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La tarea de detectar efectos de compuestos bioldgicos sobre el
rendimiento de cultivos

Gerardo Rubio®" y Martin Diaz-Zorita?

El numero de microorganismos con potenciales
efectos benéficos para los cultivos es muy elevado.
Genéricamente, pueden ser denominados microorga-
nismos promotores del crecimiento de las plantas
(MPCP). Actualmente constituyen una de las areas
mds activas dentro de las investigaciones agrondémicas.
Entre las acciones beneficiosas se encuentra la fijacion
libre o simbidtica de nitrogeno (N), la solubilizacion
de fésforo (P) y otros nutrientes, el control de agentes
patdgenos, el aporte de sustancias que estimulan el
crecimiento de la planta (tipicamente auxinas y acidos
organicos precursores de la sintesis de hormonas) y de
controladores de estrés (Ejemplo, moléculas sefial de
comunicacién entre microorganismos y plantas) (Dutta
y Podile 2009; Lugtenbertg y Kamilova, 2009) (Tabla 1).

Muchos de los estudios que describen los modos de accién
de microorganismos potencialmente benéficos han sido
desarrollados en macetas bajo condiciones controladas
tanto en cdmaras de crecimiento como en invernaculos
(Van Dommelen et al., 2009; Rodrigues et al., 2008) y
tienen limitada extrapolacion a condiciones corrientes
de produccién. Los ensayos a campo que evallan los
aportes de la inoculacion con microorganismos en cultivos
extensivos bajo practicas corrientes de produccién son
menos frecuentes. Ademas, la interpretacion de sus
resultados es variada y no siempre conclusiva. Esto en parte
se explica por la complejidad en los disefos experimentales
para analizar multiples modos de accién como también del
resultado de las interacciones con diversas condiciones de
estrés a mitigar por la actividad de los microorganismos.
Los disefios experimentales frecuentes consideran sitios
individuales durante pocas campafias de produccién o
varias localidades en un mismo ciclo productivo explorando
diversas condiciones ambientales. En cada sitio, los
tratamientos normalmente se disponen segun disefios en
bloques completos aleatorizados o en parcelas divididas
segun factores principales de manejo representativos de

practicas de produccién del cultivo (Ejemplo, fertilizacién,
genotipos, etc.).

Este tipo de disefio experimental muestra algunas
limitaciones para el andlisis e interpretacién de los
resultados por la ocurrencia de interacciones temporales
y espaciales de caracter aleatorio. Es por esto que algunos
estudios se han desarrollado considerando abundantes
localidades y en multiples ciclos productivos. De este modo,
se explora un amplio rango de condiciones ambientales
bajo practicas frecuentes de manejo de la produccién
de los cultivos en estudio. En estos trabajos se pueden
describir los efectos asociados a factores fijos (Ejemplo,
tipo de suelo) o aleatorios (condiciones ambientales
durante los ciclos productivos) (Diaz-Zorita y Fernandez-
Canigia, 2009). Una mejor interpretacion de los resultados
requiere del analisis segln la frecuencia de su ocurrencia
ademas de discriminar entre factores jerarquicos que
influyen sobre la productividad y respuesta a la produccion.
Dada la gran variabilidad en las respuestas a la inoculacién
con microorganismos, estos estudios requieren de una
vasta cantidad de casos (o ensayos) para hallar diferencias
significativas entre tratamientos.

Porunlado, se debe considerar que aunque en algun trabajo
particular un microorganismo haya sido identificado como
MPCP, el mismo no necesariamente ejercera un efecto
similar en cualquier circunstancia. Para que se produzcan
efectos simbidticos entre plantas y microorganismos deben
darse condiciones que determinen un mutuo beneficio.
Usualmente esas condiciones estan circunscriptas a un
estrecho margen. En tal sentido, debe recordarse que
el objetivo fundamental de cualquier especie es el de
perpetuarse a si misma por medio de la conservacion de
sus genes a través del tiempo mds que el de colaborar para
la perpetuacién de los genes de sus vecinos. Por otro lado,
también es importante considerar que la evaluacion de la
respuesta al agregado de compuestos de origen bioldgico

tiene la particularidad que, en caso de

Tabla 1. Tipos de microorganismos benéficos para el crecimiento de las plantas,

sus efectos sobre las plantas y algunos ejemplos.

producirse, suele ser de magnitudes
reducidas, y estar sujeta a complejos y

Tipo Efectos

Ejemplos

variables factores. De hecho, la mayoria
de los trabajos publicados que utilizan

. . Incrementan el suministro
Biofertilizantes . ,
de nutrientes del huésped
Producen fitohormonas
(AIA, giberelinas, etileno)

Biomejoradores
del rendimiento

Controlan agentes

Biocontroladores . ,
fitopatégenos

Fijacion bioldgica de N
Mineralizacion de P orgdnico
Solubilizacién de P inorganico

