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Resumen

Azotobacter chroococcum es una de los microorganismos que mayor promocion de crecimiento vegetal genera
a cultivos de algoddn. Sin embargo la influencia de polimeros sobre su viabilidad en presencia de fungicidas es
desconocida. En el presente estudio, se evaluo el efecto del polimero carragenina sobre la compatibilidad de un
inoculante a base de A. chroococcum con el fungicida Vitavax® peletizado en semillas de algodon. El experimento
consistio de seis tratamientos completamente al azar con tres repeticiones por triplicado. Se vari6 la adicion de
fungicida y polimero. La estimacion de viabilidad celular, como variable de respuesta, fue realizado a tres tiempos
de secado: 0, 24 y 48 horas. Los datos fueron expresados como log UFC mL"!. A pesar de la naturaleza del
Vitavax®, se evidencid que éste afecta la viabilidad de A. chroococcum en ausencia de polimero. Por otro lado,
se observo un efecto significativo de la carragenina sobre la biomasa celular en presencia de Vitavax® hasta las
24 horas de secado (p<0.05). Este polimero demostré ser capaz de ejercer un efecto adherente y protector de las
bacterias mitigando la accion perjudicial del fungicida. Estos resultados indican que el uso de polimeros como
la carragenina representa una alternativa promisoria para reducir los efectos perjudiciales de fungicidas como
Vitavax® sobre la microflora de los suelos.

Palabras clave: bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), biopolimeros, carboxin, captan.

Abstract

Azotobacter chroococcum is one of the microorganism with greater plant growth development in cotton crops.
Nevertheless, the influence of polymers on its viability in presence of fungicides is unknown. In the present study,
the effect of carrageenan polymer on the compatibility of an A. chroococcum based inoculant with Vitavax®
pelleted fungicides in cotton seeds was evaluated. The experiment consisted of six treatments completely
randomized with three replications in triplicate. The addition of fungicide and polymer were varied. Estimation of
cell viability, response variable, was performed at three times of drying: 0, 24 and 48 hours. Data were expressed
as log CFU mL™". Results evidenced that despite of nature of Vitavax®, this affect viability of 4. chroococcum in
absence of polymer. Moreover, it was observed a significant effect of carrageenan on cell biomass in presence of
Vitavax® up to 24 hours of drying (p <0.05). This polymer proved to be able to exert an adherent and protective
effect on bacteria by mitigating the harmful action of fungicide. These results indicate that the use of polymers
as carrageenan represents a promising alternative to reduce the harmful effects of fungicides as Vitavax ® on soil
microflora.

Keywords: plant growth-promoting bacteria, biopolymers, carboxin, captan.

En la actualidad, el sector agroindustrial tiene y la prevencion de enfermedades causadas por

dependencia a una amplia variedad de productos
quimicos como insecticidas, fungicidas, herbici-
das entre otros (Cycon et al., 2013). Dentro del
sistema algodonero a nivel mundial, el Vitavax®
es el fungicida comunmente usado para el control
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Botrytis sp, Fusarium sp 'y Pythium sp que atacan
a semillas y plantulas (Roger et al., 2013). Sus
principios activos son el carboxin (5,6-dihidro-
2-metil-N-fenil-1,4-oxatiin-3-carboximida) y el
captan (N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-di-
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carboximida) (Solano-Bonilla y Brenes-Chacon,
2012). Aunque a veces el Vitavax® no se aplique
directamente al suelo, sino que es peletizado en
la semilla, la posibilidad de que tengan un efecto
adverso sobre la microflora del suelo que llevan a
cabo procesos de promocion de crecimiento vege-
tal podria ser de gran importancia (Mifiambres ef
al., 2010).

Dentro de los procesos microbianos que pro-
mueven el crecimiento y la nutricion vegetal se
encuentra la fijacion de nitrégeno (N,). Azotobac-
ter sp, es una bacteria fijadora de N, de vida libre
que ha demostrado tener efectos beneficiosos en el
rendimiento de diversos cultivos (Guzman et al.,
2012). Se ha demostrado que la inoculaciéon con
A. chroococcum RK49 en trigo da lugar a una me-
jora en el rendimiento del grano comparado con
el control (Kizilkaya, 2008). Del mismo modo,
Rojas-Tapias et al. (2012) demostro el papel de 4.
chroococcum C5 'y C9 para mitigar el estrés salino
en plantas de maiz.

