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RESUMEN

El objetivo de la presente investigación fue determinar 
la respuesta de un inoculante con base en cepas de 
Bradyrhizobium japonicum a la adición de alginato, en 
presencia de los fungicidas Carbendazim® y Fludioxonil®, 
peletizados en semillas de soya. El experimento consistió 
de ocho tratamientos completamente al azar, con un 
arreglo factorial 3x2, con tres repeticiones por triplicado. La 
estimación de sobrevivencia bacteriana, como variable de 
respuesta, fue realizada en tres tiempos de secado: 0, 24 y 48 
horas. Los datos fueron expresados como [Log10 UFC/mL]. 
Los resultados mostraron que los dos fungicidas reducen 
significativamente (p<0.05) la viabilidad de B . japonicum . 
El fungicida Fludioxonil® presentó mayor efecto inhibitorio 
que Carbendazim®, con más del 25% de reducción, a las 
48 horas . Además, se demostró que el alginato promueve 
la adherencia sobre las semillas de soya y la protección de 
las bacterias, disminuyendo la acción inhibitoria (p<0.05), 
después de las 24 horas. Estos resultados sugieren que 
la aplicación de polímeros en inoculantes bacterianos 
representa una alternativa promisoria, para disminuir los 
efectos nocivos de fungicidas, sobre su viabilidad celular.

Palabras clave: Inoculantes, biopolímeros, Benzimidazol, 
Fenilpirrol.

SUMMARY

The aim of this research was to determine the response of 
an inoculant based on strains of Bradyrhizobium japonicum 
with the addition of alginate in presence of Carbendazim® 

and Fludioxonil® pelleted fungicides in soybean seeds. 
The experiment consisted of eight treatments completely 
randomized with a 3x2 factorial arrangement with three 
replications by triplicate. Estimation of bacterial survival, as 
response variable, was performed at three times of drying: 
0, 24 and 48 hours. Data were expressed as Log10 (CFU/
mL). Results showed that the two fungicides significantly 
reduce (p<0.05) the viability of B . japonicum. Fludioxonil® 
presented a stronger inhibitory effect than Carbendazim® 
with more than 25% of reduction at 48 hours. Moreover, 
it was shown that alginate promotes the adherence over 
soybean seeds and bacteria protection, diminishing the 
fungicide inhibitory action (p<0.05) after 24 hours. These 
results suggest that application of polymers in bacteria 
inoculants are a promising alternative to reduce negative 
effects of fungicides over cellular viability.

Key words: Inoculants, biopolymer, Benzimidazole, Phenyl-
pyrrole.

INTRODUCCIÓN

La soya es una leguminosa oleaginosa, que se ha constituido 
en materia prima esencial en la fabricación de concentrados 
balanceados, para la alimentación animal y es una buena 
alternativa para la rotación de cultivos, en el trópico colom-
biano. El área sembrada de esta especie, a nivel nacional, es 
aproximadamente de 27.480 hectáreas, con una producción 
de 53.100 toneladas y un rendimiento de 1,9t/ha (Valencia 
& Ligarreto, 2010). A pesar de su impacto, su sistema de 
producción presenta una dependencia a la aplicación de 
diversos productos químicos, como el Carbendazim® (Me-
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til-2- bencimidazoil-carbamato) y el Fludioxonil® (4-(2,2-di-
fluoro-1,3-benzodioxol-4-il)pirrol-3-carbonitrilo) (Veloukas et 
al. 2014). Estos son fungicidas comúnmente usados para el 
control y la prevención de enfermedades causadas por géne-
ros, como Colletotrichum, Penicillium y Cladosporium, que 
atacan a las semillas y a las plántulas (Jianya et al. 2014). Di-
versas investigaciones han afirmado que algunos fungicidas 
pueden afectar negativamente la proliferación de microorga-
nismos benéficos del suelo, como las bacterias promotoras 
de crecimiento vegetal (BPCV) (Ahemad & Khan, 2012a; Mi-
ñambres et al . 2010; Lo, 2010).

