision (0,0001 g) para el caso
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de camara de crecimiento; y para invernaculo se utilizd balanza con 0,01 g de

precision.

2.3.3.2. Analisis estadisticos

El modelo de analisis estadistico para ambos casos fue el siguiente:
Yii= nt Tt 6+ pet 176 + g

Siendo y;: la variable aleatoria observada (nimero de nddulos, peso seco de nddulos
0 peso seco de la parte aérea)

w: media general conceptual (en este caso, niUmero de nddulos, peso seco de

nédulos o peso seco de la parte aérea)

7;: efecto del iésimo tratamiento

6. efecto del jésimo tiempo

pk: efecto del késimo bloque

1i*6; interaccion tratamiento por tiempo

gijk: error experimental

Primeramente, se utiliz estadistica descriptiva para estimar promedios y
desvio estandar de las variables analizadas. Posteriormente, se realizé un Analisis de
Varianza (ANOVA) del nimero de nddulos, peso seco de los mismos, y peso seco de
la parte aérea, por maceta, a los 2 dias y a los 7 dias. Asimismo, en el ANOVA se
evaluo si existe una interaccion de los tratamientos en el tiempo. En los casos en que
se detectaron diferencias significativas, se realiz6 la prueba de comparaciones
multiples de Tukey. Se trabajé con una confianza del 95 % para todos los casos (o <
0,05). Se realizé un Analisis de correlacion de Pearson entre el peso seco de la parte
aérea y los pardmetros de nodulacion, ya que es una medida indirecta de la FBN
realizada por la planta (o < 0,05). Los analisis estadisticos en esta etapa se realizaron

con el paquete estadistico R version 2.15.2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION DE LA PRESENCIA Y PERMANENCIA DE LOS
REPELENTES EN LOS COTILEDONES

En las semillas tratadas con metil antranilato se registraron 1818,8 ppm de
residuo de este repelente y 4,5 + 1,1 ppm de residuos en los cotiledones emergidos de
las semillas tratadas. En tanto, las semillas tratadas con antraquinona contuvieron
370,1 ppm de residuos de este repelente, y en los cotiledones emergidos de las
semillas tratadas se registraron 199,8 + 25,2 ppm. De este modo, las ppm de
antraquinona que permanecen en los cotiledones son aproximadamente la mitad o
superior que las detectadas en las semillas, mientras que las de metil antranilato son

practicamente despreciables.

Los residuos obtenidos en los cotiledones emergidos superan los valores de
residuos registrados en experimentos anteriores en los que se aplicd antraquinona de

forma foliar sobre los cotiledones (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de las ppm de antraquinona obtenidas en cotiledones pulverizados
posteriormente a la emergencia, en los ensayos realizados en el marco del proyecto INIA-DGSSASA
y en el acuerdo INIA-ARKION.

ppm de antraquinona
Experimento obtenidas en cotiledones
(Dosis 4,0 L/Ha)

Aviario con palomas en cautiverio

21,7

(Proyecto INIA-DGSSAA FPTA 284)
Semi-cautiverio (Convenio INIA-ARKION) 35,1
Campo (Proyecto INIA-DGSSAA FPTA 108

284)
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Cabe destacar que para las aplicaciones foliares (Cuadro 2), con méquina
pulverizadora, el formulado utilizado contenia 50% de ingrediente activo, en
comparacion con el utilizado en este estudio, que contiene 95% de antraquinona. De
modo que la permanencia de la antraquinona en los cotiledones seria mayor cuando
el repelente se usa como curasemilla, en comparacion con aplicaciones foliares. Estas
comparaciones no pudieron realizarse con el metil antranilato debido a que no se
contaba con la técnica analitica para detectar residuos de metil antranilato en material
vegetal y por lo tanto no se pudieron analizar las muestras de los experimentos

realizados con aplicaciones foliares.

La diferencia de valores en residuos de antraquinona y metil antranilato entre
semillas tratadas (mayores valores de residuos) y cotiledones de semillas tratadas
(menores valores de residuos), estaria potencialmente explicada por la absorcion del
ingrediente activo por parte de la semilla. La semilla de soja es muy higroscdpica,
por lo que tiende a absorber agua muy facilmente. De acuerdo a Bewley y Black
(1978), la semilla posee un hilum (cicatriz visible sobre la semilla de soja) y al final
de éste se encuentra el micropilo por el cual entra la mayor parte del agua. Por lo
tanto, se piensa que el ingrediente activo debe entrar a la semilla disuelto en el agua
que absorbe la misma. Por ende, cuanto méas soluble sea el compuesto, mejores
probabilidades tendra de ser absorbido. En nuestro caso, la antraquinona es un polvo
mojable, que luego de preparado el caldo toma una consistencia liquida. En cambio,
el metil antranilato tiene una consistencia viscosa, lo cual podria enlentecer el flujo
del mismo dentro de la semilla. Sera necesario realizar estudios de absorcion de estos
quimicos en las semillas para dilucidar este aspecto pues, si bien en este estudio, no
se encontrd evidencia de que existiese alguna incompatibilidad con el tamafio de la
molécula o diferencias de cargas que impidan el ingreso de metil antranilato a la
semilla de soja, el estudio no fue disefiado especificamente para esta evaluacion, y
consecuentemente, quedan dudas al respecto. Asimismo, asumiendo que este aspecto
sea limitante para la absorcion de los repelentes quimicos en las semillas, seria

necesario evaluar distintos solventes para el caso del metil antranilato, que permitan

30



el mejor flujo del producto y faciliten la permanencia del ingrediente activo en los

cotiledones.

El metiocarb no fue sometido a estas pruebas de residuos en cotiledones
debido a que es un producto sistémico y se encuentra registrado como repelente
aplicado a la semilla para aves en soja. Sin embargo, no se hall6 bibliografia que
realizara este tipo de evaluaciones de la presencia y permanencia de los quimicos en
los cotiledones, ni de interaccion con el inoculante. A fin de comprender de manera
mas cabal la eficacia de este quimico como repelente para aves en soja en
emergencia, se recomendaria estudiar en el futuro la residualidad de este producto en

la plantula.

