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Resumen

Este estudio evalud los efectos de dos sistemas de agitacion de mezcla de pulverizacion -
mecanico (hélice) e hidraulico (vortice)- combinados con diferentes caudales y tipos de boquillas
sobre la viabilidad de Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense. Se realizaron cuatro
experimentos de blogues al azar para evaluar el modo de agitacion, el caudal y el tipo de boquilla en
condiciones simuladas de aplicacidn. La viabilidad se cuantificé mediante el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) en 2023. El tipo de agitacion, el caudal, el tipo de boquilla y la
configuracién del sistema completo no aumentaron la mortalidad bacteriana. Se concluye que el
sistema de pulverizador agricola y sus parametros operativos no influyen en la viabilidad de los
inoculantes evaluados.
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Introduccin

Los rizobios se encuentran entre los inoculantes mas antiguos y utilizados. Estas bacterias
diazotrdficas colonizan la rizosfera y forman nédulos radiculares, especialmente en leguminosas, lo
gue permite lafijacion bioldgica de nitrégeno en niveles que a menudo satisfacen los requerimientos
de nitrogeno completos de la planta (Alemneh et al., 2020; Nakei et al., 2022). Otras bacterias
diazotroficas, como Azospirillum spp., establecen asociaciones menos intimas con las raices de
las plantas, pero aun asi contribuyen significativamente a la absorcién de nitrégeno (Santos et al.,
2019; Cassan et al., 2020; Bhattacharjee et al., 2023).

Tradicionalmente, el tratamiento de semillas ha sido el principal método para aplicar agentes
microbianos, lo que asegura el contacto directo entre las semillas y los inoculantes. Sin embargo,
se utilizan cada vez mas métodos alternativos de aplicacion, como la aplicacion en surco y la
pulverizacion foliar, debido a su flexibilidad operativa y al potencial para optimizar la distribucion
microbiana en el entorno rizosférico (O’Callaghan et al., 2022; Sivasakthivelan et al., 2023).

El uso creciente de bioinsumos microbianos en la agricultura ha generado nuevos retos técnicos
relacionados con la formulacién, manipulacion, almacenamiento y aplicacion en condiciones de
campo. Los inoculantes microbianos son productos basados en organismos vivos y su desempefio
agronémico depende de mantener la viabilidad celular hasta su entrega en el sitio objetivo.

Revisiones recientes han destacado que los biofertilizantes y los inoculantes microbianos son
cada vez mas importantes para la agricultura sostenible, pero su desempefio en campo puede
verse afectado por limitaciones asociadas a la estabilidad de la formulacién, la vida atil y los
procedimientos de aplicacién (O’Callaghan et al., 2022; Diaz-Rodriguez et al., 2025).

A pesar de la necesidad de estudios que validen las tecnologias de aplicacion e identifiquen los
factores operativos que puedan afectar la supervivencia microbiana durante el uso agricola,
la informacién sobre los efectos de los componentes del pulverizador, los sistemas de
agitacién, la presion, el caudal y el paso por la boquilla en la viabilidad del inoculante
bacteriano sigue siendo limitada.

Durante la pulverizacibn mecanizada, la mayoria de las formulaciones de inoculantes
son sometidas a agitacion, presurizacion y atomizaciéon mediante boquillas hidraulicas. Aunque
estos sistemas estan bien establecidos para aplicar insumos quimicos, sus efectos sobre la
viabilidad microbiana siguen siendo poco comprendidos (Oliveira et al., 2022; Kumar et al.,
2023; Beltran-Matrti et al., 2024).

Dada esta escasez de informacion, se planted la hipétesis de que las variables operativas
de los sistemas de pulverizadores podrian reducir la viabilidad de los microorganismos en las
formulaciones de inoculantes. Por ello, este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de dos
sistemas de agitacion de mezcla (hélice y vértice), combinados con cuatro tipos de boquillas de
pulverizacion a una presion de aplicacion de 4 bar, sobre la viabilidad de Bradyrhizobium japonicum
y Azospirillum brasilense.

Material y mtodos

Procedimientos experimentales generales

Los experimentos se llevaron a cabo entre agosto y noviembre de 2023 en el Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo de Forbio Agrociéncia Ltda. (Apucarana, Parana, Brasil). Se realizaron
cuatro experimentos independientes de blogues al azar: dos con B. japonicum (cepas SEMIA 5079
y 5080; Aladin Plus Nod®, el cual contiene 7 x 10° unidades formadoras de colonias UFC ml™,
aplicado a 300 ml ha™), y dos con A. brasilense (cepas Ab-V5 y Ab-V6; Grammy Crop®, el cual
contiene 2 x 10° UFC ml™, aplicado a 200 ml ha™).

