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ABSTRACT. The purpose of this work was to study the
in vitro compatibility of an induced inoculant containing of
the Bradyrhizobium japonicum E109 strain with chitosans
of different physico-chemical characteristics. The influence
of chitosan in vivo nodulation and growth of soybean
plants, when applied to seeds at planting time (A),
by foliar spraying to 15 days after seedling (B) and with
the combination of both forms of application (C) was also
evaluated. The chitosan and inoculant combination caused
a variable effect in the number of viable bacteria until the
thirty days of their conservation which depended on the
chitosan type, the concentration, and the evaluation time.
The response in plants was influenced by the application
form and concentrations of chitosan assayed, but not for
the differences between them in terms of molecular mass.
The 100 and 500 mg L' polymer and hydrolyzed chitosan
concentrations, applied by foliar spray, exerted beneficial
effect on increased number and nodule dry mass formed
in soybean roots, respectively. Also, the root length was
stimulated with different concentrations of partially
hydrolyzed chitosan, applied by foliar spray. Our results
suggest that the combination of chitosan with rhizobia
inoculants can be used as organic fertilizers to enhance of
soybean nodulation and growth and must be examined in
future work, the application of chitosan in the field using
the application forms studied.

Key words: Bradyrhizobium, leguminous, polymer,
symbiosis

RESUMEN. El proposito de este trabajo fue estudiar la
compatibilidad in vitro de un inoculante inducido que
contiene la cepa de Bradyrhizobium japonicum E109 con
quitosanas de diferentes caracteristicas fisico-quimicas.
Se evaluo la influencia de las quitosanas en la nodulacion
y el crecimiento in vivo de plantas de soya, al ser aplicadas
a las semillas en el momento de la siembra (A), mediante
aspersion foliar a los 15 dias posteriores a la siembra (B)
y la combinacion de ambas formas de aplicacion (C).
La combinacion de las quitosanas y el inoculante caus6
un efecto variable en el numero de bacterias viables
hasta los treinta dias de su conservacion, que dependio
del tipo de quitosana, la concentracién y del momento
evaluado. La respuesta en las plantas estuvo influenciada
por la forma de aplicacion y las concentraciones de las
quitosanas, pero no por la diferencias entre ellas en cuanto
a masa molecular. Las concentraciones 100 y 500 mg L
del polimero y la quitosana hidrolizada, aplicadas por
aspersion foliar, ejercieron mayor efecto benéfico en el
nimero y la masa seca de los nédulos formados en raices
de soya, respectivamente. También, la longitud radical fue
estimulada con las distintas concentraciones de la quitosana
parcialmente hidrolizada, al ser asperjada foliarmente.
Nuestros resultados sugieren que la combinacién de
quitosanas con inoculos de rizobios puede ser utilizada
como fertilizantes bioldgicos para potenciar la nodulacion
y el crecimiento de soya y debe examinarse en trabajos
futuros, la aplicacion de las quitosanas en campo mediante
las formas de aplicacion estudiadas.

Palabras claves: Bradyrhizobium, leguminosas, polimero,
simbiosis
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INTRODUCCION

El grano de soya posee excelentes cualidades
nutricionales por su contenido en proteinas,
aminoacidos y aceite, por lo que constituye la
oleaginosa mas atractiva en la obtencién de productos
industriales para consumo animal y humano (1).
Resulta un cultivo de facil y bajo costo de produccion,
ademas de ser muy poco exigente en atenciones
culturales, con requerimientos que oscilan entre
60 y 80 kg de N por tonelada de grano (2).

La demanda de nitrdgeno en el cultivo es cubierta
por su absorcién desde el suelo y a través del
mecanismo de Fijacion Biolégica del Nitrégeno (FBN),
mediante su asociacidon simbidtica con bacterias
del género Bradyrhizobium para su desarrollo (3).
Con este propdsito una practica recomendable para
garantizar el N en este cultivo es la inoculacion
de bacterias rizosféricas incorporadas mediante
preparados comerciales que constituye una alternativa
inocua al medio ambiente y viable en la productividad
del cultivo (3).

Las quitosanas y sus derivados son oligosacarinas
exdégenas que ejercen probados efectos en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. El polimero
de quitosana se obtiene por desacetilacion basica
de la quitina que forma parte del exoesqueleto
de los crustaceos y sus derivados se obtienen,
fundamentalmente, por hidrodlisis quimica y enzimatica
del enlace glicosidico (4).