Aunque A. chroococcum ha demostrado ser
capaz de promover el crecimiento en cultivos de
interés agroindustrial, existe muy poca informa-
cion del impacto de agroquimicos sobre su viabi-
lidad celular (Martin et al., 2011). Asimismo, no
hay claridad del rol que ejerceria la utilizacion de
polimeros sobre la relacién agroquimico-microor-
ganismo. Por ende, el objetivo del presente estu-
dio fue evaluar el efecto de la carragenina sobre
la compatibilidad de un inoculante basado en 4.
chroococcum con el fungicida Vitavax® peletiza-
do en semillas de algodon a diferentes tiempos de
secado.

Para ello, se emplearon las cepas AC1 y AC10
identificadas molecularmente por sus genes nifH
como Azotobacter chroococcum. Estas fueron
seleccionadas por su potencial como biofertili-
zantes (datos no mostrados) sobre el cultivo del
algodon (Gossypium sp), y fueron provistas por
el Laboratorio de Microbiologia de Suelos de
Corpoica, Colombia. Las cepas fueron aisladas a
partir de suelos destinados al cultivo del algodon
en el departamento del Cesar, Colombia (Bonilla
y Morales, 2005). Las cepas fueron reactivadas
en medio Ashby (g/L: manitol 10, K.HPO, 0.2,
MgSO,-7H,0 0.2, NaCl 0.2, CaSO, 0.1, CaCO,
10.0, agar 15.0, pH 7.5). Posteriormente, se reali-
z6 un preinoculo en medio MBR (Moreno-Gélvan
et al.,2011) como cultivo overnight a condiciones
estandar: 30 =2 °C y 150 rpm.

La estandarizacién del indculo de cada cepa se
realiz6 en medio MBR liquido empleando 1%
(v/v) de preinoculo. Las condiciones de incuba-

cion estandar fueron: 28 + 2 °C, 24h y 150 rpm.
Cada inoculo fue ajustado a DO, =0,5 (Genezy
UV 10, Thermo Corporation). Por ultimo se mez-
claron los indculos a una relacion 1:1.

El efecto de la carragenina sobre la interaccion
Vitavax®- A. chroococcum se evaludé mediante un
disefio completamente al azar compuesto por seis
tratamientos con tres repeticiones por triplicado de
cada uno (Tabla 1). La variable de respuesta em-
pleada fue viabilidad celular empleando la técnica
de microgota y diluciones seriadas (Doyle ef al.,
2001). Los datos fueron expresados en Log (UFC
ml') a las 0, 24 y 48 horas de secado a 30 + 2 °C.

Tabla 1. Tratamientos para evaluar el efecto de la ca-
rragenina sobre 4. chroococcum-Vitavax®.

Tratamientos Identificacion
Testigo absoluto* Tl
Testigo quimico** T2
Semilla sin fungicida + A. chroococ- T3
cum sin polimero
Semilla sin fungicida + 4. chroococ- T4
cum con polimero
Semilla con fungicida + A. chroococ- T5
cum sin polimero
Semilla con fungicida + A. chroococ- T6

cum con polimero

*Semilla sin fungicida, sin inoculacion y sin polimero.
**Semilla con fungicida, sin inoculacion y sin polime-
1o

La concentracion empleada para hidratar el po-
limero carragenina fue de 1,5% (m/v) (Biopolime-
ros del FMC- Ewing, EE.UU.) y la relacion usada
para su mezcla con el inoculo fue 1:10, respecti-
vamente.

El proceso de peletizacion inicio con la desin-
feccion de las semillas de algodon sumergiéndolas
en peroxido de hidrogeno 30% (v/v) y etanol 70%
(v/v) por 10 min cada uno, seguido por enjuagues
consecutivos con agua destilada estéril (Sanchez
et al., 2014). Posteriormente, se mezclaron las se-
millas con el Vitavax® a una dosis de 200 g de Vi-
tavax® /100 kg semilla/l agua. Después se realizd
el proceso de secado a temperatura ambiente. Por
ultimo, se procedio a la adhesion in vitro del ino-
culo a las semillas con o sin carragenina, depen-
diendo de los tratamientos, mediante la siguiente
dosis: 15 kg de semilla algodon/I indculo final.

Como analisis estadisticos, se aplicaron un
ANOVA univariante y un test HSD-Tukey para
pruebas post hoc. Los analisis fueron realizados
en el paquete estadistico SPSS 17. Todos los ex-
perimentos se realizaron con un 95% de nivel de
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confianza.

