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RESUMEN

El objetivo fue comparar la coinoculacion con Bradyrhizobium japonicum y
Azospirillum brasilense con relacion a la inoculacion simple con Bradyrhizobium
Japonicum en la nodulacion, crecimiento y acumulacion de N en el cultivo de
soja y su rendimiento. Se realizaron dos experimentos en lotes en los que nunca
se cultivd soja en afios con diferentes condiciones hidricas. Los tratamientos
fueron: testigo (sin inoculacion), coinoculacioén con Bradyrhizobium japonicum
y Azospirillum brasilense e inoculacion simple con Bradyrhizobium japonicum.
La nodulacion en ambos experimentos fue superior en la coinoculaciéon, aun-
que hubo diferencias significativas en el experimento con déficit hidrico. Los
rendimientos, en ambos experimentos, presentaron valores medios superiores
en la coinoculacién, aunque sin diferencias significativas. La acumulaciéon de
biomasa aérea y N fue mayor en el afio humedo. El porcentaje de N derivado
de la fijacion biolégica de N en el cultivo en el afio seco fue de 26% para la ino-
culacion simple y de 30% en la coinoculacion, mientras que en el afio humedo
este porcentaje fue de 41y 47% respectivamente. A partir de estos resultados
se concluye que existe un efecto de estimulacion del crecimiento del cultivo de
soja por la coinoculacion. Sin embargo, es necesario continuar con estudios
sobre este tema.
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SUMMARY

The aim of this study was to compare coinoculation with Bradyrhizobium
Japonicum and Azospirillum brasilense with inoculation with Bradyrhizo-
bium japonicum on nodulation, growth, and N accumulation in the soybean
crop in field conditions. Two field tests were carried out for two years with
different hydric conditions in areas not previously cultivated with soybean.
The treatments were: control, coinoculation using Bradyrhizobium japoni-
cum + Azospirillum brasilense and inoculation with Bradyrhizobium japo-
nicum. Nodulation in both experiments was increased by dual inoculation,
although significant differences were registered in the experiment with
water deficiency. In both experiments, in coinoculation treatments yield
mean values were higher than other treatment, although no significant diffe-
rences were found. Biomass and N accumulation by the crop was higher in
the coinoculated treatment than in the simple inoculation in the wet year. In
the dry-condition year, N derived from the biological fixation was 26% in the
simple application and 30% in the coinoculation treatment and in the year
without water deficit, these percentages were 41 and 47 % respectively.
From these results we conclude that coinoculation has a positive effect of
growth stimulation in soybean crops. However, we believe it is necessary
to continue studying this subject further.

Key words: coinoculation, soybean, Bradyrhizobium japonicum, Azospi-
rillum brasilense.
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INTRODUCCION

La aplicacion de bacterias nodulantes en culti-
vos de leguminosas es una practica agronémica
conocida y de probada eficacia desde hace afios
y adoptada por la mayoria de los agricultores ar-
gentinos. Al respecto, Gonzalez (2006) cita que
el 90% de la soja que se siembra se inocula. Los
incrementos en los rendimientos asociados a la
inoculacion en los cultivos de soja son variables y
dependientes del suelo, por su capacidad de su-
ministro de N por mineralizacion y de la presencia
0 no de bacterias capaces de fijar N, proveniente
de cultivos anteriores. Para el sudeste la provincia
de Buenos Aires (Argentina) se citan diferencias
de 500 a 1000 kg de grano por hectéarea por fallas
en nodulaciéon en lotes en los que nunca se culti-
v6 soja (Calvifio, 2004). En trabajos realizados en
la provincia de Entre Rios (Argentina), se han en-
contrado incrementos que van desde alrededor de
100 a 300 kg (en lotes en los que se ha realizado
cultivo de soja con anterioridad) hasta 1400 kg por
hectéarea en lotes de bajos contenidos de materia
organicay en los que nunca se cultivo soja Los au-
mentos en los rendimientos estan asociados a una
mayor disponibilidad de N para el cultivo debido

al aporte de este elemento que brinda esta aso-
ciacion, si bien las plantas noduladas consumen
parte de los fotosintatos que producen para mante-
ner la bacteria asociada simbidticamente. EI N que
aportan al cultivo estas bacterias esté relacionado
a la masa nodular formada por la asociacion (Ben-
intende et al., 1997).