La heterogeneidad de las quitosanas depende
de sus caracteristicas fisico-quimicas como son la
masa molecular, la viscosidad, el grado de acetilacion,
entre otras (5, 6). Algunas de las caracteristicas
mencionadas le confieren a estos compuestos
potencialidades biolégicas para su aplicacion
en la agricultura. Entre los efectos biolégicos
que resultan deseables en el contexto agricola,
se encuentran la inhibicion del crecimiento y desarrollo
de microorganismos patégenos que incluyen hongos,
oomycetes y bacterias, asi como la induccién de
respuestas defensivas y de protecciéon contra otros
patoégenos incluyendo las infecciones virales (4, 5, 7, 8).
Es conocida ademas, la accion de estos compuestos
como promotores del crecimiento y desarrollo de
varias especies, en algunos casos relacionados a una
actividad antitranspirante y mejoradora del rendimiento
en algunos cultivos (8—10).

En soya, han sido estudiados diferentes compuestos
de quitosana, de diferentes caracteristicas quimicas,
en la interaccidon simbidtica Bradyrhizobium- soya,
especificamente, en los procesos de nodulacion y de
crecimiento in vitro de plantulas inoculadas con B. elkanii.
Los resultados con estos compuestos demostraron
que el grado de polimerizacién y de acetilacién son
esenciales en el crecimiento y en la formacién de nédulos
radicales e incluso en la viabilidad de la bacteria.

Se demostrd por primera vez, que la reduccion de
la masa molecular del polimero mejora los indicadores
antes mencionados, mientras que estos se ven afectados,
al aumentar la concentracion de la quitosana (11, 12).
Sin embargo, no se conoce la influencia de las
caracteristicas fisico-quimicas de la quitosana en soya,
cultivada en condiciones in vivo mediante otras formas
de aplicacion. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de dos quitosanas en la viabilidad
de Bradyrhizobium, la nodulacién y el crecimiento de
soya inoculada con este microorganismo.

MATERIALES Y METODOS

INOCULANTE EMPLEADO

Se utilizé la cepa Bradyrhizobium japonicum E-109,
procedente del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA, Castelar), cultivada a 28 °C en medio
Jap (13), inducido en la sintesis de factores de nodulacién
(nod)(14), hasta una concentracion final de 1x10"°UFC mL"
(unidades formadoras de colonias por mililitro de medio).

CARACTERISTICAS Y PREPARACION DE LAS
QUITOSANAS EMPLEADAS

Se emplearon dos compuestos de quitosana
con diferentes caracteristicas fisico-quimicas.
El polimero de quitosana (Sigma-Aldrich), de bajo
peso molecular (32 kDa) y con grado de acetilacion
entre 15-25 %, fue preparado a partir de una solucién
madre (1 %) que fue disuelta en acido acético (1 %)
y agua, ajustada a pH= 5,6 con hidroxido de potasio
(KOH, 2N). La quitosana parcialmente hidrolizada
(10 % acetilada) se obtuvo de la hidrolisis enzimatica
del polimero, con 1,43 g de la enzima comercial
papaina (Applichem), a 345 rpm y a temperatura
entre 46 y 50 °C. Luego de ser disuelta la solucion
durante 20 horas, se autoclaved durante 15 minutos.

EFECTO DE LAS QUITOSANAS EN LA VIABILIDAD DE
BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM

Para estudiar el efecto de la adicion del polimero
de quitosana y su hidrolizado, en la viabilidad de
Bradyrhizobium japonicum, se utilizaron soluciones
de 10, 100 y 500 mg L' de las quitosanas, previamente
disueltas en 100 mL de agua y contenidas en
Erlenmeyers de 250 mL, que fueron esterilizados
durante 20 minutos en autoclave a 120 °C y 152 KPa.
Se tomaron alicuotas de 0,4 mL de las soluciones de
quitosanas y se adicionaron a 100 mL del inoculante
obtenido en medio Jap, con una concentracion
final de 1x10"°UFC mL™". Tres repeticiones fueron
colocadas a 26 °C, en condiciones estaticas,
durante 30 dias. Se les determin6 entonces el
numero de unidades formadoras de colonias por
mililitro de medio (UFC mL""), cada tres dias,
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mediante la siembra por diseminaciéon de 100 uL
de cada muestra en placas con medio sélido Manitol
extracto de levadura. Las placas fueron incubadas
a 29,5 °C durante siete dias, momento en que se
realizé el conteo de colonias tipicas.