3.2 EFECTO DE LOS REPELENTES QUIMICOS SOBRE LA
GERMINACION DE LA SEMILLA

Los repelentes quimicos no tendrian efectos en el valor germinativo de las
semillas, que se expresen en una disminucion de las plantulas de soja emergidas

luego de la siembra de semillas tratadas con dichos quimicos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Porcentajes de plantulas de soja emergidas en macetas sembradas 2 y 7 dias luego de
tratadas las semillas. Las evaluaciones se realizaron 5 y 8 dias después de la siembra. Se utilizaron 6
repeticiones para todos los tratamientos (se muestra el total de las repeticiones). Comparaciones

dentro de cada columna (Tukey 95% de confianza).

% Plantulas emergidas
Siembra 2 dias Siembra 7 dias

Tratamiento 5 dias 8 dias 5 dias 8 dias

Sin inocular 79,2 a 792 b 91,7 a 91,7 a
Control Lig 100 a 100 a 100 a 100 a
Control Turba 100 a 100 a 95,8 a 95,8 a
Metiocarb Lig 958 a 95.8 ab 100 a 100 a
Metiocarb Turba 875a 100 a 95,8 a 95,8 a
Metil antranilato Liq 100 a 100 a 95,8 a 95,8 a
Metil antranilato Turba 100 a 100 a 95,8 a 95,8 a
Antraguinona Liq 100 a 100 a 100 a 100 a
Antraquinona Turba 91,7 a 91,7 a 100 a 100 a
C+T+M Liq 100 a 100 a 100 a 100 a
C+T+M Turba 87,5 a 91,7 a 87,5 a 91,7a
Imidacloprid Liq 87,5 a 95,8 ab 100 a 100 a
Imidacloprid Turba 83,3 a 91,7 ab 100 a 100 a

Los porcentajes de plantulas emergidas en macetas sembradas siete dias
después que las semillas fueran tratadas con los repelentes quimicos no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 3). S6lo se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de plantulas emergidas
de semillas de soja sin inocular ni tratar con ningun quimico (Cuadro 3). No obstante
eso, estas diferencias se observaron sélo en la evaluacién a los 8 dias de la siembra,
no a los 5 dias de la misma (Cuadro 3). Asimismo, el imidacloprid en soporte turba y
liquido, asi como el metiocarb en este Gltimo soporte mostraron diferencias
marginalmente significativas en el nimero de plantulas emergidas con el control
(Cuadro 3).

Lamentablemente, los antecedentes bibliograficos dirigidos a evaluar la

fitotoxicidad de agroquimicos sobre la semilla son sumamente escasos, a excepcion
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de algunos estudios realizados en productos puntuales (Gamba 2008; Gonzalez
2012), por lo que, las comparaciones con estudios previos no son factibles. Puesto
que esta evaluacion no se realizd en un laboratorio certificado para este tipo de
analisis ni bajo la normativa de la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas
(ISTA). Por tanto, seria recomendable evaluar el efecto de los repelentes en la
germinacion segun estas condiciones, de manera de poder hacer pruebas

estandarizadas y comparables con otros trabajos.

3.3. EFECTO DE LOS REPELENTES SOBRE EL INOCULANTE

3.3.1. Inhibicién sobre discos de papel

3.3.1.1. Curva de crecimiento cepas U-1301 y U-1302
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Figura 10. Logaritmo del nimero de células vivas en medio de cultivo liquido (ufc) por ml en funcién
del tiempo para ambas cepas. Los puntos marcan los valores promedios registrados con sus
respectivos desvios estandar. Para la cepa U-1301, los promedios se basan en 2 repeticiones y para la
cepa U-1302 en 3 repeticiones. La linea punteada verde indica la linea de tendencia para la cepa U-

1301y la linea punteada azul, la linea de tendencia para la cepa U-1302. Frascos por triplicado.
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Ambas cepas (U-1301 y U-1302) son de crecimiento lento, presentando su
fase exponencial entre las 7 y las 79 horas para la cepa U-1301 y entre las 7 y 96
horas de ser sembrada para la U-1302 (Figura 10). Al culminar esta fase, la
poblacion de células vivas de ambas cepas se mantendria constante 0 podrian
observarse algunos descensos, como se aprecia en la curva de la cepa U-1302, la
cual pudo analizarse por un periodo mas prolongado de tiempo. En el caso de la cepa
U-1301, hay una repeticibn menos que para la cepa U-1302, debido a que se

contamind el caldo de cultivo en las primeras etapas de la curva.
3.1.1.2. Prueba de toxicidad sobre discos de papel

El metiocarb mostré solo inhibicion en el crecimiento de bacterias de la cepa
U-1301 en la dosis base, no presentando inhibicidn para la cepa U-1302 (Cuadro 4).
Con el metil antranilato, en tanto, se observd inhibicion total para las tres dosis
probadas en ambas cepas (Cuadro 4). Finalmente, la antraquinona no mostrd halos de
inhibicion (es decir, el crecimiento fue continuo sobre la placa). Para los productos
utilizados de forma comparativa, el fungicida C+T+M, presentd una importante
inhibicion aunque no total para la cepa U-1301 y total para la U-1302, mientras que

con el insecticida imidacloprid no se observaron halos de inhibicion.
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Cuadro 4. Analisis de toxicidad en placa por difusién en discos de papel para ambas cepas
(U-1301 y U-1302) para los tres repelentes evaluados (resaltados en negrita), el insecticida y el
fungicida. Se observan los resultados de los halos en cm para las tres dosis. % y ¥ son fracciones de
las dosis base. S In: sin inhibicién; IT: inhibicion total; BP: crecimiento solo en el borde de la placa.

Para todos los tratamientos se utilizaron 4 repeticiones.

