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RESUMEN

La soja constituye el principal cultivo de verano y es componente de todas las rotaciones por
su alto valor en el mercado internacional. Es un cultivo de gran rusticidad, con capacidad para
desarrollarse y producir atn en condiciones de suelos con ciertas limitaciones.

La inoculacion con mezclas de bacterias provee un mejor balance nutricional para las plantas,
y la mejora en la absorcion radicular de nitrégeno y fdsforo, es el mecanismo principal de
interaccién entre plantas y bacterias. Cuando se coinoculo B.japonicum y Pseudomonas spp sobre
raices de soja, se registro mayor nimero de nodulos y peso seco. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la coinoculacion con bacterias solubilizadoras de fésforo sobre la
productividad de soja.

El ensayo se realiz6 en el campo experimental de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Se
utilizo un disefio completamente aleatorizado con 4 tratamientos y 4 repeticiones, los cuales fueron
T1: sin inocular, T2: inoculado con Bradyrhizobium japonicum, T3: coinoculacién (Bradyrhizobium
japonicum mas bacterias solubilizadoras de fosforo) y T4: bacterias solubilizadoras de fosforo. Se
evaluo en el estadio V5 (Peso seco de raiz mas nddulos por planta; Peso seco de biomasa aérea por
planta; Numero de nédulos por planta en la raiz principal; Numero de nédulos por planta en la raiz
lateral), estadio R3 (Efectividad) y estadio R8 (NUmero de vainas planta®; Ndmero de granos
vaina™; Peso de 1000 granos y Rendimiento).

En los tratamientos donde se utilizo la inoculacién, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en peso seco de raiz méas nodulos planta™, nimero de nédulos en la
raiz principal, efectividad, nimero de granos vaina™ y rendimiento para Rhizobium; y en peso seco
de raiz mas nodulos planta™, nimero de nddulos en la raiz principal y rendimiento cuando se
inoculo con bacteria solubilizadora de fésforo. En el tratamiento donde se empleo la coinoculacion
se observan diferencias estadisticamente significativas en pardmetros como efectividad vy

rendimiento.

Palabra clave: Soja, Coinoculacion, Nodulacién, Bradyrhizobium japonicum, bacterias

solubilizadoras de fosforo.



SUMMARY

Soybean is the main summer crop and is a component of all rotations for its high value in the
international market. It is a crop of great hardiness, able to develop and produce soil conditions
even with some limitations.

The inoculation with bacteria provides a better nutritional balance for plants, and improving
root uptake of nitrogen and phosphorus, is the main mechanism of interaction between plants and
bacteria. When coinoculated and Pseudomonas spp B.japonicum on soybean roots, was registered
largest number of nodules and dry weight. The aim of this study was to evaluate the effect of co-
inoculation with phosphate solubilizing bacteria on soybean productivity.

The study was conducted at the experimental field of the National University of Rio Cuarto.
Was used a completely randomized design with 4 treatments and 4 repetitions, which were T1:
uninoculated, T2: inoculated with Bradyrhizobium japonicum, T3: coinoculation (Bradyrhizobium
japonicum more phosphorus solubilizing bacteria) and T4: phosphorus solubilizing bacteria. Was
evaluated in stage V5 (root dry weight more nodules per plant, dry weight biomass per plant,
number of nodules per plant in the main root, number of nodules per plant at the root side), R3 stage
(Effectiveness) and stage R8 (number of pods plant-1, Number of grains pod-1, 1000 grain weight
and yield).

In the treatments where inoculation was used, there were statistically significant differences
in root dry weight more nodules plant-1, Number of nodules on the main root, effectiveness,
number of grains pod-1 and Rhizobium performance, and root dry weight more nodules plant-1,
number of nodules on the main root and performance when inoculated with bacteria solubilizing
phosphorus. In the treatment where employment co-inoculation was observed statistically

significant differences in parameters such as effectiveness and performance.

Key words: Soybean, co-inoculation, nodulation, Bradyrhizobium japonicum, phosphorus

solubilizing bacteria.



INTRODUCCION

La soja (Glycine max) es una leguminosa originaria del continente asiatico. Es el cultivo
gue mas ha crecido en los ultimos 25 afios en nuestro pais y se diferencia de los otros granos ya
gue se exporta en casi su totalidad (alrededor del 96 %), como poroto, harina o pellets, aceite y
biodiesel, estas son una de las razones que explican por que el productor siembra cada vez mas
soja disminuyendo consecuentemente la superficie destinada a otros cultivos como, trigo y
maiz, cuyos registros de exportacion se han cerrado en repetidas ocasiones.

En la campafia 2010/11 el &rea cultivada con esta especie fue de 18.886.634 ha, con una
produccién de 48.885.703 tn, sembradas en una amplia zona del pais (desde los 23° a los 39° de
latitud sur). En la region pampeana se concentra cerca del 94 % de la superficie cultivada y el
95% de la produccion total (MAGPYA, 2012). La superficie sembrada en la provincia de
Cdrdoba, en la misma campafia fue de 5.054.390 ha, siendo la produccién total de 12.252.266 tn
(MAGPyA, 2012).

En el departamento Rio Cuarto la superficie sembrada en la campafia 2010/11 fue de
586.000 ha, la produccién en toneladas fue de 1.386.500 y la produccidn por hectérea de 2366
kg (MAGPyA, 2012).

La soja constituye el principal cultivo de verano y es componente de todas las rotaciones
por su alto valor en el mercado internacional. Es un cultivo de gran rusticidad, con capacidad
para desarrollarse y producir ain en condiciones de suelos con ciertas limitaciones. Esta
propiedad puede sugerir una escasa demanda de nutrientes, pero la informacién disponible en el
pais y en el exterior demuestran lo contrario. Es el cultivo agricola de mayor requerimiento de
nitrégeno y de fosforo, luego de la colza, presentando asimismo los mas altos indices de
cosecha (Fontanetto et al., 2010).

