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RESUMEN

En el ciclo biogeoquimico del nitrégeno (N) existen procesos claves en que los
microorganismos permiten el reciclaje del N en la Tierra. Estos procesos son la fijacion
biologica del nirdgen (FBN), que incorpora este elemento a la bidsfera para su utilizacion
por los organismos vivos, y la desnitrificacién, que permite devolver el N a la atmosfera.
En la asociacion simbidtica Bradyrhizobium japonicum-soja, la FBN resulta ser una
herramienta muy util para mantener una agricultura sustentable, aunque se encuentra
limitada por diferentes condiciones ambientales, entre ellas, altas concentraciones de
nitrato del suelo. Una estrategia para contrarrestar el efecto negativo del nitrato en la FBN
es seleccionar cepas desnitrificantes de bradirrizobios con una elevada actividad nitrato
reductasa (NR) en simbiosis con la planta. Los estudios realizados en esta tesis doctoral se
enfocaron a la optimizacidén de la FBN en el cultivo de soja para una mayor produccion y
mantenimiento del recurso suelo. Para ello, se utilizaron cepas desnitrificantes de
Bradyrhizobium japonicum (USDA110, Per 3.64, Per 3.61 y Per 1.12) como inoculantes
del cultivo de soja creciendo en ausencia y presencia de 5 mM de nitrato en ensayos de
invernaculo. Los resultados obtenidos mostraron que el crecimiento de las plantas no se
encontro afectado por la presencia de nitrato, sin embargo, se observo una reduccion en la
nodulacién sin alterar la FBN y el contenido de compuestos nitrogenados (nitrato, ureidos
y aminoacidos). Es de destacar que la cepa Per 3.61 presentd la mayor actividad especifica
nitrato reductasa bacteroidal, en ambas condiciones de crecimiento, y se selecciond junto
con la cepa de referencia USDA110 para los ensayos a campo. En la campaiia (2014-
2015), el rendimiento de la soja inoculada con la cepa Per 3.61 fue superior a los
tratamientos fertilizado e inoculado con USDA110 y present6 el mayor aporte de la FBN
en el balance relativo de nitrogeno. En la campaiia (2015-2016), el rendimiento de soja
inoculada con la cepa Per 3.61 se mantuvo elevado aun cuando el cultivo de soja fue
inoculado y fertilizado con urea. En ambos tratamientos (inoculado e inoculado y
fertilizado) se observé significativos aportes de FBN en el balance relativo de nitrégeno.
En conclusidn, la cepa desnitrificante Bradyrhizobium japonicum Per 3.61, caracterizada
por una elevada actividad nitrato reductasa, representa un aporte promisorio para su uso
como inoculante para soja, mejorando la FBN y el rendimiento del cultivo en suelos con

alto contenido de nitrato.

Palabras Clave: soja, Bradyrhizobium japonicum, nitrato, nitrato reductasa.



SUMMARY
The biogeochemical nitrogen (N) cycle includes two key processes by which
microorganisms contribute to maintain soil fertility, biological nitrogen fixation (BNF) and
denitrification. In the Bradyrhizobium japonicum-soybean symbiotic association, BNF is a
highly recommendable environmental approach to keep sustainable agriculture, although it
is limited by different environmental conditions, including high soil nitrate concentrations.
A strategy to reduce the effect of nitrate on BNF might be to select denitrifying
bradirhizobia strains with a high bacteroidal nitrate reductase (NR) activity in soybean
symbiosis. Studies performed in this Doctoral Thesis focused on BNF optimization in
soybean and emphasized in production improvement and soil resource maintenance.
Denitrifying strains of Bradyrhizobium japonicum (USDA110, Per 3.64, Per 3.61 and Per
1.12) were used as inoculants for soybean in absence and presence of 5 mM nitrate in
greenhouse trials. Results showed that plant growth was not affected by nitrate presence,
however, a reduction in nodulation was observed without alterations in BNF and nitrogen
compounds (nitrate, ureides and amino acids). Per 3.61 strain presented higher bacteroidal
nitrate reductase specific activity and it was selected together with USDA110 reference
strain for field trials. In the crop season (2014-2015) soybean yield inoculated with Per
3.61 strain was higher than the treatments (inoculated with USDAT110 strain and fertilized
with urea) showing the highest BNF contribution in relative nitrogen balance. In the crop
season (2015-2016), soybean yied inoculated with the Per 3.61 strain remained high even
when the soybean was inoculated and fertilized with urea showing a significant
contribution of BNF in nitrogen relative balance in both treatments (inoculated/inoculated
and fertilized). In conclusion, denitrifying strain of Bradyrhizobium japonicum Per 3.61,
characterized by high nitrate reductase activity, represents a promising contribution for its
used as inoculant for soybean, improving BNF and crop yield in soils with high nitrate

content.

Keywords: soybean, Bradyrhizobium japonicum, nitrate, nitrate reductase.
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Capitulo 1: Introduccion general



Importancia del nitrégeno para las plantas

El nitrégeno (N) es el nutriente mas importante, esencial para todos los organismos.
Es el constituyente esencial de los aminoacidos, nucleoproteinas y nucledtidos, esencial
para la division y expansion celular y por lo tanto para el crecimiento de las plantas
(Francis et al., 2007). El amonio (NH4") es oxidado principalmente a nitrato (NO3"), si bien
ambos compuestos son asimilados por los organismos vivos. La forma oxidada del N, NO3
es la que incorporan las plantas (Li, 2013). Aun cuando la atmdsfera contiene un 80 % de
nitrogeno molecular (N2), en este estado no puede ser aprovechado por la planta que se ven
impulsadas a utilizar esas formas combinadas que se encuentran en el suelo, en cantidad
insuficiente para suplir los requerimientos nutricionales de los cultivos siendo esto
energéticamente mas barato (Olivares-Pascual, 2008). Esta situacion afecta la
productividad primaria, en los ecosistemas naturales y también en la produccion agricola,
dado el papel critico que cumple el N en el crecimiento de dichos sistemas (Bedmar ef al.,
2014).

Los compuestos bioldgicamente mas importantes son nitrato, nitrito, 0xido nitrico,
oxido nitroso y amonio. La concentracion libre de cada uno de estos compuestos
nitrogenados estd determinada principalmente por las tasas de produccion y consumo de
los procesos metabdlicos bacterianos (van Spanning, 2005). El crecimiento y el desarrollo
de las plantas es dependiente del aporte de dicho nutriente; ésto indicaria la existencia de
una estrecha relacion entre el metabolismo del nitrégeno y el rendimiento del cultivo
(Mattson et al., 1991, Myrold, 2005), el tamafio de los granos, el contenido de proteinas y
absorcién de otros nutrientes como el fosforo y el potasio (Niklas, 2008).

En el mundo desarrollado, la agricultura intensiva que consiste en el laboreo
intenso del suelo y el tratamiennto con fertilizantes y agroquimicos para obtener y
mantener altos rendimientos en las producciones agricolas, no tiene en cuenta los dafios
que estos productos pueden ocasionar, ya sea afectando el ciclo global del nitrogeno,
contaminando las aguas subterrdneas y superficiales, incrementando los riesgos de
intoxicaciones quimicas y aumentando los niveles de éxido nitroso (N>O) atmosférico, el
cual es un potente gas invernadero (FAO, 2015).

En el ciclo biogeoquimico del nitrogeno (Figura 1) existen procesos claves por los
cuales, los microorganismos permiten el reciclaje del N en la Tierra. Uno de ellos es la
fijacién bioldgica del nitrogeno (FBN), en el que los microorganismos reducen el N

atmosférico a amonio favoreciendo asi el aporte de nitrégeno a las plantas, y el otro




proceso la desnitrificacion, mecanismo por el cual los microorganismos son capaces de

devolver a la atmdsfera el nitrégeno fijado.
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno en la naturaleza. Fuente: Galloway et al,

2004.

La FBN juega un importante rol en los procesos naturales que se llevan a cabo en
los sistemas agricolas sustentable generando un beneficio en el medio ambiente. Este
proceso de fijacion, puede mitigar la necesidad del uso de fertilizantes nitrogenados
sintéticos con su consiguiente efecto benéfico sobre el ciclo del nitrogeno, el saneamiento
de las aguas subterraneas y superficiales y la disminucion del calentamiento global. Este
proceso depende de la accidon de los microorganismos del suelo que se asocian en forma
simbidtica a la planta como los presentes en el suelo no asociados (Aguilar-Pérez, 2014).
Si bien esta claro que las bacterias mejoran el crecimiento de las plantas por medio de un
amplio espectro de mecanismos de interaccion, la asociacién de bacterias que fijan N en
simbiosis con leguminosas es la mas significativa (Velazquez et al., 2006).

La fijacion simbiotica de N; lo convierte a sus formas reducidas, principalmente a
NH3. El amonio es oxidado a nitrato (NO3°), si bien ambos compuestos son asimilados por

los organismos vivos. La forma oxidada del N, NOs3’, es la que incorporan las plantas. La
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reduccion de Nz atmosférico realizada por las bacterias es el mayor aporte de N a la
biosfera, y es un componente clave del ciclo global del nitréogeno. De los 175 millones de
toneladas de nitrogeno que fijan las bacterias, 140 millones corresponden a la fijacion
simbidtica (de Felipe, 2006), es decir que, la principal fuente de FBN es la asociacion
simbiotica entre rizobios y plantas de la familia de las leguminosas. La interaccion entre
las bacterias y una planta huésped conduce a la formaciéon de nddulos, estructuras que
desarrollan frecuentemente en la raiz y solo en algunas pocas plantas en el tallo.
Especificamente, la leguminosa soja se asocia simbidticamente con microorganismos que
se agrupan en el orden Rhizobiales, incluyendo especies de los géneros Bradyrhizobium,
Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Azorhizobium, Allorhizobium
(Angelini et al., 2011). Dentro de este grupo de organismos, existen tres especies de
Bradyrhizobium que nodulan soja, de los cuales B. japonicum (Fred et al., 1932) y B.
elkanii (Kuykendall ef al., 1992) son de crecimiento lento, suministrando alrededor del 50-
60% de los requerimientos del nitrogeno de la planta (Salvagiotti et al., 2008) y B.
liaoningense (Xu et al., 1995) y B. diazoefficiens de crecimiento extra lento.

Sugiyama et al, (2015) informaron cambios en las bacterias rizosférica
especialmente en Bradyrhizobium durante el crecimiento de la planta de soja lo que sugiere
que la relacidn soja-rizobio podria ser selectiva. Las leguminosas como la soja son capaces
de adquirir la mayor parte del N esencial mediante el proceso de fijacion y la parte restante
estara disponible para la planta desde el suelo (Sinclair et al., 2003). Los beneficios
econdmicos del uso de indculos de soja han sido muy transcendentales (Wagner, 2011).

La reduccién anaerdbica de nitrato es un proceso crucial en el ciclo del N en la
biosfera y su transformacion en nitrégeno atmosférico mediante la desnitrificacion permite
la eliminacion del exceso de nitrato que contamina los ecosistemas terrestres y acuaticos,
principalmente como consecuencia del abuso de fertilizantes nitrogenados en la practica
agricola. La desnitrificacién tiene un gran impacto en la agricultura, el medioambiente y la
salud humana (Delgado y Bedmar, 2006).

La desnitrificacién es una forma alternativa de la respiracion por lo que, en
condiciones limitantes de oxigeno, los microorganismos pueden utilizar el nitrato y sus
oxidos de nitrégeno derivados como aceptores de electrones en una cadena de transporte
hasta la formacion de N. La reduccion de los 6xidos de nitrogeno derivados estd acoplada
a la produccion de ATP, lo que permite a la célula crecer en ausencia de oxigeno. La

capacidad de desnitrificar es de gran interés en las asociaciones simbidticas que se



establecen entre los rizobios y sus leguminosas especificas, ya que esta habilidad permite a
los bacteroides sobrevivir durante periodos de anoxia (Sanchez, 2009).

Dado que los bacteroides poseen la maquinaria enzimatica necesaria para
desnitrificar, este proceso podria generar ATP en condiciones en las que el oxigeno
disponible sea limitante. Tales condiciones podrian ocurrir como consecuencia de una
disminucion de la concentracidén de oxigeno en los bacteroides provocada por un estrés
abiotico (altas concentraciones de NO37), lo que daria lugar a la disminucién de la difusién
de oxigeno hacia el interior del nddulo y, de la capacidad de produccion de ATP (Delgado
et al., 2007); o bien, remover los nitritos toxicos que pueden producirse como
intermediarios y dafian a la nitrogenasa (Lucinski et al., 2002).

Garcia-Plazaola et al., (1993) han demostrado con 13 cepas de Rhizobium melilloti
que la desnitrificacion también puede desempefiar una funcidn protectora para el sistema
de fijacion de nitrégeno. Serrano y Chamber (1990) indicaron que Bradyrhizobium sp. en
simbiosis con Lupinus mostré una alta correlacidn positiva entre la presencia de actividad
nitrato reductasa (NR), enzima encargada de la reduccion del nitrato a nitrito, y la mayoria
de las variables relacionadas con la fijacion de nitrégeno, lo que sugiere que la actividad
NR puede desempefiar funciones complementarias a las de la nitrogenasa. La actividad de
la nitrogenasa en los nodulos de lupino amarillo cultivados en presencia de 3, 5 y 7 mM de
NOs" durante 40 dias fue mayor en un 246%, 159% y 133%, respectivamente, que en los

noédulos cultivados en ausencia de NO;3™ (Lang et al., 1993).

En esta Tesis Doctoral, el sistema experimental de trabajo consistio en la
asociacion simbidtica de cepas de Bradyrhizobium japonicum, con capacidad de fijar el
nitrogeno atmosférico y desnitrificar, con plantas de soja en presencia de nitrato. A
continuacion, se describen las caracteristicas mds relevantes de ambos simbiontes y el

efecto del nitrato.

Caracteristicas de las plantas de soja (Glycine max L. Merril)

La familia de las leguminosas es la tercera mas numerosa luego de las compuestas y
gramineas con 750 géneros y 20.000 especies y son las segundas en importancia ecoldgica
y economica luego de la familia Gramineae (Doyle, 2001). Las leguminosas cultivadas se
utilizan principalmente como forrajeras o para la produccién de grano y su importancia
econdmica se basa en aspectos tales como la potencialidad en la produccion de proteinas
vegetales para el consumo humano, suplementacion del ganado (Graham y Vance, 2003) y

utilizacién como forraje para el consumo animal (Doyle y Luckow, 2003). También es un



complemento critico en rotaciones y sistemas de cultivo como fuente de nitrégeno,
constituyendo una alternativa a los fertilizantes quimicos (Broughton et al, 2003). La
capacidad de colonizar ecosistemas naturales, participando en la recuperacion de suelos
marginales y mejorando la fertilidad del suelo al incorporar el nitrégeno fijado a la materia
orgdnica constituye otra ventaja por parte de dicha familia (Vance, 1998).