Halo inhibicion (cm) por dosis y producto
i Metil Antraguinona | C+T+M | Imidacloprid
Metiocarb | 5 tranilato 9 P

Dosis base 1,08 IT Sin BP Sin
Cepa

U-1301 Y S In IT Sin BP SIn

Y% S In IT Sin BP Sin

Dosis base SIn IT Sin IT Sin

Cepa Y SIn IT Sin IT SIn
U-1302

7 SlIn IT SIn IT Sin

De modo que, en resumen, s6lo con excepcion del metiocarb y el fungicida,
ambas cepas utilizadas respondieron de forma similar a la aplicacion de los
compuestos. Esto es importante debido a que los inoculantes comerciales estan
formulados con estas dos cepas, y diferencias en los resultados de inhibicién

generarian conflictos en el uso comercial de estos productos.

El metiocarb y la antraquinona no serian toxicos sobre los rizobios a este
nivel de estudio, pero si el metil antranilato, que presentd inhibicidn total para ambas
cepas. Entre los compuesto usados comparativamente, el imidacloprid no seria
toxico, pero si el C+T+M. Este fungicida estd compuesto por carbendazim, thiram y

metalaxil, y la toxicidad podria deberse, potencialmente, al thiram (Tu 1980).

Cabe destacar que la prueba de toxicidad en placa por difusion a partir de
discos de papel no puede dar una medida real de toxicidad para los rizobios, pues el

tamafio de la zona de inhibicion en el medio de cultivo sélido no depende solamente
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de la sensibilidad del microorganismo, sino también de la concentracion del producto
quimico siendo evaluado y su facilidad de difusion a través del agar (Johnen y Drew
1977 en Mohamed Ahmed et al. 2007). Esto es debido a que, en algunos trabajos,
esta etapa es una primera instancia para probar varias dosis de un producto, varios
productos (Tu 1982) o varias cepas de una especie (Prévost et al. 1990), y poder
descartar aquellas que por los objetivos no son de interés. En este estudio, esta
prueba se utiliz6 como una primera aproximacion de las toxicidades de los productos

evaluados para las cepas seleccionadas.

3.3.2. Recuento de rizobios viables sobre la cubierta de semillas tratadas

De los tratamientos estudiados, solo con el metil antranilato utilizado con
inoculante en soporte turba, se observd una sobrevivencia de los rizobios sobre la
cubierta (Figura 11). En las semillas tratadas con metiocarb y con antraquinona no se
obtuvieron rizobios viables en el orden 10* o superior, en los dos tiempos estudiados
(2 y 7 dias después del tratamiento), sea que los rizobios estuvieran en soporte turba
6 en liquido (Figura 11). Lo mismo sucedi6 para el insecticida imidacloprid vy el
fungicida C + T + M (Figura 11).
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Figura 11. Recuentos de rizobios viables por semilla a tiempo 2 y 7 dias posterior a la aplicacion de

los productos con sus respectivos errores estandar. Control L y Control T: Control con inoculante
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liquido y control con inoculante turba respectivamente. C+ T+M= fungicida en ambos soportes del
inoculante; Imi= imidacloprid en ambos soportes del inoculante; MA= metil antranilato también en
ambos soportes del inoculante; AQ= antraquinona y Met= metiocarb, ambos en los dos soportes del
inoculante. Para todos los tratamientos 3 repeticiones. Las letras indican comparaciones estadisticas
dentro de la misma siembra (Tukey 95% de confianza). Letras maydsculas comparaciones de la

siembra a los 2 dias y minusculas de la siembra a los 7 dias.

Se observd una diferencia significativa entre los tratamientos (p<0,05;
f=92,4) y en la interaccion tratamiento por tiempo (p<0,05; f=6,6). Al realizar la
prueba de Tukey para cada tiempo por separado, se obtuvo que la sobrevivencia de
rizobios registrada para el metil antranilato en soporte turba no fue
significativamente menor a la del control (en dicho soporte) para ambas siembras
realizadas (2 dias: p>0,05; dif=2,1; 7 dias (p>0,05; dif= 4,3). Para el soporte liquido
en cambio, la sobrevivencia de rizobios registrada para el repelente mencionado fue
significativamente menor que el control en ambas siembras (Figura 11). En sintesis,
la recuperacion de rizobios viables en las semillas tratadas disminuyo con el tiempo y

fue variada entre productos, como encontraron también Revellin et al. (1993).

La carga bacteriana recuperada en las semillas, cuantificada como la cantidad
de ufc (unidades formadoras de colonias) presente por semilla fue del orden de 10° a
los 2 dias luego de inoculadas las semillas (Figura 11). Dicho orden es alcanzado por
el control y es mantenido incluso hasta los 7 dias posteriores al tratamiento para el
soporte liquido, disminuyendo al orden de 10 para la turba (Figura 11). Para los
tratamientos en los que no se registro sobrevivencia, se asume que los valores de ufc
sobre la semilla fueron menores a 10* y por lo tanto no fue registrado en los recuentos
en placas. La cantidad de rizobios en las semillas de soja que seria suficiente para
alcanzar los maximos registros de nodulacion en las raices estarian en el orden de 10°
rizobios (Weaver y Frederick 1972) 6 10° (Obaton y Rollier, 1970). Este Gltimo
orden puede ser alcanzado inmediatamente luego de inoculadas las semillas (tiempo
cero) y al cabo de 24 hs la carga bacteriana por semilla podria disminuir al orden de
10° (Revellin et al. 1993). En el presente estudio, no se evalud el nimero de células

vivas a tiempo cero pero, segln lo encontrado por Revellin et al. (1993), podria
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asumirse que dicha carga bacteriana serfa del orden de 10°, dado que se encontraron
valores de 10° en los recuentos realizados luego de 2 dias posteriores a la
inoculacion. Segun las précticas comerciales actuales en Uruguay, las semillas de
soja son tratadas con los productos quimicos recomendados y, posteriormente,
inoculadas con bacterias (rizobios) en grandes cantidades, para luego ser distribuidas
a los distintos productores. Segln este esquema de produccién actual, sumado al
tiempo en que la semilla se encuentra en el campo sin emerger (por falta de humedad
por ejemplo), es practicamente imposible que la semilla presente la carga bacteriana
que plantea Revellin et al. (1993) a tiempo cero (10°) en el momento de la
emergencia de la plantula. Como mencionamos en la introduccién, estas bacterias
son muy sensibles y su muerte subsiguiente a la inoculacién puede ocurrir
rdpidamente. Las razones pueden ser desecacion (Salema et al. 1982), toxicidad de
la cubierta de la semilla (Materon y Weaver, 1984), incompatibilidad con pesticidas
aplicados como curasemillas (Skipper et al. 1980) o ambientes edaficos
desfavorables (altas temperaturas o soportes muy secos) (Kremer y Peterson, 1983).
Por consiguiente, se podria asumir que valores de 10° como los encontrados en este
estudio hasta los 7 dias de espera, serdn méas cercanos a los efectivamente
encontrados en las semillas al momento de su emergencia en los cultivos de soja

comerciales.