Es conocido el efecto positivo de bacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria — PGPR), como
Azospirillum sp. La estimulacion de Azospirillum
sp. se relaciona con la produccién de fitohormo-
nas reguladoras, como auxinas, citocininas y gibe-
relinas (Tien et al., 1979; Bottini et al., 1989). En
experimentos en condiciones controladas y a cam-
po se han observado importantes cambios en la
morfologia del sistema radical (Tien et al., 1979).
La inoculacién de diferentes cultivos con cepas de
Azospirillum sp. provoca un aumento en el nimero
y densidad de pelos radicales y un acortamiento
en el tiempo de su aparicion (Tien et al., 1979; Mor-
genstern & Okon, 1987; Barbieri & Galli, 1993).

En experimentos a campo de inoculacion con
Azospirillum se citan incrementos en los rendimien-
tos desde 3 a 50% en aproximadamente dos terce-
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ras partes de los trabajos (Okon and Labandera-
Gonzalez, 1994; Rodriguez Caceres et al., 2008).
Si bien la mayoria de los estudios con Azospirillum
sp. se han realizado en gramineas, existen trabajos
donde se reportan efectos positivos en legumino-
sas y otros cultivos (Okon & Itzigsohn, 1995; Dar-
danelli et al., 2008).

En cultivo de leguminosas, la aplicacion dual
de rizobios y azospirilos ha sido sefialada como
un area de investigacion de interés, ya que exis-
ten trabajos en los que se han observado efectos
positivos en produccién de materia seca, en rendi-
miento en grano y contenido de N en leguminosas
en comparacion con inoculaciones con rizobios
solamente (Burdman et al., 1998; Gonzalez, 2006).

Los resultados positivos de la inoculacion dual
en leguminosas han sido atribuidos a la ocurrencia
de una nodulacion mas temprana, incremento en
el numero de nédulos, mayores tasas de fijacion
de N, e incrementos en el desarrollo radical en ge-
neral. Similar a lo observado en pastos y cereales,
se encontré que la inoculacion con A. brasilense
en poroto y alfalfa promovia la formacion de pelos
radicales. Rhizobium sp. forma cordones infectivos
en los pelos radicales, y la estimulacién de un ma-
yor nimero de células epidérmicas que se diferen-
cien en pelos radicales susceptibles de infeccion
por Rhizobium sp. incrementa el potencial de for-
macion de nédulos (Yahalom et al.; 1987). Cassan
etal. (2009) también encontré que la coinoculacion
produjo un crecimiento positivo en distintos culti-
vos, particularmente en los estadios tempranos de
desarrollo del vegetal.

Uhrich y Benintende (2005) encontraron en la
region noreste argentina que la coinoculacion de
rizobios y azospirilos en un lote en el que se habia
realizado cultivo de soja con anterioridad, mostré
efectos positivos en las variables peso y nimero
de nédulos en los estadios fenoldgicos V4 y R4 de
la escala desarrollada por Fehr & Caviness (1971).