La soja, (orden Fabales, familia Fabaceas, sub-familia Papilonoideas, género
Glycine) es una dicotiledénea originaria de Asia (Figura 2) siendo el norte y centro de
China, el sitio en el que se origind y sufrid el proceso de domesticacion. A partir de su sitio
de origen, el cultivo de soja se dispersd por diversos sitios del planeta, cultivandose en los
cinco continentes (Lopez ef al., 2013). En la Argentina comienza su expansion y llega a
una produccidn alrededor de 50 millones de toneladas debido al aumento de la superficie
sembrada (18 millones de hectareas) y del rendimiento (28 kg ha™! afio!) en la campafia

2013-2014 (Gutiérrez-Boem y Salvagiotti, 2014).

Figura 2. Planta de soja (Glycine max L.).

Las caracteristicas morfoldgicas principales son: es una planta herbacea de ciclo
anual que se cultiva en el ciclo célido, erecta, de hasta 1,5m de altura. Desde el punto de
vista estructural, las dos primeras hojas (eo6filos) son simples y las posteriores trifolioladas;
foliolos oval-lanceolados, el terminal mas grande. Posee flores de color blanco o violdceo,
reunidas en racimos axilares. Su fruto es una legumbre, péndula, pluriseminada, hirsuta,

agrupadas. Las semillas esféricas a ligeramente ovaladas, se desarrollan en vainas de 4 a 6



cm de longitud y cada vaina contiene entre 2 y 4 semillas en su interior, y pueden ser de
diferentes colores segun la variedad (amarillas, negras o verdes) (Bianco et al.,, 2007). La
germinacion es epigea, comienza cuando la semilla absorbe agua del suelo hasta alcanzar
aproximadamente un 50%. El primer signo externo de la germinacion es la emergencia de
la radicula (raiz primaria) que crece hacia abajo y ancla la planta al suelo. Luego, comienza
el crecimiento del hipocdtilo hacia arriba empujando los cotiledones (Melgar et al., 2011).
El ciclo del cultivo de soja posee dos estados de desarrollo: vegetativo y reproductivo de
estas estructuras. Se mencionan los estados de acuerdo a la escala de Fehr y Caviness

(1977) (Figura 3 y Tabla 1).
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Figura 3. Ciclo ontogénico de la leguminosa soja. Fuente: Modificado de Fulltec,
2012.

Tabla 1. Estados fenolégicos del cultivo de soja.

Estados Vegetativos Estados Reproductivos
VE Emergencia R1 Comienzo de floracién
VC Cotiledonar R2 Plena floracién
V1 Un nudo R3 Comienzo de fructificacion

V2 Dos nudos

R4 Plena fructificacién

V3 Tres nudos

R5 Comienzo de llenado de granos

R6 Semilla completamente
desarrollada

R7 Comienzo de madurez

Vn n nudos

R& Plena madurez

El cultivo de leguminosas, en asociacion con bacterias fijadoras, mejoran la
fertilidad del suelo lo que le confiere una gran eficacia a la hora de la fitorrecuperacion de
suelos forestales y revegetacion, ademas de preparar los suelos agricolas para ser utilizados
con otros cultivos, por medio de la rotacion de cultivos (Carpena et al., 2006). Sin

embargo, extraen grandes cantidades de fosfatos, potasio y calcio del suelo, de ahi que la




préactica habitual sea alternar cultivos de afio en afio siguiendo rotaciones en las que
obligadamente interviene una leguminosa (Derka y Sanchez, 2006).

Dentro de los factores ambientales que regulan la dindmica del desarrollo y
crecimiento del cultivo de soja se encuentra la temperatura y el fotoperiodo. Ambos
factores actian simultdneamente en las plantas que crecen en el campo y hay algunas
evidencias de que existen interacciones entre ellos, los efectos de la temperatura varian
segun el fotoperiodo al que estén expuestas las plantas o viceversa (Sinclair ez al., 1991).

Temperatura: regula el desarrollo a lo largo de todo el ciclo, pero los
requerimientos térmicos y las temperaturas cardinales que regulan la tasa de desarrollo
difieren a lo largo de las fases, presentando una menor sensibilidad en estadios de
crecimiento y desarrollo mas avanzados. Para que se cumpla la fase germinacion-
emergencia se han calculado temperaturas bases (Tb) entre 6-9 °C, temperaturas dptimas
entre 25-30 °C y una maxima de 40 °C. El tiempo térmico requerido para que se cumpla
dicha fase se ha estimado entre 120-200 °C dia (Tb=6 °C), con condiciones de buena-
regular provision hidrica (Andrade y Sadras, 2000).

Fotoperiodo: la soja es una especie con respuesta fotoperiddica cuantitativa, de dias
cortos. Presenta una corta fase juvenil, que dura en promedio 8 dias desde emergencia
(temperatura Optima), durante el cual el cultivo es insensible al fotoperiodo. A partir de
V1, el fotoperiodo afecta todas las etapas del desarrollo del cultivo. Tanto el valor de
fotoperiodo umbral como la sensibilidad fotoperiddica presentan una considerable
variabilidad genotipica (Andrade y Sadras, 2000).

Por otra parte, el fotoperiodo y la temperatura también son dos factores importantes
que influyen en el'rendimiento del cultivo de soja (Kantolic ef al., 2003). En la actualidad,
los rendimientos de la soja han aumentado de manera constante debido a una combinacion
de mejoras genéticas y de manejo, aunque este progreso se ve afectados por diferentes
estreses ambientales como inundacion, toxicidad de metales, contaminantes, radiacion
ultravioleta y factores bidticos (Hasanuzzaman et al., 2016). Hay un creciente interés por
valorar el impacto de la agricultura sobre la estructura del suelo, como asi también por el
conocimiento de la composicién de las especies vegetales. Debido a la preponderancia del
cultivo de soja, la investigacion sobre los factores que controlan su produccion, incidird en
la comprension de los factores que la regulan. Asi, uno de los factores a investigar es la

relacién simbidtica de la planta con los microorganismos del suelo (Pagano y Miransari,
2016).



Caracteristicas generales de los rizobios

Los rizobios son bacilos Gram negativos de aproximadamente 0,5-0,9 um de
longitud, generalmente mdviles cuando son jovenes por flagelos peritricos, polares o
subpolares, aerobios, quimiolitétrofos o quimioorganotrofos, no forman esporas, faciles de
cultivar; utilizan carbohidratos relativamente simples y amino-compuestos. Su crecimiento
Optimo ocurre en un rango de temperaturas entre 25 °C y 30 °C y en un valor de pH entre 6
y 7 (Werner, 1992). En base a sus propiedades culturales se clasifican en rizobios de
crecimiento rapido (RCR) con un tiempo de generacién entre 3 y 4,5 horas, acidifican el
medio y liberan abundantes polisacaridos y rizobios de crecimiento lento (RCL) con
tiempos de generacion que oscilan entre 6 y 8 horas, producen menos polisacaridos y
alcalinizan el medio.

Los rizobios de crecimiento lento pertenecientes al género Bradyrhizobium
presentan una velocidad de crecimiento lento en el medio extracto de levadura-manitol
(YEM); producen colonias de morfologia circular, opacas, blanquecinas y de textura
granular luego de un periodo de incubacion a 28 °C de 5 a 7 dias en el medio YEM-Agar
(Kersters y Vancanneyt, 2005). Los miembros de este género no crecen en presencia de
azlcares como la sacarosa y la ramnosa, sino que tienen la propiedad de crecer sobre
acidos organicos, y presentan ausencia de coloracién de las colonias que crecen en un
medio que contiene rojo congo. Ademads, son estimulados con biotina y requieren un alto
contenido de calcio, hierro y cobalto para su crecimiento (Werner, 1992).

Con el advenimiento de las técnicas moleculares de clasificacion, se comenzé a
utilizar el andlisis de la secuencia del gen 16S ARNr como uno de los principales criterios
para la descripcion de los géneros y las especies de rizobios (Menna et al., 2009; Delamuta
et al., 2013). Actualmente, se asume que todos los rizobios, habitantes naturales en el
suelo, pertenecen al Phylum Proteobacteria, ubicindose la mayor parte de ellos en el orden
VI, Rhizobiales, de la clase I a-proteobacterias, familia Rhizobiaccae (Werner et al.,
2014). Con respecto a Bradyrhizobium, que constituye el grupo mas importante en la
interaccidn con soja, se considera que USDA110 y USDA76 son cepas representativas de
B. japonicum y B. elkanii respectivamente, con lo cual suelen utilizarse como referencia
para clasificar nuevos aislamientos (Balatti, 2007). Delamuta et al., (2013) aportaron
evidencias para considerar una reclasificacion polifasica en una nueva especie de la cepa
tipo USDA110, asi como también la cepa SEMIAS080 comunmente empleada en la

formulacion y diversidad simbidtica de Bradyrhizobium (Lépez, 2015). En base a esta alta




diversidad en las propiedades genotipicas y fenotipicas, ha sido propuesta la reclasificacion
de la cépa Bradyrhizobium japonicum USDA110, del grupo la en una nueva especie
denominada Bradyrhizobium diazoefficiens sp. nov., por su mayor efectividad en la
fijacion de N, en altas tasas, especialmente en el cultivo de soja (Delamuta et al., 2013;
Siqueira et al., 2014). La nueva especie Bradyrhizobium diazoefficiens debe su nombre a
diazo referente a dinitrogeno y efficiens referente a eficiente, en conjunto remarcando una
mayor eficiencia de fijacion de nitrogeno mostrada por varias cepas de la especie B.
Jjaponicum. Esta nueva especie corresponde a bacterias Gram (-), aerdbicas como otras
especies del género, pero sus colonias son de 1,2-1,5 mm de diametro, circulares, convexas
y opacas luego de 7 dias de crecimiento a 28 °C en medio YEMA con rojo congo. Tienen
un porcentaje de GC de 63,98% y son muy efectivas en la nodulacién y fijacion de
nitrogeno en simbiosis con soja, aunque la especie también incluye simbiontes de otras

leguminosas (Lopez, 2015).
Efecto del nitrato sobre la fijacion biolégica del nitrégeno

El establecimiento de la asociacidn rizobio-leguminosa y la actividad fijadora de
nitrégeno de los ndédulos son procesos extremadamente sensibles a todo tipo de estreses,
generalmente, la simbiosis en si es mucho mas sensible a los factores ambientales, que la
planta o las bacterias en forma individual (Bedmar et al., 2014). Los factores ambientales
(temperatura, acidez, sequia, salinidad, metales pesados y alta concentracion de nitrato del
suelo, entre otros) pueden disminuir el nimero de rizobios naturalizados o introducidos en
el inoculante. Asimismo, el estrés bidtico (causado por patdégenos o plagas) afecta la
nodulacién y condiciona la supervivencia de la planta (Camargo, 2012), por lo general, el
microsimbionte es el mas afectado (Hungria y Vargas, 2000).

El exceso de nitratos afecta no sélo a los ecosistemas terrestres y marinos, sino que
también contribuye a la liberacion a la atmosfera de especies reactivas de nitrogeno (6xido
nitroso) los cuales deterioran la capa de ozono y contribuyen al incremento de los gases de
efecto invernadero implicados en el cambio climatico (Sutton et al, 2011; Obando-
Castellanos ef al., 2016). El empleo de fertilizantes ha provocado un considerable
incremento en la produccidon de alimentos, también ha ocasionado contaminacion del
medioambiente. Gran parte del fertilizante que se aplica termina en rios, lagos y mares,
contribuyendo a su eutrofizacion en plataformas continentales marinas (Diaz y Rosenberg,
2008).
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El uso de NOs™ del suelo o del fertilizante y el nitrogeno atmosférico por asociacion
simbidtica con rizobios, de forma simultinea o complementaria por leguminosas
noduladas, es una caracteristica unica de las plantas superiores (Delfini, 2010). La tasa
media de fijacion de N se situ6 en el rango de 0 a 337 kg ha! y la cantidad minima se
relaciond con aquellos campos que tenian una alta tasa de nitrato en la zona de raices o
donde existia algun tipo de estrés (Miransari, 2016). Kaschuk et al., (2016) informaron que
la aplicacidn de fertilizante nitrogenado afectd negativamente la nodulacion ocasionando
una disminucion en el rendimiento del cultivo de soja. Resultados similares se observaron
en cultivares de ambos habitos de crecimiento (determinados e indeterminados), lo que
indica que la fijacion bioldgica de nitrégeno puede satisfacer las necesidades de N de
nuevos genotipos de soja de ambos tipos de crecimiento.

Otro punto importante sobre el uso de fertilizacion nitrogenada es su interferencia
con el proceso de fijacion bioldgica de N por la soja y su simbionte. Si se usan cantidades
adicionales de N quimico, disminuye la actividad de B. japonicum y por tanto las
cantidades de N fijadas por los rizobios simbidticos. En consecuencia, debe determinarse la
tasa apropiada de fertilizacién quimica con N de manera que, en combinacién con el
proceso de fijacion bioldgica de N, la planta pueda absorber su N esencial dando lugar a un

crecimiento y a un rendimiento acorde a una 6ptima produccién (Miransari, 2016).
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Ftipdtesis y Objetives



El manejo eficiente del N en sistemas agropecuarios a través de la Fijacion
Bioldgica del Nitrogeno resulta en una prdctica econdmicamente viable para una
agricultura sustentable. Sobre la base de estos antecedentes, la Fijacion Bioldgica del
Nitrégeno en el cultivo de soja resulta ser un proceso crucial, aunque se encuentra
limitada por diferentes condiciones ambientales (entre ellas, altas concentraciones de
nitrato). Una estrategia para solucionar esta limitacion, seria utilizar bradirrizobios que

presenten una elevada actividad nitrato reductasa en simbiosis con la planta.
» V4 - L
FHipdtesis de trabajo

-Las cepas de Bradyrhizobium japonicum, caracterizadas por su actividad
desnitrificante, presentan diferentes comportamiento agrondmico y simbidtico en su

asociacion con la planta de soja en presencia de nitrato.

-La fijacion bioldgica del nitrégeno en la asociacidon simbidtica Bradyrhizobium
Jjaponicum-soja en suelo con alto nivel de nitrato depende de la presencia de una activa
nitrato reductasa bacteroidal capaz de reducir el nitrato y suministrar la energia para la

actividad nitrogenasa.

Objetive genenal

% Contribuir a la optimizacion de la fijacion de nitrégeno en el cultivo de soja para

una mayor produccion y mantenimiento del recurso suelo, en presencia de nitrato.

Objetivas espectficas

% Determinar el crecimiento y la viabilidad de las diferentes cepas de
Bradyrhizobiun japonicum, asi como su actividad promotora del crecimiento
vegetal (produccion de 4cido indolacético, sideroforos, cianidas y solubilizacion de

fosfato).
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Evaluar el efecto del nitrato sobre el crecimiento de las plantas de soja inoculadas
con cepas de Bradyrhizobium japonicum, que presentan diferencias en su actividad

desnitrificante en ensayos de invernaculo.

Analizar el impacto del nitrato sobre la nodulacion y estimar la eficiencia de la
fijacion de nitrogeno y carbono en la asociacidon simbidtica Bradyrhizobium

Jjaponicum-soja.

Determinar si el contenido de los compuestos nitrogenados (nitrato, ureidos y
aminoacidos) se encuentra alterado en la asociaciéon simbidtica Bradyrhizobium

Japonicum-soja por la adicion de nitrato.