Produccion de fitohormonas y
precursores de fitohormonas

Produccién de antibioticos, HCN,
enzimas hidroliticas

técnicas de analisis convencionales
arroja  efectos no  significativos
(Lugtenbertg 'y Kamilova, 2009).
Indudablemente, la evaluacion de estos
tratamientos constituye no solamente
un desafio para los investigadores,
sino también para los proveedores de
servicios que desarrollan soluciones de
origen bioldgico.
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Normalmente, a medida que aumenta el nivel de
aplicaciéndeunatecnologia, laproductividad por hectérea
también crece, pero los sucesivos incrementos son, cada
vez, de menor magnitud. Por lo tanto, la comprobacion
de estos eventuales incrementos en el rendimiento (o la
falta de ellos) es mas dificil de evaluar. Y aqui podemos
distinguir dos casos contrastantes, que llamaremos A y
B (Figura 1). El caso A, lo ejemplificamos a través de un
nutriente como el N y el caso B, a través de los MPCP. En
los casos A es esperable hallar respuestas variables desde
0 hasta mas de dos digitos porcentuales. Los “insumos”
agrupados en los casos A suelen poseer algun pardmetro
que permite predecir, con menor o mayor precision, las
eventuales respuestas en el crecimiento de los cultivos
ante su agregado. Por ejemplo, la disponibilidad de
N-nitrato del suelo permite diagnosticar y estimar las
probables respuestas al agregado del N en muchos
cultivos. Las respuestas nulas o pequefias se agrupan en
aquellos sitios en los cuales el contenido de N-nitrato es
mayor a determinado umbral, mientras que las mayores
se agrupan en aquellos suelos pobres en N-nitrato. En
los casos del tipo B (MPCP), usualmente no existe un
parametro confiable que permita predecir la eventual
respuesta del cultivo a su agregado. Por otro lado, si
efectivamente hay respuesta, la misma es de menor
magnitud relativa que en el caso A, usualmente de un
solo digito porcentual. Estos puntos llevan a la cuestion
central de este reporte, que es la disyuntiva de cémo
evaluar estos casos que frecuentemente describen
situaciones de uso de tecnologias de origen bioldgico
aplicadas para la produccidn de cultivos.

El método clasico de analizar experimentos de campo
en agronomia es realizar ensayos con 3 a 5 repeticiones
y considerar un nivel de significancia (a) del 5% para la
diferenciacién entre medias de los tratamientos bajo
evaluacién. No necesariamente este es el disefio mas
adecuado para analizar los casos tipo B.

Las herramientas estadisticas

Al experimentar con compuestos bioldgicos con fines
agrondmicos deben ser tenidos especialmente en cuenta
los tres principios basicos del disefio de experimentos: la
aleatorizacidn, el control local y la replicacion.

La aleatorizacién se refiere a la asignacién de los
tratamientosalasunidades experimentales. Estaasignacion
debe ser realizada totalmente al azar de modo tal que cada
posible asignacién de tratamientos a las unidades tenga la
misma probabilidad de ocurrencia para remover sesgos
y fuentes de variacidon ajenas a los tratamientos. Con el
control local se trata de minimizar, a través de un estricto
control de las condiciones experimentales, el hecho de que
no todas las fuentes de variacion ajenas son removidas
por la aleatorizaciéon y la replicacidn. En experimentos de
campo esto implica extremar el control de las variables
que puedan afectar la sanidad, la nutricidn y el estado
hidrico de los cultivos. También se incluye en el control
local la agrupacién de las unidades experimentales dentro
de bloques homogéneos.

Finalmente, la replicacion es la estructura de repeticion
del experimento basico. En el campo, los tratamientos
deben ser aplicados a varias unidades experimentales.
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Valor de diagnéstico (Ejemplo, N-nitrato)
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Figura 1. Casos Ay B de larespuesta al agregado de un compuesto o de un fertilizante. En el caso A (Ejemplo, N) existen parametros
que permiten predecir la respuesta esperada (Ejemplo, disponibilidad de N-nitrato). En la zona de alta probabilidad de
respuesta, es esperable obtener incrementos de mayor magnitud. En el caso B (Ejemplo, MPCP) usualmente no existen
parametros que permitan predecir la respuesta al agregado del producto. Ademas, la respuesta esperada suele ser de