Cada experimento se organizé en un disefio de bloques al azar con nueve tratamientos y tres
repeticiones, con dos formas de agitacion (hélice y vortice), aplicacion a 4 bar y cuatro boquillas de
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pulverizacién. La unidad experimental consisti6 en una muestra de mezcla de pulverizacion de
0.3 L recolectada del simulador de pulverizador agricola bajo cada condiciéon de tratamiento. El
factor de bloqueo correspondié a la ejecucion experimental, la cual se utilizé para controlar la
posible variacion asociada a la preparacion de la mezcla de pulverizacién, a la operacién del
simulador, a la recoleccién de muestras y al cultivo microbiano en placa. Asi, cada experimento
comprendi6 27 observaciones, lo que sumd un total de 108 observaciones entre los cuatro
experimentos independientes.

Los experimentos 1 y 3 usaron agitacion por hélice (para B. japonicum y A. brasilense,
respectivamente), mientras que los experimentos 2 y 4 emplearon agitacién por vértice bajo el
mismo conjunto de tratamientos.

Las boquillas fueron seleccionadas por su representatividad en operaciones de campo, de
la siguiente manera: dos boquillas para aplicacion foliar (COAP 90° 015 y LBD 110° 015) y
dos boquillas para aplicacion en surco (MJS M1041 y MJS M1040), segun lo descrito por
Mota y Raetano (2019).

Para mantener una presién constante (4 bar) en todas las condiciones de flujo, se utilizaron valvulas
calibradas para igualar caudales nominales de 0.68, 0.25 y 0.21 L min™, correspondientes a los
conjuntos de boquillas evaluados. Todos los tratamientos se realizaron a 25 +1 °C.

Se utilizaron los siguientes tratamientos: T1= control (mezcla de pulverizacion agitada
manualmente ); T2= agitacién de 2 h; T3= agitacién de 2 h, aplicada a 4 bar y 0.68 L min™; T4=
agitacién de 2 h, aplicada a 4 bar y 0.68 L min™ usando COAP 90° 015; T5= agitacion de 2 h,
aplicada a 4 bar y 0.68 L min™ usando LBD 110° 015; T6= agitacién de 2 h, aplicada a 4 bar y 0.25
L min™; T7= agitacién de 2 h, aplicada a 4 bar y 0.25 L min™ usando MJS M1041; T8= agitacién
de 2 h, aplicada a 4 bar y 0.21 L min™; y T9= agitacién de 2 h, aplicada a 4 bar y 0.21 L min™
usando MJS M1040.

Simulador de pulverizacin

Un simulador de pulverizador agricola fue desarrollado por Atomizer de Brasil y se utilizé para
reproducir una circulacién hidraulica similar a la de campo y el paso por la boquilla bajo condiciones
controladas, permitiendo comparaciones entre sistemas de agitacion y configuraciones de bombas
(Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de los componentes del simulador de pulverizador agricola: A) tanque;
B) motor eléctrico (agitacion por hélice); C) manémetro (presion del vortice); D) bomba eléctrica (presion de
aplicacion); E) bomba eléctrica (agitacion por vortice); F) sistema de pulverizacion equipado con dos boquillas; y
G) manémetro (presion de aplicacion).

Recoleccion de muestras

En todos los experimentos, se recolectaron muestras en nueve puntos predefinidos (T1-T9) para
aislar los efectos de agitacién, presurizacion, circulacion y paso por la boquilla. T1 fue el control de
manipulacién manual, T2 se recolectd después de 2 h de agitacion (2.76 bar) y T3 tras exposicién
a 4 bar sin paso por la boquilla; T4-T9 se recolectaron tras pasar por el sistema bajo cada condicion
de boquilla/caudal. Entre tratamientos, el sistema se desinfecté con tres ciclos de enjuague vy el
arrastre se comprobd mediante el cultivo en placa.

Determinacion de la viabilidad microbiana

Las muestras de cada tratamiento se sometieron a diluciones seriadas en condiciones asépticas.
Para cada dilucion, se transfirié una alicuota de 1 ml a un tubo de ensayo que contenia 9 ml de
agua peptonada estéril al 0.1% (dilucion 1:10). La mezcla se homogeneizé utilizando un Vortex
Mixer® (Gilson) para asegurar una dispersién uniforme. Este proceso se repitié sucesivamente
hasta alcanzar una concentracién de 10™ para B. japonicum y 10 para A. brasilense.