En funcion de los resultados de este estudio, la combinacién de inoculante en
soporte turba y el metil antranilato funcionaria como “protector" bacteriano,
ayudando a la sobrevivencia de los rizobios en las semillas de soja tratadas. Por el
contrario, con los inoculantes en soporte liquido, la sobrevivencia de los rizobios en
semillas tratadas con el metil antranilato seria menor. Sin embargo, es de resaltar que
este efecto conjunto con la turba no se registr6 con los otros repelentes probados ni
con los otros fitosanitarios. Por lo tanto, restaria investigar si es el ingrediente activo
en combinacion con la turba lo que causa este efecto o alguno de los compuestos de

su formulacion son los que estan involucrados en esta interaccion.
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3.3.3. Efectos sobre la nodulacién y la Fijacion Biolégica de Nitrégeno

3.3.3.1. Camara de crecimiento

Entre los repelentes quimicos, el metil antranilato no presentd diferencias
significativas en el niamero promedio de nédulos obtenidos respecto al control en
ninguno de los soportes utilizados ni en el correr del tiempo (Figura 12). El
metiocarb muestra una disminucion significativa del nimero de nddulos para ambos
soportes (turba y liquido) en la siembra de 7 dias (no asi en la de 2 dias), en relacion
al control (Figura 12). En relacion a la antraquinona, en soporte turba no se observa
que difiera estadisticamente del control para ninguna de ambas siembras, aunque con
el soporte liquido si disminuye estadisticamente para 2 y 7 dias (Figura 12).
Finalmente, al analizar los productos analizados de forma comparativa, con el
imidacloprid en liquido para la siembra mas tardia disminuye el nimero de nédulos
estadisticamente en relacion al control, no asi para los otros casos. Para el fungicida
C+T+M, el namero de ndédulos disminuyo estadisticamente en ambos soportes para

la siembra de 7 dias (Figura 12).
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Figura 12. Numero promedio de nédulos por maceta obtenidos en plantas de soja sembradas a los 2 y
7 dias luego de tratadas las semillas. Se muestran cada uno de los tratamientos (6 repeticiones), con
sus respectivos errores estandar. Arriba los tratamientos realizados con inoculante soporte turba y

abajo con inoculantes soporte liquido. Met: metiocarb; MA: metil antranilato; AQ: antraquinona;
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C+T+M: fungicida compuesto; Imi: imidacloprid. Las letras indican comparaciones estadisticas
(Tukey 95% de confianza).

El metil antranilato no presentd diferencias estadisticamente significativas
con el control en el peso seco de los nédulos (en mg), en ninguna de las situaciones
(siembra a 2 dias 0 a 7 dias, Figura 13). En relacion al metiocarb, no se observan
diferencias significativas con el control en la siembra de 2 dias pero si en la de 7 dias
para ambos sustratos (Figura 13). Cuando la antraquinona fue utilizada con soporte
turba, no se observaron diferencias significativas con el control, a diferencia del
soporte liquido con el cual si se registran dichas diferencias. Finalmente, para el caso
del fungicida (C+M+T) e insecticida (imidacloprid), se observé una disminucion
significativa en relacion al control para el imidacloprid en soporte liquido en la
siembra de 7 dias. EI C+T+M utilizado con ambos soportes también present6 una

disminucién en dicha siembra (Figura 13).
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Figura 13. Peso seco promedio de nédulos por maceta obtenidos en plantas de soja sembradas a los 2

y 7 dias luego de tratadas las semillas. Se muestran cada uno de los tratamientos (6 repeticiones), con

sus respectivos errores estandar. Arriba los tratamientos realizados con inoculante soporte turba y

abajo los utilizados con inoculantes soporte liquido. Met: metiocarb; MA: metil antranilato; AQ:

antraquinona; C+T+M: fungicida compuesto; Imi: imidacloprid. Las letras indican comparaciones

estadisticas (Tukey 95% de confianza).

La variable de peso seco de la parte aérea resulté ser muy homogénea entre

los tratamientos, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p>0,05; F=0,99), pero si entre bloques (p<0,05, F=2,70)
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Figura 14. Correlaciones entre el Peso seco de la parte aérea (PSPA) con numero de nédulos (A) y

peso seco de nddulos (B).

Aparentemente, no existiria una correspondencia entre los pardmetros de
nodulacién (nimero de ndédulos y peso seco de nddulo) con el peso seco de la parte
aérea, pues los valores de correlacion son sumamente bajos, y podrian simplemente
deberse al azar (Figura 14). La correlacion seria ligeramente mayor con el peso seco
de los nédulos, lo cual seria esperable ya que los ndédulos mas pequefios poseen
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restricciones bioquimicas las cuales ocasionan una menor multiplicacion de los
bacteroides y por lo tanto menor FBN (Khokhar 1990). Sin embargo, se han
reportado discrepancias en la relacién masa de nodulos-efectividad de la simbiosis,
en algunas especies, entre ellas la soja (Zaroug y Munns 1980). La variable peso seco
de la parte aérea nos deberia dar una estimacion de la efectividad de la planta en
realizar la FBN, gracias a la simbiosis con los rizobios. Dicha correlacion no se ve
reflejada en los resultados de este experimento. Esto podria ser debido a las
condiciones sub-6ptimas de la cAmara de crecimiento, las cuales eran por ejemplo, la
luz artificial que causd plantas etioladas y con pocas hojas, asi como la limitada
disponibilidad de espacio para las plantas en altura. Por esta razon, se recomendaria
repetir esta evaluacion en condiciones similares a las naturales (algo imposible de

realizar en este estudio, debido a las limitantes de tiempo).
3.3.3.2. Invernéaculo