El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales mas importantes, con una gran
participacion en los sistemas de produccién y es el elemento que mas cominmente limita la
produccion de los cultivos de grano. Sus fuentes de provision son el suelo y la fijacion
bioldgica. El nitrogeno presente en la solucion de suelo proviene de la mineralizacion de la
materia organica cuyo nivel en el suelo es fundamental para mantener una produccion
sustentable; mientras que el nitrégeno aportado por la fijacion biol6gica procede de la
asociacion simbidtica con bacterias especificas que fijan nitrogeno atmosférico. Este nutriente
forma parte de toda célula viva, en las plantas es constituyente de clorofila, de proteinas,
incluyendo las enzimas y de muchos otros compuestos. La gran necesidad de nitrégeno de las
plantas y la limitada oferta de los suelos para suministrar el nitrégeno disponible, hace que sea
el nutriente mas limitante para la produccion (Bernardo et al., 2004).

La soja se caracteriza por acumular importantes cantidades de proteina en el grano,

alcanzando valores promedios del 40%, para lo cual debe almacenar grandes cantidades de



nitrégeno. Se estima que se requieren 80 kg de nitrégeno para producir 1000 kg de soja (Thuar
et al., 2007).

Una gran parte de este requerimiento es cubierto via FBN (Fijacion Biologica del
Nitrégeno) a través de la simbiosis Soja- Rhizobium y en diferentes zonas sojeras de la
Argentina aporta desde el 23 al 72 % de nitrégeno derivado de la atmésfera (Racca, 2009).

La calidad de muchos suelos de diversas areas de nuestro planeta ha declinado
significativamente desde que sistemas pastoriles o forestales fueron paulatinamente
remplazados por la actividad agricola. Este proceso de agriculturizacion creciente, en muchas
situaciones desmedidos, sumado al manejo inadecuado de las tierras ha conducido al deterioro
de la estructura del suelo y a la consecuente reduccion en el nivel de materia orgénica, con una
marcada disminucién de la fertilidad quimica y fisica del suelo (Salinas — Garcia et al.,1997).
En nuestro pais, a partir de la década del 80°, también se ha manifestado el proceso de
degradacion de los suelos como consecuencia de la intensificacion de las actividades agricolas
(Urricariet y Lavado, 1999; Micucci y Taboada, 2006). La agricultura continua, el uso de
sistemas de labranza agresivos y, sumado a esto, el monocultivo de soja o la secuencia
trigo/soja, provocaron el deterioro de las propiedades quimicas, fisicas y biologicas de los
suelos y el incremento de las superficies afectadas por los procesos erosivos y de degradacion
(Buschiazzo, et al., 1998; Micucci y Taboada, 2006).

En este sentido, debido a la continua pérdida de fertilidad quimica de los suelos, se
considera que la necesidad de nitrégeno de la soja debe ser cubierta en mayor medida por el
mecanismo de FBN, que por la absorcion por flujo masal de nitrégeno disponible en el suelo.
En este aspecto, la respuesta del cultivo a la inoculacién debe ser positiva.

La practica mas recomendable para lograr que la FBN sea una fuente importante de N
(nitrégeno) para el cultivo de soja es la inoculacion de la semilla con cepas de Bradyrhizobium
japonicum incorporadas por medio de inoculantes de alta calidad. La respuesta a la inoculacion
es mayor cuando los lotes no cuentan con antecedentes de soja (Thuar et al., 2007). No
obstante, también se ha observado respuesta a la reinoculacion en lotes con historia sojera
previa (Ferraris et al., 2010).

La FBN es catalizada por el complejo enzimético nitrogenasa, el cual consta de dos
metaloproteinas (Azcon- Bieto y Talon, 2000).Esta enzima es extremadamente sensible al
oxigeno y se inactiva de forma irreversible cuando se expone al aire. Para lograr bajas
concentraciones, la planta suministra al ndédulo una proteina, la leghemoglobina, que es capaz de
complejar y transportar O, con gran afinidad. Dado que la leghemoglobina es roja, la actividad
fijadora de nitrégeno en los nddulos es facilmente detectable por observacion de coloracion
rosada, a diferencia de la coloracion blanca o parduzca de los nddulos inefectivos (Lodeiro et al,
2003).



En condiciones adecuadas para la expresion de la simbiosis, la nodulacién comienza a
visualizarse a los 5-15 dias. Los valores de nitrogeno fijado son bajos desde los estados
vegetativos hasta comienzo de floracion. Desde esta ultima etapa en adelante se registra la
mayor actividad (Perticari, 2004).

Se considera que la FBN es una de las alternativas mas viables para recuperar N en el
ecosistema (Kimbal, 1980). En las praderas se ha estimado que 175 millones de toneladas/afio
se fijan biol6gicamente, de la cual el 70% va al suelo (Burity et al., 1989).

La inoculacion de la semilla es una préctica indispensable, y de bajo costo, para lograr
una adecuada provision de N para el cultivo (INPOFOS, 2005).

El sistema simbiotico rizobio- soja requiere que no haya condicionantes por exceso o por
defecto para el desarrollo normal del cultivo. Uno de los factores que limita la fijacion de
nitrégeno en soja es la presencia de formas combinadas de nitrégeno en el suelo. Suelos fértiles
con moderada o alta disponibilidad de formas inorganicas de N en el momento de la siembra y/o
importantes tasa de mineralizacion durante el ciclo del cultivo afectan al establecimiento de la
simbiosis ya que retardan el inicio de la nodulacion e inhiben el funcionamiento del sistema
fijador. Por lo tanto, el exceso de nitrégeno en el suelo, especialmente en forma de nitrato, tiene
un efecto inhibitorio sobre la simbiosis en todos los pasos, desde la infeccion, formacién de
nodulos y la fijacion de N, (Canigia, 2003). También es sensible a condiciones de anegamiento,
con 2 a 3 dias de inundacién se pueden provocar una alta mortandad de nédulos. El estrés
hidrico causa efectos directos sobre la nodulacién y fijacion ya que si se siembra en seco se
provoca la muerte de la bacteria y si falta agua durante el ciclo del cultivo se afecta la
nodulacién y la fijacion. La temperatura también afecta la FBN, con temperaturas cercanas a 15°
C se retrasa la nodulacién y con temperaturas mayores a 40° C se produce la muerte de la
bacteria (Perticari, 2004). Las carencias de fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), azufre (S) y de
micronutrientes (Cobalto y Molibdeno) disminuyen la formacion de nddulos y por consiguiente
la FBN (Garcia y Bach, 2003; Babana y Antoun, 2006).