La viabilidad de los agentes bioldgicos se determind mediante el recuento de UFC aplicando el
método de siembra en placa por expansion, segun lo descrito por Pereira (2020). Para ello, se
esparcieron alicuotas de 100 pl de cada dilucién sobre la superficie solidificada de un medio de
cultivo especifico para cada bacteria utilizando un asa Drigalski. Las placas se prepararon en
triplicado e incubaron en una incubadora bacteriolégica (SolidSteel) a 30 +2 °C.

En los experimentos 1y 2, B. japonicum se cultivd en agar levadura manitol suplementado con rojo
Congo e incubado durante 7-10 dias, segun Fred y Waksman (1928). En los experimentos 3y 4, A.
brasilense se cultivé en agar rojo Congo y se incubé durante 3-5 dias, segun Cassan et al. (2010).
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Anlisis estadstico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza (Anova). Los residuos se evaluaron utilizando
las pruebas de Jarque-Bera, Cochran y aditividad para evaluar los supuestos de normalidad,
homocedasticidad y aditividad, respectivamente. Posteriormente, se analizaron las medias
mediante la prueba de Holm unidireccional al nivel de significancia del 5% (a) para determinar si
los componentes aislados del pulverizador, o el sistema completo, influian en la viabilidad de B.
japonicum o A. brasilense.

Los efectos del tratamiento se evaluaron utilizando 12 contrastes planificados a priori. El
contraste C, (T1 vs T2) evalud el efecto de la agitacién por si sola. Los contrastes C, (T2 vs T3),
Cs (T2 vs T6) y C, (T2 vs T8) evaluaron el efecto de la aplicacién a 4 bar sin paso por la boquilla a
caudales de 0.68, 0.25y 0.21 L min™, respectivamente.

Los contrastes C, (T3 vs T4) y C, (T3 vs T5) evaluaron el paso a través de las boquillas COAP
90° 015 y LBD 110° 015, respectivamente, mientras que Cq (T6 vs T7) y C; (T8 vs T9) evaluaron
el paso a través de las boquillas MJS M1041 y MJS M1040, respectivamente. Los contrastes C,
(T1 vs T4), €y (T1 vs T5), €1y (T1vs T7) y €y, (T1 vs T9) evaluaron las configuraciones de los
sistemas completos utilizando las boquillas COAP 90° 015, LBD 110° 015, MJS M1041 y MJS
M1040, respectivamente.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPEED Stat, versién 3.3, desarrollada
en Brasil por la Universidad Federal de Vigosa (Carvalho et al., 2020).

Resultados y discusion

Los resultados de viabilidad de B. japonicum mostraron que ni la agitacion por hélice ni la agitacion
por vortice afectaron a los recuentos de UFC (Cuadro 1 y 2). En el experimento 1 (agitacién por
hélice) y el experimento 2 (agitacién por vortice), €, (T1 x T2) indicé que la agitacién por si sola
no caus6 mortalidad bacteriana significativa en comparacion con el control agitado manualmente.

Cuadro 1. Recuentos (10° UFC mlI™) y estimaciones de contraste correspondientes de Bradyrhizobium japonicum
tras el paso de la mezcla de pulverizacidn a través de un sistema de pulverizacién con agitacion por hélice
(experimento 1).

Tratamiento Recuento Tlvs T2vs T3vs T6 vs T8vs
T1 Control 8.23"™
T2 Hélice 7.97 0.267™
T3 Hélice + V1 8.9 -0.933™
T4 Hélice + V1 + 8.39 -0.156™ 0.511™
COAP 90°015
T5 Hélice + V1 + 10.99 -2.76"™ -2.09™
LBD 110°015
T6 Hélice + V2 8.59 -0.622™
T7 Hélice + V2 + 8.91 -0.678™ -0.322™
MJS M1041
T8 Hélice + V3 9.28 -1.31™
T9 Hélice + V3 + 9.33 -1.1"™ -0.056™
MJS M1040
V1=0.68 L min™; V2=0.25 L min; V3= 0.21 L min™’; ns= no significativo; p= 0.19 (Anova); CV= 13.4%. Un asterisco
indica diferencias significativas (p< 0.05) segun la prueba de Holm unidireccional.
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Cuadro 2. Recuentos (10° UFC ml™) y estimaciones de contraste correspondientes de Bradyrhizobium japonicum
tras el paso de la mezcla de pulverizacion a través de un sistema de pulverizacion con agitacion por vortice
(experimento 2).