EFECTO DE LAS QUITOSANAS EN LA NODULACION Y
EL CRECIMIENTO DE SOYA

Se determind la influencia de la quitosana
polimero y la quitosana parcialmente hidrolizada en
la nodulacion y el crecimiento in vivo de plantas de
soya, mediante tres formas de aplicacién: a semillas
previo a la siembra (A), por aspersion foliar (1,5 mL
por planta) a los quince dias posteriores a la siembra
(B) y la combinacién de ambas formas A+B, (C).

100 g de semillas de soya, variedad DM 3810,
procedentes de Semilleros Don Mario fueron tratadas
con 0,4 mL del in6culo bacteriano y posteriormente
se les aplicé 0,4 mL de las soluciones de quitosanas
(10, 100 y 500 mg L"). Se empled como tratamiento
control semillas de soya inoculadas sin adicion de
quitosanas.

Las semillas tratadas se sembraron en macetas
de 330 g, a razén de una semilla por maceta. El suelo
utilizado estaba libre de rizobios, con pH= 6,50; 2,58 ppm
de contenido de nitratos (N-NO,-acido fenoldisulfonico)
(15); 19,35 ppm de foésforo asimilable (Fésforo
disponible-extractable a pH<7) (16); 0,91 % de materia
organica (17); 0,045 ppm de nitrégeno total y 0,63 %
de carbono.

Las plantas fueron cultivadas en camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz/
oscuridad a 28 °C y con 60 % de humedad relativa,
durante 35 dias. El riego fue realizado por capilaridad
con agua desionizada, manteniendo el régimen hidrico
en aproximadamente el 90 % de la capacidad de campo.

Se emplearon diez plantas por tratamiento
para evaluar las variables de nodulacién (niumero,
masa seca (mg) y porcentaje (%) de los nddulos totales
formados en las raices) y de crecimiento (altura (cm),
longitud radical (cm), masa seca aérea y de raices (g)
por planta). La concentracion de nitrégeno total de la
parte aérea seca (%) por planta fue determinada por
el método de Kjeldah, y con la multiplicacion por 6,25
de esta variable, se estimo el porcentaje de proteinas
totales (%) de la parte aérea.

DISENO Y PROCESAMIENTO ESTADISTICO

Los experimentos fueron repetidos dos veces,
se utilizé un Disefio Completamente Aleatorizado y
los datos se sometieron a la prueba de normalidad
y homogeneidad de varianza. En el experimento en
plantas el analisis se realiz6 mediante el método
factorial con los factores: forma de aplicacién de las
quitosanas y concentraciones, con tres niveles cada factor.
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En todos los casos se empled la Prueba de Rangos
Multiples de Tukey HSD (p< 0,05) para discriminar
diferencias entre las medias (18), en el paquete de
programas Statgraphics Plus, version 5.1 (19).

RESULTADOS

EFECTO DE LAS QUITOSANAS EN LA VIABILIDAD DE
BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM

El ensayo de compatibilidad de las quitosanas con
el inéculo de Bradyrhizobium japonicum, demostro,
que la presencia de ambas quitosanas en el volumen
y concentraciones ensayadas, afecté positiva o
negativamente la viabilidad de la bacteria en el tiempo
evaluado (Figura 1).
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Figura 1. Efecto del polimero (Q) y la quitosana
hidrolizada (QH) en la viabilidad de
Bradyrhizobium japonicum durante
30 dias

Durante los treinta dias, se obtuvieron los
mayores valores de unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC mL") con la quitosana hidrolizada a la
concentracion de 10 mg L en casi todos los momentos
evaluados, mientras que la quitosana polimero de
500 mg L, redujo significativamente el numero de
viables de B. japonicum, a partir de los siete y hasta
los veintiocho dias de su adicion al inéculo, respecto
al control sin producto. Todos los tratamientos, a los
treinta dias, se igualaron al tratamiento control que
tuvo la menor concentracion bacteriana (Figura 1).