Después del nitrogeno, el P es el elemento mas importante para el desarrollo de los
cultivos. Este proviene en su mayor parte de la meteorizaciéon de minerales primarios y las
formas i6nicas del acido fosférico mono y di &cido son las cominmente presentes en la solucion
del suelo, de los cuales se nutren las plantas. Los restos vegetales que retornan al suelo
constituirdn la fraccion de fosforo orgénico, el cual por mineralizacion pasara a la solucién del
suelo (Darwich, 2006).

Las plantas deben absorber el fosforo del suelo, donde se encuentra en muy bajas
concentraciones, normalmente en niveles que varian entre 5y 30 ppm. Estos indices bajos del
nutriente se deben a que el fosforo soluble reacciona con iones como el calcio, hierro o
aluminio provocando su precipitacion o su fijacion disminuyendo su disponibilidad para los

vegetales (Rodriguez y Fraga, 1999).



El P en solucion y en la fase sélida del suelo estan en equilibrio, si los iones fosfato no
son absorbidos por los vegetales Ilegaran a un punto en el cual estos se fijaran quedando
sorbidos o adsorbidos sobre la fase sélida. Debido a su baja solubilidad y la fuerza con que es
retenido por los solidos, el fésforo tiene muy poca movilidad en el suelo, ocurriendo el mayor
movimiento por difusion. EI pH del suelo tiene una gran influencia en la disponibilidad de P,
pudiéndose observar que entre pH 6,4 a 7,8 ocurre la maxima disponibilidad de P, mientras que
ésta disminuye hacia mayor acidez o alcalinidad. A pH &cidos reaccionan con el aluminio o
hierro en solucién formando compuestos insolubles; a pH alcalino reaccionan con el calcio
dando compuestos como Carbonatos (Darwich, 2006).

Su adecuada disponibilidad en soja es critica para lograr un rapido crecimiento y un
desarrollo adecuado de la parte aérea, raices y de los nédulos (nlmero, ubicacion y tamafio) y
de una eficiente FBN (Fontanetto et al., 2009).

La deficiencia de P reduce el crecimiento de las plantas y produce hojas pequefias de
color verde oscuro y de mayor grosor. Las reducciones en los rendimientos como consecuencia
de deficiencias de P se explica mayormente por reducciones en el nimero de granos al afectar el
area foliar y consecuente captacion de la radiacion en estadios tempranos de desarrollo del
cultivo (Gutiérrez Boem y Thomas, 2001). La carencia de este nutriente debe ser suplida por
medio de fertilizantes minerales. Sin embargo gran parte de éste tiende a acumularse en el suelo
en forma de compuestos insolubles indisponibles para la planta. Una forma de hacerlo
aprovechable es por medio de microorganismos solubilizadores de fésforo.

La inoculacion con cepas solubilizadoras de fosforo en plantas de leguminosas y no-
leguminosas ha demostrado tener efectos comparables a los fertilizantes fosforados (Fernandez
et al. 2008). Estad descripto que los géneros Rhizobium, Pseudomonas y Bacillus son los
solubilizadores de fosforo mas eficientes (Rodriguez y Fraga, 1999).

Estos organismos liberan &cidos organicos que disuelven los fosfatos insolubles
haciéndolos disponibles para las plantas por los que son considerados de gran importancia
dentro de la microflora del suelo (Kloepper et al., 1989).

Las Pseudomonas son un género bacteriano, en el cual se encuentran especies con
potencialidad para ser consideradas promotores del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus
siglas en inglés).

La actividad PGPR de distintas cepas de Pseudomona fluorecens se atribuye a la
capacidad de solubilizar fosfatos o a la produccion de fitohormonas y de siderdforos, y algunas
tienen actividad antifungica ( Rodriguez y Fraga, 1999; Compant et al., 2005).

Estudios sobre la influencia del fésforo inorganico en la FBN han recibido considerable
atencion en las leguminosas, en razén de su alto requerimiento durante las fases de desarrollo de

los nédulos radiculares.



La simbiosis rizobio- Leguminosa es altamente sensible a la carencia de fosforo. Cuando
la concentracion de P en la planta es inferior a 0.2% la nodulacién y la fijacién de N, son casi
despreciable. Por debajo de 0.1% ni siquiera se formarian nédulos (Canigia, 2003).

La presencia de microorganismos solubilizadores de fosforo (Pseudomonas)
conjuntamente con cepas especificas que fijan nitrégeno provee un mejor balance nutricional
para las plantas, registrandose mayor nimero de nddulos y peso seco (Kloster, 2007).

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos inorganicos desempefian un importante
papel en el suplemento de fésforo para las plantas. Este factor viene despertando la atencién
para la utilizacion de esos microorganismos como inoculante comercial o el manejo de sus
poblaciones como forma de promover una mejor utilizacién del fosforo existente en el suelo o el
adicionado como fertilizante (Silva Filho y Vidor, 2001).

Se ha observado que la capacidad de la rizobacterias solubilizadoras de P de producir
sustancias fitoreguladoras del tipo auxina, pueden contribuir al efecto estimulatorio en el
crecimiento de la planta (Setter y Gaur, 1987, Leinhos y Bergmann, 1995). La fitohormona
acido-3-indolacetico (AlA) promueve la longitud radical y la formacion de raices laterales (Pilet
y Saugy, 1987). La solubilizacion de fésforo mineral y organico se produce por la capacidad
gue presenta la rizobacteria de producir acidos organicos y enzima fosfatasa, respectivamente.
Ademas produce estimulacion del crecimiento vegetal por la presencia de citoquininas,
giberelinas y acido indolacético, asi como proteccion fitosanitaria a los cultivos debido a la
produccion de antibidticos y presencia de sideroforos en la cepa (Gonzales Anta, 2003).