Tratamiento Recuento Tlvs T2vs T3vs T6 vs T8 vs
T1 Control 8.41"™
T2 Vortice 9.04 -0.633™
T3 Vortice + V1 9.22 -0.178™
T4 Vortice + V1 + 9.55 -1.14™ -0.331™
COAP 90°015
T5 Voértice + V1 + 9.38 -0.97™ -0.159™
LBD 110°015
T6 Vortice + V2 8.6 0.442™
T7 Vértice + V2 9.47 -1.06™ -0.872™
+ MJS M1041
T8 Vortice + V3 9.58 -0.535™
T9 Vértice + V3 9.11 -0.702™ 0.467™
+ MJS M1040

V1= 0.68 L min™; V2= 0.25 L min™; V3= 0.21 L min™; ns= no significativo; p= 0.584 (Anova); CV= 8.6. Un asterisco indica
diferencias significativas (p< 0.05) segun la prueba de Holm unidireccional.

Se obtuvieron resultados consistentes para Cq, C1, C11 ¥ €15, que evaluaron el sistema completo de
pulverizador, incluyendo el tipo de agitador (hélice o vortice), la aplicacion a 4 bar y los diferentes
caudales asociados a las boquillas de pulverizacion. Estos contrastes planificados mostraron que
las configuraciones de los sistemas de pulverizador completos no afectaron la viabilidad bacteriana.

Los otros contrastes planificados, que involucraban diferentes caudales y boquillas de
pulverizacion, tampoco resultaron en efectos significativos. En el experimento 1, los recuentos de
B. japonicum oscilaron entre 7.97 y 10.99 x 10° UFC ml", mientras que en el experimento 2 el
rango fue de 8.41 a 9.58 x 10° UFC ml™. De manera similar, los sistemas de agitacién no
afectaron la viabilidad de A. brasilense en los experimentos 3 (Cuadro 3) y 4 (Cuadro 4).

Cuadro 3. Recuentos (10° UFC ml™) y estimaciones de contraste correspondientes de Azospirillum brasilense tras
el paso la mezcla de pulverizacion a través de un sistema de pulverizacion con agitacion por hélice (experimento 3).
Tratamiento Recuento Tlvs T2 vs T3vs T6 vs T8vs |
T1 Control 3.43™
T2 Hélice 2.87 0.561™
T3 Hélice + V1 2.39 0.478™
T4 Hélice + V1 + 2.97 0.461™ -0.578™
COAP 90°015
T5 Hélice + V1 + 2.32 1.11™ 0.071™
LBD 110°015
T6 Hélice + V2 2.64 0.225™
T7 Hélice + V2 + 2.66 0.768™ -0.018™
MJS M1041
T8 Hélice + V3 2.76 0.11™
T9 Hélice + V3 + 3.06 0.371™ -0.301™
MJS M1040
V1=0.68 L min™; V2=0.25 L min; V3= 0.21 L min™’; ns; p= 0.704 (Anova); CV= 25.9%. Un asterisco indica diferencias
significativas (p< 0.05) segun la prueba de Holm unidireccional.
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Cuadro 4. Recuentos (10° UFC ml™) y estimaciones de contraste correspondientes de Azospirillum brasilense tras
el paso de la mezcla de pulverizacion a través de un sistema de pulverizacién con agitacion por vortice
(experimento 4).

Tratamiento Recuento Tlvs T2vs T3vs T6 vs T8 vs
T1 Control 5.14"
T2 Vortice 4.77 0.378™
T3 Voértice + V1 5.38 -0.611™
T4 Vortice + V1 + 5.1 0.044"™ 0.278™
COAP 90°015
T5 Vortice + V1 + 7.1 -1.96™ -1.72"
LBD 110°015
T6 Vértice + V2 4.7 0.067™
T7 Vértice + V2 6.17 -1.02" -1.47"
+ MJS M1041
T8 Vértice + V3 5.59 -0.822™
T9 Vértice + V3 4.76 0.389™ 0.833™
+ MJS M1040

V1=0.68 L min™; V2= 0.25 L min™; V3= 0.21 L min™; ns= no significativo; p= 0.24 (Anova); CV= 20.8. Un asterisco indica
diferencias significativas (p< 0.05) segun la prueba de Holm unidireccional.