En invernculo, los mayores valores de nddulos se observan con el metil
antranilato en la siembra realizada a los 2 dias y con inoculante en soporte turba
(Figura 15). Para la siembra realizada a los 7 dias del mismo soporte, los mayores
valores corresponden al control. Para el inoculante en soporte liquido, los mayores

valores para ambos momentos de siembras corresponden al control (Figura 15).
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Figura 15. Numero promedio de nédulos por maceta obtenidos en plantas de soja sembradas a los 2 y
7 dias luego de tratadas las semillas. Se muestran cada uno de los tratamientos (4 repeticiones), con
sus respectivos errores estandar. Arriba los tratamientos realizados con inoculante soporte turba y
abajo los utilizados con inoculantes soporte liquido. Met: metiocarb; MA: metil antranilato; AQ:
antraquinona; C+T+M: fungicida compuesto; Imi: imidacloprid. Las letras indican comparaciones
estadisticas dentro de la misma siembra (Tukey 95% de confianza). Letras mayUsculas comparaciones

de la siembra a los 2 dias y mindsculas de la siembra a los 7 dias.

Existieron diferencias estadisticamente significativas en el nimero promedio
de nodulos entre los tratamientos (F=33,2; p<0,05), asi como en la interaccion
tratamiento por tiempo (F=7,2; p<0,05). Debido a que esta interaccion resultd
significativa, se analiz6 cada siembra por separado, ya que esto implica que los
distintos productos variaron su comportamiento relativo en el tiempo. Por ejemplo,
con metiocarb, el namero de nddulos se mantuvo practicamente incambiado entre
ambos tiempos, mientras que con metil antranilato vario6 significativamente (Figura
15).

El tratamiento que tiene significativamente el mayor nimero de nddulos es el
del metil antranilato en soporte turba, seguido por los controles y la antraquinona
también utilizada con soporte turba y, por ultimo, todos los demas tratamientos
(Figura 15).
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En relacion al peso seco de ndédulos, al igual que con la variable anterior
(nimero de nddulos), los mayores valores con inoculante en soporte turba se dan
para el metil antranilato en la siembra realizada a los 2 dias (Figura 16). Para la
siembra realizada a los 7 dias del mismo soporte, los mayores valores corresponden
al control (Figura 16). Finalmente, para el inoculante en soporte liquido, los mayores

valores para ambos momentos de siembras corresponden al control (Figura 16).
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Figura 16. Peso seco promedio de nédulos por maceta obtenidos en plantas de soja sembradas a los 2
y 7 dias luego de tratadas las semillas. Se muestran cada uno de los tratamientos (4 repeticiones), con
sus respectivos errores estandar. Arriba los tratamientos realizados con inoculante soporte turba y
abajo los utilizados con inoculantes soporte liquido. Met: metiocarb; MA: metil antranilato; AQ:
antraquinona; C+T+M: fungicida compuesto; Imi: imidacloprid. Las letras indican comparaciones
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estadisticas dentro de la misma siembra (Tukey 95% de confianza). Letras mayUsculas comparaciones

de la siembra a los 2 dias y mindsculas de la siembra a los 7 dias.

Al hacer el anlisis estadistico se registraron diferencias entre los distintos
tratamientos y los controles del experimento (F=20,4; p<0,05), asi como en la
interaccion tratamiento por tiempo (F=4,0; p<0,05). Debido a que esta interaccion

resulté significativa, se analiz6 cada siembra por separado (Figura 16).

Al igual que para namero de nddulos, el metil antranilato y el control, ambos
en turba tienen los valores mas altos, no difiriendo entre ellos (Figura 16). En ambas
variables, la antraquinona en soporte turba tiene valores que no difieren del control a
los 2 dias y desciende notablemente a los 7 dias (Figura 16). En relacion al
metiocarb, en todos los casos se encuentra en valores muy bajos y alejados

estadisticamente de los controles (Figura 16).

Finalmente, los controles son los que presentan los valores més altos de peso
seco de la parte aérea, para ambos soportes y ambos tiempos (Figura 17). En el
soporte liquido, la diferencia entre los controles y los productos es mas pronunciada

que para la turba (Figura 17).
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Peso seco promedio de la parte aérea (en g), por maceta, obtenidos en plantas de soja

sembradas a los 2 y 7 dias luego de tratadas las semillas. Se muestran cada uno de los tratamientos (4

repeticiones), con sus respectivos errores estandar. Arriba los tratamientos realizados con inoculante

soporte turba y abajo los utilizados con inoculantes soporte liquido. Met: metiocarb; MA: metil

antranilato; AQ: antraquinona; C+T+M: fungicida compuesto; Imi: imidacloprid. Las letras indican

comparaciones estadisticas dentro de la misma siembra (Tukey 95% de confianza). Letras mayusculas

comparaciones de la siembra a los 2 dias y minGsculas de la siembra a los 7 dias.
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Se registraron diferencias entre los distintos tratamientos y los controles del
experimento (F= 34,9; p<0,05), asi como en la interaccion tratamiento por tiempo
(F=2,0; p<0,05). Debido a que esta interaccion result6 significativa, se analizé cada
tiempo trabajado por separado.

El metil antranilato utilizado con inoculante en soporte turba no evidencié
diferencias estadisticamente significativas en el peso seco de la parte aérea con el
control para las siembras realizadas 2 y 7 dias luego que las semillas fueran tratadas
(Figura 17). Esta variable (peso seco de la parte aérea) disminuye estadisticamente
para el resto de los productos evaluados en relacion a los controles (Figura 17). Al
correlacionar el peso seco de la parte aérea con los pardmetros de nodulacion
(nimero y peso seco), se observa que ambas correlaciones del peso seco de la parte
aérea resultaron significativas (t= 14,4; p< 0,05, para nimero de nddulos y t= 17,1;
p< 0,05 para peso seco de nddulos, Figura 18). Por lo tanto esta variable también esta
aportando informacidn indirecta de la FBN realizada por la planta.
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Figura 18. Correlaciones entre el Peso seco de la parte aérea (PSPA) con: nimero de nédulos (A) y

peso seco de nddulos (B) (n = 4).