La inoculacién con mezclas de bacterias provee un mejor balance nutricional para las
plantas, y la mejora en la absorcion radicular de nitrégeno y fosforo, es el mecanismo principal
de interaccion entre plantas y bacterias (Belimov et al, 1995).Cuando se coinoculo B.japonicum
y P. putida sobre raices de soja, se registro mayor nimero de nédulos y peso seco. Los efectos
benéficos de dicha coinoculacion se asociaron a la pobre solubilizacion de fosfato y produccion

de sideroforos por parte de B. japonicum en comparacion con P.putida (Rosas et al., 2006).



OBJETIVOS

Objetivo general

<> Evaluar el efecto de la coinoculacion con bacterias solubilizadoras de fésforo
sobre la productividad de soja.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la coinoculacion en semilla de soja sobre el crecimiento del cultivo
en el estadio vegetativo V5 y reproductivo (R3 y R8).
e Determinar el efecto de la coinoculacion en semilla con Bradyrhizobium japonicum vy

solubilizadoras de fosforo en el rendimiento del cultivo de soja.



MATERIALES y METODOS

Durante la campafia 2010/2011 se implanto el ensayo de cultivo de soja (Glycine max) en
el Campo de Docencia y Experimentacion de la U. N. de Rio Cuarto (Ruta Nacional 36, Km
601).

Fisiografia.

El Campo de Docencia y Experimentacion se encuentra en la region centro sur del
departamento Rio Cuarto y ubicado en el ambiente geomorfoldgico correspondiente a la
Planicie Periserrana Distal de la provincia de Cordoba. La unidad presenta relieve suavemente
ondulado, con pendientes menores al 2% y esta constituida por sedimentos edlicos franco
arenosos.

Clima.

El clima que presenta la zona es templado subhiimeda con estacion seca invernal. Las
precipitaciones varian de oeste a este entre los 700 a 800milimetros anuales concentrandose el
80% de las mismas en el periodo de Octubre a Abril (régimen Monzonico). Las precipitaciones
durante el ciclo del cultivo se detallan en cuadro XXIII.

El periodo libre de heladas es de 240 dias (en promedio, desde el 11 de Septiembre hasta
el 11 de Mayo) y con heladas extremas registrandose un periodo de 167 dias (desde el 16 de
Abril al 29 de Octubre). La temperatura promedio anual del periodo 1974- 1993 es de 16,4° C
con una amplitud de 13,9°C entre el mes mas calido (Enero 23°C) y el mes mas frio (Julio
9,1°C).

CuadroXXIII: Precipitacion durante el ciclo del cultivo.

Mes Precipitacion (mm)
Diciembre 127.80
Enero 137.10
Febrero 86.30
Marzo 93.50
Abril 56.30
Suelos.

Los suelos son Hapludoles tipicos, profundos y bien drenados, de textura franco arenosa
en superficie y franca en el subsuelo, que no presenta impedimentos fisicoquimicos para el
desarrollo de las plantas. Presentan una capacidad de retencion de humedad algo baja, por lo
que son susceptibles al estrés hidrico en la época de seca. Ademas son propensos a ser
erosionados lo que debe ser contemplado en su manejo (Atlas de suelo de la Provincia de
Cordoba).




Previo a la siembra se realizo una caracterizacion inicial del suelo a través de un analisis

fisico-quimico del mismo (Cuadro XXIV). Para ello se tomo una muestra compuesta de 20

submuestras de los primeros veinte centimetros de suelo, siguiendo un esquema en “M”

buscando obtener una muestra homogénea y representativa. Se analizo materia organica (%),

fosforo (ppm), pH en agua, nitrégeno de nitratos (ppm), y nitratos en la solucién del suelo.

Cuadro XXIV: Andlisis fisico-quimico del suelo. Universidad Nacional de Rio Cuarto.

Cordoba.

VARIABLE UNIDADES VALORES
Materia organica 1 % 1.74
Nitrogeno de Nitratos 2 (ppm) 8.95
Fésforo 3 (ppm) 10.37
Nitrato 4 (ppm) 39.6

pH(en agua 1:2.5) 5 6.88

1 Materia organica: Método de Walkley- Blak.

2 y 4 Nitrégeno: Reduccion por cadmio.

3 Fosforo: Método de Kurtz y Bray.

5 pH: Potenciometria 1: 2,5.

La siembra se realizé el 20 de diciembre de 2010 con una sembradora de siembra directa

de 9 surcos, a una densidad de 27 plantas/m® a 0.52 metros entre linea.

La semilla que se utilizé fue LDC 4.2 GM 1V,

Caracteristicas de la variedad:

LDC 4.2 es una variedad con la capacidad de alcanzar el maximo potencial de

rendimiento dentro del grupo IV corto. También se caracteriza por su excelente comportamiento

en siembras de segunda. Cuadro XXV.




Cuadro XXV: Caracteristicas de la variedad.

Caracteristicas

Ciclo IV corto

Habito de crecimiento Indeterminado

Dias de emergencia a R8 149

Porte de la planta de acuerdo a su Medio/Alto
ciclo

Potencial de ramificacion Alto

Suceptibilidad al vuelco (1 a 10) 6

Peso promedio de 1000 semillas (g) 174

Comportamiento a Cancro del tallo Resistente

Color de la chaucha Castafia

Color de la flor Purpura

La inoculacion en todos los casos se realizé al momento de la siembra sobre la semilla.

Para la inoculacion liquida se utilizaron bacterias solubilizadoras de fdésforo a razén de
180 cm® cada 50kg de semilla; mientras que para la inoculacién liquida con Bradyrhizobium
japonicum se utiliz un producto comercial a razon de 200cm® cada 50kg de semilla.