Las BPCV son microorganismos que pueden crecer en o alre-
dedor de los tejidos de las plantas, estimulando su crecimien-
to por diversos mecanismos, como la fijación biológica de ni-
trógeno, la solubilización y la mineralización de fosfato, la pro-
ducción de indoles, sidérofos, entre otros (Pii et al. 2015); por 
estas razones, dichos microorganismos benéficos han sido 
considerados como agentes de fertilización biológica. Dentro 
de los géneros bacterianos más estudiados para promover el 
crecimiento de la soya, se encuentra Bradyrhizobium japoni-
cum (Nguyen et al. 2012); su potencialidad, como biofertili-
zante, ha sido demostrada con reducciones mayores al 70% 
de fertilización nitrógenada química, representando una alter-
nativa promisoria, para el desarrollo sostenible e integrado de 
este cultivo (Cassán et al. 2009). 

Dentro de las formulaciones de inoculantes biológicos, se 
están estudiando el uso de biomateriales, para brindar mayor 
protección, estabilidad y conservación genética a las cepas 
(Cortés-Patiño & Bonilla, 2015). Los biomateriales más 
empleados son los polímeros, como polivinilpirrolidona, goma 
acacia, carragenina, alginato y polietilenglicol (Rivera et al . 
2014; Rojas-Tapias et al . 2013; Rojas-Tapias et al . 2015), que 
provienen del metabolismo de diversos microorganismos, 
paredes celulares de las algas marinas y resina de árboles 
(John et al. 2011). Existen varios requisitos para que estos 
polímeros sean componentes de inoculantes, como: ser 
no tóxicos y libre de conservantes perjudiciales; proteger a 
los microorganismos inoculados de competidores de suelo 
y de factores ambientales y ser lentamente degradables en 
el suelo y contener suficiente agua para la supervivencia y 
movimiento de los microorganismos (Bashan et al. 2013; 
Covarrubias et al. 2012). Es por esto, que algunos autores 
han propuesto el uso de polímeros como solución para 
mitigar el efecto perjudicial producido por fungicidas hacia 
las BPCV (Romero-Perdomo et al. 2015; Dayamani & 
Brahmaprakash, 2014; Giongo et al . 2013). 

El objetivo del presente estudio fue evidenciar la respuesta de 
la viabilidad celular de un inoculante, con  base en cepas de 
B . japonicum, ante el uso del polímero alginato, en presencia 
de los fungicidas Carbendazim® y Fludioxonil®, peletizados 
en semillas de soya, a diferentes tiempos de secado.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos y condiciones de cultivo: En este 
estudio, se emplearon las cepas J01 y J96, identificadas 
molecularmente, con base en sus secuencias 16S rDNA, 
como B . japonicum; las cepas fueron reactivadas en YM 
(Vincent, 1970). Posteriormente, se realizó un pre inóculo en 
medio YM, a condiciones estándar: 30 ± 2°C y 150rpm.

La estandarización del inóculo de cada cepa, se realizó en 
medio YM líquido, empleando 1% (v/v) de pre inóculo. Las 
condiciones de incubación estándar fueron: 28 ± 2°C, 96h 
y 150rpm. La cuantificación de [Log10 UFC/mL], se efectuó 
en medio YM más rojo congo (10mL/L), por la técnica de 
microgota y diluciones seriadas (Doyle et al . 2001). Las 
placas fueron incubadas en condiciones aeróbicas, a 30 ± 
2°C, durante 96h; por último, se mezcló el inóculo de cada 
cepa, a una relación 1:1.