El resto de las concentraciones de ambas
quitosanas no modificaron la viabilidad del inoculante,
por tanto pueden ser empleadas de conjunto.



Cultivos Tropicales, 2017, vol. 38, no. 1, pp. 138-146

enero-marzo

EFECTO DE LAS QUITOSANAS EN LA NODULACION Y
EL CRECIMIENTO DE PLANTAS DE SOYA

El suelo empleado se caracterizé por presentar
un pH casi neutro que es adecuado para el
desarrollo del cultivo y el establecimiento de la
poblacion de Bradyrhizobium. El contenido de
materia organica y de nitrégeno total es muy bajo,
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Figura 2. Efecto de la aplicacion de quitosanas (Q
y QH) en el nimero de nédulos totales
por planta de soya, cuando fueron
adicionadas a semillas (A), asperjadas
foliarmente (B) y la combinaciéon de
ambas formas (C) en soya
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Figura 4. Efecto de la aplicacion de quitosanas
(Q y QH) en la altura de las plantas,
cuando fueron adicionadas a semillas (A),
asperjadas foliarmente (B) y la combinacion
de ambas formas (C) en soya
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mientras que los niveles de fosforo asimilable y el
porcentaje de carbono son altos.

Los resultados del analisis estadistico del
experimento en plantas demostraron que hubo
interaccién entre la forma de aplicacion y la
concentraciéon de las quitosanas empleadas, en los
procesos de nodulacion y la mayoria de las variables
de crecimiento de la soya (Figuras 2, 3, 4, 5,6y 8).
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Figura 3. Efecto de la aplicacion de quitosanas (Q
y QH) en la masa seca de nédulos totales
por planta de soya, cuando fueron
adicionadas a semillas (A), asperjadas
foliarmente (B) y la combinacién de
ambas formas (C) en soya
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Figura 5. Efecto de la aplicacion de quitosanas (Qy
QH) en la longitud radical de las plantas,
cuando fueron adicionadas a semillas
(A), asperjadas foliarmente (B) y con la
combinacion de ambas formas (C) en soya
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Figura 6. Efecto de la aplicacion de quitosanas
(Q y QH) en la masa seca aérea de las
plantas, cuando fueron adicionadas a
semillas (A), asperjadas foliarmente (B)
y con la combinacién de ambas formas
(C) en soya

El numero de nédulos en plantas de soya estuvo
estimulado por las concentraciones 100 y 500 mg L' de
ambas quitosanas asperjadas foliarmente a los quince dias
de la siembra (B), con valores superiores al tratamiento
control (Figura 2). Todos los nédulos fueron efectivos.

La masa seca de los nddulos formados sélo estuvo
beneficiada con la aspersion foliar de 100 y 500 mg L™’
de la quitosana hidrolizada (Figura 3).

La altura de las plantas no estuvo influenciada
positivamente con ninguno de los tratamientos al no
diferenciarse del tratamiento control (Figura 4).

Los mayores valores de longitud radical se obtuvieron
con la aspersion foliar de las quitosanas (B) en las
diferentes concentraciones, excepto con el polimero a la
concentracion de 100 mg L. Sin embargo, este tratamiento
si beneficio la variable en cuestién cuando se utilizd
combinado sobre semillas y luego foliar (C) (Figura 5).

No se observaron diferencias significativas de las
quitosanas y sus concentraciones respecto al control,
pero si entre la forma de aplicacion de la quitosana
hidrolizada a la concentracion de 10 mg L, que
aplicada por aspersién foliar (B) difirié de la adicionada
a semillas (A) (Figura 6).

En la masa seca radical no se presentd interaccion
de los factores evaluados (formas de aplicacion y
concentracion de las quitosanas), ni influyeron de
forma independiente. Los valores de esta variable
oscilaron desde 0, 35 hasta 0, 44 g por planta.