Caracterizar el rol de la enzima nitrato reductasa desnitrificante en los bacteroides

obtenidos de los nddulos de soja en repuesta al nitrato.

Analizar e interpretar las propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas del suelo,
asf como las condiciones climaticas para el desarrollo del cultivo de soja inoculado
con cepas de Bradyrhizobium japonicum, que presentan una elevada actividad

nitrato reductasa, en ensayos a campo.

Estimar la contribucion relativa del nitrogeno del suelo y el proveniente de la

fijacion bioldgica en la asociacion simbiotica Bradyrhizobium japonicum-soja.

Evaluar el impacto de las cepas de Bradyrhizobium japonicum sobre el

rendimiento del cultivo de soja durante dos campafias consecutivas.
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Capitulo 2: Impacto del nitrato sobre el
crecimiento y la fijacion biologica del
nitrogeno en la asociacion simbiodtica

Bradyrhizobium japonicum-soja.
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Microorganismos con actividad promotora del crecimiento vegetal

Diversos microorganismos del suelo tienen propiedades que lo hacen adecuados
para ser utilizados como herramientas biotecnolégicas (Garcia de Salamone, 2013).
Diferentes estudios tienden a la formulacion de nuevos productos bioldgicos que permitan
mejorar ¢l rendimiento de los cultivos, resguardando su sanidad y minimizando el impacto
ambiental que ocasiona el uso indiscriminado de agroquimicos y fertilizantes. Las
interacciones plantas-microorganismos que ocurren en la rizésfera son las determinantes de
la sanidad vegetal y de la fertilidad de los suelos. En ellas, los microorganismos juegan un
rol fundamental en la transformacion, movilizacién y solubilizacién de nutrientes en los
suelos y su subsecuente incorporacion para alcanzar su optimo rendimiento de los cultivos
(Jeffries et al., 2003).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (del inglés, Plant
Growth-Promoting Bacterium) se definen como aquellas bacterias de vida libre de suelo,
rizésfera, rizoplano, filésfera y simbidticas, que, bajo ciertas condiciones, son benéficas
para las plantas (Bashan, 2005). Las PGPB pueden estimular ¢l crecimiento y el desarrollo
de los cultivos agricolas cambiando el estado fisioldgico y las caracteristicas morfologicas
de las raices inoculadas, favoreciendo la captacion de nutrientes en el reciclaje y tolerancia
a la sequia (Glick, 2012).

Las rizobacterias simbidticas como aquellas pertenencientes al Orden Rizobiales y
que incluyen individuos de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Allorhizobium, Azorhizobium y Bradyrhizobium, han sido extensamente estudiadas desde
la perspectiva de su asociaciéon con leguminosas, en términos del proceso de fijacion
biologica de nitrégeno (Lodwig y Poole, 2003). Sin embargo, nuevas evidencias sugieren
que gran parte de los miembros de este género tendrian ademas potencialidad para ser
considerados como rizobacterias promotoras del crecimiento. Podrian ser capaces de
producir compuestos reguladores del crecimiento (4cido indolacético, acido giberélico y
citocininas) (Boiero et al., 2007), la solubilizacién de fosfatos (Rodriguez y Fraga, 1999;
Abbas-Zadeh et al., 2010) y control bioldgico de patdogenos (Hossain y Martensson, 2008,
Bailly y Weisskopf, 2012). Asi, Fernandez et al., (2005) estudiaron en aislamientos de
Bradyrhizobium sp. obtenidos de suelos donde se cultiva la soja, la habilidad fisioldgica de
solubilizar el fosfato inorganico, encontrando que los mismos mostraron la capacidad de

solubilizacion del fosfato.
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Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal

Estos microorganismos afectan positivamente el crecimiento de las plantas
mediante diferentes mecanismos que pueden clasificarse en: a) directos tales como la
solubilizacion de fosfatos u otros nutrientes, la produccion de sideroforos, la produccion de
reguladores del crecimiento y la fijacidon de nitrogeno; b) indirectos como la biosintesis de
antibidticos y antifingicos, la produccidn de sideroforos, la capacidad de competir en la
rizésfera y la induccidén de resistencia sistémica (Cattelan et al, 1999; Nelson, 2004;
Ahemad y Kibret, 2014). La promocion directa del crecimiento se produce cuando una
PGPB proporciona los compuestos que influencian al metabolismo de la planta o cuando
se facilita la adquisicién de nutrientes no disponibles en el suelo. Los mecanismos directos

mas importantes que han sido propuestos, son:

oo Produccion de reguladores de crecimiento: muchas bacterias son capaces de
producir fitohormonas, tales como acido indolacético (AIA), acido giberélico y
citoquininas. Las moléculas promotoras del crecimiento producidas por los rizobios
presentes en la rizdsfera o en los tejidos de las plantas, estimulan el desarrollo de la
raiz y favorecen la absorcidon de nutrientes en beneficio de las pantas (Ledn-Barrios
et al., 2006).

oo Solubilizacion de fosfatos u otros nutrientes: el fosfato, después del nitrégeno, es el
elemento mas requerido por las plantas y los microorganismos (Vance, 2001). Si
bien es abundante en la materia orgénica, no esta disponible. Dicho problema puede
ser solucionado en cierta medida por la inoculaciéon con microorganismos
solubilizadores de P, que pueden convertir los compuestos de fésforo insolubles en
formas accesibles para las plantas (Lavania y Nautiyal, 2013).

o Produccion y secrecion de sideroforos: los sideréforos microbianos juegan un rol
importante en el biocontrol de enfermedades y en la nutricion del hierro de las
plantas, ya que compiten con los fitopatdgenos por el hierro disponible (Gutiérrez-
Maiiero et al., 2006).

o Fijacion de nitrogeno: la disponibilidad de nitrogeno atmosférico, en favor de la
productividad y los ecosistemas, mediante la reduccion del N> inerte a amonio es
un proceso exclusivo de algunos procariotas que son capaces de romper el triple
enlace de la molécula de N> con la participacion de la nitrogenasa, y formar amonio

que las bacterias ceden a las plantas (Lluch P14, 2015).
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Importancia de la fijacion biolégica del nitrogeno en la asociaciéon simbiética

Bradyrhizobium japonicum-soja

La importancia del proceso de FBN radica en que, las plantas superiores, los
animales y la gran mayoria de los microorganismos dependen del nitrégeno combinado
organico e inorganico de la naturaleza para su nutricion y no pueden hacer uso del elevado
volumen presente en la atmoésfera (Balatti, 2007). La FBN es llevada a cabo por un escaso
grupo de microorganismos procariotas llamados diazétrofos cuya caracteristica principal es
la de poseer el complejo nitrogenasa, encargado de transformar el nitrogeno atmosférico en
amonio, forma asimilable por las plantas (Frioni, 2011).

La asociacion simbidtica establecida entre las leguminosas se realiza con los
microorganismos comunmente conocidos con el nombre de rizobios, es el sistema
simbidtico mas eficiente. El proceso de FBN ocurre en la entrada a los ecosistemas
terrestres de unas 250 x 10° toneladas de N anuales, aporte esencial para la alimentacion
humana y animal (Monza y Palacios, 2004; Salvagiotti et al., 2008). Ademas, este tipo de
asociacion es altamente benéfica para ambos miembros del par simbidtico ya que la
bacteria fija N2 y cede gran parte a la planta permitiendo su crecimiento. La planta, fija
carbono por medio de la fotosintesis y aporta gran cantidad de compuestos carbonados a la
bacteria. Este tipo de simbiosis no solo favorece significativamente al ciclo global del
nitrégeno, sino que ademas permite mantener la fertilidad de los suelos incrementando la

productividad de las plantas (Mateo-Box, 2005).

Mecanismos fisiologicos y moleculares implicados en el establecimiento de la

asociacién Bradyrhizobium japonicum-soja

El establecimiento de la simbiosis es el resultado de una compleja secuencia de
interacciones, entre los rizobios y las raices de las leguminosas, que involucran cierto
intercambio de sefiales moleculares entre ambos organismos (Spaink, 2000).

La rizosfera es la porcion de suelo que esta intimamente relacionada con las raices
de las plantas en crecimiento con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas diferentes a las
del resto del suelo (Bazin et al, 1990). Estas caracteristicas estan en gran medida
influenciadas por una mezcla compleja de compuestos liberados de las raices de las
plantas, es decir, exudados de las raices, que tienen un alto impacto sobre la dindmica de
nutrientes y oligoelementos en la interfase suelo-raiz, asi como sobre las actividades

microbianas, hacen que dicha zona sea un lugar muy apropiado para el desarrollo de las
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bacterias (Rugova ef al., 2017). Entre el 10% y 30% de los fotosintatos de la planta son
excretados en los exudados radicales incluyendo carbohidratos, acidos 0rganicos,
vitaminas, aminodcidos y derivados fenélicos (Bowen y Rovira, 1999). Entre estos tiltimos
encontramos a los flavonoides derivados del 2-fenil-1,4-benzopirona que desencadenan
una serie de respuestas especificas en los rizobios circundantes. Los flavonoides varian en
su composicion dependiendo de la especie y son metabolizados por los rizobios. En
concentracion nanomolar provocan la quimiotaxis activa de los rizobios hacia la superficie
radical, en cambio en concentracion micromolar activan en los rizobios a los genes
responsables de la nodulacidn, llamados genes nod (Redondo-Nieto et al., 2003). En la
asociacion Bradyrhizobium japonicum-soja la molécula sefial relacionada es la genisteina,
la que también determina la especificidad de la simbiosis, es producida por la planta
huésped lo que resulta en la activacién de los genes bacterianos nod (Wang et al., 2012).
Una proteina sensora/reguladora llamada NodD interacciona con los flavonoides
producidos por la leguminosa compatible (su estructura molecular es reconocida por las
leguminosas y determina en gran parte la compatibilidad entre una cepa de rizobio y la
leguminosa correspondiente) y como consecuencia se modifica y activa la expresion de los
genes nod que codifican un paquete de enzimas encargadas de producir los factores Nod;
denominados lipo-quito-oligosacarido (LQO) que son moléculas complejas con una
estructura basica constituida por 3-6 residuos de N-acetil-glucosamina, unidos a un acido
graso y a otros sustituyentes (Perret et al., 2000; Streng ef al., 2011). Los factores Nod son
percibidos por los receptores a nivel de la célula del hospedante e inducen varias respuestas
en la leguminosa huésped que se relacionan con el proceso de infeccion (Schultze y
Kondorosi, 1998; Miransari, 2016), ya que determinan modificaciones en los pelos
radicales, la formacién del canal de infeccion y la division de células del cortex, que
conducen a la formacion del nodulo en cuyo interior se va a llevar a cabo la fijacion del N».
La unién de la bacteria a la superficie del pelo radical es un paso preliminar muy
importante que precede a la invasion. Fibrillas de celulosa producidas por la bacteria
pueden ayudar a incluir al rizobio en la superficie mucilaginosa de la raiz, proceso
reforzado por la presencia de proteinas dependientes de calcio, ricadhesinas, producidas
por la bacteria (Jones ef al., 2007). Las lectinas (proteinas que contienen carbohidratos)
también cumplen una funcién en la adherencia planta-bacteria. Las lectinas han sido
identificadas en los extremos de pelos radicales y en la superficie de las células del rizobio;
es por esto que los polisacaridos y proteinas producidos por los rizobios juegan un papel

muy importante en la interaccién fisica entre la planta y la bacteria. La presencia de los
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factores Nod a concentraciones nanomolar es suficiente para que la planta produzca la
deformacion de los pelos radicales, induzca la division celular en el parénquima de la raiz
y con ello inicie la formacién del nddulo (Tsvetkova et al., 2006).

Los mecanismos de entrada de los rizobios a las leguminosas pueden ser de tres
tipos: en alfalfa, soja y poroto la bacteria penetra por hilo de infeccion (Sprent, 2008); en
leguminosas que no presentan pelos radicales la infeccion es directa via células
epidérmicas; en leguminosas tropicales y subtropicales (Arachis, Sesbania, Neptunia) por
crack entry (Boogerd y Van Rossum, 1997). En el caso especifico de la soja ocurre por
formacion del hilo de infeccion donde las bacterias se adhieren a los pelos radicales
susceptibles y secretan factores Nod (Figura 4). El primer efecto observable es la
inhibicién del crecimiento apical del pelo radical, debido a una perturbaciéon en la
biosintesis de la pared celular vegetal. Posteriormente, se reanuda el crecimiento del pelo
radical, y el aporte continuo de factores Nod sintetizados por el rizobio causa la
reorientacion del eje de crecimiento hacia la célula bacteriana (Brewin, 2004). Asi, los
rizobios quedan atrapados por el curvado del pelo radical. La microcolonia bacteriana
atrapada por el curvado del pelo radical, a través de la produccion de los factores Nod
actiia como un centro de sefializacion, induciendo el inicio de las divisiones de las células
del cortex radical para formar los primordios nodulares. Luego, se produce la invaginacion
o degradacion parcial de la pared celular del pelo radical seguida de una invaginacidon de la
membrana plasmatica que culmina con la formacion de una estructura tubular denominada
canal o hilo de infeccion, a través del cual los rizobios penetran a la raiz (Gage, 2004). Este
hilo de infeccidn comienza a crecer hacia la base del pelo y luego se ramifica a medida que
se acerca a las células del cortex (Stougaard, 2000). Posteriormente, el hilo atraviesa las
sucesivas capas corticales hasta alcanzar un primordio nodular; cuando esto ocurre la
sintesis de nueva pared se detiene y el extremo del hilo queda rodeado por membrana
plasmatica. La membrana continla su crecimiento debido al aporte de vesiculas
provenientes del aparato de Golgi (Xie et al., 2012). Las bacterias en el interior del canal
de infeccién son envueltas por la membrana vegetal y posteriormente esta estructura se
independiza formando el simbiosoma en las células corticales (Verma y Hong, 1996).
Finalmente, se produce la diferenciacion de las bacterias en formas especializadas, los
bacteriodes. Simultaneamente con la aparicion de simbiosomas, el primordio nodular se
convierte en nédulo maduro (Maunoury et al., 2008).

El proceso de simbiosis, entre el macrosimbionte (planta) y el microsimbionte (bacteria) es

el resultado de tres eventos: infeccion intracelular de las células hospedadoras por el
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microsimbionte; desarrollo y organogénesis del nodulo; y proceso de fijacién de Na. El
primer y el segundo evento ocurren simultdneamente, mientras que la fijacién ocurre una

vez finalizada la organogénesis y sdlo si la infeccion bacteriana fue la adecuada (Patriarca

et al., 2004).
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Figura 4. Infeccién de las raices mediante lIa formacién de hilo de infeccion. A) Los
flavonoides liberados por las raices actian como quimioatractantes. B) Los rizobios
se adhieren a pelos radicales de la zona susceptible de la raiz. El pelo radical se curva
y engloba en su interior a las bacterias. Las células corticales retoman la divisién
celular en respuesta a los factores Nod rizobianos y se forma el primordio nodular. C)
La pared celular sufre una invaginacién o degradacion parcial seguida de una
invaginacion de la membrana plasmatica vegetal para formar el hilo de infeccién. D)
El hilo de infeccién crece y se ramifica a medida que se dirige al cértex radical.
Posteriormente, las bacterias son captadas por las células del primordio por

endocitosis y comienzan su diferenciacién a bacteroides. Fuente: Ibaiiez, 2009.
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Generalmente, cada rizobio es capaz de formar nédulo en un nimero restringido de
plantas leguminosas, y cada una de las mismas es nodulada por un pequefio nimero de
rizobio (D’ Antuono, 2006).