menor magnitud.
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Determinar el nimero de repeticiones es una de las
etapas claves en el disefio de experimentos y en la
estimacion del efecto promedio del tratamiento y de su
variabilidad; mds aun en casos en que se espera que los
tratamientos ejerzan efectos pequefios sobre las variables
de respuesta. Existen varias formas de calcular el nUmero
adecuado de repeticiones por tratamiento. Una de ellas,
recomendada para evaluar efectos de tratamientos
(biolégicos o no) sobre parametros del crecimiento de
plantas, es la propuesta por Clewer y Scarisbrick (2001).
La misma requiere definir de antemano el nivel de
confianza para controlar el riesgo de error de tipo I, de
rechazar la hipdtesis nula de ausencia de efecto cuando
los tratamientos no difieren en forma verdadera entre
si. Este riesgo se controla con el nivel de confianza, cuyo
valor depende del porcentaje de seguridad a considerar
(generalmente el 95%, a = 0.05). También se requiere
de antemano una estimacién del desvio estandar
de la poblacién y del intervalo de confianza que se
considera suficiente para establecer las diferencias entre
tratamientos. La férmula propuesta es:

t? s?
dZ
dénde r es el nimero de repeticiones, t es el valor t de
Student para el nivel de confianza deseado y los grados
de error del muestreo inicial, s es el desvio estdndar en el
pre-muestreo y d es la diferencia a detectar o magnitud

esperada de respuesta.

r=2 (Ec. 1)

En la Figura 2 se presenta un ejemplo para ilustrar la
eterminacién del nimero de repeticiones. Se observa
det del d t Se ob
gue el numero “clasico” de repeticiones (4 6 5) y de nivel
e confianza %), en este caso, seria suficiente para
d f 95% t f t
. . . .
detectar incrementos en el rendimiento de mas del 15%
pero insuficiente para detectar diferencias menores.

La comparacién entre unidades o parcelas con plantas
inoculadasy controles sininocular se suele realizar mediante
franjas apareadas Estas franjas se distribuyen en amplias
areas cubriendo diferentes condiciones de sitio (Ejemplo,
tipo de suelo) y se establecen en una o varias campafias
productivas. Dentro de cada par de franjas, y considerando
las diferentes condiciones de sitio a incluir como factor
anidado de analisis, se establecen aleatoriamente un
numero de sectores de evaluacion geoposicionados
donde se realizan las evaluaciones de productividad de
los cultivos. Para el andlisis de los resultados se consideran
metodologias de estadistica descriptiva (media vy
parametros de dispersion) de cada uno de los tratamientos
discriminando segun factores espaciales (sitio) y temporales
(campaiias). Ademas se utiliza el analisis de la varianza bajo
un disefio en factorial en parcelas divididas con campafias
y tratamientos bajo analisis como factores principales y
sitios como factor dividido. En caso de ser necesario, se
aplican transformaciones de los datos para cumplimentar
los supuestos de normalidad del error y homogeneidad
de varianzas. Este procedimiento experimental puede

involucrar alta inversion (area bajo estudio, extension del
cultivo, etc.), aunque permite alcanzar una elevada cantidad
de observaciones limitando la complejidad operativa de
extensos y complejos disefos experimentales.

Resultados de este tipo de evaluaciones, establecidas en
cultivos de trigo en sitios representativos del area sudoeste
de Buenos Aires mostraron que la cantidad de muestras
requeridas para describir, con un 95% de confianza,
diferencias en produccién entre cultivos inoculados
con Azospirillum brasilense con respecto al control sin
inoculacion difieren entre campafias. Por ejemplo, en
condiciones normales de produccion serian necesarias
entre 60 y 75 observaciones mientras que en afios con
sequias y menores rendimientos se requeririan unas
200. Esta abundante cantidad de observaciones puede
reducirse al limitar la ubicacion de las muestras a sitios
espacialmente homogéneos (Diaz-Zorita et al., 2015).

Aproximaciones probabilisticas

Las respuestas de los cultivos a los productos de
origen biolégico no se relacionan estrechamente con
factores fijos Unicos que pueden ser evaluados de
antemano. Esta es una diferencia sustancial con la
respuesta a los fertilizantes, que puede ser anticipada,
al menos parcialmente, mediante analisis de suelo.
Este comportamiento limita la posibilidad de prediccion
certera para su aplicacién sustentando decisiones de
manejo productivo. En estos casos, se requiere un
analisis alternativo de los datos experimentales que
integre poblaciones extensas de pares de casos con vy
sin la aplicacion del tratamiento correspondientes a
condiciones representativas de su ambito de aplicacién
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Figura 2. Estimacion del nimero de repeticiones. Se analiza
un caso en el que queremos evaluar el efecto de un
compuesto bioldgico X aplicado sobre un cultivo de
soja de un area determinada. De la campaiia anterior,
en esta drea, se posee el dato que el cultivo alcanzé
un rendimiento promedio de 2764 kg ha?, con un
coeficiente de variacion de 8.99%, lo cual significa un
desvio estandar de 248.48 y una variancia de 61 744.
Utilizando la (Ec. 1), y la informacion descripta de la
campaiia anterior, se calcula el nimero de repeticiones
para poder detectar incrementos en el rendimiento del
5 al 15% y utilizando dos niveles de confianza, 90 y 95%.