Los recuentos oscilaron entre 2.32 y 3.43 x 10° UFC ml™ en el experimento 3y de 4.7 a 7.1 x 10°
UFC ml* en el experimento 4, sin diferencias significativas entre tratamientos. Es decir, ninguna
de las condiciones operativas comprometio la viabilidad de los inoculantes bacterianos.

Pocos estudios han investigado tecnologias de aplicacién de bioinsumos desde la perspectiva
de como los sistemas de pulverizacion influyen en la supervivencia microbiana. La investigacion
existente es limitada y se centra en productos fangicos (Hidalgo et al., 2003; Gouli et al., 2011;
Zampiroli et al., 2019; Ru et al., 2020; Loeblein et al., 2022), lo que dificulta aislar los factores
directamente asociados con el sistema de aplicacion.

Estudios recientes en biofertilizantes, biopesticidas y tecnologias de aplicacion han demostrado
gue el desempefio microbiano depende no solo del potencial bioldgico del organismo activo, sino
también de la calidad de la formulacion, la viabilidad celular, la estabilidad de almacenamiento
y la compatibilidad con los procedimientos de aplicacion. Para los biofertilizantes microbianos,
mantener células viables durante el almacenamiento, transporte y aplicacion en campo sigue
siendo uno de los principales factores asociados con un desempefio inconsistente en campo (Fadiji
et al., 2024; Diaz-Rodriguez et al., 2025).

Ademas, revisiones recientes han enfatizado el creciente uso agricola de inoculantes microbianos
y la necesidad de integrar estos productos de forma segura y eficiente en los sistemas de
produccion actuales (dos Reis et al.,, 2024; Diaz-Rodriguez et al., 2025). En cuanto a los
biopesticidas, estudios que simulan condiciones de aplicacién de pulverizacion han demostrado
que el estrés mecanico, el estrés térmico, las bombas hidraulicas, los filtros y las condiciones
operativas pueden afectar la supervivencia microbiana, especialmente en los propagulos
fangicos (Grella et al., 2023; Beltran-Marti et al., 2024).

En este contexto, la ausencia de reducciones significativas en la viabilidad de B. japonicum y A.
brasilense observadas en el presente estudio indica que los sistemas de pulverizador y
aplicador en surco evaluados fueron compatibles con estos inoculantes bacterianos bajo las
condiciones evaluadas.

Las bacterias son organismos unicelulares cuya estructura protectora principal es la pared
celular, una matriz rigida de cadenas adyacentes unidas por puentes cruzados de
aminoacidos. Esta estructura mantiene la forma celular, proporciona resistencia mecanica
y previene la lisis bajo presion osmética interna, que en condiciones naturales alcanza ~2
atm (2.03 bar) (Madigan et al., 2016).
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En el rango de operacion evaluado aqui (4 bar), la recirculacion y el paso por la boquilla no redujeron
de forma medible los recuentos viables, lo cual es consistente con la tolerancia bacteriana a
cambios de presién transitorios bajo condiciones tipicas de pulverizador terrestre (Mota y Raetano,
2019). Por tanto, la presién utilizada en este estudio refleja entornos de campo comunes.

Estos resultados respaldan la compatibilidad de los sistemas de aplicacién de pulverizacion con
inoculantes bacterianos. Aunque muchos bioproductos actuales se formulan con bacterias en
estado vegetativo 0 como endosporas, aln se necesita mas investigacién para profundizar en
nuestra comprension de cémo los sistemas de pulverizacion interactdan con diferentes grupos
microbianos y condiciones operativas, incluyendo variaciones en el caudal, tipo de pulverizador,
presion y duracién de aplicacion, temperatura del tanque y tiempo de retencion tras la preparacién
de la mezcla de pulverizacion (Zampiroli et al., 2019; Grella et al., 2023). Por lo tanto, deberian
realizarse estudios adicionales para esclarecer estos aspectos y fortalecer la base cientifica para
el uso seguro y eficiente de los bioinsumos.

Conclusiones

Los sistemas de pulverizadores agricolas operados a 4 bar fueron compatibles con inoculantes
que contenian Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense. La agitacion por hélice y por
vortice, los caudales evaluados y las boquillas utilizadas para aplicaciones foliares y en surcos no
redujeron la viabilidad bacteriana.
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