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RESUMEN

Introduccidn: Investigaciones previas en los cultivares de soya Don Mario e INCASQOY-27
demostraron una mejora en la nodulacion y el crecimiento de las plantas con la adicion de
compuestos de quitosano. Pero no se conoce la concentracion y forma de aplicacion del
quitosano que mejor beneficia el desarrollo de estos cultivares en condiciones de inoculacion
de Bradyrhizobium sp. Objetivo: Determinar la influencia de diferentes formas de aplicacion
y concentraciones de quitosacaridos en la germinacion, la nodulacion, la nutricion, la bioqui-
mica, el crecimiento y el rendimiento de plantas inoculadas con Signum® o Azofert®-S. Mé-
todos: Se estudio la adicion del quitosano con el inoculante bacteriano a la semilla previo a la
siembra y su aspersion foliar en concentraciones dentro del rango desde 1 hasta 2000 mg L™
en la fisio-bioguimica, el crecimiento y el rendimiento de plantas de soya en distintas condi-
ciones experimentales. Resultados: Se demostré que las concentraciones de los quitosa-
caridos estudiadas son compatibles con los inoculantes en la supervivencia bacteriana, la
germinacion y calidad de las semillas postratadas con los bioestimulantes en condiciones
in vitro. La aspersion foliar del quitosano estimuld la mayoria de los indicadores fisiologicos
en ambos cultivares en la etapa V4 en condiciones controladas y el crecimiento del cv IN-
CASQY-27 en invernadero y campo, desde 100 mg L a 1000 mg L', en comparacion con la
no estimulacion del crecimiento en tratamiento a la semilla. Ambas formas de aplicacién del
quitosano beneficiaron el rendimiento de granos en el cultivo, fundamentalmente, 100 mg L™
y 500 mg L a la semilla'y 500 mg Ly 1000 mg L ' con la aspersion foliar. Conclusiones:
Los mayores incrementos (60 %) de rendimiento se obtuvieron con 100 mg L' (dosis de 0,1
g ha") del polimero adicionado en combinacién con el inoculante a las semillas, por lo que es
el tratamiento mas eficaz y factible.
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Advances in the knowledge of the potential of chitosan in the
development of soybean inoculated with Bradyrhizobium sp.

ABSTRACT

Introduction: Previous research on the Don Mario and INCASOY-27 cultivars demonstrated
an improvement in the nodulation and growth of soybean plants with the addition of chitosan
compounds. However, it is not known, the best chitosan concentration and application form
that enhance the development of these Bradyrhizobium sp. inoculated cultivars. Objective:
To determine the influence of different chitosaccharides application forms and concentra-
tions on germination, nodulation, nutrition, biochemistry, growth and yields of Signum® or
Azofert®-S inoculated plants. Methods: They were studied the addition of chitosan with the
bacterial inoculant to the seed prior to sowing and the foliar spray of inoculated plants in crop
physio-biochemistry, growth and yield under different experimental conditions. Results: Chi-
tosaccharide concentrations studied were compatible with inoculants in bacteria surviving,
germination and quality of biostimulant postreated seeds on in vitro conditions. Chitosan
foliar spray stimulates most of physiological markers in both cultivars at V4 stage, under
controlled conditions and the cv INCASOY-27 growth in greenhouse and field, from 100 to
1000 mg L, compared to no growth stimulation with seed treatment. In turn, both chitosan
application forms benefitted crop grain yield, mainly, with 100 and 500 mg L to the seed and
500 and 1000 mg L by foliar spray. Conclusions: They were obtained the biggest yield incre-
ments (60 %) with 700 mg L™ (dose of 0,1 g ha™) of the polymer combined with the inoculant

to the seeds, consequently, being the most effective and feasible treatment.

Keywords: biostimulants; growth; Glycine max; vegetal physiology; nutrients

INTRODUCCION

La soya en Cuba se cultiva de forma convencional, en dreas
productivas poco extendidas y constituye uno de los cultivos
priorizados en la politica nacional actual de extension agraria,
innovacion local y gestion del conocimiento, para aumentar su
presencia y productividad. El uso de bioestimulantes agricolas
constituye una alternativa promisoria para mejorar la absorcion
y el uso eficiente de los nutrientes, aumentar el rendimiento y
la proteccién de los cultivos. @ La inoculacion de semillas de
soya con inoculantes comerciales a base de rizobios ofrece
ventajas en la nodulacion, la fijacién bioldgica del nitrégeno, el
crecimiento y el rendimiento de la oleaginosa. @

El quitosano es un biopolimero lineal formado por mono-
meros de glucosamina y una menor cantidad de mondéme-
ros de N-acetil-glucosamina, unidos por enlaces 3 1-4 y se
obtiene por desacetilacion parcial de la quitina presente en
la pared celular de hongos, algas verdes, cuticula de los insec-
tos y exoesqueleto de los crustdceos. © En la actualidad los
quitosacdridos (polimeros y oligosacaridos de quitosano) son
considerados bioestimulantes agricolas por poseer propieda-
des biologicas atractivas para la agricultura como la mejora
del crecimiento y los rendimientos de los cultivos tanto en
condiciones normales como en estrés. @ Ademds exhiben ac-

tividad antimicrobiana contra hongos, bacterias y oomycetes
y estimulan una gran variedad de respuestas defensivas que
conllevan al aumento de la resistencia basal en la planta, *©
por lo que es conveniente conocer el posible efecto inhibito-
rio de estos compuestos sobre los rizobios, para elegir con-
centraciones de quitosacaridos que sean compatibles con el
género Bradyrhizobium y que permitan su sobrevivencia y la
funcionalidad de su simbiosis con soya.