Dependiendo del sistema simbidtico y del lugar en donde se induzcan las divisiones
mitdticas en la raiz, se pueden encontrar dos tipos de nddulos: determinados o
indeterminados (Doyle, 2011) (Figura 5). En lineas generales, los ndédulos contienen dos
zonas, una interna o zona de infeccion y otra externa o cortex. La zona de infeccion es muy
diferente segiin de qué tipo de nddulos se trate. En leguminosas de climas tropicales y
subtropicales, como es el caso de la soja la division de células del cortex externo da lugar a
nodulos de forma esférica o nddulos determinados, ya que su crecimiento se basa en la
expansion celular y no hay divisiones mitdticas transcurridos los 12-18 dias desde la
inoculaciéon (Maunoury et al., 2008; Popp y Ott, 2011). En leguminosas de climas
templados, la division de las células del cortex interno da lugar a nddulos de forma
alargada conocidos como nddulos indeterminados. Asi como el genoma de la planta
determina el mecanismo de entrada del microorganismo a las células, también determina el
tipo de nddulo que se formara en las raices de la leguminosa. Ambos tipos de nodulos,
ademads de presentar una organizacion anatdmica e histologica distinta, también difieren en
la forma en que se comporta la bacteria dentro del nédulo en formacion (Redondo-Nieto ef
al., 2003) en lo que se refiere a la via de asimilaciéon del amonio y al tipo de metabolitos

nitrogenados que exportan (Sprent y James, 2007).

Haces vasaulares del nédulo
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Figura 5. Esquema de un nédulo indeterminado (izquierda) y determinado (derecha),

mostrando sus diferentes zonas. Fuente: Modificado de Hadri ef al., 1998.
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El nimero y el tamafio de los nddulos estan controlados por factores ambientales,
como el N del suelo y el agua entre otros (Giller, 2001). En el cortex se pueden distinguir
varias zonas, cuyo grado de diferenciacion e incluso, su presencia, varia segln la especie
de leguminosa. Préximo a la zona de infeccion se encuentra el cortex interno, en el que se
distingue una zona de células pequefias, a veces, con grandes espacios intercelulares, y otra
zona de células muy empaquetadas. El cortex medio contiene células grandes de pared
gruesa pero no lignificada. Detras de éste, en algunos casos, se distingue una capa de
células con paredes engrosadas que constituyen la endodermis o esclerénquima. La ultima
capa del nodulo, el cortex externo, contiene células grandes poco empaquetadas, y espacios
intercelulares grandes. En algunos casos detras de éste también se distingue una peridermis
(Minchin et al., 2008).

Dentro del nddulo, los bacteroides expresan el complejo enzimatico nitrogenasa y
determinados citocromos que no estdn presentes en las bacterias de vida libre. Este
complejo es altamente sensible al oxigeno y consta de dos subunidades, una ferroproteina
(Fe-proteina) o di-nitrogenasa reductasa, y una ferromolibdenoproteina (FeMo-proteina) o
dinitrogenasa (Dixon y Kahn, 2004; Seefeldt er al., 2004) (Figura 6). La reaccion

estequiométrica de la reduccion de N2, en condiciones dptimas, es la siguiente:

N,+8e-+8H*+16 MGATP mmmsp 2NH,+H,+16 MgADP + 16 P,
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Figura 6. Complejo enzimitico nitrogenasa. La ferredoxina reduce la proteina Fe.
Unién e hidrélisis de ATP a la proteina Fe provocando un cambio conformacional en
dicha proteina que facilita las reacciones redox. La proteina Fe reduce la proteina

MoFe y esta reduce el N2. Fuente: Taiz y Zeiger, 2010.

El donador de electrones de la nitrogenasa es la ferredoxina, proteina de potencial
redox muy negativo. En la conversion del N, a NH4", la ruptura del triple enlace (N=N) de
la molécula de nitrogeno posee una elevada demanda de energia (= 960 kJ/mol de N»
fijado). Es por ello, que la reaccidon esta acompafiada del hidrolisis de 16 moléculas de
ATP por cada molécula de N> que se reduce (Taiz y Zeiger, 2010).

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia necesaria
para la fijacion de Na. Los principales compuestos organicos transportados al interior de
los bacteroides son los intermediarios del ciclo del 4cido citrico, en particular los acidos de
cuatro carbonos (succinato, malato y fumarato). Estos acidos son utilizados como
donadores de electrones para la produccién de ATP y, después de su conversién a piruvato,
como ultima fuente de electrones para la reduccion del Na.

El equilibrio establecido en los noédulos entre el metabolismo del carbono y
nitrégeno determina el funcionamiento de esta estructura y, por lo tanto, el necesario
aporte de nitrégeno para el crecimiento de la planta (Figura 7). En los nodulos, la sacarosa,
procedente de la parte aérea de la planta via floema, es catabolizada por las actividades
sacarosa sintasa (SS) e invertasa alcalina (IA). El amonio, formado por la nitrogenasa del
bacteroide, es excretado al citosol del ndédulo y asimilado en aminoacidos por las enzimas

Glutamina sintetasa, (GS), Glutamato sintasa (GOGAT) y Glutamato deshidrogenasa
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(GDH). Como resultado de la accién coordinada de las enzimas GS/GOGAT se forman
dos moléculas de glutamato (Glu), una de ellas es utilizada por la aspartato
aminotransferasa (AAT) para formar asparagina (Asn). Se ha propuesto recientemente que
la planta suministra Glu a los bacteroides, ademas de dicarboxilatos; el Glu atravesaria la
membrana por transporte pasivo y el bacteroide produciria Asp o posiblemente alanina
(Ala). Asi, los bacteroides exportarian estos dos aminoacidos (Asp y Ala) al citosol ademas
de amonio (Lodwig et al., 2003).

Los nodulos exportan el N asimilado en forma de amidas o ureidos a la parte aérea
de la planta. Los ureidos (alantoina, acido alantoico, citrulina) se sintetizan a partir de las
amidas y precisan sintesis de novo de purinas que deben ser oxidadas. La glutamina y
glutamato, son los compuestos primarios de asimilacién del nitrégeno, los cuales son
usados para sintetizar otros aminoacidos y compuestos nitrogenados por transaminacion
(Okumoto y Pilot, 2011). Particularmente, los nédulos determinados exportan ureidos,
mientras que la asparagina o glutamina son las formas comunes con la que se transporta el

N en nédulos indeterminados (Oldroyd et al., 2011).
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CITOSOL

Figura 7. Célula infectada en un nédulo de leguminosa exportadora de amidas: rutas
metabélicas que tienen lugar en el citosol, simbiosoma, mitocondrias y plastidios de
una. SS: sacarosa sintasa, IA: invertasa alcalina, UDPGPP: UDP-glucosa
pirofosforilasa, PEPC: fosfoenolpiruvate carboxilasa, MDH: malato deshidrogenasa,
Nasa: nitrogenasa, GS: glutamina sintetasa, GOGAT: glutamato sintasa, AAT:
aspartato aminotrasferasa, ICDH: isocitrato deshidrogenasa. Fuente: Gonzilez et al.,

2006.

Durante el establecimiento de la asociacion simbiodtica, la planta expresa proteinas
especificas llamadas nodulinas. Entre ellas, la leghemoglobina la cual tiene como funcion
aportar y controlar los niveles de Oz en los bacteroides. Esta proteina se localiza en el
citosol de las células de la planta infectada por bacteroides y es la que da el tipico color

rosado de los nédulos funcionales (Becana y Klucas, 1992).

Caracteristicas de las cepas de Bradyrhizobium japonicum con capacidad

desnitrificante

Los microorganismos capaces de llevar a cabo la desnitrificaciéon (reduccion de
nitrato a Nz), son muy escasos ya que la mayoria de ellos sdlo realizan una desnitrificacion

parcial o incompleta, lo que se debe a que no poseen o no expresan el equipo enzimético
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necesario para llevar a cabo todos y cada uno de los procesos de reduccion que conforman
la desnitrificacion.

Las bacterias desnitrificantes son microorganismos capaces de utilizar los 6xidos de
nitrogeno como aceptores de electrones (proceso anoxico), en lugar del oxigeno. Desde el
punto de vista bioquimico y taxondmico son muy diversas: algunas son heterotroficas,
otras crecen de forma autotréfica en presencia de hidrogeno y COz, o con compuestos
reducidos de azufre. La mayoria posee todas las enzimas necesarias para reducir el nitrato
a Ny, pero algunas carecen de una o varias enzimas que participan en el proceso global, por
lo que, solo pueden llevar a cabo la reduccion del NO; o bien producir algunos productos
intermedios (Seitzinger, 1992). Algunos de los géneros bacterianos que pueden llevar a
cabo el proceso de desnitrificacion son: Bacillus, Rhizobium, Azospirillum, Micrococcus,
Aerobacter  Agrobacterium, Pseudomonas, Flavobacterium, Rhodopseudomonas,
Paracoccus, Alcaligenes y Aquifex. En el suelo, la mayoria de las bacterias desnitrificantes
cultivables son anaerobios facultativos pertenecientes principalmente a los géneros,
Pseudomonas 'y Alcaligenes 'y, en menor medida Bacillus, Agrobacterium 'y
Flavobacterium (van Spanning, 2005).

Si bien la desnitrificacion es propia de las bacterias anaerobias facultativas, y se
considera que solo ocurre en ausencia de oxigeno, se han descripto algunas especies del
género Paracoccus capaces de desnitrificar en condiciones aerdbicas (Stouthamer et al.,
1997). También se ha demostrado la existencia de genes implicados en la desnitrificacion
en bacterias nitrificantes (Cebron y Garnier, 2005). También, tienen la capacidad de
desnitrificar algunos hongos del género Fusarium (Takaya, 2002).

La capacidad de desnitrificar no estda muy extendida entre los rizobios, ya que sélo
Bradyrhizobium japonicum y Azorhizobium caulinodans son los Unicos capaces de crecer
cuando se cultivan en condiciones limitantes de oxigeno con nitrato como aceptor final de
electrones para la produccion de ATP. Entre los rizobios, se han caracterizado genes que
codifican enzimas de la desnitrificacion en R. sullae, R. etli, S. meliloti y B. japonicum
(Bedmar ef al., 2005; Delgado et al., 2007). Bradyrhizobium japonicum es el Gnico rizobio
donde se ha aislado y caracterizado los genes de la desnitrificacion, napEDABC, nirK,
norCBQD y nosRZDFYLX, implicados en la sintesis de las enzimas nitrato reductasa
periplasmica, nitrito reductasa, oOxido nitrico reductasa y Oxido nitroso reductasa,
respectivamente. Los genes nos de Bradyrhizobium japonicum USDA110 se identificaron

mediante hibridacién de su ADN gendmico con el gen nosZ de Pseudomonas stutzeri

(Robles et al., 2006).
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Fernandez ef al., (2008) aislaron cepas desnitrificantes de los suelos donde se
cultiva la soja en el pais, en Pergamino (Buenos Aires) y Manfredi (Cordoba), las cuales
han sido diferenciadas en tres categorias, de acuerdo a la produccion de N>O:

Grupo I: cepas de referencia Bradyrhizobium japonicum USDA110 y MSDG-G49
producen 7,06 y 7,30 nmol N2O g™ proteina, respectivamente.

Grupo II: cuatro aislamientos de Bradyrhizobium sp. de suelos de Pergamino que
producen entre 2 y 5 nmol N2O pg™' proteina.

Grupo III: cuatro Bradyrhizobium sp. que producen < 1 nmol N>O pg! proteina.

Esta clasificacion indica que hay una actividad desnitrificadora diferente en las
cepas de Bradyrhizobium sp. indigena de los suelos cultivados con soja. El grupo I tiene la
maxima actividad desnitrificadora. La habilidad del grupo II fue de cinco veces mayor que
la del grupo III. El bajo nivel de actividad desnitrificante del grupo III sugirié que esos
organismos pertenecen a los “desnitrificadores moderados” categoria descripta por Mahne
y Tiedje (1995). Las caracteristicas relevantes de los aislamientos y los genes descritos

vinculados a la capacidad desnitrificadora de las cepas que se utilizaron son:

Per 3.64 grupo II; 3,26 nmol N>O pg‘l proteina; napA, nirK, norC, nosZ
Per 1.12 grupo II; 4,20 nmol N>O pg™' proteina; napA, nirK, norC
Per 3. 61 grupo I1I; 1,03 nmol N2O pg! proteina; napA4, nirk, norC, nosZ

Influencia del nitrato sobre la asociacion simbié6tica rizobio-leguminosa

Una exitosa asociacién simbiodtica bradirrizobio-soja requiere que no haya
condicionantes por exceso o por déficit, para el desarrollo normal del cultivo. El nitrégeno
combinado presente en el suelo inhibe el establecimiento de nddulos en las raices de las
leguminosas (Liu er al, 2011). La abundancia de nitrogeno combinado en el suelo
determina la represion de los genes nod asi como disminucién de la sintesis de lectinas, por
lo que disminuye la capacidad de anclaje de la bacteria a la raiz. La presencia de nitrato
también retrasa la formacion de los nddulos y disminuye la masa nodular (Ralston y
Ismande, 1983). Ademads, se produce aborto de los cordones de infeccidon, se inhibe la
transformacion de bacterias a bacteroides, disminuye la actividad nitrogenasa, aumenta la
sintesis de etileno por las raices y la abscision de nédulos (Ligero et al., 1991).

Los niveles bajos de nitrégeno en los primeros estadios vegetativos en los que
todavia los nodulos no son funcionales pueden ser beneficiosos. Pero, a medida que el

nitrogeno proveniente del suelo o del fertilizante aumenta, el nitrogeno derivado de la
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fijacion bioldgica y la nodulacion disminuyen (Fernandez-Canigia, 2003). De esta forma,
cuando hay suficiente disponibilidad de nitrégeno en el suelo, la planta privilegia la
incorporacion del nitrogeno edafico respecto al derivado de la atmdsfera por razones de
economia energética (Racca y Collino, 2006). Por otra parte, se demostré que el efecto
inhibitorio producido por la presencia de nitrato depende fundamentalmente de la
leguminosa y no del bradirizobio. La razon de esta inhibicién no se conoce a nivel
molecular, aunque parece ser un efecto que se ejerce a nivel local, no sistémico, segun se
desprende de experimentos realizados con sectores de sistemas radiculares expuestos por
separado y simultdneamente a distintas concentraciones de nitrato (Monza y Maérquez,
2004).