La concentracidon de nitrogeno total en la parte
aérea de la soya dependi6 de la forma de aplicacion
de las quitosanas y no por la concentracion de cada
una de ellas (Figura 7). La aplicacion a la semilla (A) y
foliarmente (B) no mostraron diferencias; sin embargo,
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Figura 7. Efecto de la aplicacion de quitosanas
(Qy QH) en la concentracion de nitrégeno
total de la parte aérea cuando fueron
adicionadas a semillas (A), asperjadas
foliarmente (B) y con la combinacién de
ambas formas (C) en soya

la combinacién de ambas formas de aplicacion (C)
disminuyo el contenido de nitrogeno total. Los valores
de contenido de nitrégeno total fueron bajos en todos
los tratamientos, si se compara con otros resultados
obtenidos en esta oleaginosa.

El porcentaje de proteinas estimado a partir de la
concentracion de nitrogeno de la parte aérea estuvo
influenciado por la interaccion de los factores forma de
aplicaciéon y concentracion de las quitosanas (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la aplicacion de quitosanas (Qy
QH) en el contenido de proteinas totales
a partir de la masa seca de la parte aérea
cuando fueron adicionadas a semillas
(A), asperjadas foliarmente (B) y con la
combinacion de ambas formas (C) en soya
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Las quitosanas aplicadas de forma combinada sobre
semillas y por aspersion foliar (C) disminuyeron
drasticamente esta variable que cuando se aplicaron
de forma individual, con un comportamiento similar
al control no tratado. Las diferencias con respecto al
control se deben a las concentraciones empleadas,
donde se destacan las dosis de 100 y 500 mg L
asperjadas en plantas y 100 mg L' sobre semillas de
la quitosana hidrolizada (Figura 8).

DISCUSION

La actividad antimicrobiana de la quitosana
ha sido inferida por varios mecanismos revisados
anteriormente, pero en su mayoria es atribuido al
caracter policationico de la quitosana a pH< 6,
que acentua la presencia de cargas positivas en la cadena
del biopolimero (4, 17, 20). Por tanto, los polimeros
tienen mayor posibilidad de interaccionar con las
cargas negativas de los fosfolipidos en la membrana
celular de los microorganismos, comparados con sus
derivados, porque presentan mayor numero de grupos
aminos no acetilados en la molécula de quitosana y
por ende, mayor sera su actividad antimicrobiana.
En este sentido, se ha informado que a diferencia de
los oligbmeros de quitosana, los polimeros pueden
rodear las células microbianas y causar su muerte,
ademas por inanicién al interaccionar y quelatar los
metales necesarios en procesos enzimaticos de la
bacteria e inhibir el crecimiento bacteriano (7, 20).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo,
con la combinaciéon de una quitosana polimero y su
derivado, en la viabilidad de un inoculante a base
de B. japonicum constata que las propiedades
antibacterianas de la quitosana estan determinadas
en gran medida por la masa molecular (Figura 1).
En general, la quitosana parcialmente hidrolizada
perjudico en menor medida la viabilidad de la cepa,
en comparaciéon con el polimero.

Las quitosanas tuvieron un efecto variable en el
numero de viables de la bacteria hasta los treinta
dias de su conservacion que ademas de depender del
tipo de quitosana, también estuvo influenciado por la
concentracion y el momento evaluado. Existen numerosos
trabajos que refieren a la quitosana como sustancia
antimicrobiana por inhibicion directa de microorganismos
y la induccién indirecta de enzimas relacionadas con
la defensa de la planta (6, 21), que dependen de los
factores antes mencionados, entre otros (22—-24).

Las concentraciones empleadas en el ensayo de
compatibilidad de las quitosanas con el inoculante se
encuentran en el rango de concentraciones minimas
inhibitorias de quitosana estudiadas en bacterias, que varia
entre 0,01 %y 1 % (25). En este sentido, la concentracion
mayor (500 mg L") de las quitosanas representa
el 0,05 %, y fue esta concentracién del polimero,
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quién redujo significativamente el numero de unidades
formadoras de colonias por mililitro de Bradyrhizobium
en casi todo el periodo evaluado (Figura 1).
Este resultado concuerda con el obtenido en estudios
de viabilidad de la cepa B. elkanii, que demostré
actividad bacteriostatica de un polimero con una masa
molecular de 81,3 kDay grado de acetilacién de 12 %
con dicha concentracion. Sin embargo, la reduccion
de su masa molecular hasta oligémeros (5-9 kDa),
disminuyd la accion inhibitoria sobre el microorganismo
cuando las quitosanas se adicionaron al medio de
cultivo microbiano (12). Otro resultado apunta que,
la aplicacion de esta concentracion, disminuyd la tasa
de crecimiento de cepas de Escherichia coliincubadas
en microparticulas de quitosana (26).