La mayor parte de la informacion que aparece en la lite-
ratura refiere un amplio rango de concentraciones del quito-
sano con efecto estimulante en las plantas, que varia desde
concentraciones muy bajas (0,001 g L") a muy altas (50 g L")
en dependencia del cultivo, las caracteristicas fisico-quimicas
del quitosacarido, la forma de aplicacion y la accion bioldgi-
ca que cause. ? Sin embargo, no existen investigaciones que
definan la concentracion y forma de aplicacion del quitosa-
no que mejor beneficia la fisiologia y productividad de soya
inoculada con Bradyrhizobium sp., ni tampoco la compatibili-
dad del polimero con rizobios, cuando se aplican de conjunto
a la semilla en el momento de la siembra. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de diferentes
concentraciones y formas de aplicacion de compuestos de
quitosano en el desarrollo de cultivares (cv) de soya en dife-
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rentes condiciones experimentales y determinar la compatibi-
lidad del quitosano con inoculantes a base de bradyrhizobios
cuando se aplican de conjunto a la semilla.

METODOS

Inoculantes

Los inoculantes Signum® (Rizobacter S.A.) y Azofert®-S
(No. RCF 005/13; INCA), a base de las cepas Bradyrhizobium
Jjaponicum E109 y Bradyrhizobium elkanii ICA 8001, respecti-
vamente, se aplicaron en dosis de 200 mL por cada 50 kg de
semilla de soya. Ambas cepas se cultivaron en medio liquido
manitol-extracto de levadura (YEM, por sus siglas en inglés)
(Vincent, 1970) para la multiplicacion celular y en el mismo
medio agarizado (YMA) para la determinacion del nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC mL™).

Preparacion de los quitosacaridos

Las caracteristicas distintivas de los quitosacaridos eva-
luados en esta investigacion como la masa moecular (kDa) y
el grado de acetilacion (%) se realizaron por el grupo de Pro-
ductos Bioactivos del INCA, mediante viscosimetria y poten-
ciometria (tabla1). Los polimeros se prepararon a partir de
una solucion madre (1 %) que fue disuelta en acido acético
(1 %) y agua, ajustada a pH = 5,6 con hidréxido de potasio
(KOH, 2N) y la hidrolisis enzimatica del polimero P1 con la en-
zima comercial papaina (Applichem), durante 20 ha 345 gy
temperatura entre 46 oC y 50 oC que se detuvo. La hidrdlisis
se detuvo 15 min a 121 °C por autoclave, se obtuvo el quito-
sano parcialmente hidrolizado (QH). ©

Material vegetal

Se emplearon semillas certificadas de los cv de soya
Don Mario (DM 3810) de Rizobacter, S.A. Argentina e INCA-
SOY-27 del INCA. ©

Determinacién de la compatibilidad de compuestos
de quitosano con Bradyrhizobium sp. en el desarrollo
de la bacteria

A semillas del cv DM 3810 contenidas en bolsas de po-
lietileno (100 g semillas bolsa™) se les aplicd 2 sucesiones

Tabla 1. Caracteristicas distintivas de los quitosacaridos

Quitosano

P1-Polimero (SIGMA-Aldrich) 32
P2-Polimero (PANVO Chemicals) 100
P3-Polimero 25,3
QH -

Masa molecular (kDa)
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indistintas de Signum® (300 pL) y concentraciones desde
10 mg L hasta 1000 mg L-" (300 pL) de quitosano comer-
cial (P1), que se compararon con un control absoluto (CA) y
otro inoculado (Cl), en la viabilidad de B. japonicum. 19 Las
bolsas se almacenaron en condiciones de 12 h luz/oscuridad
(26/22) °C de temperatura y entre (50-70) % de humedad re-
lativa, durante (5, 30 y 60) dias y en cada tiempo se deter-
mind el nimero de viables (UFC mL™) en placas Petri, conte-
niendo medio YMA, a partir de diluciones decimales seriadas
(1/10) v/v en tubos de ensayo con agua destilada estéril. Las
placas fueron incubadas en estufa a 29,5 °C y entre los (6 y
10) dias se realizo el conteo de colonias. (19

En un segundo ensayo se evaluo la supervivencia de B. elka-
nii en semillas de soya cv INCASOY-27 contenidas en vasos de
precipitado e inoculadas con una mezcla de Azofert®-S y qui-
tosano comercial (P2), en el mismo rango de concentraciones
que el ensayo anterior y transcurrida 1 h, los vasos se taparon
con papel de aluminio y se almacenaron en condiciones de os-
curidad a temperatura ambiente (25 + 2) °C durante 10 d. A los
(0, 3y 10) dias de almacenadas las semillas se les determiné la
viabilidad bacteriana, a partir de diluciones decimales seriadas
(1/10) v/v en tubos de ensayo con agua destilada estéril. ('

En ambos experimentos se realizé un disefio completa-
mente aleatorizado y se determind el logaritmo comun (Log)
a los valores exponenciales del nimero de viables antes de
realizar el ANOVA simple. Las medias con diferencias signifi-
cativas se compararon a través de la Prueba de minima dife-
rencia significativa (LSD) para p < 0,05.

Efecto de quitosanos en la germinacion de soya
inoculada con Bradyrhizobium sp.

Las semillas tratadas con las sucesiones Signum®-qui-
tosano (P1) referidas en el experimento anterior, se colocaron
en bandejas conteniendo arena himeda y estas, se incubaron
en una camara de crecimiento (16 h luz/8 h oscuridad y 25 °C
de temperatura) hasta evaluarles la germinacion (4 d) y su-
pervivencia (8 d) de las semillas. 1 En un ensayo in vitro se
evalué el efecto de la masa molecular de un quitosano de me-
diana masa molecular (Q1, P2) y otro quitosano de baja masa
molecular (Q2, P3) en la germinacion, mediante imbibicion de

Grado de acetilacion (%)
entre 15-25

13,7

15

10
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semillas de soya del cv INCASQY-27. (2 Las semillas fueron
desinfectadas y embebidas durante 1 h en agua (tratamiento
control) y soluciones de quitosano a (10, 100 y 500) mg L'y
luego fueron colocadas en recipientes plasticos con solucién
nutritiva Hougland estéril y se cultivaron en cuarto de luces
durante 10 d (fase R1). ' Ambos experimentos se ejecutaron
mediante un disefio completamente aleatorizado, los datos
resultantes se analizaron con un ANOVA simple y las medias
se compararon con la Prueba de Tukey (p < 0,05).