El ensayo se dispuso en parcelas de 2.08 metros de ancho y de 25 metros de largo, en
disefio completamente aleatorizado con 4 tratamientos y 4 repeticiones.

Los tratamientos fueron los siguientes:

e Tratamiento 1: Testigo (sin inocular).

¢ Tratamiento 2: Semillas inoculadas con bacterias Bradyrhizobium japonicum.

e Tratamiento 3: Semillas inoculadas con bacterias Bradyrhizobium japonicum maés
bacteria solubilizadora de fésforo.

e Tratamiento 4: Semillas inoculadas con bacterias solubilizadoras de fosforo.

La escala de Fehr y Caviness (Cuadro XXVI) fue la utilizada para determinar los estadios
fenologicos del cultivo, que emplea dos escalas: una para los estados vegetativos, identificados
con la letra V, y otra para los estados reproductivos, identificados con la letra R (Satorre et al,
2004).




Cuadro XXVI: Escala Fehr y Caviness.

ESTADOS VEGETATIVOS ESTADOS REPRODUCTIVOS
VE Emergencia R1 Comienzo de Floracion
VC Cotiledonar R2 Plena Floracion
V1 Primer nudo R3 Comienzo de Fructificacion
V2 Segundo nudo R4 Plena Fructificacion
V(n) nudo R5 Comienzo de Llenado de granos
R6 Maximo tamafio de semilla
R7 Comienzo de Madurez
R8 Plena Madurez

Métodos para cuantificar la promocion de crecimiento.

Determinacién en quinto nudo (V5).

Numero de nddulos de la raiz principal y lateral:

Se cuantifico el nimero de nédulos en las raices principal y lateral.

Determinacion de peso seco de raiz mas nédulo:

Se determino mediante secado en estufa durante 48hs a 65°C y posterior pesado con
balanza digital expresado los valores en gramos.

Determinacion de peso seco de biomasa aérea:

Se determino mediante secado en estufa durante 48hs a 65°C y posterior pesado con
balanza digital expresado los valores en gramos.

El procedimiento consistié en extraer 4 muestras de 5 plantas por tratamiento.

Determinacion al comienzo de fructificaciéon (R3).

Determinacion de eficiencia de nddulos por presencia de leghemoglobina:

No6dulos que estaban activos (rojos) y los inactivos (verdes). Los activos muestran
actividad simbidtica o de fijacion del nitrogeno atmosférico. Para cuantificar la efectividad se
utilizaron 5 plantas de las 20 totales de cada tratamiento y se saco porcentaje (%), teniendo en

cuenta como 100 % el nimero total de nédulos por planta.
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Determinacién en madurez fisioldgica (R8).

NUmero de vainas por planta.

NUmero de granos por vaina.

Peso de 1000 granos.

El procedimiento consistié en extraer 4 muestras de 5 plantas por tratamiento.

Rendimiento. Se determino por trilla manual en un area de 1 m? por tratamiento (4
muestras por tratamiento) y los resultados fueron expresados en kilogramos por hectarea

(kg ha™).

Analisis estadisticos de los resultados

¢ Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante ANAVA (Di Rienzo et al.,
2009).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estadio de desarrollo V5.

Peso seco de raiz méas nddulos por planta:

En el peso seco de raiz mas nodulos planta® (Figura 5) se observan diferencias
estadisticamente significativas (p<= 0.05) entre el tratamiento 1 del 2 y 4. En este caso (semillas
inoculadas con bacterias solubilizadoras de fosforo), presenta un valor de 6.80 g, mientras que
el testigo 5.99 g, lo que equivale a un incremento de 13.52 %, coincidiendo con O"Sullivan y
O’ Gara, (1992) quienes afirman que ciertas especies de Pseudomonas promueven el crecimiento
vegetal. En el tratamiento inoculado con Bradyrhizobium japonicum (Tratamiento 2) el
promedio fue de 6.55 g y la media del testigo fue de 5.99 g, lo que equivale a un incremento del
9.33 % (Cuadro XVl-anexo). Esto coincide con los resultados obtenido por Montero et al,
(2001), quienes obtuvieron valores entre 0.65 y 0.35 kg, de materia seca radical en plantas de

soja inoculadas.

PLANTA-1 (g)
_‘O"l
(R

=}
1

58 A

PESO SECO RAIZ MAS NODULOS

56 A

5,4

1 2 3 4
TRATAMIENTOS

Figura 5: Peso seco raiz mas nédulos (g) en los diferentes tratamientos. Letras

distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).
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Peso seco de biomasa aérea por planta:

En el peso seco de biomasa aérea (Figura 6) no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (p<= 0.05) entre los distintos tratamientos. Comparando el testigo (7.72 g), con el
tratamiento 4 (8.10 g), equivale a un incremento de 4.90 % en el inoculado con bacterias
solubilizadoras de fosforo (Cuadro XVII-anexo).

Los resultados obtenidos de materia seca aérea en estado vegetativo por Perticari et al.
(2003 &) son superiores a 0.08 kg planta™, siendo estos similares a los resultados obtenidos en
este trabajo. Kloster, (2007) encontrd diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos coinoculados y fertilizados (P y N) en estadios vegetativos tempranos.

8 -
7,9 A
7,8 -
7,7 A
. I
7,5 | | | 1
1 2 3 4

TRATAMIENTOS

PESO SECO BIOMASA AEREA PLANTA -1
(g)

Figura 6: Peso seco de biomasa aérea (g) en los diferentes tratamientos. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).