El objetivo de este trabajo fue comparar el efec-
to de la coinoculaciéon con Bradyrhizobium japo-
nicum'y Azospirillum brasilense con relacion a la
inoculacion simple con Bradyrhizobium japonicum
en la nodulacion, crecimiento y acumulacion de N
en el cultivo de soja y su rendimiento.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y experimentos

Se realizaron dos experimentos durante dos
afios en cultivo de soja, con caracteristicas clima-
ticas diferentes en relaciéon a la cantidad y distri-

bucién de precipitaciones. El area de estudio se
localizo en la provincia de Entre Rios, departamen-
to Parang, a 32° Sy 60° 12° O. El clima del area de
estudio es templado humedo de llanura. La tempe-
ratura media diaria anual es de 18,5 °C y varia en-
tre 25 °C en el mes de eneroy 12 °C en el mes de
julio, con una amplitud térmica de 13 °C. El periodo
medio de heladas extremas es del 30 de mayo al
16 de setiembre (109 dias). Durante todo el afo la
humedad relativa es elevada. El valor medio anual
de precipitaciones es de 1000 mm y su distribu-
cion presenta un minimo desde aproximadamente
mediados de abril hasta mediados de octubre.

Se registraron los datos pluviométricos en cada
ano de evaluacion y se realizd el balance hidrico
durante el ciclo del cultivo. Se consideré una lami-
na correspondiente a capacidad de campo (cc) de
420 mm, a punto de marchitez permanente (pmp)
de 230 mm y a umbral de riego (umbral) de 327
mm.

Los balances hidricos correspondientes a am-
bos ensayos se muestran en la Figura 1, donde
con linea negra punteada se representa la evolu-
cion de la lamina de agua en el experimento 1 (con
déficit hidrico-lamina 1) y con linea negra llena en
el experimento 2 (sin déficit hidrico-lamina 2).

El suelo en que se realizaron ambos experimen-
tos es un Argiudol y la caracterizacion quimica
previa a la siembra se presenta en la Tabla 1. La
historia cultural de los lotes no incluyé cultivo de
soja en los 10 afios previos a los experimentos.

La siembra se realizé en un lote de producciéon
con maquinaria propia del establecimiento, por
lo que ambos experimentos fueron realizados en
franjas. La distancia entre hileras fue de 0,52 my
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Figura 1. Balance hidrico durante el periodo de crecimiento
del cultivo de soja. Con linea negra punteada se representa la
evolucion de la lamina de agua en el experimento 1 (lamina 1) y
con linea negra llena en el experimento 2 (Il&mina 2).
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Tabla 1. Caracterizacion quimica del suelo Argiudol.

Experimento Corg. (g kg™ N total (g kg'")  Nitratos (mg kg™) Relacion C/N pH
Experimento 1 24,0 2,56 51,3 9,4 6,8
Experimento 2 24,0 2,37 50,4 10,1 6,1

los tratamientos fueron:
-Testigo

-lnoculacién  con  Bradyrhizobium  japonicum
(Cepa E 109) + Azospirillum brasilense (Cepa Az
39) (Denominado: Br + Azo)

-lnoculacion  con  Bradyrhizobium  japonicum
(Cepa E 109) (Denominado: Br)

Dentro de cada tratamiento se tomaron al azar
cuatro repeticiones de material vegetal para eva-
luaciéon de las variables.

Variables registradas

Nodulacion: se determind sobre muestras com-
puestas de 10 plantas en dos momentos del ciclo
del cultivo: a) estadio vegetativo (V4 en el ensayo
1y V5 en el ensayo 2) y b) estadio reproductivo
(R4 en ambos ensayos). Se determind peso seco
de ndédulos en estufa a 70 °C.

Biomasa aérea del cultivo: Se determind por
peso de la materia seca de la biomasa aérea del
cultivo correspondiente a un area de 1,04 m2
La materia seca se obtuvo por secado en estufa a
70 °C. Los momentos del muestreo correspondie-
ron a V4 -V5, R2, R4y R6 (7).

Contenido de N de la parte aérea: se determind

por digestion Kjeldahl (Bremner & Keeney, 1965)
del material cosechado, seco y molido.

Rendimiento: por cosecha manual de 1,04 m?.