Efecto de la forma de aplicacién y concentracion de
quitosano en la fisiologia asociada al crecimiento de
soya en condiciones controladas

Se realizé un experimento de soya cv Don Mario en un
cuarto de luces para evaluar 3 metodologias de aplicacion del
polimero (P1) y su derivado parcialmente hidrolizado (QH), a
las semillas conjuntamente con el in6culo de Signum® en
el momento de la siembra (variante A), mediante aspersion
foliar (1 mL planta-1, 15 d posteriores a la siembra, variante
B) y la combinacion de ambas formas de aplicacion (variante
C). 19 Para ello, 100 g de semillas fueron tratadas con el in6-
culo bacteriano vy las soluciones de quitosanos [0, 10, 100 y
500 (mg L")], que se sembraron en macetas. Se emplearon
10 plantas de 35 d de tratadas por tratamiento (etapa V4-V5),
para la evaluacién de los indicadores de la nodulacion del cre-
cimiento [longitud del tallo y radical (cm), masa seca aérea
y de raices (g) por planta), ademéds del contenido total de N
(método de Kjeldah, %) y el porcentaje de proteinas totales (%)
de la parte aérea seca. ¥

En condiciones controladas se realizaron 2 experimentos
en el cv INCASQOY-27 inoculado con Azofert®-S, con el objetivo
de seleccionar las mejores concentraciones de quitosano (P2)
aplicadas en semillas conjuntamente con el Azofert®-S previo
a la siembray por aspersion foliar (1 mL planta™) en las etapas
V2 (15-17) dias y V3 (20-22) dias, en concentraciones desde
1 mg L' hasta 2000 mg L™ del polimero. Se utilizaron 2 trata-
mientos controles (CA y Cl). "% En ambos experimentos se
emplearon 16 macetas por tratamiento (2 plantas maceta™) y
las plantas se dejaron crecer hasta la etapa V4 (27 a 30) dias de
crecimiento vegetativo, que se realizaron los mismos indicado-
res de nodulacion y crecimiento mencionados con anterioridad,
asf como la concentracion de macronutrientes (g kg™) y micro-
nutrientes (mg kg™) en nédulos y hojas, a partir de 3 grupos de
plantas por tratamiento (10 plantas por grupo). (114

En los experimentos se utilizé un disefio completamente
aleatorizado, con analisis ANOVA factorial de forma de apli-
cacién y concentracion de quitosano (3 x 3 + control) en el
primer experimento y ANOVA simple en los restantes. Las me-
dias se compararon con la Prueba de Tukey (p < 0,05).

Efecto del quitosano en el comportamiento fisio-
bioquimico asociado al crecimiento de soya cv
INCASOY-27 en condiciones de invernadero

El estudio se realizé en condiciones de invernadero para
evaluar la interaccién de los factores de quitosano (P2), for-
mas de aplicacion (F1- a las semillas y F2- aspersion foliar) y
las concentraciones del polimero (C1-10mgL", C2-100mg L™
C3- 500 mg L'y C4-1000 mg L"), que se compararon con el
control inoculado. (9 Las plantas fueron cultivadas en igual
numero (de plantas y macetas) que en los experimentos rea-
lizados en condiciones controladas (ver epigrafe anterior). En
la etapa V4 a 20 plantas por tratamiento (30 d), se les evalud
los mismos indicadores fisioldgicos de los experimentos an-
teriores ademas del contenido total de N, Py K por planta (mg
planta-1) y los indicadores bioquimicos en diferentes érganos
vegetales: actividad enzimatica nitrato reductasa (NR, umol
NO2- g’ h™), concentracién de ureidos totales (umol g' masa
seca), proteinas solubles totales (mg g7), flavonoides (mg
quercetina g' masa seca) y fenoles totales (mg acido galico
g masa seca) a las 12 plantas restantes. En el experimento
se utilizé un disefo completamente aleatorizado, con analisis
ANOVA factorial (2 x 4= 8 tratamientos + 1 Cl). 19

Efecto de la forma de aplicacion y concentracion de
quitosano en el crecimiento y rendimiento de soya cv
INCASOY-27 en condiciones de campo

En campo se ejecutaron 2 experimentos en época lluviosa
(mayo-agosto) correspondientes a los afios 2015 (15/abril-25/
agosto) y 2016 (3/abril-25/agosto) mediante un disefio de Blo-
ques al Azar con 3 réplicas, en los cuales se evaluaron los mis-
mos tratamientos de quitosano (P2-2 formas x 4 concentracio-
nes +Cl) del experimento en invernadero (epigrafe anterior). (%
Los promedios diarios mensuales de temperatura y humedad
relativa del aire y precipitaciones totales fueron muy favorables
para todo el ciclo de desarrollo de la soya en los 2 periodos. El
quitosano se aplicé a las semillas conjuntamente con el in6-
culo de Azofert®-S previo a la siembra (F1), mientras que las
aspersiones foliares (F2) se realizaron en la etapa V2 de creci-
miento (20 d postsiembra) y la segunda se realizé a inicios de
la floracion [etapa R1, (37-40 )dias postsiembral.