A pesar de la accién inhibitoria y de proteccion
ante diversos fitopatdégenos ejercida por la quitosana
(4, 7, 8), se han establecido estudios comparativos
de formulaciones basadas en la combinacién de
quitosana y bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV), en el crecimiento de plantas (27)
y en la supresion de enfermedades (28). Sin embargo,
en la utilizacion de inoculantes para leguminosas no
existen resultados al respecto.

Los resultados de la aplicacién de estos productos
en plantas de soya inoculada, demostraron que de
forma general, la forma de aplicacién que mas influyé
en la nodulacion y en algunas variables de crecimiento
fue la aspersion foliar (B), seguido de la adicién a las
semillas previo a la siembra (A), y la que menos lo hizo
fue la combinacién de ambas formas de aplicacién de
las quitosanas (C).

La aspersion foliar del polimero y su derivado
(B) a las distintas concentraciones (10, 100 y
500 mg L"), beneficiaron la nodulacion y algunas
variables de crecimiento, respecto a las otras dos
formas de aplicacion de las quitosanas: adicion
a semillas (A) y la combinacién de ambas (C).
La respuesta en la activacion de ambos procesos
varié en dependencia de la concentracion de las
quitosanas; sin embargo, no estuvo influenciada
por la diferencia de su masa molecular, ya que se
comportaron de forma similar.

En la nodulacidon de plantas de soya, las
concentraciones 100 y 500 mg L' asperjadas
foliarmente se destacaron en el nimero y la masa
seca de los nédulos, con el polimero y el hidrolizado,
respectivamente (Figura 2 y 3). Sin embargo,
se informd en nodulaciéon de soya y mani (Arachis
hypogaea) un mayor efecto positivo al combinarse
las formas imbibicion de semillas antes de la siembra
y aspersion foliar de quitosana (29). Otros autores
lograron estimular la nodulacién, la actividad de
reduccion de acetileno (ARA) y el rendimiento de soya,
suplementando el suelo con quitina y quitosana, a la
concentraciéon de 1 g L™ (30). Los resultados de este
trabajo y los citados anteriormente confirman que,



Daimy Costales, Maria C. Napoles, Alejandro B. Falcén, Gustavo Gonzalez Anta, Alberto Ferreira y Alejandro Rossi

la aplicacion de quitosanas en leguminosas puede
estimular la nodulacion de las plantas, en dependencia
del modo de aplicacion, de la concentracion y del tipo
de quitosana, ademas de la especie vegetal, entre
otros factores.

Existen resultados en soya con la aplicacién
de diferentes concentraciones, masas moleculares,
formas y momentos de aplicacion de quitosanas en
la germinacion de las semillas, calidad de los brotes,
crecimiento, fisiologia y bioquimica de las plantas y
el rendimiento del cultivo (4, 29, 31). Sin embargo,
apenas existen resultados del empleo de quitosana y
sus derivados en la interaccion simbidtica de la soya
con su microsimbionte.

En soya, el crecimiento y los rendimientos del
cultivo han sido estimulados con aplicaciones diversas
de quitosanas (8, 29, 31). Nuestros resultados solo
mostraron una accién reguladora de las quitosanas,
sin mostrar diferencias por sus caracteristicas
estructurales, en la concentracion de nitrégeno, en la
longitud radical y en el porcentaje de proteinas de las
plantas. Las dos ultimas variables fueron afectadas con
la interaccion de los factores estudiados, destacandose
la quitosana parcialmente hidrolizada cuando se asperjo
foliarmente en la longitud radical y por las formas Ay B
en el porcentaje de proteinas (Figura 5, 7 y 8).

Autores anteriores han informado la accién
positiva de la aspersion foliar, por su influencia en
el crecimiento, la fisiologia y los rendimientos de
leguminosas cultivadas en condiciones normales y
bajo estrés hidrico en campo (32-34). Resultados
similares a los de este trabajo respecto a un mayor
efecto con la aspersion foliar comparada a la imbibicién
de semillas fueron informados previamente en
diferentes genotipos de lenteja en cuanto al aumento
de los rendimientos del cultivo (35).