A mi entender, la interaccion entre los repelentes trabajados y alguna especie
0 cepa de rizobio no ha sido evaluada previamente de manera técnica o cientifica. Al
menos no se encontraron publicaciones técnicas o cientificas disponibles que asi lo
demuestren. Solo se menciona este aspecto en una recomendacion de la etiqueta de
Draza® (metiocarb), aconsejando que luego de inoculada la semilla no se debe
esperar mas de 2 dias para su siembra (http://www.agromil.com.uy/productos-bayer-
draza.html). No obstantes eso, no se mencionan trabajos cientificos que respalden

dicha recomendacion.

En el caso de los productos evaluados a nivel comparativo (fungicida C+T+M
e insecticida-imidacloprid) con los repelentes quimicos, se hallaron resultados
disimiles en cuanto a la toxicidad del fungicida e insecticida con los rizobios. En el
caso del C+T+M, y también en experimentos de invernculo, el nimero de nédulos
en plantas sembradas a las 24 hs luego de tratadas con un formulado que incluia
thiram, y otras con metalaxil, disminuyo estadisticamente en relacion al control, no
asi el peso seco de los mismos (Revellin et al. 1993). En cambio, para productos

formulados con carbendazim, si se observa una disminucion del nimero y peso de
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los nddulos. Cabe destacar que en el trabajo de Ravellin et al. (1993), la cantidad de
ingrediente activo en el formulado difiere del utilizado en este estudio. Para el
carbendazim, la proporcion de ingrediente activo empleada de Ravellin et al. (1993)
es menor; la de thiram y metalaxil, mayor. En contraste con este estudio, no hubo
una disminucién significativa del peso seco de nddulos con un formulado a base de
carbendazim més thiram con B. japonicum pero si una con B. elkanii (Zilli et al.
2009). En cuanto a imidacloprid, y a diferencia de este estudio, habria evidencias que
no traeria impactos negativos en la nodulacién en raices de frijoles también
inoculados con Rhizobium spp (Trotus et al. 1996). Sin embargo, es importante tener
en cuenta que la toxicidad de los productos difiere entre especies y cepas de rizobios.
Cabe destacar ademés, que el imidacloprid ademas de ser un insecticida, también
posee cualidades repelentes para pajaros negros en arroz y trigo (Avery et al. 1993;
Avery et al. 1994).

A diferencia de la cdmara de crecimiento, en invernaculo se encontraron
diferencias entre el peso seco de la parte aérea del control y el resto de los
tratamientos, a excepcién del metil antranilato con inoculante en soporte turba, donde
no existieron diferencias significativas. Asimismo, en inverndculo se obtuvo una
correlacion significativa entre el peso seco de la parte aérea y los pardmetros de
nodulacién, con alta correlacién (R?). En este caso, esta medida indirecta de la FBN
pudo expresarse debido a que las condiciones ambientales del invernaculo son mas
parecidas a las del campo (luz y fotoperiodo natural, temperatura ambiente y espacio
para el desarrollo foliar) si se comparan con la cdmara de crecimiento. No obstante,
es de destacar que, esta camara de crecimiento nos permite tener resultados
preliminares de nodulacion en los casos en que no se pueden realizar experimentos
de invernaculo, ya sea por la época del afio o por no contar con dicha infraestructura.
A fin de completar la investigacion de los efectos de los repelentes quimicos sobre
los rizobios, sera necesario evaluar estos productos a campo, donde se obtiene una
respuesta mas completa e integrada de la interaccion con los rizobios. Dicho
experimento no se pudo realizar en el marco de esta tesis por los tiempos bioldgicos

en que se llevé a cabo.
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Para el caso del invernaculo, donde el peso de la parte aérea aportd
informacién de la FBN, se observaron las plantas amarillentas y con muy menor

tamafio (Figura 19).

A B

Figura 19. Parte aérea de las plantas cultivadas en invernaculo. A: Control negativo sin inoculante; B:
Control con inoculante pero sin producto.

Al analizar todos los recuentos de rizobios viables sobre las semillas y los
resultados de nodulacion de las plantas provenientes de las mismas, se encuentra una
coherencia entre los resultados. En los recuentos, solo se registraron valores que
superaban el orden de 10° en los controles y el metil antranilato (turba y liquido) no
presentando diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos los parametros
de nodulacion asi como la parte aérea se obtuvieron con este repelente los mayores
valores e incluso en algin caso superando estadisticamente al control. Por lo tanto,
podemos afirmar que una mayor carga bacteriana en la semilla repercutié en una
mejor nodulacion (con ndédulos méas grandes y en mayor cantidad), mejor desarrollo
del follaje y, consecuentemente, en un mayor rendimiento del grano (Zilli et al.
2009).
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3.4. CONSIDERACIONES FINALES

Al analizar los resultados obtenidos para los tres repelentes (Cuadro 5), la
utilizacion de éstos aplicados a la semilla de soja para prevenir el dafio de aves en

plantulas podria ser factible.

Cuadro 5. Resumen de los resultados obtenidos con los repelentes. El simbolo \ hace referencia a un
resultado favorable. La cruz (X) hace referencia a uno desfavorable, mientras el simbolo (---) indica
que no se realizé la evaluacién especifica con este producto. Las referencias entre paréntesis indican:
2d: ese resultado es favorable solo para semillas hasta 2 dias luego del tratamiento de la semilla; T:

para sustrato turba. Met: metiocarb; MA: metil antranilato: AQ: antraquinona.