Un primer muestreo se realizo a los 35 d postsiembra an-
tes de ejecutarse la segunda aspersion foliar del quitosano,
para la evaluacién de los indicadores fisioldgicos asociados
al crecimiento descritos en los experimentos anteriores. El
muestreo de cosecha se realizé en la etapa R8: 2015 (102 d
postsiembra) y 2016 (114 d postsiembra) para determinar los
componentes del rendimiento: numero de legumbres planta™,
numero de granos legumbre™ y la masa de los 100 granos (g).
El rendimiento del grano se estimé para 1 m? en cada parcela
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por tratamiento segun la expresion: [No. legumbres m?2 * No.
granos legumbre™ * masa grano (g)] y a partir del muestreo de
cosecha realizado a 13 % de humedad de los granos. Se reali-
z6 un analisis de varianza factorial para conocer la interaccion
entre los factores de quitosano (F x C), en cada indicador eva-
luado y la Prueba de Duncan (p < 0,05).(®

A partir de los rendimientos promedios de la soya obte-
nidos en los 2 aflos en campo se realizd una valoracion eco-
némica con los mejores tratamientos de quitosano aplicados
a la semilla (100 mg L") y por aspersién foliar (500 mg L7),
en comparacion con el Azofert®-S. Para ello, se tuvieron en
cuenta, los gastos de aplicacion del inoculante y de un formu-
lado a base de polimeros de quitosano (Quitomax® No. RFC
No. 010/17), que comercializa el INCA), en cuanto a mano de
obra, combustible consumido para el laboreo del suelo y gas-
to de agua de riego, precios de venta de semillas y de ambos
bioestimulantes en el mercado nacional (VP) en una hectéarea
del cultivo (tabla 2). Con los costos de produccion se calcula-
ron las ganancias totales (GT), la ganancia neta (GN) y la rela-
cién beneficio-costo (B:C), mediante las formulas siguientes:

Ganancia total (GT): rendimiento x VP (CUP ha™)

Ganancia neta (GN): GT-CP (CUP ha™)

Beneficio/costo (B/C): (GN/CP) x 100 %

Analisis estadisticos

En el programa STATGRAPHICS Plus (version 5, 2011) se
verificaron las premisas del ANOVA antes de realizar los distin-
tos analisis de varianza que se especifican en cada experimen-
to; asi como la prueba de comparacién de medias (p < 0,05).

RESULTADOS

Determinacion de la compatibilidad de compuestos
de quitosano con Bradyrhizobium sp. en el desarrollo
de la bacteria

La viabilidad de Bradyrhizobium sp. en semillas almacena-
das de soya cv Don Mario y cv INCASOY-27 no se afecté con
la aplicacion combinada de los inoculantes y el rango de con-
centraciones de los quitosanos, en todo el periodo evaluado,
respecto al control solamente inoculado porque no ejercieron
efecto antibacteriano. %' El nimero de viables de B. japoni-
cum en placas Petri se favorecié con las concentraciones por
encima de 100 mg L' de P1 (9 y de B. elkanii con la concentra-
cion de 500 mg L' de P2. " Este efecto positivo con las con-
centraciones mas altas de los quitosacaridos en la superviven-
cia de Bradyrhizobium sp., puede deberse a sus propiedades
de mejor viscosidad y densidad de carga protonica en condicio-
nes acidicas que permiten formar una pelicula sobre la cubierta
seminal y facilitar entonces, la adherencia de la bacteria a las

An Acad Cienc Cuba. 2024;14(1)

semillas. En ambos casos, el periodo que transcurre desde el
momento en que se inoculan las semillas con los inoculantes y
su combinacion con los quitosanos hasta el momento en que
se efectua la siembra de la soya, debe ser menor de 3 d para
el inoculante Azofert®-S y 30 d con Signum®. Asi se evitaria la
disminucion de la concentracion de los rizobios sobre las se-
millas, lo cual es indispensable para asegurar una abundante
nodulacién y posterior fijacion del N2. Los resultados de estos
ensayos informan, por primera vez, la compatibilidad de inocu-
lantes a base de bradyrizobios y polimeros de quitosano en la
supervivencia bacteriana en semillas de soya.

Efecto de quitosanos en la germinacion de soya
inoculada con Bradyrhizobium sp.

La sucesion de quitosano en concentraciones entre
250 mg L-1T y 1000 mg L' antes del inoculante Signum®en
semillas del cv Don Mario resultd mas efectiva en el proceso
germinativo de las semillas, asi como la nodulacion y cali-
dad de las plantulas crecidas a partir de semillas de hasta 30
d de almacenadas. 19 Los quitosanos de diferentes masas
moleculares, favorecieron la germinacion y el crecimiento in
vitro, en dependencia de la concentracion de los quitosacari-
dos, cuando se embebieron las semillas del cv INCASOY-27
previo a la siembra. 2 Ambos experimentos demuestran
que los distintos tratamientos a las semillas con los diferen-
tes quitosanos, favorecen la germinacion, la supervivencia
bacteriana y el crecimiento inicial de las plantulas en com-
paracion con la sola inoculacion, en dependencia de la con-
centracion del quitosano.