Recientemente se ha informado el aumento en la
absorcion de nutrientes en plantas con la aplicacion
de quitosanas (29). En la investigacién el aumento de
la concentracion de nitrogeno (N) de la parte aérea
de soya (Figura 7) fue dependiente de la forma de
aplicacion, destacandose la adicion a semillas (A)
y la aspersion foliar (B). Sin embargo, la concentracion
de nitrégeno total en la parte aérea de las plantas
no fue elevada con las tres formas de aplicacién de
las quitosanas, ya que otros autores han encontrado
valores superiores al 2 % con la inoculacion de cepas
de Bradyrhizobium en soya (36). Por consiguiente,
el porcentaje de proteina estimado a partir del N
también es bajo (Figura 8), si se compara con valores
de proteina en plantas completas de soya que informan
hasta 20 % de proteina cruda (37).

Lo anterior podria deberse a que las
determinaciones de este trabajo se hicieron a los
35 dias de efectuada la siembra y se plantea que la
etapa de maxima acumulacién de nitrégeno ocurre
en la madurez fisiolégica con 330 kg ha™ (38).
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En adicién, el suelo empleado para el cultivo de las
plantas tuvo un contenido bajo en N (0,045 ppm),
aunque las plantas no mostraron sintomas visuales
de deficiencia de este nutriente, ya que las plantas
nodularon y crecieron adecuadamente durante la
fase vegetativa, por lo que el aporte de N pudo ser
cubierto con la fijacion simbidtica del dinitrogeno
atmosférico (FBN) de forma eficiente. Trabajos
previos corroboran el efecto positivo de la inoculacion
con Bradyrhizobium; no sélo porque aumenta
significativamente la disponibilidad y absorcion
de N y otros macronutrientes en plantas, sino porque
también contribuye al aumento del crecimiento y los
rendimientos de soya (39).

El polimero y el hidrolizado de quitosana pudieran
ser empleados como complementos o aditivos del
inoculante a base de Bradyrhizobium, para el cultivo
de la soya; siempre que se tenga en cuenta la
concentracion adecuada de ellos, que no afecte el
crecimiento microbiano. En consecuencia, aquellas
concentraciones de los compuestos de quitosana
(Q- 500 mg L' y QH- 100 mg L") que influyeron
negativamente en la viabilidad de la bacteria,
no afectaron del mismo modo la nodulacién de las
plantas. Ello se debe, quizas, al hecho de que se
aplicaron foliarmente. De modo, que la influencia
beneficiosa que tuvo esta forma de aplicacion (B) de
las quitosanas pudiera deberse a que no interactia
directamente sobre la bacteria pero si estimula quizas
el proceso de FBN.

La aplicacion de biofertilizantes y bioestimulantes
a los cultivos constituye una estrategia interesante para
mejorar o preservar las condiciones fisico-quimicas y
biolégicas de los suelos y a la vez, elevar la proteccion
y el potencial agroproductivo. Es importante tener en
cuenta la forma de aplicacion mas conveniente de
estos productos. Por tanto, resulta valida la utilizacion
de oligosacarinas u otros compuestos bioactivos,
como complementos o aditivos de inoculantes,
para incrementar el proceso de fijacion del nitrégeno
en la soya.

Estudios futuros en relacién al empleo de
quitosanas, sus concentraciones y formas de
aplicacion, en el cultivo de soya son necesarios para
verificar los resultados encontrados. En adicién,
se sugiere para proximos trabajos evaluar las
caracteristicas fisico-quimicas de las quitosanas,
fundamentalmente, la diferenciaciéon en su masa
molecular, asi como el efecto de este bioproducto
en el tiempo, su incidencia en los componentes del
rendimiento ademas de la nodulacion y el crecimiento
en condiciones de campo.
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CONCLUSIONES

El presente estudio demostré la influencia de un

polimero de quitosana y su hidrolizado en la interaccion
simbiética Bradyrhizobium-soya. El efecto de ambas
quitosanas sobre la viabilidad de la cepa E109
dependi6 de la masa molecular y de la concentracion
de estos compuestos; resultando negativo el empleo
del polimero a 500 mg L. La aspersion foliar resulto
la mejor forma de aplicacion, con resultados positivos
en la nodulacion y el crecimiento vegetativo de las
plantas de soya.
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