Toxicidad Viabilidad Parametros Parametros
. : : . ., ., Permanen-
de rizobios | de rizobios | nodulacion en | nodulacién cia en
sobre discos sobre la camara de en .
) L . 3 cotiledones
de papel semilla crecimiento invernaculo
Met \ X V24 X
MA X \ (M v \ (M X
AQ X v @d) v (2dT) v

Para el caso del metiocarb (bajo su nombre comercial de Draza®), su
inocuidad con el rizobio deberia ser verificada con més estudios, dados los resultados
de disminucién en la nodulacion de semillas sembradas a los 7 dias posteriores de su
tratamiento para la situacion de cdmara de crecimiento y toxicidad en invernaculo (2
y 7 dias). No obstante, no se descarta que sea un candidato para ser utilizado no méas
alla de 2 dias posterior al tratamiento de la semilla, como se observa en la
recomendacion de la etiqueta de dicho producto
(http://www.agromil.com.uy/productos-bayer-draza.html). Esto se basa en que no se
observd, en este estudio, una disminucion significativa en los pardmetros de

nodulacion en la siembra de semillas luego de 2 dias de tratadas en situacion de
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cdmara de crecimiento. No se midi6 la prueba de penetracion y permanencia en

cotiledones por ser un producto registrado para este uso desde hace ya varios afos.

El metil antranilato, en tanto, seria un buen candidato para ser utilizado con
inoculante en soporte turba, debido a que, los pardmetros de nodulacion aumentaron
significativamente con este soporte, lo cual conlleva a que no exista una disminucion
significativa en el peso seco de la parte aérea. No obstante eso, se observo en la etapa
In vitro del estudio (pruebas en discos de papel) una alta toxicidad, que puede ser
debida a dos motivos. Por un lado, a que el compuesto sea altamente difusible en
agar y se extendiera mas rapidamente por toda la placa en comparacion con los otros
compuestos (Johnen y Drew 1977 en Mohamed Ahmed et al. 2007). Por otro lado, se
postula en este trabajo que este repelente, al ser colocado en la semilla junto con la
turba, cumpla una funcion de proteccion que no permita la inhibicién y muerte de los
rizobios. Un aspecto que sin duda debe ser mejorado para la utilizacion comercial del
repelente, es el aumento de la permanencia del producto en los cotiledones, aunque
por el momento no se conoce la cantidad de ppm necesarias en los cotiledones para
que este producto provoque un efecto repelente (y, por ende, no se puede inferir si la
cantidad de producto que permanecid en los cotiledones en este estudio seria
suficiente para repeler a las aves). Ensayos realizados en aviario para probar la
efectividad del repelente Rayén® (metil antranilato 30%) en aplicacion foliar de
cotiledones de soja, resultaron en porcentajes de repelencia superiores al 80% con
una dosis de 4 L/Ha del repelente (Olivera y Rodriguez, en prensa).
Desafortunadamente, en dichos experimentos no se pudo realizar el andlisis de
residuos correspondiente debido a que el Laboratorio de residuos de Plaguicidas de
la DGSSAA (MGAP) no contaba con la técnica necesaria para realizar el tratamiento
de las muestras. De todos modos, dados los resultados favorables de repelencia
encontrados con este producto y la compatibilidad que existe con el inoculante para
semillas de soja, seria pertinente, completar estos estudios a fin de dilucidar si las
ppm presentes en los cotiledones estan en la dosis efectivamente repelente.
Asimismo, seria valido explorar un cambio en la formulacion del producto
(modificacion viscosidad, cohadyuvantes, etc.), para facilitar la entrada del mismo a

la semilla.
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Finalmente, la antraquinona deberia ser utilizada con inoculante en turba y las
semillas sembradas antes de los 2 dias posteriores al tratamiento, para evitar una
disminucién significativa de los parametros de nodulacion. Como mencionamos en
este trabajo, este tiempo (2 dias) es reducido para la logistica actual de los sistemas
agricolas. Consecuentemente, deberian realizarse estudios adicionales para conocer
con certeza hasta que momento la nodulacion no disminuye significativamente y si
es posible tecnoldgicamente superar este problema. En relacion a las pruebas de
permanencia en los cotiledones, los residuos encontrados (47,6% y 61,1% de las ppm
agregadas a las semillas) son superiores a los registrados en los cotiledones cuando
se realizaba la aplicacion foliar del producto. Puesto que, con la aplicacion foliar del
producto se obtuvieron buenos niveles de repelencia con palomas torcazas (Olivera 'y
Rodriguez, en prensa), serian esperables resultados satisfactorios de repelencia en el
producto aplicado como curasemilla, aunque deberian realizarse los ensayos de
repelencia correspondientes para corroborar este efecto. En el transcurso de la
realizacion de este trabajo, se registré en Uruguay y a nivel comercial un repelente a
base de antraquinona (92%). No se encontrd bibliografia que estudiara la interaccion
de este producto con el inoculante ni la permanencia del ingrediente activo en los
cotiledones luego de emergida la plantula, aunque si se encontré un trabajo
mostrando los resultados de efectividad del repelente aplicados a la semilla para
prevenir el dafio de aves (http://www.calister.com.uy/wp-content/files-
mf/1381238624EFICACIADEREPEL1000.pdf). Cabe destacar que, son necesarios
evaluaciones adicionales que midan la eficiencia de este producto como repelente de
aves que dafan la soja, debido a que el estudio mencionado se realiz6 en un solo
ambiente y sin repeticiones dentro del ensayo, condiciones esenciales para los
experimentos a campo, a fin de medir més fehacientemente la eficiencia del
producto. Al realizar experimentos de eficiencia en diferentes tipos de ambientes, se
puede tener la respuesta del repelente en distintos escenarios con diferentes
caracteristicas (presion de aves, implantacion del cultivo, factores del paisaje,
ambientales, etc.) y consideramos que en este tipo de investigaciones es
imprescindible captar la variabilidad de respuestas del producto evaluado. Como

mencionamos, este experimento se realiz6 solo en una situacion, la cual correspondi6
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a baja presion de aves: el autor menciona que esto se debi6 a la presencia de alimento
mas apetecible que la soja, en los alrededores del ensayo. En estas condiciones es
esperable que las palomas opten por un alimento alternativo, no atacando la soja y

haciendo al repelente mas efectivo.