Efecto de la forma de aplicacion y concentracion de
quitosano en la fisiologia asociada al crecimiento de
soya en condiciones controladas

La diferencia de las masas moleculares de los quitosanos
no influyé en el crecimiento del cv Don Mario, pero si influyd
la concentracion y forma de aplicacion de los quitosacaridos
cuando se combinaron con el inoculante Signum®. La asper-
sion foliar fue la forma de aplicacién que mas se destacé en
los indicadores morfoagrondémicos, seguido del tratamiento
a las semillas y, por Ultimo, la combinacion de ambas formas
de aplicacion de los quitosanos. ™ En el cv INCASQOY-27 el
rango de concentraciones de quitosano aplicado tanto a las
semillas como por aspersion foliar no modifico la respuesta
de nodulacion estimulada con la sola inoculacion con Azofer-
t®-S, la cual aumentd el nimero y la masa seca de los nodulos
en las raices de las plantas en comparacion con las plantas
no inoculadas, en la etapa V4 de crecimiento. (' Ambas
formas de aplicacion del quitosano estimularon el conteni-
do de los macronutrientes (N, P, K, Ca y Mg), en dependencia
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Tabla 2. Gastos de aplicacién del Quitomax® con precio nacional, aplicado a semillas y por aspersion foliar en una hectarea de soya

Quitomax° (4 g L)
Volumen de aplicacion
Precio 1000 CUP L*

de la concentracion empleada del polimero y del érgano de
la planta. ("% En ambos experimentos las concentraciones
mas efectivas en estimular el crecimiento de las plantas fue-
ron las = 100 mg L. Igualmente, los aumentos del conteni-
do de Ca y las reducciones de Mg en nodulos y hojas de las
plantas ocurrieron en correspondencia con el aumento de la
concentracion de quitosano. Estos resultados permitieron se-
leccionar del rango de concentraciones del polimero estudia-
das por cada forma de aplicacion y determinar su efecto en el
comportamiento de indicadores fisio-bioquimicos asociados
al crecimiento de las plantas en condiciones de invernadero y
el rendimiento en condiciones de campo.

Efecto del quitosano en el comportamiento
fisioldgico-bioquimico asociado al crecimiento de
soya cv INCASOY-27 en condiciones de invernadero

Las concentraciones seleccionadas (10, 100, 500 vy
1000) mg L7 de quitosano (P2), en ambas formas de apli-
cacion, coincidieron en acumular los mayores contenidos
totales de cada macronutriente (N, Py K) en la etapa V4 de
las plantas. Se corroboré el efecto bioestimulador de la as-
persion foliar de 100 mg L' a 1000 mg L™ del polimero en los
indicadores del crecimiento: longitud del tallo, biomasa seca
y area foliar (tabla 3).

La aspersion foliar de quitosano estimuld el contenido re-
lativo de clorofilas totales de las plantas ademas de aumentar
la actividad enzimatica nitrato reductasa (NR) y el contenido
de ureidos en nodulos y hojas con 500 mg L'y 1000 mg L™
del quitosano. ' Estos resultados indican que existen efec-
tos diferenciados en la estimulacion bioldgica entre ambas
formas de aplicacion del quitosano. La estimulacion del cre-
cimiento de las plantas se debe mayormente a la aspersion
foliar y menos al tratamiento de semillas. Es probable que
esta ultima forma de aplicacion del quitosano favorezca otros
mecanismos y procesos fisioldgicos del desarrollo del cultivo,
en los que se debe profundizar en investigaciones futuras.

La aspersion foliar del polimero aumenta la absorcion de
macronutrientes desde el suelo en beneficio de varios proce-
sos metabolicos y la reduccion de NO, por la via NR, lo que
pudo contribuir al mayor contenido de N encontrado y a la

Semillas (0,1 g ha')

Aspersion foliar (200 g ha™)
0,5gL**200L * 2 veces

50 L

50000 CuP

mayor sintesis de clorofilas en la planta y por ende, favorecer
la actividad fotosintética. También la aplicacion de quitosano
a las semillas (desde 100 mg L™ hasta 1000 mg L") aumento
el contenido de ureidos en raices y de proteinas en hojas, lo
que pudo estar relacionado con la mayor nodulacion encon-
trada con esta forma. A su vez, también aumenté la actividad
NR, pero en menor cuantia en comparacion con la aspersion
foliar. (9 Este resultado confirma lo obtenido previamente en
condiciones in vitro en este cultivar inoculado con B. elkanii,
donde se demostrd aumentos de la concentracion de protei-
nas en raices y hojas, pero con la adicion de quitosacaridos en
el medio de cultivo vegetal. (19

Las plantas inoculadas con B. elkanii superaron a las
plantas no inoculadas en el contenido total de proteinas en
raices y de carbohidratos y flavonoides en ambos 6rganos, en
dependencia de la etapa evaluada. Con la aplicacion de quito-
sano a las semillas se obtuvieron los mayores contenidos de
proteinas y flavonoides en hojas y de carbohidratos y fenoles
en raices, mientras que la aspersion foliar estimulé el conte-
nido de flavonoides en raices y de carbohidratos y fenoles en
hojas. Estos indicadores bioquimicos aumentaron con la on-
togenia de la soya y variaron con la concentracion y la forma
de aplicacion del quitosano ademas del érgano y de la etapa
fenoldgica de las plantas.

Efecto del quitosano en el rendimiento de soya cv
INCASOY-27 en condiciones de campo

En los experimentos realizados en los 2 afios (2015y 2016)
hubo una estimulacion de los indicadores de la nodulacion en
etapa de prefloracion (R1) con el quitosano, aplicado tanto a las
semillas como por aspersion foliar, que dependio de la concen-
tracion del polimero (P2), comparado a la sola inoculacion con
Azofert®-S. % Ambas formas de aplicacion favorecieron el cre-
cimiento, en dependencia de la concentracion: 500 mg L™ a las
semillas y desde 100 mg L™ a 1000 mg L por aspersion foliar,
lo que demostrd que una sola aplicacion foliar del polimero en
etapa V2 es suficiente y efectiva para aumentar el crecimiento,
respecto a la sola inoculacion.