(Ejemplo, region, tipo de manejo del cultivo, etc.).
Cuando los datos disponibles son escasos y se dispone de
opiniones expertas de soporte en su analisis se pueden
emplear herramientas tales como la simulacién Monte
Carlo o el analisis de distribucidn de frecuencias Betapert
(Berger y Pena, 2013). Estos métodos permiten estimar
la probabilidad de distribucidn de resultados de variables
aleatorias para el analisis de incertidumbre (Berger y
Pena, 2013). En el caso de disponer de un nimero elevado
de casos, es recomendable analizar la distribucion
acumulada de los resultados. En su interpretacion se
pueden identificar no solo los rangos de respuestas sino
las proporciones con respecto a niveles de referencia.

Los resultados pueden ser descriptos por funciones
de distribucién a partir de los datos empiricos de las
evaluaciones. Por ejemplo, en la Figura 3 se presentan las
distribuciones de frecuencias acumuladas de respuestas
a la inoculacién con rizobios en cultivos de soja segun
dos regiones contrastantes (Argentina y Brasil) y con
Azospirillum brasilense en cultivos diferentes (trigo vy
maiz). Estas evaluaciones se desarrollaron en condiciones
normales de produccion agricola en diversas regiones y
multiples campanas. En promedio, sobre 163 casos en
Brasil se observé una respuesta media de 146 kg ha' a
la inoculacion de soja con rizobios y 95% de sitios con
respuesta positiva, mientras que en Argentina el mismo
tratamiento, evaluado en 839 casos, mostré respuestas
medias de 216 kg ha™ con resultados positivos en el 79%
de los sitios. En el caso de la inoculacidén con Azospirillum
brasilense en cereales, sobre 432 sitios cultivados con

trigo la respuesta media fue de 243 kg ha?, mientras
que en maiz y al evaluar 225 sitios la mejora media de
rendimientos fue de 524 kg ha™. Los casos positivos de
respuesta fueron 81% en trigo y 86% en maiz.

Esta aproximacion difiere de los analisis tradicionales vy,
en término de decisiones de aplicacion de tecnologias
de manejo productivas, es una medida mas real de
evaluacién del comportamiento de los cultivos a la
utilizacién de productos bioldgicos. Los resultados
deterministicos, normalmente expresados por el valor
medio de la respuesta a la aplicacidon del tratamiento
bioldgico, son reemplazados por la distribucién de valores
y una respuesta probabilistica.

Consideraciones finales

En el laboratorio se han comprobado numerosos efectos
benéficos para las plantas superiores de la presencia
de diversos microorganismos. Sin embargo, sélo alguno
de estos efectos benéficos se han corroborado en
condiciones de invernaculo. En condiciones de campo,
las comprobaciones efectivas han sido aiin mas escasas.
Comprender las variaciones de las respuestas en las
distintas condiciones es clave para poder evaluar la
potencialidad de su incorporacion a las practicas del
cultivo. Las razones pueden responder a distintos
origenes. Por ejemplo, una bacteria de comprobado
efecto biocontrolador en el laboratorio puede, a su vez,
ser biocontrolada por otro microorganismo en el suelo.
Por otro lado, la produccién de metabolitos secundarios
causantes de los potenciales efectos positivos en el
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Figura 3. Distribucion de frecuencias acumuladas de respuestas en produccion de granos a la inoculacion de soja con
Rizobios en Argentina y en Brasil y de trigo y maiz con Azospirillum brasilense en Argentina (Fuente: Monsanto BioAg
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crecimiento de las plantas, es regulada por condiciones
que pueden variar entre el laboratorio y el campo.

El efecto de los MPCP debe ser necesariamente analizado
en el contexto de la menor magnitud de las eventuales
respuestas. En estos casos, es aun mas significativo
seguir estrictamente los tres principios bdsicos del
disefio experimental. Se debe prestar especial atencion
para ajustar las condiciones del ensayo de modo tal de
reducir el error experimental. Asimismo, ademas de la
variable rendimiento, es recomendable utilizar variables
de respuesta alternativas que puedan expresar mayor
sensibilidad.

Por ultimo, hay que considerar que los protocolos de
disefo y analisis de experimentos utilizados en el ambito
de la investigacién cientifica no necesariamente son
seguidos por otros interesados en el tema, como los
adoptantes de la practica. Por ejemplo, la incorporacion
de una practica de manejo puede ser resultado de
otros procedimientos de analisis, tales como usar
un nivel de confianza de 10% en lugar de 5% en los
analisis estadisticos. O también, a partir de analisis de
distribuciones de valores y respuestas probabilisticas
considerando abundantes datos provenientes de
evaluaciones de respuestas desarrolladas en condiciones
representativas de produccion.
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