Al ordenar los cinco productos quimicos estudiados (repelentes, fungicida e
insecticida) en funcion de su toxicidad sobre los rizobios del inoculante, de forma
general se ubicaria en primer lugar y como mas toxico para los rizobios el metiocarb,
seguido por el imidacloprid y el C+T+M; posteriormente seguiria la antraquinona y
para terminar el metil antranilato, siendo el producto mas inocuo y compatible con el
inoculante. De modo que, en base a los resultados de este trabajo, deberia tenerse
precaucion en el uso de metiocarb como repelente para soja en el momento de la
emergencia pues, a la dosis que se utiliza actualmente en Uruguay, ademas de
resultar mas toxico para los rizobios que el fungicida e insecticida utilizados, es un
producto categoria Ib (producto muy peligroso). Si bien el metiocarb es un repelente
conocido y evaluado internacionalmente (Stickley e Ingram 1976; Tobin et al. 1989;
Cummings et al. 1992) y esta registrado en nuestro pais desde el afio 1980, no se han
encontrado al presente estudios que optimicen su uso respecto al escenario
productivo actual. Al presente, la poblacion de palomas torcaza es cada vez mayor y
las mismas se han adaptado a comer cotiledones de soja, debido a la gran oferta
temprana en la primavera de plantulas de este cultivo, generdndole grandes dafios en
la implantacion. Asimismo, la soja es actualmente el cultivo predominante en nuestro
territorio, representando el 86% del &rea sembrada (DIEA 2012). Este escenario es,
indudablemente, diferente al escenario en el cuél se evalu6 la eficacia del metiocarb
como repelente para aves (Calvi et al. 1976), y podria tener implicancias en su
validez a escala comercial. Indudablemente, una disminucion de la dosis de
metiocarb a utilizar es un aspecto a examinar en futuros estudios, debido a que una
dosis menor podria ser menos nociva para la semilla, ademéas de disminuir el posible
impacto ambiental secundario. Asimismo, deberia estudiarse la cantidad de residuos
de metiocarb (ppm) que permanecen en los cotiledones. Por ser un producto
sistémico, se esperaria que esta cantidad sea muy alta, lo cual también podria hacer

viable utilizar una dosis menor. Finalmente, al tener el metiocarb propiedades
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insecticidas, podria considerarse en reemplazo del imidacloprid, como un

fitosanitario de doble propdsito.

La incorporacion de estos repelentes al mercado representaria nuevas medidas
de proteccion del cultivo de soja a los dafios de aves y mas inocua para el ambiente y
los rizobios del inoculante. Asimismo representan una herramienta de manejo
alternativo al uso de métodos letales ilegales como los cebos tdxicos y la
conservacion de los rizobios del inoculante. Por ello, seria importante promover la
investigacion para mejorar y adaptar nuevas sustancias repelentes para prevenir el
dafio de aves en soja. Tanto el metil antranilato como la antragquinona son inocuas
para el ambiente (categoria 1V de toxicidad) y efectivas para disminuir el consumo
de semillas por las aves (Addy Orduna y Canavelli 2010). Asimismo, el metiocarb,
con un uso revisado y optimizado, podria potencialmente ser de ayuda. Finalmente,
seria también valioso explorar en la eficacia y viabilidad de uso de nuevas sustancias
repelentes provenientes de compuestos orgéanicos (aceite de neem, compuestos
fendlicos de la familia de los acidos cinamicos, terpenos citricos, etc.), las cuales,
dada su inocuidad, es menos probable que sean toxicas para los microorganismos del
suelo. En todos los casos, resta verificar si estos repelentes combinados con otros
productos (como insecticidas y/o fungicidas) no manifestarian un efecto agregado de
toxicidad que fuera perjudicial tanto para la nacencia de la semilla como para los

rizobios.
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4. CONCLUSIONES

La presencia de los repelentes quimicos evaluados en este estudio (metil
antranilato, y antraquinona) en los cotiledones de soja varié segin el producto. Lo
que se recuperd de metil antranilato respecto a lo que se le aplico a la semilla fue
menor del 1%, mientras que con la antraquinona, el porcentaje que se recupero en los
cotiledones (54%) seria aceptable desde el punto de vista del potencial efecto

repelente sobre palomas.

El metiocarb, el metil antranilato, y la antraquinona no afectaron la nacencia

de las semillas.

La sobrevivencia de los rizobios del inoculante y su capacidad de nodular
vario con los repelentes. El metil antranilato no disminuyo6 la sobrevivencia de los
rizobios sobre la cubierta de la semilla, y la capacidad de nodular de los rizobios no
fue afectada hasta la siembra de las semillas tratadas en los 7 dias posteriores al
tratamiento. Con la antraquinona, la sobrevivencia de rizobios sobre la semilla se vid
disminuida; la capacidad de nodular de los rizobios no fue disminuida para las
semillas sembradas luego de 2 dias de tratadas. Por ultimo, con el metiocarb también
disminuyo la sobrevivencia de los rizobios sobre la semilla y la capacidad de nodular
de los mismos. En estos resultados influyeron los sustratos del inoculante utilizados

(turba o liquido).

En relacion a la toxicidad comparada con los otros productos testados
(fungicida e insecticida), el metiocarb seria mas toxico para los rizobios que el
fungicida e insecticida, mientras la antraquinona y el metil antranilato serian de

menor toxicidad.

Resta por evaluar los costos y beneficios de aumentar la permanencia del
metil antranilato en los cotiledones y disminuir la toxicidad de los otros dos

repelentes sobre los rizobios.
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6._ ANEXOS

6.1. MEDIO AGAR M-79. EXTRACTO DE LEVADURA MANITOL
K2HPO4: 0.5g
MgSQO,.7H20: 0.2g

NaCl: 0.1g
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Manitol: 10g

Extracto levadura: 0.4g
Agua destilada: 1000 ml
Agar : 15¢

Se corrige el pH que debe de ser entre 6,8 y 7.

6.2. MEDIO LIQUIDO TY
Triptona: 5 g
Extracto de levadura: 3 g
CaCl,.2H,0: 1¢g
Agua destilada: 1000 ml.

Se corrige el pH que debe de ser entre 6,8 y 7,2.
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