La estimulacion de estos indicadores puede deberse a los
altos contenidos de macronutrientes, fundamentalmente del N
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Tabla 3. Efecto de las concentraciones (C1-10 mg L?, C2-100 mg L, C3-500 mg L y C4-1000 mg L?) de quitosano aplicadas a las
semillas (F1) y por aspersidn foliar (F2) en diferentes indicadores del crecimiento de soya cv INCASOY-27 inoculado con Azofert’-S,

en la etapa de crecimiento V4 y en condiciones de invernadero

Tratamientos No. hojas D. tallo Long. tallo
(mm) (cm)
Cl 4,0 2,56 37,60 b
F1C1 4,0 2,78 42,42 b
F1C2 4,1 2,90 41,88 b
F1C3 4,0 2,81 41,18 b
F1C4 4,2 2,92 38,77b
F2C1 4,1 2,87 38,88 b
F2C2 4,1 2,80 41,72 b
F2C3 4,2 2,90 52,03 a
F2C4 4,2 2,91 53,18 a
ES x 0,10 (ns) 0,04 (ns) 1,23

Long. radical Masa seca Masa seca Area foliar
(cm) aérea (g) radical (g) (cm?)
37,62b 0,84d 0,244 b 616,25 ¢
38,47 ab 0,98 c 0,247 ab 625,25 ¢
39,47 ab 1,00 c 0,263 ab 618,25 ¢
41,49 ab 1,00 c 0,292 ab 627,00 bc
40,62 ab 1,01c 0,290 ab 659,75 bc
41,02 ab 1,03 bc 0,304 ab 685,50 bc
39,12 ab 1,11 abc 0,260 ab 679,25 bc
44,27 a 1,25 a 0,342 a 815,00 a
43,33 a 1,18 ab 0,343 a 706,00 b
1,43 0,03 0,022 17,0

Medias con letras iguales en la misma columna no difieren estadisticamente, segtn la prueba de rangos midiltiples de Tukey (p < 0,05). Es x: error estandar de

la media del experimento (n = 2)

absorbido desde el suelo y del contenido de clorofilas totales,
en beneficio de varios procesos metabdlicos y a la reduccion
de NO3- por aumento de la actividad NR causada por la asper-
sion foliar. A su vez, esta estimulacion del crecimiento puede
ser resultado de una mayor actividad fotosintética, como ha
sido demostrada previamente en este cultivo. ") Recientemen-
te se ha informado, ademas, que la aplicacion foliar de quito-
sano aumenta el contenido de dxido nitrico, que también favo-
rece el cierre parcial de los estomas. ® La produccion de esta
sefal, esencial en la regulacion del metabolismo del carbono y
nitrégeno, ocurre por accion de la enzima NO2- reductasa y es
regulada por la actividad NR, % por lo que la estimulacién de
esta Ultima por quitosano indica el aumento de este gas 'y de su
accion benéfica en el crecimiento de la planta. %20

El rendimiento de la soya se estimulé con ambas formas
de aplicacion del quitosano respecto al control inoculado, en
dependencia de la concentracion y del afio (tabla 4). La estimu-
lacion se debiod a que el polimero beneficio el nimero de legum-
bres y la masa de los granos por planta, o que coincide con tra-
bajos previos que informan aumentos del rendimiento en soya,
pero con la aspersion foliar de 1000 mg L de quitosano. #229)

La inoculacion de las semillas con Azofert®-S causo rendi-
mientos estimados del grano de 3,83 t ha-1y 4,43 t ha”, mien-
tras que los mayores incrementos desde 31 % hasta 60 %, se
lograron con la aplicacion a semillas de F1C1, F1C2 y F1C3, en
las 2 repeticiones y con la aspersion foliar de F2C3 y F2C4 con

aumentos de 45 % a 57 % en el 2015y de 32 % a 45 % en el
2016. Como aspecto interesante a destacar es que el tratamien-
to F1C2 alcanzo los mayores incrementos de productividad del
grano, en relacién a las plantas controles en ambos afios. (19

La aplicacion de 100 mg L (dosis de 0,1 g ha™) del poli-
mero a las semillas resultd el tratamiento mas eficaz y factible
en ambos afos, con aumentos de hasta 60 % del rendimiento
estimado del cultivo. Este resultado fue reproducible en ambos
afos, aunque los maximos del rendimiento estimados fueron
diferentes, lo que podria deberse a la influencia de las variables
meteoroldgicas promedio en cada afio, ya que ambas repeti-
ciones se ejecutaron en los mismos meses del periodo lluvio-
so y con la misma densidad de siembra de las plantas. (9 Sin
embargo, la combinacion de ambas formas de aplicacion; asi
como la segunda aspersion foliar del polimero realizada en la
etapa R2, no mejoraron el rendimiento del cultivo ejecutado en
época no lluviosa, respecto a las plantas controles. 9

Estos resultados ya aplicados a escala productiva en el
INCA y productores regionales demostraron como la fecha de
siembra, las condiciones edafoclimaticas, ademas de la dosis,
el drgano de la planta que percibe al quitosano y el momento
fenoldgico en que se realiza la segunda aspersion foliar del po-
limero, influyen en el desarrollo y la productividad del cultivar.