Respuesta de B . japonicum ante la adición de alginato 
en presencia de Carbendazim y Fludioxonil: Se aplicó un 
diseño completamente al azar con un arreglo factorial de 
3x2, compuesto por ocho tratamientos por triplicado (Tabla 
1). Los agroquímicos evaluados fueron Carbendazim® 
(Arysta LifeScience, France) y Fludioxonil® (Syngenta 
AG, Switzerland) y el polímero empleado fue alginato 
(Biopolímeros del FMC- Ewing, EE.UU.). La variable de 
respuesta fue viabilidad celular [Log10 UFC/mL] cuantificada, 
mediante el método de recuento en placa, con diluciones 
seriadas a las 0, 24 y 48 horas de secado, a 30 ± 2°C.

Tabla 1. Efecto del alginato sobre la interacción fungicida - B . 
japonicum . Tratamientos evaluados.

Identificación Tratamientos 

T1 Testigo químico con Carbendazim®

T2 Testigo químico con Fludioxonil®

T3 Sin fungicida + inoculación sin polímero

T4 Sin fungicida + inoculación con polímero

T5 Carbendazim® + inoculación sin polímero

T6 Carbendazim® + inoculación con polímero

T7 Fludioxonil® + inoculación sin polímero

T8 Fludioxonil® + inoculación con polímero

Inmovilización en polímero: Se usó alginato al 3,0% (m/v) 
mezclado con agua destilada; la relación del alginato 
respecto el inóculo de las cepas fue 1:10, respectivamente. 
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Proceso de peletización: Se desinfectaron las semillas 
de soya sumergiéndolas en peróxido de hidrógeno 30% y 
etanol 70% por 10 min cada uno, seguido por enjuagues 
consecutivos, con agua destilada estéril (Rojas-Tapias et al. 
2012). Posteriormente, se mezclaron las semillas con los 
fungicidas Carbendazim® (0,5L de fungicida/kg semilla/L 
agua) y Fludioxonil® (1,5L de fungicida/kg semilla/L agua); 
después, se realizó el proceso de secado, a temperatura 
ambiente, durante 60 minutos y, por último, se procedió a 
la adhesión in vitro de las semillas con el inóculo, con una 
dosis de 15kg de semilla/L.

Análisis estadístico: Los datos obtenidos fueron analizados 
a través de  ANOVA univariante de multivías y test HSD-
Tukey, mediante el paquete estadístico SPSS 17; todos los 
experimentos, se llevaron a cabo con un 95% de nivel de 
confianza. Las figuras fueron realizadas con Sigmaplot 11.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados revelaron que los dos fungicidas afectaron 
significativamente (p<0.05) la viabilidad celular de B . 
japonicum . Una disminución progresiva de la viabilidad, a 
través del tiempo, se observó en el T5 (Carbendazim® más B . 
japonicum sin alginato) y T7 (Fludioxonil® más B . japonicum 
sin alginato). Resultados diferentes fueron encontrados en 
T3 (sin fungicida y sin polímero), donde se evidenció que la 
población bacteriana, se mantuvo constante; los recuentos 
de viabilidad celular obtenidos en T5 y T7 siempre fueron 
inferiores respecto a T3. Específicamente, a las 48 horas, se 
cuantificaron pérdidas de más de dos unidades logarítmicas 
de biomasa en T5 y T7 respecto al T3 (Figura 1). 

Entre los dos fungicidas, el Fludioxonil® afectó más la 
viabilidad de B . japonicum, generando 26% de pérdida celular 
a las 48 horas de secado. Imfelda & Vuilleumierb (2012) 
afirman que los fungicidas pueden generar diferentes efectos 
en BPCV; por ejemplo, Deshwal et al. (2013) y Ahemad & Khan 
(2012b) reportaron una versatilidad metabólica del género 
Bradyrhizobium sp., para utilizar sustancias aromáticas 
cloradas, como fuente de energía. En contraste, otras 
investigaciones indican que el contacto con compuestos, 
como el benomil, carbendazim y captan, reducen entre un 
14-45% las poblaciones de B . japonicum (Rubens et al. 
2009; Mishra et al. 2013). De lo poco que se sabe respecto 
al efecto del Fludioxonil® sobre el metabolismo de BPCV, 
se ha reportado la inhibición de la síntesis de pirrolnitrina 
en Burkholderia sp. O33 y Pseudomonas fluorescens Pf-5 
(Keum et al. 2010). Posiblemente, su sustancia activa, el 
Fenilpirrol, afecte mecanismos de intercambios celulares 
dependientes de la membrana, bloqueando el crecimiento 
B . japonicum, como ocurre a nivel fúngico (Zhang et al. 
2002). 