Las asociaciones simbidticas en la cual la funcién de la enzima nitrato reductasa es
complementaria con la funcion de la nitrogenasa depende de los bacteroides capaces de
reducir el nitrato por la via desnitrificante. Es decir que ademds de fijar N2, algunas
especies de rizobios, entre ellas Bradyrhizobium japonicum USDA110, son también
capaces de desnitrificar en simbiosis, siendo esto de gran interés ya que las cepas de
rizobios caracterizadas por una elevada actividad nitrato reductasa son menos susceptibles
a la inhibicién por nitrato (Chamber-Pérez et al., 1997). Los compuestos, que pueden
producirse como intermediarios de la reduccion de nitrato en los bacteroides, o por la
planta como productos de la enzima nitrato reductasa o la enzima 6xido nitrico sintasa,
pueden afectar a la nitrogenasa o unirse a la leghemoglobina y formar complejos nitrosil-
leghemoglobina afectando de esta manera a la fijacion de nitrégeno (Meakin et al., 2007).

Ademas, el 6xido nitroso es un inhibidor competitivo de la nitrogenasa, ya que es
sustrato de la misma, que puede reducirlo a Nz. Asi, el rol de la desnitrificacion podria ser
dual ya que podria remover los compuestos toxicos o bien suministrar ATP a la
nitrogenasa (Garcia-Plazaola et al., 1993). Por lo tanto, la fijacion de nitrégeno y la
desnitrificacion, dos procesos que son antagonistas en el ciclo del nitrégeno, pueden actuar
en forma complementaria y permitiria la sobrevivencia de la bacteria en el interior de los
nddulos de las raices (Lucinski ef al., 2002).

Cuando hay suficiente N disponible en el suelo, la planta, direcciona el
metabolismo hacia un gasto menor de energia, privilegiando la incorporacién del N edafico
por sobre el derivado de la atmoésfera (Perticari et al., 2007). De esta forma, el
establecimiento de una simbiosis efectiva requiere que exista una deficiencia de N en el

suelo, al menos en el ambiente que circunda a la raiz, y que se produzca una serie de
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eventos concatenados que consisten en la percepcion de seiiales, su transduccién y una

respuesta determinada (Racca y Collino, 2006).
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Ot jetivas especificos



% Determinar el crecimiento y la viabilidad de las diferentes cepas de
Bradyrhizobiun japonicum, asi como su actividad promotora del crecimiento
vegetal (produccion de acido indolacético, sideroforos, cianidas y solubilizacion de

fosfato).

% Evaluar el efecto del nitrato sobre el crecimiento de las plantas de soja inoculadas
con cepas de Bradyrhizobium japonicum, que presentan diferencias en su actividad

desnitrificante en ensayos de invernaculo.
% Analizar el impacto del nitrato sobre la nodulacién y estimar la eficiencia de la

fijacion de nitrégeno y carbono en la asociacion simbidtica Bradyrhizobium

Japonicum-soja.
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Materiales y métadaes




Cepas bacterianas

Las cepas de Bradyrhizobium japonicum que se usaron en este trabajo de tesis
doctoral se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas de Bradyrhizobium japonicum.

Bradyrhizobium Descripcion Referencia
Japonicum
USDA 110 Cepa de referencia Belstville, USDA,

USDA 110/CC41

Mutante defectiva en la
enzima nitrato reductasa

Estados Unidos

Cedida por el Dr.
Manuel Chamber-Pérez,
CIFA, Sevilla-Espafia

Per 1.12 Aislamientos nativos de Cedida por la Dra.
Per 3.61 suelos de Pergamino Leticia Fernandez,

) UNS-Bahia Blanca
Per 3.64

Medio de cultivo y condiciones de crecimiento de las cepas bacterianas

Para el crecimiento de las cepas bacterianas se utilizé el medio de cultivo YEM
(Vincent, 1970) a 28 °C en un agitador a 140 rev.min’'. Para la cepa Bradyrhizobium
Jjaponicum USDA 110/CC41 se adicionaron al medio YEM los antibidticos Estreptomicina
(250 ppm) y Kanamicina (100 ppm), ésta tltima resistencia se la confiere el transposén
Tn-5 que tiene insertado en su cromosoma. El crecimiento bacteriano se determiné por
medicion de la absorbancia a 620 nm. El nimero de células viables (UFC ml') se
determiné usando la técnica descripta por Somasegaran y Hoben (1994). Este método de
recuento consiste en sembrar tres gotas (10 ul) por dilucidn en un cuarto de la placa de
Petri conteniendo el medio solido YEMA. Las mismas se incuban a 28 °C hasta obtener

entre 3 y 30 colonias por dilucién a simple vista o bajo lupa.
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Composicion del medio YEM

K>;HPO;4 0,5¢g 1!
MgSO4 0,2 gl
NaCl 01gl
Extracto de levadura 1,0 g1’
Manitol 10 g1
pH 6.8~ 7,0

Para el mantenimiento de la cepa se utiliz6 el medio YEMA con el agregado de:
Agar 15g1!
Rojo Congo 4mll!

El medio se esteriliz6 en autoclave a % de atmosfera por 20 min.
Conservacion de la cepa bacteriana

Las cepas se mantuvieron a 4 °C en placas de medio YEMA. Para el mantenimiento
de las cepas a largo plazo, se tomaron alicuotas de cultivos en fase exponencial y se
colocaron en tubos Eppendorf conteniendo glicerol estéril a una concentracion final 40%

(v/v). Las suspensiones bacterianas se conservaron a -20 °C.
Ensayos de la actividad promotora del crecimiento vegetal

Produccion de AIA (acido indolacético): se realizé segin modificacion del
método Bric ef al., (1991). En la superficie del Medio 79 modificado por Puente et al.,
(2013) y suplementado con 5 mM de L-Triptofano, se colocaron pequefios discos de
membrana de nitrocelulosa sobre el medio. Las cepas de B. japonicum, se sembraron por
picadura, sobre los discos. Se incubd entre 5-7 dias a 28 °C y luego las membranas se
colocaron sobre un papel de filtro impregnado con reactivo de Salkowski. Los
microorganismos productores de AIA o analogos producen una coloracion rosa-rojo entre
media a tres horas de agregado el reactivo mientras que la produccion de otras indoles

genera una coloracion amarillo-marron.

Composicion del Medio 79

K,HPOx 05g1"
MgSO04 02gl’
NaCl 0,1 gl
FeCls 1 M 50 ul I
Extracto de levadura 1,0 1!
Manitol 10 g1
pH 6,8 7,0

Agar 15 gI!
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El medio se esterilizo en autoclave a % de atmosfera por 20 min.

Cianogénesis: se uso la técnica modificada de Bakker y Schippers (1987). Placas
de Petri conteniendo Medio 79 suplementado con 4,4 g I'! de glicina y con una pieza de
papel de filtro impregnada con acido picrico 0,5% y NaxCOs 2% colocada sobre la parte
interior de la tapa, se sembraron con ansa estéril por la técnica de estrias por agotamiento e
incubadas a 28 °C entre 5-7 dias. Un cambio de color de amarillo a naranja-marrén en el
papel indica produccion de cianidas. ‘

Produccién de sideréforos: la técnica utilizada fue la del Chromo Azurol S (CAS)
(Alexander y Zubeber, 1991) modificada, la cual permite visualizar el halo de
solubilizacion de hierro formado por microorganismos productores de siderdforos. El
complejo ternario Azurol S/Fe**Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA-Fluka)
sirve como indicador en este medio. Cuando un quelante fuerte remueve el hierro de éste,
el color cambia de azul a anaranjado. Los halos de color naranja alrededor de las colonias,
sobre el agar azul, indican la producciéon de sideroforos. Las bacterias se sembraron
utilizando el método de picadura con palillos estériles y se incubaron en estufa a 28 °C
durante 7 dias.

Solubilizaciéon de fosfatos: se¢ utilizd el medio modificado de Frioni (2011). La
siembra de los microorganismos se efectud con palillos estériles. Luego se incubo a 28 °C
durante 7 dias. Las colonias bacterianas que forman halos son consideradas solubilizadoras

de fosfatos.

Medio solubilizacion de fosfatos

Ca3(PO4); 2,0gl’
Glicerol 20 g
Extracto de levadura 20gl!
pH6,8 7,0

Agar 15¢ 1"

El medio se esteriliz6 en autoclave a ¥ de atmdsfera por 20 min.
Cultivar de soja

Se utilizaron semillas de soja (Glycine max L. Merril) variedad Don Mario 4210

RR (Grupo IVC) cuyas caracteristicas principales son:
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Posicionamiento

Ciclo / Hébito de crecimiento

Dias desde emergencia a R§

Altura de planta para su ciclo (cm)
Potencial de ramificacion

Tipo de ramificacion

Susceptibilidad al vuelco (1 a 10)
Distancia entre surcos recomendada
Peso promedio de 1000 semillas (g)
Color de pubescencia / Color de flor
Comportamiento frente al Cancro del
Tallo

Comportamiento frente a Phytopthora

Zona nucleo sojera y ambientes de alta
productividad del Centro de Cérdoba y
Santa Fe y Entre Rios. Muy buen
comportamiento en siembras de segunda

IV corto / Indeterminado
135
Alta (100)
Medio
Abierta
3
Reducida (igual o menor a 35cm)
172
Castafia clara / Violeta

Resistente

Resistente (Rps 1K)

Esterilizacion superficial de la semilla (Vincent, 1970)

1) Tratamiento con etanol al 96% durante 30 segundos

2) Lavado con agua destilada estéril

3) Tratamiento con peroxido de hidrégeno al 6% durante 3 min

4) Lavado 4-5 veces con agua destilada estéril 5-10 min cada lavado.

Germinacion de las semillas

Las semillas de soja se colocaron en cépsulas de Petri estériles con algodén y papel
de filtro humedecido con aproximadamente 10 ml de agua destilada. Se incubaron en

estufa a 28 °C durante 48-72 horas hasta el desarrollo de raices de 4-6 cm de longitud.
Asociacion simbiética Bradyrhizobium japonicum-soja

Las semillas de soja esterilizadas y pregerminadas se transfirieron a macetas (20 cm
de diametro x 25 cm de alto) conteniendo una mezcla perlita: arena (1:2) estéril, soporte
que no constituye ningun aporte al vegetal ni a los microorganismos. El disefio
experimental utilizado fue completamente aleatorizado con concentraciones de KNO3 (0 y
5 mM). La concentracion de KNO3; 5 mM es la recomendada como control de N en los

ensayos de efectividad simbioética (Vincent, 1970). Los tratamientos de las plantas fueron:
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v’ Control (sin inocular)

v'Inoculada: con las diferentes cepas de bradirizobios (10 UFC/ml).

En cada maceta se sembraron 3 semillas pregerminadas y a los 3 dias se realizo un
raleo al azar conservando una plantula por maceta. Luego se llevaron a inverndculo con
fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), 220 pE/m?%s de intensidad de luz, a una
temperatura constante de 28 °C y 50% de humedad relativa. El tratamiento de inoculacion
se realizd a la semana de la siembra colocando 5 ml del inoculante en la corona de la raiz
de la planta. Las plantas se regaron con agua estéril o con la solucion estéril de KNO3 5
mM y cada 15 dias con la solucién nutritiva de Hoagland estéril (Hoagland y Arnon,

1950).

Solucion nutritiva de Hoagland

CaCl; 1M 1 ml !
KCl IM 1 ml !
KH;PO4 IM 0,2 ml 1!
MgSO4 IM 0.4 ml I’
FeCls (5mg/ml) 0,2 ml !
Micronutrientes 0,2 ml I
oH 6,8-7,0

Solucion de micronutrientes

H>BO; 2,83 g1
MnCl; 1,81 g 1I'!
ZnCl, 0,11 gl
CuSO4 0,05g1"
NaMoO4 0,025 g I

Las plantas se cosecharon en la etapa fenologica R2 (plena floracién) y se
separaron los ndédulos de las raices y la parte area para determinar los siguientes

parametros:
Crecimiento de las plantas

1. Peso seco de raiz (PSR) y de parte aérea (PSA): las muestras se¢ secaron en estufa a 70

°C hasta peso constante.
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2. Contenido de nitrogeno: se determiné en la parte area por el método de Kjeldahl

modificado (Nelson y Sommers, 1973).
Fijacion simbiética de nitrégeno

1. Nimero y peso seco de nédulos (PSN): los nédulos se secaron en estufa a 70 °C hasta

peso constante.

2. Peso normalizado de nodulos (PNN): se obtuvo a partir del peso seco de nédulos y el

peso seco de la parte aérea, segin la formula: PNN= PSN/PSA

-Con los datos del contenido de nitrégeno se estimo el N2 fijado y la efectividad

simbiotica, segun ICARDA (1990), empleando las siguientes formulas:

N2 ﬁjado = N tOtalInoculado_ N totalcontrol

Efectividad simbiotica (%) = N totalioculado/N totalferiizado) X 100

3. Porcentaje de nitrogeno derivado de la atmodsfera (% NDA): para cllo se determind la
discriminacion de nitrégeno 8'N. Esta técnica se basa en el hecho de que el 99,6337% del
N en el planeta es N'* y sélo 0,3663% es N'°. En la atmosfera, la relacion de N'3/N' como
N2, es una constante de 0,00367. El suelo tiene una relacion N'5/N'* mas alta que la
atmosfera, de manera que la relacién N'>/N'* de una muestra se puede calcular utilizando
una planta de referencia que no fije N». Para este ensayo, las hojas de las plantas secadas
en estufa, se molieron en un molinillo Wiley utilizando una malla de 0,5 mm (Arthur H
Thomas, California, EE.UU.). Se pesaron 2,1-2,2 mg de cada muestra en capsulas de
estafio de 8 mm por 5 mm (Microandlisis elemental Ltd., Devon, Reino Unido) en una
microbalanza Sartorius (Gottingen, Alemania). Luego, las muestras se incineraron en un

analizador Fisons NA 1500 (Serie 2) CHN (Fisons Instrumentos SpA, Milan, Italia).

La relacidn isotopica de 8!°N se calculd como:

SN = [R (muestra) / R (estandar) -1] x 1000
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Donde R: es la relacién molar del is6topo més pesado sobre el mas ligero ('*N/'%N)
de la muestra y los estandares definidos por Farquhar ef al., (1989). Los valores de §'°N
para los gases de nitrogeno liberados se determinaron en un espectrometro de masas
Finnigan Matt 252 (Finnigan MAT GmbH, Bremen, Alemania) conectado a un analizador
CHN por una unidad de control Finnigan MAT Conflo. Se usaron tres estindares para
corregir las corridas de las muestras; dos estandares internos (Merck Gel y Capuchina) y

uno de la OIEA (Organismo Internacional de Energia Atodmica): estandar-(NH4)2SO4.

El %NDA se calcul6 de acuerdo a Shearer y Kohl (1986):

% NDA = 100 ((§'°N planta de referencia - §'°N leguminosa de interés) / (§'°N planta de referencia - B))

La planta de referencia utilizada fue trigo (7riticum aestivum) cultivado bajo las
mismas condiciones de invernadero. El valor B es la abundancia natural del §!°N derivado
de la fijacion bioldgica del N de la parte aérea de Lupinus luteus, cultivado en una solucion
sin N (Mortimer et al., 2008, 2009). Los analisis se llevaron a cabo en el Departamento de

Arqueometria de la Universidad de Ciudad del Cabo, Sudéfrica.