El andlisis econémico mostrd que ambas formas de apli-
cacion de Quitomax® en el cultivo aumenta los costos de pro-
duccion (CP), con respecto a la sola inoculacién con Azofer-
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Tabla 4. Efecto de diferentes concentraciones (C1-10 mg L%, C2-100 mg L?, C3- 500 mg L'* y C4-1000 mg L?) de quitosano aplicadas
a las semillas (F1) y por aspersién foliar (F2) en los componentes del rendimiento de soya cv INCASQOY-27 inoculado con Azofert®-S,
en la etapa de reproductiva R1 y en condiciones de campo durante el 2015y 2016

2015 2016
Tratamientos No. leg. No. granos leg. Masa 100 granos No. leg. planta’ No. granos Masa 100 granos

planta® (8) leg.™ (s)
Cl 82,63 b 2,44 ¢ 14,00 c 84,54 d 2,45 b 15,78 b
F1C1 99,16 a 2,47 bc 15,09 b 105,89 bc 2,57 a 15,97 ab
F1C2 109,32 a 2,55 abc 16,24 a 128,83 a 2,52 ab 16,15 ab
F1C3 101,48 a 2,62 a 16,17 a 116,50 ab 2,55 ab 16,04 ab
F1C4 80,87 b 2,60 ab 16,04 ab 100,83 c 2,55 ab 16,01 ab
F2C1 78,95 b 2,51 abc 16,04 ab 98,84 ¢ 2,50 ab 16,02 ab
F2C2 87,96 b 2,51 abc 15,35 ab 95,19 cd 2,54 ab 16,54 a
F2C3 105,67 a 2,58 ab 16,26 a 108,29 bc 2,52 ab 15,82 b
F2C4 99,76 a 2,57 ab 16,03 ab 117,80 ab 2,51 ab 16,06 ab
Es 2,31 0,03 0,26 4,16 0,03 0,17

X

Las medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos para p < 0,05, segun la prueba de

Duncan. Es,: Error esténdar de la media del experimento (n = 3).

t®-S. La aspersion foliar genera un mayor gasto del producto
(6 veces) porque se aplica en 2 momentos fenoldgicos de la
soya y en mayores volimenes que el tratamiento a las semi-
llas previo a la siembra (tabla 5).

A pesar de los mayores gastos con las aplicaciones de
quitosano el aumento de los rendimientos con ambas formas
de aplicaciéon permitié obtener ganancias totales (GT), pero
con un mayor beneficio econémico con el tratamiento a la se-
milla que con la aspersion foliar, respecto al Azofert®-S solo,
con incrementos del 60 %. Con respecto al tratamiento con-
trol, la aplicacién conjunta de Azofert®-S y quitosano sobre
semillas previo a la siembra causo incrementos por ventas de
150 000 CUP ha-1, lo cual reporta una considerable ganancia
para los productores, con una relacién de beneficio/costo de
47,02 para rendimientos de 6,55 t ha-1 asociado al paquete
tecnoldgico del cultivo. A pesar de que con la aspersion foliar
el beneficio/costo es menor que la sola inoculacion de las se-
millas controles, se obtienen ganancias de 35 237 CUP ha’
(tabla 5). Por tanto, esta metodologia de aplicacion del Quito-
max® es también factible si se quiere lograr altos rendimien-
tos, pero seria conveniente estudiar dosis menores, el momen-
to fenoldgico del cultivo para su aplicacion y las caracteristicas
edafoclimaticas de las distintas regiones del pais.

DISCUSION

El quitosano estimuld los indicadores de la nodulacion res-
pecto a la sola inoculacion con Azofert®-S, en dependencia de
la forma de aplicacion y la concentracion del polimero, de las
caracteristicas de los sustratos empleados y de la etapa de cre-
cimiento de la soya en las diferentes condiciones experimen-
tales. La aplicacion combinada de los inoculantes a base de
rizobios y las concentraciones ensayadas del quitosano en se-
millas en el momento de la siembra no afectd la supervivencia
bacteriana. Esto demuestra que ambos bioestimulantes son
compatibles y que, respecto a la sola inoculacién, estos favore-
cen el crecimiento y rendimiento del cultivo, lo cual resulta una
investigacion de relevancia practica y econémica.

En este trabajo también se demostré el efecto bioestimulan-
te de la aspersion foliar del quitosano con 2 aplicaciones folia-
res, en las etapas vegetativas (V2 y V3) y V2 y R1 (prefloracion),
en el crecimiento y el rendimiento del cultivo, en condicicones
controladas y de campo (2 repeticiones de afios consecutivos),
respectivamente. La mayor estimulacion del crecimiento ocurrio
con la aspersion foliar de 500 mg L'y 1000 mg L de quitosano
ademas de la aplicacion a semillas de 100 mg L™ del polimero en
condiciones edafoclimaticas de campo.

Aunqgue el tratamiento de semillas estimuld en menor
medida el crecimiento de la soya, en comparacion con la as-
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Tabla 5. Analisis de costo-beneficio del Quitomax® aplicado a las semillas y por aspersion foliar en una hectérea de soya

Tratamientos Rend. VP
promedio (CUP kg-1)
(kg ha-1)

Azofert®-S 4130,00 62,00

Quitomax® en semillas 6550,00 62,00

0,1gha-1

Quitomax® por aspersién foliar 5505,00 62,00

200 g ha-1

cp GT GN B:C
CUP ha-1

8412,625 256060 247648 29,44
8457,000 406100 397643 47,02
58425,675 341310 282884 4,842

Leyenda: valor de la produccién (VP), costo de la produccion (CP), ganancia total (GT), ganancia neta (GN) y relacion beneficio costo (B:C).

perisén foliar de quitosano, aumenté en mayor medida el ren-
dimiento del cultivo respecto a la inoculacion, con todas las
concentraciones evaluadas. Este comportamiento demues-
tra diferencias en el modo de accion del quitosano en las plan-
tas entre ambas formas de aplicacién que podria estar rela-
cionado con el érgano vegetal y el momento fenoldgico de la
plantay la disponibilidad de recursos energéticos al momento
de aplicarse el quitosano. En este sentido, es posible que el
tratamiento a la semilla, tomando en cuenta una percepcion
del bioproducto cuando aun la planta no tiene desarrollo vege-
tativo, active una cascada de sefiales fisioldgicas que, al tener
un mayor tiempo de accién biolégica que la aspersion foliar,
cause un mayor numero, diversidad y duracion de respuestas
fisiologicas dirigidas a la estimulacion del rendimiento mas
que al crecimiento de la planta.