Porcentaje de N derivado de la fijacion bioldgica
de N (FBN): se calculd por la diferencia entre el
contenido de N en la parte aérea del cultivo entre
los tratamientos inoculados (Br y Br+Azo) y el tra-
tamiento testigo en relacion al contenido de N del
tratamiento inoculado respectivo.

Analisis estadistico

Los tratamientos se compararon por un analisis
de varianza univariado y se aplicé un test de LSD
(o = 0,05) para comparar los rendimientos en fun-
cion de los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La nodulaciéon en estadios vegetativos y repro-
ductivos en ambos experimentos fue superior en
el tratamiento Br + Azo con respecto a Br, aunque
hubo diferencias significativas solamente en el ex-
perimento 1 (Tabla 2).

En ambos experimentos, los rendimientos de los
tratamientos Br + Azo presentaron valores medios
superiores comparados con Br, aunque estas dife-

Tabla 2. Peso de nédulos en estadios vegetativo y reproductivo y rendimientos de los tratamientos: Testigo, Br y Br+Azo en el

experimentol (a) y en el experimento 2 (b)

(a)

Tratamientos Peso nédulos(g) Peso nédulos(g) Rendimiento
Estadio vegetativo Estadio reproductivo (kg ha™)
Testigo 0,0043 c 0,0703 c 1912 b
Br @ 0,0941 b 1,5837 b 2320 ab
Br+Azo © 0,1637 a 2,2567 a 2438 a
(b)
Tratamientos Peso nédulos(g) Peso nédulos(g) Rendimiento
Estadio vegetativo Estadio reproductivo (kg ha')
Testigo 0,0460 b 1,6500 b 2408 b
Br @ 0,7613 a 5,4495 a 2946 a
Br+Azo © 1,0476 a 6,0623 a 3205 a

(0 Letras distintas indican diferencias significativas (o = 0,05)
@ Br: Bradyrhizobium japdnicum
©® Br + Azo: Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense
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rencias no fueron significativas en ninguno de los
dos afios evaluados (Tabla 2).

En la comparacion de ambos ensayos puede
observarse que las variables peso de nédulos y de
rendimientos alcanzados fueron menores en el afio
en el que el cultivo presentd déficit hidrico, pero
en ambas condiciones hidricas se presenté una
tendencia de incremento de estas variables en la
coinoculacion respecto a la inoculacion simple. El
incremento en nodulaciéon concordé con lo obser-
vado en otros cultivos de leguminosas (Yahalom
et al., 1987). Cassan et al. (2009) encontraron que
la coinoculacion con Az39 y E109 en el cultivo de
soja incrementd el niumero de nédulos por plantas
y el porcentaje de plantas noduladas comparadas
con la simple inoculaciéon con E109.

Las diferencias en la nodulacién entre los dos
afios evaluados se relacionan al déficit hidrico que
presento el cultivo en el experimento 1 (linea pun-
teada de la Figura 1). Esta menor nodulacién en
situacion de estrés hidrico es explicada por Racca
(2003), quien sefiala que esta condicién provoca la
autorregulacion de la planta evitando la formacion
de nédulos.

Los incrementos de rendimiento, aunque no es-
tadisticamente significativos, en el tratamiento Br +
Azo respecto de Br fueron de 118 kg ha™' para el
afio con déficit hidrico, y 259 kg ha' para el afio sin
déficit hidrico.

La biomasa aérea acumulada en los dos afos
evaluados en el tratamiento testigo, inoculacion
simple con Bradyrhizobium japonicum e inocula-
cién dual con Bradyrhizobium japonicum y Azospi-

Blomasa aérea (Kg MS ha ')
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Figura 2. Biomasa aérea acumulada por el cultivo de soja en
tratamientos: testigo (linea negra fina), Br (linea gris) y Br + Azo
(linea negra gruesa) en el ensayo 1 (lineas punteadas) y ensayo 2
(lineas llenas). Con linea punteada se representa la acumulacién
de materia seca de los tratamientos en el experimento 1 (con
déficit hidrico) y con linea llena en el experimento 2 (sin déficit
hidrico).

rillum brasilense se muestra en la Figura 2, donde
con linea punteada se representa la acumulacion
de materia seca de los tratamientos en el experi-
mento 1 (con déficit hidrico) y con linea llena en el
experimento 2 (sin déficit hidrico).