Numero de nédulos por planta en la raiz principal:

En cuanto al namero de nédulos en la raiz principal (Figura 7) se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<= 0.05) a favor del tratamiento 2 (Inoculacion con bacterias
Bradyrhizobium japonicum.). El promedio de este tratamiento fue de 14.20 nédulos planta™ y
el testigo de 10 nddulos planta™, lo que equivale a un incremento del 42 %. El ndmero de
nodulos por planta registrados son coincidentes con los informados por Perticari et al. (2003 a)
que considera a una adecuada nodulacion al menos 12 nddulos en la parte superior de la raiz

principal y entre 40 y 50 nddulos por planta.
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En cuanto al ndmero de noédulos en la coinoculacién no surgieron diferencias
estadisticamente significativas (p<= 0.05) en relacién al testigo, aun asi se obtuvo un
incremento de 12% con respecto a dicho tratamiento 1 (Cuadro XVIII- anexo); esto se debe a
que la mezcla de bacterias mejora el balance nutricional de la planta, permitiendo en este caso
tener una adecuada nutricion de nitrogeno y fosforo, como menciona Belimov et al. (1995).

La carencia de fésforo disminuye la formacion de nddulos y por consiguiente la FBN
(Rivero et al, 1995).

En algunas circunstancias las sojas que forman muchos nédulos no son las mejores, dado
que esto significa un drenaje de fotoasimilados muy grande hacia el complejo fijador que no
siempre, por distintas condiciones, puede ser correspondida con una mayor fijacion de nitrégeno
(Ventimiglia y Carta, 2002).

12 A

10 -

NUMERO DE NODULOS PLANTA-1 EN LA
RAIZPRINCIPAL

1 2 3 4
TRATAMIENTOS

Figura 7: Numero de n6dulos en la raiz principal en los distintos tratamientos.

Numero de nédulos por planta en la raiz lateral:

En cuanto al nimero de nédulos en la raiz lateral (Figura 8) no se observan diferencias
estadisticamente significativas (p<= 0.05) entre los distintos tratamiento. El promedio de los

tratamientos inoculados fue de 22.86 nddulos en la raiz lateral y el promedio del testigo fue de

21.80, lo que equivale a un incremento de 4.86 % (Cuadro X1X- anexo).
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Figura 8: Numero de nddulos en la raiz lateral por tratamientos.

La bibliografia consultada describe que la nodulacion en la raiz principal es una
caracteristica cualitativa para determinar la calidad de la nodulacién y que los nddulos
presentes en la raiz principal han sido formados por las cepas introducidas con el inoculante en
las primeras etapas del cultivo, mientras que los de raiz secundaria son colonizados por cepas
naturalizadas y son de menos tamafio y con menor actividad fijadora (Papakosta, 1992; Diaz
Zorita et al., 1999, Fernandez Canigia, 2003).
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Estadio de desarrollo R3

Efectividad:

La efectividad se refiere a la facultad de la bacteria para fijar el nitrgeno atmosférico. Se
puede inferir a través de la relacion del total de nddulos activos y el total de nddulos en la
planta.

En la efectividad (Figura 9) se encuentran diferencias estadisticamente significativas (p<=
0.05) entre el tratamiento 1 respecto del 2 y 3. Las diferencias observadas se deben a que en la
coinoculacién la mayor infectividad se produce por efectos de la mejor nutricion que recibe la
planta y por el efecto sinérgico por intercambio de nutrientes producido por ambas bacterias
(solubilizadoras de fosforo y fijadora de nitrégeno) como menciona Bashan et al. (1997).

La efectividad fue positivo para los tratamientos 2 y 3 (mayor al 70 %); mientras que para
los demas tratamientos fueron infectados por bacterias naturalizadas del suelo (Ventimiglia et
al., 2002).

100 -

EFECTIVIDAD (%)

1 2 3 4
TRATAMIENTOS

Figura 9: Efectividad de cada tratamiento.

Estadio de desarrollo (R8)

NuUmero de vainas por planta:

Como se muestra en la figura 10 se encuentran diferencias estadisticamente significativas

(p<= 0.05) entre el tratamiento 4 respecto del 1y 2. EI nimero de vainas por nudo depende de
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cuantas inflorescencias se desarrollan en cada nudo y cuantas vainas se establecen en cada
inflorescencia. Pueden encontrarse ente 1 a 20 vainas por nudo, existiendo alta variabilidad
entre los nudos de las plantas, entre genotipos y ante cambios de condiciones ambientales
(Board et al., 1999).

Toda condicion ambiental que favorezca el ritmo de fotosintesis y la tasa de crecimiento
del cultivo, conducira a maximizar el numero de vainas por nudo (Kantolic, 2003).

El mayor numero de vainas que presenta el tratamientos 4 en relacion al testigo se debe a
una mejor nutricion de la planta, producto del efecto benéfico de las solubilizadoras de fésforo
en cuanto a la produccién de sidero6foros que permiten una mayor solubilizacion de fosfatos
(Rosas et al. 2006).

En cuanto al nGmero de vainas planta® en la coinoculacion no surgieron diferencias
estadisticamente significativas (p<= 0.05) en relacion al testigo, obteniéndose un incremento de
41.17 % con respecto al tratamiento 1(Cuadro XX- anexo), debido a que, como mencionan
Bashan et al. (1997), del efecto conjunto ( sinergismo) de las bacterias fijadoras del nitrogeno y
de las baterias solubilizadoras de fdsforo que, ademas de hacer disponible este elemento,
promueve el crecimiento y el desarrollo radicular mejorando de esta forma también el
conveniente suministro de nutriente y agua para el cultivo. Ademas, otro efecto que se produce,
producto de la accién PGPR de las solubilizadoras de fosforo (dentro de la asociacion tripartita),
es una promocion del crecimiento vegetal, incrementando la actividad fisiologica de la planta y
lograndose aumento en el peso, en la fijacion del nitrégeno, en el area foliar y en el peso y
namero de vainas (Zhang et al., 1996, 1997).