A su vez, la percepcion del producto por aspersion foliar
en la fase vegetativa V2 y percibida por el area foliar de la
planta, pudo tener mayor accion directa en la fotosintesis
(apoyado por el mayor contenido de clorofilas) y un mayor
gasto energético y de recursos hacia el crecimiento vegetati-
VO en comparacion con la aplicacion a las semillas. Investiga-
ciones previas han informado de diferentes comportamientos
en el desarrollo de la soya para alcanzar un balance energéti-
co entre nodulacion, crecimiento y reproduccion, los 3 proce-
sos de mayor demanda energética en el cultivo. @® Es posible
que la aplicacion de quitosano en los experimentos de campo
de este estudio ejemplifiquen comportamientos en funcion
de este balance de energia y de distribucion de recursos, en
dependencia del érgano y momento aplicado con quitosano,
gue conlleven a una activacién de los procesos fisioldgicos
mencionados, ya que se ha informado que los quitosacaridos
estimulan varias vias de transduccion de sefiales y una alta
expresion de genes relacionados con diferentes vias meta-
bdélicas como la fotosintesis y el metabolismo del carbono

y nitrégeno. ) Para corroborar esta hipdtesis, se debera pro-
fundizar en el futuro en la activacion por quitosano de indi-
cadores esenciales de respuestas fisioldgicas y moleculares
en las principales rutas metabdlicas de soya inoculada con
bradyrizobios, ya que no se han esclarecido los mecanismos
para cada forma de aplicacion por la literatura internacional.

También la dosis de quitosano empleada en cada forma
de aplicacion pudo causar diferencias en su accién biolégica,
ya que la dosificacién a la semilla es mucho menor que la
que se requiere por aspersion foliar para alcanzar similares
niveles de rendimiento. La combinacion de todos los factores
explicados debe ser la causa de las diferencias obtenidas en
el crecimiento y rendimiento de las plantas con ambas for-
mas de aplicacion.

En una valoracion econémica preliminar de las formas de
aplicacion del quitosano en el cv INCASOY-27 debe tomarse
en cuenta la dosis del polimero por hectarea del cultivo. La
aplicacion combinada de Azofert®-S y quitosano a las semi-
llas resulta la metodologia mas factible porque se aplicarian
ambos bioestimulantes previo a la siembray las dosis de qui-
tosano serian mucho menores (entre 10 y 1000 mg ha™), a
razén de un litro de solucion de ambos bioestimulantes para
tratar las semillas de una hectarea del cultivo. Por consiguien-
te, la dosis mas eficaz ala semilla (100 mg L") en ambos afios
necesita de 0,1 g ha de quitosano.

Sin embargo, con la aplicacién foliar es necesario hacer
2 aspersiones (V2 y R1) del cultivar previamente inoculado, lo
cual es mas costoso que una aplicacion conjunta a la semilla.
Las 2 aspersiones foliares del cultivo de 200 L ha' equiva-
lentes a dosis entre 2 g ha'y 200 g ha™ por cada aplicacion,
resulta una metodologia mucho mas costosa porque se ne-
cesitarian 100 g ha' de quitosano en cada aplicacion, con
la concentracion mas eficaz (500 mg L") en ambos afios en
el desarrollo del cultivo ademas del mayor costo que impli-
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ca ambas aplicaciones foliares respecto al tratamiento a las
semillas antes de la siembra que se haria de conjunto con el
inoculante microbiano.

Un andlisis de los resultados de esta investigacion indica la
importancia de aplicar ambos bioproductos combinados en semi-
llas en el momento de la siembra, por su capacidad de estimular el
desarrollo y el rendimiento de la soya. Por otra parte, se recomien-
da validar esta metodologia a escala productiva y en otras condi-
ciones de produccion del cultivar con la finalidad de impactar de
forma positiva en la productividad nacional del cultivo.

Conclusiones

La inoculacion con Azofert®-S en soya cv INCASQY-27 con
Azofert®-S favorecid la nodulacion, la acumulacion de nutrien-
tes esenciales (N, Ca y Mg), de proteinas en raices, carbohi-
dratos y flavonoides en ambos érganos, en dependencia de la
etapa evaluada, pero no aumento los contenidos de fenoles en
ninguna de las etapas de crecimiento estudiadas. Estos indica-
dores contribuyeron a la estimulacién del crecimiento (nimero
de hojas, longitud del tallo y radical, masa seca aérea y area
foliar) de las plantas en la etapa vegetativa V4, en comparacion
con las plantas no inoculadas. La investigacion demostro la
compatibilidad del quitosano con el indculo de Bradyrhizobium
sp. La aplicacion de diferentes concentraciones de quitosano,
permitié seleccionar las concentraciones (10, 100, 500 y 1000)
mg LT cuando se aplican a las semillas de forma conjunta con
el Azofert®-S y por aspersion foliar, por su efecto en la nodu-
lacion, la nutricion y el crecimiento de las plantas en la etapa
vegetativa V4, en comparacion con las plantas inoculadas.

Ambas formas de aplicacion del quitosano afectan indi-
cadores bioquimicos del metabolismo primario y secundario
en las etapas vegetativas V2, V3 y V4 y estimulan el rendi-
miento de la soya inoculada con Azofert®-S, en dependencia
de la concentracion empleada mediante la estimulacion de
los 3 componentes del rendimiento, principalmente el nimero
de legumbres por planta. El mejor comportamiento bioquimi-
co en los diferentes drganos de las plantas y el mayor incre-
mento del rendimiento del cultivo, con mas del 60 % en los 2
afios experimentales, se obtuvo con la aplicacién combinada
de ambos bicestimulantes en semillas, fundamentalmente a
la concentracion de 1000 mg L' y 100 mg L' del polimero,
respectivamente, en la etapa V4.
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