Por otro lado, la presencia de alginato frente a la interacción 
semilla-microorganismo-fungicida, también presentó 
efecto significativo (p<0.05) sobre la biomasa de la cepas. 
Los resultados encontrados entre T3 y T4 indicaron que 
el alginato favorece la adherencia entre la superficie de 
la semilla y el material celular. A la hora 0 de secado, se 
evidenciaron diferencias significativas  (p<0.05) entre estos 
tratamientos que no contenían fungicida (Figura 1A). Las 
0,8 [Log10 UFC/mL] cuantificadas demás en el T4 están 
atribuidas a la estructura química del alginato; el alginato 
es un copolímero compuesto por los ácidos D-manúronico 
(M) y L-gulurónico (G). Los grupos carboxilos terminales 
de M y G generan un carácter aniónico a la estructura que 
le proporciona propiedad mucoadherente (Lee & Mooney, 
2012).

Otro efecto ejercido por el alginato, se evidenció entre los 
tratamientos 5 y 6 y 7 y 8. Las [Log10 UFC/mL] cuantificadas 
reflejaron una protección por parte de este polímero sobre 
B . japonicum; el efecto protector del alginato hacia el 
Carbendazim® fue observado entre T5 y T6. Existieron 
diferencias significativas (p<0.05) a las 48 horas de secado 
entre estos dos tratamientos (Figuras 1B y 1C), donde la 
biomasa celular fue mayor en 31% en presencia de alginato; 
asimismo, los resultados con Fludioxonil® entre T7 y T8 
mostraron un comportamiento similar. La protección del 
alginato frente a la acción perjudicial de este fungicida sobre 
la biomasa fue del 25%, a las 48 horas. Según Gombotz & 
Wee (2012), el efecto protector del alginato depende de la 
viscosidad y de la fuerza relativa del gel; el carácter viscoso está 
relacionado con el peso molecular y la fuerza de gelificación 
está definida por la relación entre M/G. El alginato empleado 
presenta una baja vicosidad (100-300 mPas), pero mayor 
contenido y longitud de bloques G (57%), que de M (17%), 
lo que aumenta la fuerza del gel, evitando deformaciones o 
hidrólisis, por factores externos. Un estudio que corrobora 
la acción benéfica del uso de polímeros sobre inoculantes 
biológicos fue el realizado por Pereira et al . (2010); en esta 
investigación, se registró que el polímero, no identificado, 
del inoculante comercial Stoller® protege la viabilidad de 
B . japonicum CPAC 15 y BR29 y conserva la promoción de 
crecimiento vegetal ejercida por estas cepas, para el cultivo 
de soya, en presencia de los fungicidas Tegran® y Derosal®.

Estos resultados demuestran que el alginato actúa como 
un agente adherente y protectante que mitiga la acción 
inhibitoria de los fungicidas Carbendazim® y Fludioxonil®, 
hasta las 24 horas de secado; por tal razón, el uso de 
polímeros representa una herramienta biotecnológica de 
gran importancia para disminuir los efectos perjudiciales 
de agroquímicos sobre grupos microbianos de potencial 
agroindustrial.
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 Figura 1. Efecto del polímero sobre la interacción entre fungicida y B . japonicum, a través de diferentes tiempos de secado. 

1A) hora 0; 1B) hora 24; 1C) hora 48. En los controles químicos (T1 y T2) no se evidenció crecimiento microbiano. La barra 
de errores representa ± la desviación estándar. Las letras indican grupos sub-homogéneos obtenido usando el test HSD-
Tukey.
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