50 +
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30 +
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20 A
15 -
10 -

NUMERO DE VAINAS PLANTA-1

1 2 3 4
TRATAMIENTOS

Figura 10: Namero de vainas planta® de cada tratamiento. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<= 0.05).
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NuUmero de granos por vaina:

Como se muestra en la figura 11, se encuentran diferencias estadisticamente significativas
(p<= 0.05) del tratamiento 2 respecto al 1 y 4. El nimero de granos vaina™, tiene un amplio
grado de control genético, y es el subcomponente del nimero de granos mas estable ante
variaciones ambientales. Sin embargo bajas tasas de crecimiento en la fase de llenado de grano,
uno 0 mas granos de una vaina pueden abortar (Satorre et al., 2004).

2,4 -

19 - 3

NUMERO DE GRANOS VAINA-1
NS
=
I

1,8 -
1 2 3 4
TRATAMIENTOS

Figura 11: Namero de granos vaina™ de cada tratamiento. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<= 0.05).

Peso de 1000 granos:

En el peso de 1000 granos (Figura 12) no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (p<= 0.05) entre los distintos tratamientos. Comparando el valor del testigo

(165.50 @), con los tratamientos inoculados 2 (170 g) y 3 (169.75 g) se puede concluir que

equivalen a un incremento de 2.70 % y 2.51 % respectivamente (Cuadro XXI-anexo).
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Figura 12: Peso de 1000 granos de cada tratamiento. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<= 0.05).

Rendimiento en grano (kg ha™):

El rendimiento en Soja tiene como componente el nimero de grano y el peso de grano.
Ambas variables son funcion de la duracion del periodo y de la tasa de crecimiento. En duales
casos estan influenciados genéticamente y varian de acuerdo a las condiciones ambientales. La
tasa de crecimiento es sensible a factores ambientales como por ejemplo temperatura, radiacion,
disponibilidad de nutrientes e hidricas. En cuanto a la duracién del periodo es afectado por la
temperatura, fotoperiodo, disponibilidad hidrica y de nutrientes (Satorre et al., 2004).

Como se muestra en la figura 13, se encuentran diferencias estadisticamente significativas
(p<= 0.05) para los tratamientos 2, 3, 4 con 3815.40 kg ha™ en los tratamientos inoculados,
mientras que en el testigo es de 2765.75 kg ha™, como resultado de lo mencionado se obtiene
una diferencia del 1049.65 kg ha™ (Cuadro XXI1-anexo).

Esto se debe a un mejor balance nutricional para las plantas, y la mejora en la absorcion
radicular de nitrégeno y fosforo (Belimov et al., 1995). Burdman et al., (2000) dice que
experimentos a campo han demostrado un incremento en el rendimiento de las leguminosas
con inoculacion mixta alcanzando rendimientos superiores a los obtenidos inoculados
Unicamente con Rhizobium. En este caso la inoculacion y la inoculacion mixta tuvieron iguales

resultados.
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Figura 13: Rendimiento en grano de cada tratamiento. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<= 0.05).
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CONCLUSION

Luego de desarrollar el andlisis de los resultados y su posterior discusion, se puede
concluir:

eEn los tratamientos donde se utilizo la inoculacion, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en peso seco de raiz mas nédulos planta™, nimero de nédulos en
la raiz principal, efectividad, nimero de granos vaina™ y rendimiento para Rhizobium; y en peso
seco de raiz mas nddulos planta® y rendimiento cuando se inoculo con bacteria solubilizadora
de fosforo.

eEn el tratamiento donde se empleo la coinoculacion se observan diferencias
estadisticamente significativas en pardmetro como efectividad respecto al testigo y al
tratamiento 4.

e La productividad se vio mejorada, obteniéndose una diferencia de rendimiento en los
tratamientos inoculados y coinoculados de 1049.65 kg ha™ con respecto al testigo.

¢ Los resultados observados en el presente trabajo confirman la importancia de continuar
los estudios en cuanto a la coinoculacién del cultivo de soja (FBN y bacterias solubilizadoras de

fosforo) debido a la importante asociacién sinérgica que presentan ambas bacterias.
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ANEXO

Cuadro I: Analisis de varianza (ANAVA), de Peso seco de raiz mas nodulo.

Variable Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Peso seco raiz Inter- 9,585 3 3.195 7.147 0.0005
mas nodulos | grupos
Intra- 33,971 76 0.447
grupos
Total 43,556 79

Cuadro IlI: Anélisis de comparacion de medias por el Test de Tukey del peso seco raiz mas

nodulos, letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05 Test de Tukey).

Tratamiento N Subconjunto para alfa = .05
1 2 3
Tukey la
HSD(a) 20 5,9950
3ab 20 6,0200 6,0200
2 bc 20 6,5550 6,5550
4c 20 6,8000
Sig. 0,999 0,063 0,654

Figura 1: Gréafica de subgrupos homogéneos Test de Tukey del peso seco de raiz mas nddulos.
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Cuadro I1: Andlisis de varianza (ANAVA), de Peso seco de biomasa aérea.

Variable Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Peso seco de Inter- 1.592 3 3.195 0,367 0,777
biomasa aérea | grupos
Intra- 109.808 76 0.447
grupos
Total 111.400 79

Cuadro IV: Anélisis de varianza (ANAVA), de nimero de nddulos planta™ en la raiz principal.

Variable Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
NUmero de Inter- 69.950 3 21.650 3.184 0.05
nodulo planta™ | grupos
en laraiz
principal
Intra- 108.800 16 6.800
grupos
Total 173.750 19
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Cuadro V: Anélisis por el Test de LSD de nimero de nédulos planta™ en la raiz principal.

95% Confidence Interval
Mean
0] ) Difference Lower Upper
TRAT TRAT (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
1,00 a 2,00 -4,2000(*) | 1,64924 0,022 -7,6962 -0,7038
3,00 -1,2000 | 1,64924 0,477 -4,6962 2,2962
4,00 0,4000 | 1,64924 0,811 -3,0962 3,8962
200b 1,00 4,2000(*) | 1,64924 0,022 0,7038 7,6962
3,00 3,0000 | 1,64924 0,088 -0,4962 6,4962
4,00 4,6000(*) | 1,64924 0,013 1,1038 8,0962
3,00ab 1,00 1,2000 | 1,64924 0,477 -2,2962 4,6962
2,00 -3,0000 | 1,64924 0,088 -6,4962 0,4962
4,00 1,6000 | 1,64924 0,346 -1,8962 5,0962
4,00 a 1,00 -0,4000 | 1,64924 0,811 -3,8962 3,0962
2,00 -4,6000(*) | 1,64924 0,013 -8,0962 -1,1038
3,00 -1,6000 | 1,64924 0,346 -5,0962 1,8962

Cuadro VI: Anélisis de varianza (ANAVA), de nimero de nodulos planta™ en la raiz lateral.