La curva de acumulacion de materia seca en el
testigo se ubico por debajo de las de los dos tra-
tamientos inoculados. La acumulacién de materia
seca en el tratamiento de coinoculacion fue mayor
que en el tratamiento de inoculacion simple en los
dos afios. En el afio sin déficit hidrico se observo
que en la coinoculacién hubo un incremento en
la acumulacién de biomasa aérea entre 9 y 15%
en relacién a la inoculacion simple. Mientras que
durante el afio con déficit hidrico este incremento
so6lo fue de 2,5 a 3,5%. Groppa et al. (1998), tra-
bajando en experimentos en macetas, encontraron
incrementos de 23% en la produccion de materia
seca debido a la coinoculacién respecto de la ino-
culacion simple, aunque este incremento no fue
estadisticamente significativo.

En el ensayo sin déficit hidrico hubo una mayor
acumulacion de N en la biomasa aérea del culti-
vo (Figura 3) en el tratamiento dual respecto de
la inoculacion simple, mientras que las curvas de
ambos tratamientos se mostraron mas cercanas en
el experimento 1. Groppa et al. (1998) encontraron
que el contenido de N en plantas coinoculadas fue
22,6% més que en las plantas inoculadas so6lo con
Bradyrhizobium japonicum.

Para el experimento 1 el N derivado de la FBN
fue de 26% para la inoculaciéon simple (Br) y de
30% en la inoculacién dual (Br+Azo), mientras que

Cont. de N (Kg ha)
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Figura 3. Acumulacién de nitrégeno por el cultivo de soja en
tratamientos: testigo (linea negra fina), Br (linea gris) y Br + Azo
(linea negra gruesa) en el experimento 1 (lineas punteadas) y
experimento 2 (lineas llenas).
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en el experimento 2 fueron de 41y 47% respecti-
vamente. En estudios realizados en el sureste de la
provincia de Buenos Aires, donde el nivel de ma-
teria organica es mayor al del suelo sobre el que
se instalaron los ensayos, Gonzélez et al. (1997)
calcularon que para cultivos de soja de rendimien-
tos de aproximadamente 5000 kg la proporcion de
N derivado de la fijacion biolégica alcanza el 30%.

Las proporciones de N derivadas de la FBN en
los ensayos estuvieron comprendidas en el rango
de los reportados por Racca (comunicacion per-
sonal) quien sefiala que éstas oscilan alrededor
de 22 a 52% para afios con y sin déficit hidricos
respectivamente.

Finalmente, se observé que las curvas de acu-
mulacion de N de los tratamientos inoculados no
se separaron de la correspondiente al testigo has-
ta V5. Pero si lo hicieron a partir de esta etapa, lo
que constituye una diferencia con los resultados in-
formados por Gonzalez et al. (1997), quienes plan-
tean que el aporte por fijacion al cultivo de soja
recién produce diferencias en la acumulacion de
N a partir de R3 hasta R6. Estas diferencias en el
patron de acumulacion de N pueden relacionarse
a los niveles de N que se mineralizan en el suelo,
derivado de los menores contenidos de N organico
presentes en Entre Rios, en contraposicion a los
niveles caracteristicos de los suelos del sureste
bonaerense.

A partir de los resultados encontrados en estos
experimentos se deduce un efecto de estimulacion
del crecimiento del cultivo de soja por la aplicacion
de Azospirillum brasilense junto al Bradyrhizobium
japonicum, aunque es necesario continuar con es-
tudios a campo sobre esta asociacion.
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