4, Composicién isotopica de carbono (8'*C): para el analisis de composicion isotopica de
813C se siguié el mismo procedimiento que el descripto para §'°N: las hojas de las plantas
secadas en estufa, se molieron y pesaron 2,1-2,2 mg. Las muestras fueron incineradas en
un analizador Fisons NA 1500 (Serie 2) CHN (Fisons Instrumentos SpA., Milan, Italia). El
fundamento de la metodologia es que la enzima de fijacién del carbono (Rubisco) tiene una
mayor afinidad por el isétopo mas abundante '2C sobre el menos abundante '°C. A medida
que la [CO:] interno cae en la hoja, la proporcién '?C/**C cae, provocando menos
discriminacion en favor de '*C. Una baja [CO:] interna se asocia normalmente con una

reduccién de la conductancia de los estomas.

La relacion isotopica de carbono de una muestra se expresa como:

613C = [R (muestra) / R (estandar) -1] x 1000

Donde: §'3C es la relacién isotopica en unidades delta con relacién al CO; derivado
de un estandar de piedra caliza de la formacidn Pee Dee Belemnite en Carolina del Sur, y

R (muestra) y R (estandar) son las proporciones de is6topos absolutos de la muestra y el
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estandar, respectivamente (Mortimer et al., 2008, 2009). Asi, los valores 5'*C se expresan
en partes por mil. Estos andlisis se llevaron a cabo en el Departamento de Arqueometria
de la Universidad de Ciudad del Cabo, Sudafrica.

5. Relacion Carbono:Nitrégeno (C:N): a partir de las determinaciones de N y C
descriptas, el N se expreso en términos de su valor relativo al N atmosférico, mientras que

el C se expreso en términos de su valor relativo a Pee Dee Belemnite.

Analisis estadisticos

Se utilizo el analisis de la varianza (ANOVA) y la prueba de Duncan para las
comparaciones multiples de las medias con un nivel de significancia de 5%. Se realizaron
correlaciones de Pearson de las variables apropiadas. El analisis de los datos corresponde a
2 ensayos con 10 réplicas (n) para cada tratamiento. Programa estadistico Infostat Version

2014 (Di Rienzo et al., 2014).
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Caracteristicas del crecimiento y la viabilidad de las cepas de Bradyrhizobium

japonicum

Con el propdsito de conocer la concentracion de rizobios viables para su uso como
inoculante para soja, se analizo el crecimiento y la viabilidad de las diferentes cepas de
Bradyrhizobium japonicum [USDA110, USDA110/CC41 (mutante defectiva en nitrato
reductasa), Per 1.12, Per 3.61 y Per 3.64] determinando las unidades formadoras de
colonia UFC ml™! en el medio de cultivo YEMA. Las diferentes cepas de Bradyrhizobium

Japonicum alcanzaron la fase estacionaria a las 72 horas de incubacion (Figura 8).
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Figura 8. Viabilidad de las diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum en medio de

cultivo YEM. Los datos representan la media + error estindar (n=3).

A partir de estos resultados, se decidio usar los cultivos bacterianos de 72 horas de
crecimiento donde se alcanza la méxima concentracidon de rizobios viables. Por otra parte,
en nuestro grupo de investigacidn se realizd un estudio tendiente a corroborar la actividad
de la enzima nitrato reductasa (NR) de la cepa salvaje USDAI110 y su mutante
USDA110/CC41 defectiva en NR. Para ello, se determiné la actividad de la enzima
mediante la técnica de Delgado ef al, (2003) obteniéndose los valores 777,45+£25,22 y
23,89+0,78 nmoles nitrito/minuto/mg proteina para la cepa salvaje y mutante,

respectivamente (Fullana, 2012). Este dato resulta de interés para confirmar que la cepa
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USDA110/CC41 obtenida por mutagénesis usando el transposén Tn-5 (Camacho ef al.,

2003) tiene solamente un 3% de la actividad enzimatica de NR en vida libre.
Actividad de promocion de crecimiento de las cepas de Bradyrhizobium japonicum

Los datos obtenidos del andlisis de capacidades adicionales de promocién de
crecimiento de las diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum utilizadas en este
estudio, tales como produccion de acido indolacético (AIA), sideroforos, cianidas (HCN) y
solubilizacion de fosfatos resultaron ser negativo indicando que ninguna de las cepas
presento estas actividades PGPB.

En referencia a la produccion de AIA por la cepa de B. japonicum USDAI110
existen resultados contradictorios dependiendo del método de analisis usado. Asi, Ledn-
Barrios et al., (2006) detectaron cantidades minimas de AIA producidas por la cepa
USDA110 a través de la determinacion de la actividad aminotransferasa sobre triptéfano
por electroforesis en geles de poliacrilamida, por lo que se considerd a esta cepa como no
productora de AIA. Sin embargo, Boiero et. at, (2007) encontraron produccion de AIA en
la cepa B. japonicum USDA110 por analisis de HPLC.

Por otra parte, la solubilizacion de fosfato resulta ser una capacidad adicional de
promocion de crecimiento de suma importancia, ya que el fosforo es un nutriente esencial
para las plantas interviniendo en numerosas reacciones metabolicas (Chabot ez al., 1996).
Fernandez et al., (2005) han demostrado que los aislamientos de Bradyrhizobium sp.,
obtenidos de suelos sojeros, tuvieron la capacidad de solubilizar fosfato inorganico.

Considerando que las cepas desnitrificantes de Bradyrhizobium japonicum
(USDA110, Per 3.64, Per 3.61 y Per 1.12) no mostraron las actividades PGPB analizadas,
se procedid a evaluar si las mismas promuevan el crecimiento vegetal por su capacidad de

fijacion de N, atmosférico en condiciones control y con la adicion de S mM de nitrato.
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Efecto del nitrato sobre la asociacion simbiética Bradyrhizobium japonicum-soja

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos del crecimiento de las plantas de
soja cosechadas en el estado fenolégico R2, inoculadas con las diferentes cepas de
Bradyrhizobium japonicum en ausencia y presencia de 5 mM de nitrato en ensayos de

invernaculo bajo condiciones controladas.

Tabla 3. Estimacion del crecimiento aéreo y radical y del contenido de N en plantas

de soja en asociacién con Bradyrhizobium japonicum.

Control 590,00+£142.79 ¢ 342,61+54,60 bed 12,9448, 46 ¢
USDAL110 595,79+135,07 c 198,00+67,61 cd 12,72+8,46 ¢
USDA110/CCA41 514,74£135,07 ¢ 290,43+54,60 bed 15,64+8,46 ¢
PER 3.64 1625,29+142,79 b 312,00+52,37 bed 51,81£7,73 a
PER 3.61 2121,00+186,18 a 683,00+:82,80 a 58,00+£10,93 a
PER 1.12 805,00+186,18 ¢ 169,00+82,80 d 16,00+10,93 ¢
Control 870,00+138,77 ¢ 382,31451,35 be 35,53+7,73 b
USDA110 775,00+138,77 ¢ 304,67467,61 bed | 19,57£7,73 ¢
USDAI110/CC41 632,38+128,48 ¢ 418,26+54,60 b 21,73+8,46 ¢
PER 3.64 1505,71+128,48 b 460,80+52,37 b 67,79£7,73 a
PER 3.61 2544,00+186,18 a 668,00+82,60 a 55,33+10,93 a
PER 1.12 875,00+186,18 ¢ 165,00+82,80 d 15,67+£10,93 ¢

Los datos representan la media + error estandar (n=20). Las letras diferentes en cada

tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05) segun prueba de Duncan.

Las plantas de soja inoculadas con la cepa Per 3.61 mostraron un aumento
significativo en el peso seco de la parte aérea (PSA) y de la raiz (PSR) en comparacion a
las otras cepas usadas en este trabajo en ambas condiciones (0 y 5 mM de nitrato). Es de
destacar que no se observo diferencia en el comportamiento de las cepas salvaje
(USDA110) y la mutante defectiva en nitrato reductasa (USDA110/CC41) en el
crecimiento de las plantas de soja en ausencia y presencia de nitrato. El contenido de

nitrégeno de las plantas de soja, inoculadas con las cepas Per 3.64 y Per 3.61, mostrd un
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aumento significativo en ambas condiciones de crecimiento comparadas con las demas
cepas. Las plantas de soja sin inocular en presencia de 5 mM (usada como control
fertilizado) mostraron un aumento del contenido de N en relacion al tratamiento control no
fertilizado. Por otra parte, el analisis de correlacion de Pearson revelo una asociacion alta y
significativa entre PSA y PSR (r=0,86 p< 0,05) en los tratamientos control € inoculados
con las diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum sin adicion de nitrato.

En la tabla 4 se muestra los resultados de la nodulacidon de las plantas de soja
inoculadas con las diferentes cepas desnitrificantes de Bradyrhizobium japonicum en

ambas condiciones de crecimiento.

Tabla 4. Estimacién de la nodulacion en la asociacion Bradyrhizobium japonicum-
soja.

USDAL110 14,60+2,25 b 34,37+5,23 de 0,07+0,01 cd
USDA110/CC41 9,27+2,25¢ 25,82+4,73 de | 0,04+0,01 def
PER 3.64 16,00+2,11 be 17,434+4,73 ef 0,03+0,01 ef
PER 3.61 39,00+3,90 a 330,00+£9,06 a 0,17+0,02 a
PER 1.12 21,60+3,90 b 88,00+11,09 ¢ 0,11+0,01 b
USDA110 9,67+2,25 ¢ 33,03+9,06 de 0,08+0,02 ¢
USDA110/CC41 8,47£225¢ 6,11+4,96 f 0,01+0,01 f
PER 3.64 13,00+2,05 ¢ 6,24+593 f 0,01+0,01 f
PER 3.61 22,60+3,90 b 140,00+7,02b | 0,04+0,02 def
PER 1.12 12,60+3,90 ¢ 44,00+7,02 d 0,06+0,01 cde

Los datos representan la media + error estandar (n=20). Las letras diferentes en cada

tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05) segin prueba de Duncan.

La cepa Per 3.61 resultd ser la que mayor niimero y peso seco de nédulos presento
en comparacion con las otras cepas de Bradyrhizobium japonicum en las mismas
condiciones. Sin embargo, es de destacar que la adicién de nitrato ejercié un efecto

negativo en las variables simbidticas analizadas de esta cepa, pero ain mantuvo valores
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superiores a las otras cepas. En presencia de nitrato, el nimero de nddulos formados en la
planta de soja inoculada con la cepa mutante USDA110/CC41 fue similar a lo de la cepa
salvaje USDA110, pero con una disminucion significativa del peso seco de los noédulos. El
analisis de correlacion de Pearson reveld una asociacion alta y significativa entre PSN y
nimero de nddulos (r=0.90 p<0.05) con la adicién de nitrato observandose una asociacion
moderada y significativa entre el PSN y el numero de nddulos (r=0,76 p<0.05) sin la
adicidn de nitrato. Ademas, se demostréd que entre las variables PSN y PNN existe una
asociacion moderada y significativa (r=0,76 p<0.05) al igual que entre el nimero de
nddulos y el PNN (r=0,70 p<0.05) sin la presencia de 5 mM de nitrato.

El andlisis de correlacion de Pearson, entre las variables de crecimiento y de la
simbiosis, indico que entre PSA y nimero de nédulos existié una asociacidn alta y
significativa (r=0,81 p<0.05) con nitrato y moderada (r=0,74 p<0.05) sin nitrato. Entre el
PSA y PSN la asociacidon fue alta y significativa sin y con adicion de nitrato (r=0,88
p<0.05) y (r=0,83 p<0.05), respectivamente. Asimismo, se¢ observd una asociacion alta
entre PSR y PSN (r=0,88 p<0.05) y entre PSR y PNN (r=0,86 p<0.05) sin adicién de
nitrato.

Las plantas de soja, ademas de fijar el N por simbiosis, absorben N inorgéanico del
suelo y pueden contar ademas con el aporte de N derivado de la fertilizacion, cuando se
aplica esta alternativa, la importancia relativa de todas estas fuentes depende del estadio de
desarrollo y de la abundancia de N inorganico disponible en el suelo (Ohyama et al.,
2012). El N mineral disponible en el suelo es la fuente mas importante durante las primeras
etapas del ciclo, ya que el proceso de FBN no se establece hasta alrededor de los 30 dias
desde la emergencia (Purcell et al., 2004), aumenta hasta alcanzar un maximo durante el
periodo reproductivo, y desciende durante el llenado de los granos (Salvagiotti et al.,
2009). Es por ello, que la adiciéon de una concentracion minima de N se requiere como
iniciador, proveniente del suelo o de material organico, para estimular el crecimiento de la
soja sin deprimir la nodulacién y la FBN (Miransari, 2016). Sin embargo, es conocido que
una concentracion elevada de N mineral deprime la formacion de nodulos y la actividad de
fijacion de nitrégeno, especialmente, cuando las raices noduladas de soja estan en contacto
directo con la solucién del suelo que contiene nitrato (Fujikake et al., 2002; Fernandez-
Canigia, 2003; Ohyama et al., 2012). No obstante, existen diferencias entre las especies y
cultivares de leguminosas en cuanto a su sensibilidad a la adicién de nitrato (Lucinski et

al., 2002).
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Niveles altos de NO;3™ en el suelo pueden inhibir tanto la formacion de nuevos
nédulos como la actividad de los nddulos ya formados. Se conoce que una mayor
absorcion de NOs3* cambia el patrén de distribucion de asimilados en la planta,
disminuyendo la particién de los mismos a los noédulos. La disminucién en la fijacion de N
por la disponibilidad de N del suelo se debe a efectos directos del nivel de NOs™ sobre el
metabolismo de los nddulos (Salvagiotti ez al., 2009).

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, las plantas de soja
inoculadas con las cepas Bradyrhizobium japonicum Per 3.64 y Per 3.61 presentaron un
alto valor de PSA y contenido de nitrégeno, pero hubo una disminucion en el nimero de
nddulos, PSN y en el PNN en presencia de nitrato. Este comportamiento indicaria que la
estimulacion del crecimiento vegetativo como consecuencia de la aplicacion del nitrato,
ocurre en detrimento de la produccion de la biomasa nodular. Resultados hallados por
Arrese-Igor et al., (1997) en planta de poroto con la adiciéon de 5 mM de nitrato mostraron
un efecto antagdnico entre la adicion nitrato y la FBN. Saito ef al., (2014) demostraron que
la adicidén de 5 mM de nitrato suprimio el crecimiento y la actividad nodular en las plantas
de soja después de 7 horas de agregado al medio de cultivo. En cultivo de soja, el
suministro de 10 mM de nitrato produjo una disminucién en el peso seco de los tallos; peso
seco y nimero de nodulos, pero un aumento en el peso seco de la raiz (Arrese-Igor et al.,
1997). Otros autores, Leidi y Rodriguez-Navarro, (2000) en plantas de Phaseolus vulgaris
determinaron un aumento de peso seco acreo de las plantas y una inhibicién en la
nodulacién (nimero y peso seco de nodulos) en presencia de 10 mM de KNO:s. Estos
resultados que concuerdan ampliamente con los encontrados en el presente trabajo, aunque
con el doble del nivel de nitrato adicionado. Reid ef al., (2011) informaron que para
contrarrestar estos efectos adversos podrian existir mecanismos que controlan la
implicancia del nitrato sobre la nodulacién y el proceso de autorregulacién de la misma.