Los resultados mostraron que el Vitavax® redu-
jo drasticamente la viabilidad celular de 4. chroo-
coccum. En el T3, conformado por las semillas de
algodon sin Vitavax® mas A. chroococcum sin
carragenina, se evidencid que la poblacion bac-
teriana se mantuvo constante a través del tiempo
(Figura 1A). Por el contrario, una disminucion de
la viabilidad celular en cada hora de muestreo se
observo en el TS5, el cual si presentaba Vitavax®
con A. chroococcum sin carragenina. Diferencias
significativas (p<0.05) existieron en cada hora de
secado del TS5 y de este tratamiento hacia el T3. A
las 48 horas de secado se cuantific un porcenta-
je de recuperacion del 92,88% y 73,33% para T3
y T5, respectivamente. Con lo anterior se dedujo
que la naturaleza ftalidmica y oxatina del Vita-
vax® no solo inhibe flora fungica de géneros espe-
cificos, sino también puede disminuir la viabilidad
celular de bacterias pertenecientes a A. chroococ-
cum (Avenot y Michilides, 2010). Estudios simi-
lares afirman que el efecto sobre Azotobacter sp
depende del principio activo del agroquimico. Por
ejemplo, Vig et al., (2008) demostraron que la ci-
permetrina no es compatible con poblaciones de
Azotobacter sp. En contraste, Rivera et al., (2010)
afirmaron la existencia de un efecto benéfico ge-
nerado por el fungicida Thiram y el insecticida
Benzidina en el crecimiento de éste género.

Por otro lado, la adicion de la carragenina ge-
nerd respuestas diferentes frente a la interaccion
semilla-microorganismo-Vitavax®. Se comprobd
que el polimero es capaz de favorecer la adheren-
cia entre el material celular y la superficie de la
semilla. Diferencias significativas (p<0,05) fue-
ron encontradas a la hora 0 de secado entre T3 y
T4 (Figura 1A) con cuantificaciones de 8.87E+7
UFC ml'! y 4,89E+8 UFC ml, respectivamente.
Las 4.0E+7 UFC ml"! de mas cuantificadas en T4
estan atribuidas a la alta viscosidad que posee la
carragenina para generar un efecto adherente a las
células sobre las semillas de algodon (Campo et
al., 2009).

Otra respuesta observada, cuando se agregé la
carragenina, fue entre los tratamientos 3y 4,y Sy
6. A las 24 horas de secado, este polimero ejercio
un efecto significativo sobre la viabilidad celular
de las cepas (p<0,05). Siempre que el polimero se
encontraba presente, se obtenia mayor recupera-
cion de UFC m1™' (Figura 1B). Especificamente
se obtuvieron porcentajes de 93,73% y 89,98%
para T4 y T6. Lo anterior reflejo la capacidad pro-
tectora de la carragenina sobre A. chroococcum.
Entre T3 y T4 se observo un efecto protector que

contrarresta la ausencia de fuentes nutricionales
y entre TS y T6 hacia la presencia de Vitavax®.
Estos resultados demuestran que la carragenina no
solo actia como un agente adherente sino también
protectante.

Por ultimo, a las 48 horas se cuantificaron pér-
didas de viabilidad celular mayores a 1E+8 UFC
ml' en los tratamientos con presencia de Vitavax®
aun con polimero (Figura 1C), lo que sugiere que
el efecto benéfico de la carragenina influyd sobre
A. chroococcum al punto de mitigar casi por com-
pleto la accion inhibitoria del Vitavax® hasta las
24 horas de secado.
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Viabilidad celular
Log (UFC mL™

Viabilidad celular
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No. Tratamientos
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Figura 1. Efecto del polimero sobre la interaccion fun-
gicida- A. chroococcum. Este grafico muestra las célu-
las viables de 4. chroococcum AC1 y AC10 recupera-
das a través del tiempo de secado. 1A: hora 0. 1B: hora
24. 1C: hora 48. Los valores corresponden a la media =
error estandar. Letras iguales indican grupos homogé-
neos obtenidos usando el test HSD-Tukey.

Por lo tanto, se concluye que la presencia de Vi-
tavax® afecta la viabilidad celular del inoculante
abase de 4. chroococcum en ausencia de un adyu-
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vante como la carregenina. Ademas, se demostro
tanto el efecto adherente como protector de la ca-
rragenina sobre las cepas evaluadas en presencia
del fungicida, y que este efecto se mantiene Unica-
mente hasta las 24 horas de secado.
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