Variable Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
NUmero de Inter- 330.000 3 110.000 2.696 0.081
nédulos planta™ | grupos
en la raiz lateral
Intra- 652.800 16 40.800
grupos
Total 982.800 19
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Cuadro VII: Anélisis de varianza (ANAVA), de efectividad de los nddulos.

Variable Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Efectividad Inter- 951.94 3 1411.58 23.73 0.01
grupos
Intra- 4234.75 16 59.50
grupos
Total 5186.70 19

Cuadro VIII: Analisis de comparacion de medias por el Test de Tukey de efectividad de

nodulos, letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05 Test de Tukey).

Tratamiento N | Subconjunto alfa = .05
1 2
Tukey la
HSD(a) 20 49.87
4a 20 56
3b 20 75.18
2b 20 86.13
Sig. 0,075 0,945

Cuadro IX: Anélisis de varianza (ANAVA), de ndmero de vainas planta™.

Variable Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
NUmero de Inter- | 3612,038 3 1204,013 5,496 0,002
vainas planta® | grupos
Intra- | 16649,650 76 219,074
grupos
Total | 20261,688 79
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Cuadro X: Anadlisis de comparacién de medias por el Test de Tukey del nimero de vainas

planta™, letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05 Test de Tukey).

Figura 2: Gréfica de subgrupos homogéneos Test de Tukey del nimero de vainas planta™.
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Tratamiento N | Subconjunto alfa = .05
1 2
Tukey la
HSD(a) 20 29,7500
2a 20 30,0500
3ab 20 42,0000 | 42,0000
4b 20 44,4500
Sig. 0,051 0,953
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Cuadro XI: Anélisis de varianza (ANAVA), de nimero de granos vaina™.

Variable Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Numero de Inter- 1,184 3 0,395 6,145 0,001
granos vaina® | grupos
Intra- 4,883 76 0,064
grupos
Total 6,068 79

Cuadro XIlI: Andlisis de comparacién de medias por el Test de Tukey del nimero de granos

vaina™, letras distintas indican diferencias significativas (p< 0.05 Test de Tukey).

Tratamiento N | Subconjunto alfa = .05
1 2
Tukey la
HSD(@) 20 1983.5
4a 20 2.0510
3ab 20 2.1125 2.2225
2b 20 2.3095
Sig. 0.380 0.075

Figura 3: Gréfica de subgrupos homogéneos Test de Tukey del nimero de granos vaina™.
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Cuadro XIlI: Analisis de varianza (ANAVA), del peso de 1000 granos.

Variable Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Peso de 1000 Inter- 68.688 3 22.896 0.539 0.665
granos grupos
Intra- 509.750 12 42.479
grupos
Total 578.438 15

Cuadro XIV: Analisis de varianza (ANAVA), del rendimiento.

Variable Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Rendimiento Inter- | 3610763.5 3 1203587.833 18.572 0.0005
grupos
Intra- | 777668.5 12 64805.708
grupos
Total 15

Cuadro XV: Andlisis de comparacion de medias por el Test de Tukey del rendimiento, letras

distintas indican diferencias significativas (p< 0.05 Test de Tukey).

Tratamiento N | Subconjunto alfa = .05
1 2
Tukey la
HSD(a) 4| 2765.7500
2b 4 3700.500
3b 4 3704.750
4b 4 4041.00
Sig. 1.000 0.282
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Figura 4: Gréafica de subgrupos homogéneos Test de Tukey del rendimiento.

4200
4000 1
3800 1
3600 1
3400 1
3200 1
3000 ¢

2800E

2600

1,00 2,00

TRAT

3,00

Cuadro XVI: Peso seco raiz mas nddulos, por tratamiento. (V5)

4,00

Tratamiento Peso seco raiz mas Tratamiento Peso seco raiz mas
nodulos (g) nodulos (g)
1 5.99 1 5.99
4 6.80 2 6.55
% Dif 13.52 % Dif 9.30

Cuadro XVII: Peso seco biomasa aérea, por tratamiento. (\V/5)

Tratamiento

Peso seco biomasa aérea(g)

1 7.72
4 8.10
% Dif 4.90
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Cuadro XVIII: Numero de nédulos en la raiz principal, por tratamiento. (V5)

Tratamiento N° nddulos raiz Tratamiento N° nddulos raiz
principal principal
1 10 1 10
2 14.20 3 11.20
% Dif 42 % Dif 12

Cuadro XIX: Numero de nddulos en la raiz lateral, por tratamiento. (V5)

Tratamiento

N° nédulos raiz lateral

1 21.80
2 28.40
3 23.20

4 17
Inoculado 22.86
Testigo 21.80
%Dif 4.86

Cuadro XX: Numero de vainas por planta, por tratamiento.

Tratamiento

N° vainas planta™

1 29.75
3 42
% Dif 41.17
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Cuadro XXI: Peso de los 1000 granos en gramos, por tratamiento.

Tratamiento Peso de 1000 granos Tratamiento Peso de 1000 granos
(9) (@)
1 165.50 1 165.50
2 170 3 169.75
% Dif 2.71 % Dif 2.56

Cuadro XXII: Rendimiento (kg ha™).

Tratamiento

Rendimiento (kg ha™)

1 2765.75
2 3700.50
3 3704.75

4 4041
Inoculado 3815.40
Testigo 2765.75
Dif (Kg ha™) 1049.65
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