La tabla 5 muestra los resultados de la cantidad de N: fijado y la efectividad
simbidtica (ambos estimados en base al contenido de N total de las plantas) de las
diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum, los cuales se mantuvieron inalterados en
ausencia y presencia de nitrato. Es de destacar que, la efectividad simbidtica de la cepa
mutante USDA/CC41 resulto ser similar a la cepa salvaje USDA 110 en ambas condiciones
de crecimiento. En base a estos datos se puede inferir que todas las cepas desnitrificantes
de Bradyrhizobium japonicum, utilizadas en este trabajo de tesis doctoral, poseen una

elevada capacidad para fijar simbidticamente el nitrégeno atmosférico.
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Tabla 5. Estimacién del N2 fijado y de la efectividad simbiética en la asociacién

Bradyrhizobium japonicum-soja.

USDA110 2,01+0,35 abc 88,30+11,01 abc
USDA110/CC41 2,07+£0,41 ab 90,43+12,72 ab
PER 3.64 2,32+0,50 ab 98,15+15,57 ab
PER 3.61 1,23+0,50 be 64,20+15,57 be
PER 1.12 1,60+0,41 bc 75,60+12,72 be
USDA110 1,58+0,29 be 74,95+ 8,99 be
USDA110/CC41 2,14+0,41 ab 92,50+ 12,72 ab
PER 3.64 3,26£0,41 a 97,37+12,72a
PER 3.61 2,25+0,41 ab 96,07+12,72 ab
PER 1.12 0.71£0,41 ¢ 48,10+12,721 ¢

Los datos representan la media + error estandar (n=20). Las letras diferentes en cada

tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05) segun prueba de Duncan.

La utilizacién de urea como iniciador, cuando la planta y los rizobios simbidticos
atn no han establecido la asociacién simbidtica, es esencial para el crecimiento adecuado
de las plantas de soja. Como resultado, las plantas seran capaces de crecer y absorber
nutrientes esenciales para su desarrollo. Sin embargo, antes del inicio del proceso
simbiodtico, las cantidades de fertilizacion nitrogenada deben ser minimas para que la
planta y las bacterias puedan establecer el proceso simbidtico (Miransari, 2011). Pero, si
las leguminosas mantienen la fijacion de nitrédgeno, aun en presencia de nitrato, la adicion
conjunta es mayor y se produce una menor remocion de N del suelo. Diversos ensayos de
fertilizacion nitrogenada mostraron una sustituciéon del N fijado por el aportado por el

fertilizante, sin un aumento neto en la asimilacion del nutriente (Salvagiotti ef al., 2008).

50




O’Hara y Daniel (1985) informaron que las plantas de lupino inoculadas con cepas
de Rhizobium sp., capaces de desnitrificar en vida libre, tendrian una ventaja competitiva si
las concentraciones inhibitorias de nitrato y nitrito fueran eliminadas de la rizosfera
mediante la actividad desnitrificante de dichas cepas. En este trabajo de tesis doctoral, es
de destacar que la capacidad fijadora de nitrégeno de las cepas Bradyrhizobium japonicum
no se vio afectada en presencia de nitrato, posiblemente debido a la capacidad

desnitrificante de las mismas.

Indicadores de la fijacion de nitréogeno y de carbono en la asociacion simbiotica

Bradyrhizobium japonicum -soja

Los métodos basados en isdtopos proporcionan el enfoque mas preciso para las
mediciones de la cantidad de FBN en las plantas (Unkovich, 2008). Uno de los métodos
mas validados para estimar la fijacion de N; atmosférico es el porcentaje de N derivado de
aire (%NDA) el cual puede calcularse a partir del valor 8'°N (Barbosa-Torres, 2016).

La tabla 6 muestra el andlisis del porcentaje de N: derivado de la atmosfera
(%NDA) revelando que la inoculacion de la soja con la cepa Bradyrhizobium japonicum
USDAT110 present6 el mayor valor del %NDA respecto a las cepas nativas Per 3.64, Per
3.61 y Per 1.12 en ausencia de nitrato. Entre las cepas de Bradyrhizobium japonicum
USDA110 y USDA110/CC41 (mutante defectiva en la enzima nitrato reductasa) no se
observaron diferencias significativas sin la adicién de nitrato, sin embargo, ambas cepas
mostraron una reduccidn significativa del %NDA en presencia de 5 mM de nitrato. Estos
datos coinciden con lo expresado por Ohyama et al., (2012) que demostraron que la
adicion de 5 mM de nitrato en plantas de soja inoculada con la cepa de Bradyrhizobium

Japonicum USDA110 produjo una disminucion en el peso de los nddulos y en el %NDA.
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Tabla 6. Porcentaje de nitrogeno derivado de la atmésfera en plantas de soja

inoculadas con las cepas de Bradyrhizobium japonicum.

USDA110 100+ 0,10 a
USDA110/CC41 91,15 + 1,08 abed
PER 3.64 83,80 + 3,58 bed
PER 3.61 86,08 + 1,37 bed
PER 1.12 82,16 + 7,46 be
USDA110 96,08 + 5,87 cd
USDA110/CC41 80,17 +£2,55¢
PER 3.64 92,61 + 3,38 bed
PER 3.61 85,88 + 2,17 bede
PER 1.12 90,11 + 4,02 bed

Los datos representan la media = error estandar (n=3). Letras diferentes por tratamiento

indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan (p<0,05).

En contraste a lo observado con las cepas salvaje y mutante de USDAI110, el
%NDA de las plantas de soja inoculadas con las cepas nativas (Per 3.64, Per 3.61 y Per
1.12) no mostraron diferencias significativas en ambas condiciones (sin y con la adicion de
nitrato). Estos resultados se correlacionan con los datos obtenidos del contenido de
nitrogeno total de las plantas de soja inoculadas con las cepas nativas (Tabla 6). Es de
destacar, que todas las cepas estudiadas en este trabajo de tesis mantuvieron la efectividad
simbiotica en presencia de nitrato. Estos datos ponen en evidencia la capacidad de las
cepas desnitrificantes de Bradyrhizobium japonicum de contribuir a la optimizacién de la
fijacion biologica del nitrogeno de la planta de soja cultivada en presencia de un alto
contenido de nitrato.

La estimacion de la contribucion de la FBN es crucial para analizar la eficiencia del
uso de nutrientes y el impacto humano en el ciclo del N en los agroecosistemas de América

Latina (Austin et al., 2013). En campos bien manejados de Brasil, Hungria et al., (2006)
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informaron que los valores de %NDA fueron superiores al 75%, con contribuciones de 70-
250 kg N ha'. En campos de Argentina, Collino et al, (2015) encontraron una
contribucién media de FBN de 60% (15-337 kg N ha'), con un valor medio de 153 kg N
ha’!, presentando valores inferiores a los estimados en Brasil. Herridge et al., (2008)
demostraron un valor promedio del %NDA en el cultivo de soja de 68%, con un rango de
0-95%. Las variaciones de dicho porcentaje podrian deberse a los factores que controlan el
crecimiento de las leguminosas: genéticos, agronomicos, ambientales y experimentales, la
disponibilidad de NOs™ en el suelo, al numero y a la efectividad de los rizobios en las
proximidades del sistema radical. Dentro de las limitaciones ambientales se incluyen:
temperatura (Soares-Novo et al., 1999), humedad del suelo (Serraj et al., 1999), pH del
suclo (Parker y Harris, 1977), disponibilidad de P (Sa e Israel, 1995), suelos salinos y
sodicos (Elsheikh, 1998), y cantidad de agua disponible (Bacanamwo y Purcell, 1999).

La regulacion de la FBN se asocia con los altos costos energéticos que requiere este
proceso para la planta, correspondientes a 16 moléculas de ATP por cada molécula de N2
fijado y una demanda del 33% de los asimilados de fotosintesis. Para ello, la planta debe
destinar entre 6 y 12 g de compuestos carbonados por cada gramo de N fijado. La
asimilacion de N a partir de nitratos del suelo es entre 6 a 8 veces mas eficiente para el
cultivo, desde el punto de vista energético. Como la planta debe producir los compuestos
carbonados, existe una relacion directa entre fotosintesis y fijacidon bioldgica. Por lo tanto,
la fijacion bioldgica se relaciona estrechamente a la producciéon de biomasa aérea y
rendimiento asi que a mayor biomasa aérea mayor sera la fotosintesis, y habra mas fijacion
de nitrégeno (Fernandez-Canigia, 2003).

Los isdtopos estables de carbono, como indicadores fisioldgicos, presentan una
nueva perspectiva en el estudio de la incidencia de los estreses abidticos ocasionados por
procesos naturales o antropogénicos (hidrico, irradiacion, temperatura y concentracion de
CO» atmosférico) sobre la produccion de las plantas cultivadas. En este contexto, los
1sOtopos estables del carbono pueden ser considerados registros de cambios fisiologicos
(Cregg y Zhang, 2000; Pierre-Vitoria et al,, 2016; Mapope y Dakora, 2016; Xu et al.,
2016). Bellaloui (2011) encontré un aumento de 8'°C (mayor relacién '*C/>C = menos
negativo) en plantas de soja bajo condiciones de estrés hidrico. Esta alteracion en la
relacion de 3C a '2C se asocia al cierre de los estomas, el cual se traduciria en un aumento
de la fijacion de '3C y una reduccién de la discriminacion de '>C.

En la figura 9 se observa que las plantas inoculadas con Bradyrhizobium japonicum

Per 3.64 y Per 3.61 mostraron valores de 8'*C (-31%o) con respecto a las cepas USDA110
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y a USDA110/CC41 que en promedio fueron mas bajos (-33%o) en ambas condiciones de
crecimiento (0 y 5 mM de nitrato). En base a estos resultados se puede inferir que la
discriminaciéon del 8'3C depende del comportamiento simbidtico de cada cepa y es
independiente de la presencia de nitrato. Asi, las cepas Per 3.64 y Per 3.61 en simbiosis
con la planta de soja demostraron tener un mayor enriquecimiento de carbono, ademas de
tener un alto valor del %NDA y aumentar el crecimiento. Si bien en la bibliografia
consultada no se han encontrado trabajos que vinculen el estrés por alta concentracion de
nitrato y discriminacién 8'*C, a partir del analisis integral de los resultados se puede inferir
que estas cepas demostraron un comportamiento superior con respecto a las otras cepas

analizadas en ambas condiciones de crecimiento.

Concentracion de KNO;

|0mM ESmM

Control USDAT 10 USDA110/CCA1 PER 3.61 PER 3 64 PER 112

813C

Figura 9. 8'3C en plantas de soja inoculadas con las cepas de Bradyrhizobium
Jjaponicum. Los datos representan la media £ error estandar (n=3). Letras diferentes
por tratamiento indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan
(p<0,05).

La magnitud del proceso de FBN en la simbiosis rizobio-leguminosa esta
condicionada por la relacion C:N del suelo y de la savia. Asi, cuando la relaciéon C:N es
alta, la favorece; cuando es baja, la limita. La adicion de N inorganico al suelo a través de
fertilizantes reduce esta relacion y produce habitualmente una disminucién concomitante
del N incorporado por FBN (Racca y Collino, 2005). Diversos trabajos (Fernandez-
Canigia, 2003; Bianchini, 2007; Paredes, 2013) demostraron que el porcentaje de N

54



derivado de la atmosfera desciende proporcionalmente a la cantidad de N incorporado con
el fertilizante, sin diferencias significativas en los rendimientos. Es decir que, cuando hay
suficiente disponibilidad de N en el suelo, la planta por razones de economia energética,
privilegia la incorporacion del nitrogeno edafico por sobre el derivado de la atmosfera. En
base a estos antecedentes, se decidid analizar si la adicion de nitrato afectaba la relacion
C:N en las plantas de soja inoculadas con las diferentes cepas desnitrificantes de B.
Jjaponicum.

La figura 10 muestra los resultados obtenidos de la relacion C:N indicando que las
plantas controles crecidas en ausencia de nitrato tuvieron una mayor relaciéon C:N en
comparacion a las mismas con 5 mM de nitrato. En cambio, las plantas inoculadas con las
diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum (USDA110, USDA110/CC41, Per 3.64,
Per 3.61 y Per 1.12) no presentaron diferencias significativas entre ambas condiciones
ensayadas. Estos datos sugieren que la adicidén de nitrato no estaria afectando la relacion
C:N en la asociacion simbidtica de la soja con las diferentes cepas desnitrificantes de B.
Japonicum. Considerando que todas las cepas de Bradyrhizobium japonicum mostraron una
eficiente fijacion bioldgica del nitrogeno, la relacion C:N no se modificé por la

complementariedad de otra fuente de N.
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Figura 10. Relacién C:N en plantas de soja control e inoculadas con las cepas de
Bradyrhizobium japonicum sin y con nitrato. Los datos representan la media + error
estindar (n=3). Letras diferentes por tratamiento indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de Duncan (p<0,05).

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en este capitulo demostraron que las
cepas nativas de Bradyrhizobium japonicum (Per 3.64, Per 3.61 y Per 1.12) fueron capaces
de nodular y fijar nitrdgeno en presencia de elevada concentracién de nitrato adicionado al
medio de crecimiento de las plantas de soja en ensayo de invernaculo. Ademas, es de
destacar que la FBN fue el tnico proceso demostrado en estas cepas bacterianas en
simbiosis con la soja que permitio el crecimiento de las plantas manteniendo una alta

relacion C:N para el funcionamiento de la misma en las condiciones ensayadas.
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Capitulo 3: Rol de los compuestos
nitrogenados y el proceso de
desnitrificacion en la asociacion simbiotica -

Bradyrhizobium japonicum- soja.
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Rol de los compuestos nitrogenados en la asociaciéon simbioética rizobio-leguminosa

Las plantas incorporan una gran cantidad de nitrogeno (N) durante los estados
vegetativo y reproductivo, estando este N altamente correlacionado, con el crecimiento y
la produccion del grano (Ohyama et al, 2012). El N del suelo estd disponible para las
plantas principalmente, como nitrato o amonio (NH4") y en menor grado, aminoacidos
(Trewavas, 1983). El amonio y el nitrato constituyen las principales fuentes de N
inorganico, siendo el ion NH4" la forma mas reducida y el nitrato la méas oxidada. Ademas
del N inorgénico, el requerimiento se satisface por medio de la fijacion bioldgica del
mismo, cabe destacar que en condiciones de cultivo las leguminosas, obtienen el N por
ambos procesos.

El N fijado en los nédulos es transportado via xilema, desde los llamados 6rganos
de origen: raiz y hojas maduras, hacia los tallos y peciolos y finalmente traslocado a los
organos de destino, tales como hojas en desarrollo, flores, vainas y semillas, via floema
(Rentsch et al., 2007; Ohyama et al.,, 2012; Tegeder, 2014). Xilema y floema, ademas de
conectar los 6rganos de origen con los de destino, sirven como rutas para el transporte a
larga distancia del nitrogeno orgéanico (Shelp y Da Silva, 1990). Estos autores mostraron
que durante el desarrollo las demandas cambian y la oferta de solutos por las hojas de la
planta aumentan, por lo tanto, la contribucion del xilema debe adecuarse en relacion a las
necesidades del floema. En este sentido, se sugirié que los metabolitos del N, dentro de la
planta, pueden indicar el estado de nitrogeno, proporcionando una sefial de
retroalimentacion, que puede regular la absorcion de nitratos por la planta (Lee y Rudge,
1986; Cooper y Clarkson, 1989; Miller et al., 2007) para satisfacer dichas demandas. Estos
solutos que se mueven corriente arriba estdn disponibles para el transporte por el floema
hacia los érganos inmaduros, direccionando el remanente hacia las hojas maduras que son
importantes en el metabolismo del N ademas de su actividad fotosintética con capacidad
transpiratoria, que pueden transformar el N ingresante. Esta transferencia de nutrientes
entre organos, es el medio, también, de eliminacion de productos no deseados. Estos
ultimos autores sugirieron en particular, que el mecanismo de absorcién por las raices
cambia segun sea el suministro del N, logrando asi regular el proceso. La comprensién de
estos mecanismos es clave para intentar mejorar la eficiencia del uso de N por los cultivos.

En la mayoria de las especies vegetales, los aminoacidos son la forma quimica
predominante en el transporte del nitrogeno (Tegeder, 2014). En leguminosas de origen

templado el nitrégeno es exportado principalmente en forma de glutamina y asparagina
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(entre un 60-70% del total de compuestos nitrogenados exportados es en forma de
asparagina). Las leguminosas de origen tropical y subtropical exportan principalmente
ureidos. Dicho grupo de plantas exportan amidas, glutamina y asparagina
fundamentalmente, cuando crece a expensas de una fuente de nitr6geno mineral y, sin
embargo, al establecer una interaccion simbidtica, estas especies pasan a sintetizar ureidos
como compuesto para distribuir el nitrégeno al resto de la planta (Gonzalez et al., 2006)

(Figura 11).
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Figura 11. Biosintesis de compuestos nitrogenados en nédulos de leguminosas.

Fuente: Gonzilez et al., 2006.

A continuacion, se describen las caracteristicas mas relevantes de los compuestos

nitrogenados (nitrato, ureidos y aminoacidos):
NITRATO

El nitrato (NO3") es la fuente de N de mayor abundancia en los suelos destinados a
los cultivos. Es una molécula sefial en plantas que coordina multiples, procesos celulares
(Wang, 2012) por lo que alguna vez se sugirié que el NO3™ se comporta como una hormona

vegetal (Trewavas, 1983).
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En la mayoria de las plantas los sistemas de absorcion de nitrato, amonio y
aminodcidos estan presentes en las raices. En particular el ion NO3™ se absorbe por un
transportador de nitrato con 2H" como co-transporte (Ohyama ef al., 2012). Es asimilado
por conversion a nitrito por la nitrato reductasa y el NO2", es reducido a NH4" en el citosol,
por la nitrito reductasa de los plastidos y posteriormente a aminoacidos siguiendo la
asimilacion via GS/GOGAT (Baral et al., 2016).

Cierto porcentaje del NOs™ absorbido en las raices se reduce en el sitio y es
transportado en forma de asparagina, es por ello que al adicionar NOs™ en solucion, la
concentracion de asparagina aumenta marcadamente, lo que indica que este aminoacido es
el principal compuesto asimilatorio del NOj3™ en las raices de soja (Ohyama et al., 2012).

Desde la raiz, el NO;3™ es transportado inmediatamente por el xilema a los tallos, o
se almacena temporariamente en las vacuolas de las células radiculares y luego
gradualmente es liberado al xilema, transportado a las hojas a través de la corriente
transpiratoria, asimilandose como aminodcidos. La removilizacion de lo almacenado en
hojas y raices es uno de los mayores aportes para el N de la semilla en el caso de nutricién
por NO3™ (Wang et al., 2012; Ohyama et al., 2012). Para la traslocacion del nitrato desde
las raices a los tallos, el primer paso es la carga del nitrato en los vasos del xilema,
actualmente solo un transportador ha sido identificado NRT1.5 (Wang et al., 2012).

La asimilacion del N en raices en comparacion con los tallos depende en gran
medida de la especie de la planta, pero también estd influenciado por condiciones
medioambientales y el fotoperiodo (Pate, 1983; Lam et al., 1995). Por mucho tiempo se
pensé que el NOs3™ solo podia ser transportado por el xilema mientras que, los compuestos
organicos (aminoacidos) podian ser transportados via xilema y floema. Actualmente, se
conoce que el transporte desde la raiz al tallo es conducido en el xilema por la corriente
transpiratoria, ruta primaria de transporte de larga distancia, y que el transporte de NO3" en
el floema por el gradiente osmotico, provee una segunda ruta que modula la redistribucién
del N (Wang et al., 2012).

Cuando se suministra una alta concentracion de NO3’, una parte se almacena
temporariamente en las vacuolas de las células del cértex, en la raiz. Parte de los NO3™ son
transportados de célula en célula, para fluir finalmente en los vasos conductores (Harper,
1987; Rentsch et al., 2007). Los efectos directos e indirectos del nitrato y el efecto
inhibitorio del N combinado, dependen de la forma, del sitio de aplicacion y del estado de
crecimiento de la soja. Cabe destacar que el efecto directo o local esta dado por el contacto

intimo del NOs™ con la parte nodulada de las raices (Harper, 1987; Ohyama et al., 2012).
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Esta situacion afecta la FBN, por la extremada sensibilidad de los nddulos a la presencia de
nitratos en el 4rea circundante (Salvagiotti et al., 2009). Las condiciones que dificultan la
asimilacion del N por fijacién bioldgica en la soja, pueden conducir a cambios especificos
en la composicion de aminodcidos en el xilema en plantas que exportan ureidos (Amarante,
2006). Sin embargo, la presencia de nitrato en bajas concentraciones, es recomendable al
comienzo de la estacion, de manera que la bacteria y la planta puedan establecer el proceso

stmbidtico (Becana y Sprent, 1987; Miransari, 2016).
UREIDOS

Los ureidos constituyen los principales compuestos nitrogenadas, que contribuyen
al crecimiento y a la produccién de las leguminosas noduladas por Rhizobium que crecen
en suelos con un contenido bajo de N (Baral et al., 2016). Son los principales compuestos
que utilizan las plantas para transportar N, principalmente en forma de alantoina y 4cido
alantoico, comprenden aproximadamente el 90% del Nz transportado en el xilema de las
leguminosas tropicales fijadoras de N (Todd et al., 2006). Se caracterizan por su
solubilidad relativa en sistemas acuosos, baja reactividad quimica (mas estables), tienen
una relacion C:N 1:1, por lo que, en comparacidn con los aminoacidos, cuya relacion C:N
es 2:1, representan un ahorro de carbono que la planta huésped invierte para transportar el
N; fijado (Castro y Acufia, 1992; Pélissier y Tegeder, 2007). Al constituir una forma
concentrada de nitrégeno organico, su sintesis es menos costosas que la de otros
transportadores de N en términos de ATP, actuando ademds como donantes de grupo
amino en el metabolismo (Smith y Atkins, 2002). Ademads, son moléculas antioxidantes
ante diversas situaciones de estrés para la planta (Nakagawa et al., 2011), mas
precisamente amortiguando la accidén de los radicales (ROS) generados en el estrés
abidtico (Werner y Witte, 2011).

Las leguminosas exportadoras de ureidos (soja, poroto y garbanzo) realizan su
transporte de N a través de una via compleja que involucra al menos 20 diferentes enzimas
que actuan sincronicamente en los dos tipos de células del nddulo, que poseen grandes
diferencias en ultraestructura debido a las distintas funciones que poseen las organelas del
nédulo (Tegeder et al., 2013; Baral et al., 2016). Las membranas bioldgicas proveen de
barrera natural para el libre transporte de los compuestos nitrogenados y otras sustancias
por los diferentes compartimentos de la célula, las plantas desarrollan mecanismos
especializados que regulan la actividad de los transportadores para asegurar una éptima

nutricion (Rentsch et al., 2007).
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La biogénesis de ureidos en los nodulos y su transporte a las partes aéreas de las
plantas requiere de la participacion de un gran numero de organelas, enzimas y
transportadores de membrana coordinados por la expresion de varias familias de genes
(Baral et al., 2014).

La sintesis de ureidos depende en gran medida de la nodulacion y de la fijacion de
N2 (Mc Clure, 1979; Ohyama et al., 2012) que se lleva a cabo dentro de nddulos
radiculares, en las leguminosas tropicales que producen grano, estos nodulos son esféricos
y con crecimiento determinado, caracterizados por una anatomia compleja. Poseen un
nicleo central que contiene las células infectadas por el bacteroide cuya funcién es la
fijacion de Nz y su asimilacion, como asi también células no infectadas donde ocurre la
sintesis de los ureidos (Collier y Tegeder, 2012; Downie, 2014). Alantoina y &acido
alantoico (Figura 12), constituyen parte del N atmosférico fijado, son productos de la
oxidacion de la sintesis de novo de purinas en el nddulo y también productos de la
renovacion de las purinas en los tejidos senescentes tales como los cotiledones de las

plantulas (Tod et al., 2006).
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Figura 12. Formula estructural de los principales ureidos transportades por el

xilema.

El proceso de fijacion de N> en NHi" comienza en las células infectadas por el
nddulo que contiene los bacteroides (Swain y Abhijita, 2013), por accion de la nitrogenasa,
el NH;" generado en el interior del bacteroide se difunde a través de la membrana del
mismo, al espacio peribacteroidal de caracter acido donde es protonado a NHs4' para ser
finalmente exportado al citosol de la célula infectada del nddulo a través de la membrana
del simbiosoma (Udvardi y Poole, 2013). Una vez en el citosol de las células infectadas
del nédulo, el NH4" es convertido enzimaticamente a glutamina que se transforma a su vez
en xantina (Werner y Witte, 2011) y finalmente por acciéon enzimatica la xantina se
convierte en acido urico (Yin ef al., 2014). Este Gltimo es transportado via plasmodesmo al

citosol de las células no infectadas para ser exportado a los peroxisomas, posiblemente a
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través de estructuras similares a poros que se encuentran en la membrana externa, de estas
organelas sub celulares unidas a la membrana (Kunze y Hartig, 2013; Sandalio y Romero-
Puertas, 2015). En los peroxisomas, por medio de enzimas, el acido urico se convierte, en
la (S)-alantoina estéreo especifica, la que, en el reticulo endotelial de la célula no infectada,
por hidrolisis da acido alantoico (Ho et al., 2011). Una vez que los ureidos comienzan a
acumularse en las células no infectadas del nédulo, se cargan en la red de vasos del xilema
de la raiz y se transportan a los drganos aéreos principalmente, las hojas maduras bien
expandidas, para alcanzar el sistema vascular, los ureidos deben moverse intracelularmente
en el periciclo de la corteza, la endodermis y el parénquima interior de las raices noduladas
(Tegeder, 2014; Baral er al., 2016). Ademas de transportar el nitrogeno fijado en los
nodulos de las plantas actian como moléculas de almacenamiento del N (Sprent, 1980;
Schubert y Boland, 1990; Ohyama et al., 2012).

Es importante destacar que, las leguminosas exportadoras de ureidos transportan
mayoritariamente ureidos soélo cuando la planta se encuentra fijando nitrogeno
simbidticamente, siendo el nitrato y los aminodacidos, principalmente asparagina, los
compuestos nitrogenados fundamentales en plantas cultivadas en presencia de nitrato como

fuente de nitrogeno (Quiles Luque, 2012) (Figura 13).
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Figura 13. Composicion de la fraccion nitrogenada de la savia bruta en funcion de la
fuente de nitrégeno usada por la leguminosa Phaseolus vulgaris. aa: aminodcidos; N:

nitrato; U: ureidos. Phaseolus vulgaris. Fuente: Modificado de Quiles-Luque, 2012.
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Herridge et al., (2005) demostraron un cambio en la composicion del xilema de la
leguminosa exportadora de ureidos Vigna radiata cuando se regd con una solucion de
amonio o nitrato. También, en el xilema de las plantas de soja, que utilizaron el nitrato
como unica fuente de N, un 80-90% correspondid a nitrato y asparagina y el restante 10-
20% a ureidos (Ohyama et al, 2012). Mc Clure e Israel (1979) mencionaron que
solamente una cantidad reducida de ureidos es sintetizada en la raiz. En las leguminosas
tropicales y subtropicales no noduladas, la asimilacion de N en las raices conduce en
mayor medida a la sintesis y el transporte a larga distancia de aminoacidos, sin embargo,
también se produce sintesis de ureidos.

Numerosos trabajos han demostrado una correlacion directa entre la cantidad de
ureidos y la fijacion de nitrogeno, por lo dicho anteriormente, el porcentaje de ureidos en la
savia de xilema puede utilizarse como indicador de la contribucién relativa de la FBN al
aporte total de N de plantas y como indice de la nodulacién efectiva de plantas cultivadas
en el campo (Mc Clure e Israel, 1979; Ciampitti, 2016 comunicaciéon personal). No
obstante, tanto en leguminosas exportadoras de ureidos no noduladas (fertilizadas con
nitrato) como en plantas no leguminosas se han observado niveles significativos de
ureidos, contradiciendo la frecuente idea de que solo en leguminosas exportadoras de
ureidos cultivadas en condiciones de fijacién de nitrdgeno se encuentran concentraciones

altas de ureidos (Diaz-Leal, 2012).
AMINOACIDOS

En las plantas, el nitrato y el amonio absorbido por las raices se asimilan por dos
vias metabdlicas GS-GOGAT y GDH a aminodcidos y se incorporan como glutamina y
glutamato (asimilaciéon primaria de nitrégeno), que se utiliza para sintetizar otros
aminoéacidos y compuestos nitrogenados por transaminacion (Rentsch et al., 2007). Este
proceso ocurre tanto en el tejido de la raiz como en los tallos, dependiendo del tipo de
molécula de nitrégeno absorbido y el equilibrio C:N de la planta (Marschner, 1995; Kruse
et al., 2002).

Los compuestos nitrogenados (aminoacidos o ureidos), una vez sintetizados, se
exportan desde los nodulos a través del sistema vascular de los mismos, que estd conectado
al sistema vascular de la raiz, para alcanzar en ultima instancia el tallo por la corriente de
transpiracion del xilema. Un proceso fundamental es la distribucion selectiva de
aminoécidos y ureidos entre distintas células, organelas, tejidos y érganos mediados por

varios mecanismos de transporte. A lo largo de la via de transporte a larga distancia, puede
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ocurrir transferencia de aminoécidos o ureidos desde el xilema al floema para la entrega
directa de N, a los érganos de destino de rapido crecimiento (Pate et al., 1975; van Bel,
1990; Atkins, 2000). Esta distribucion se produce debido a las altas tasas de transpiracion,
y de este modo, los principales productos sintetizados en raiz y nédulos alcanzan también
las hojas maduras, en donde el intercambio ocurre en los vasos principales y el N reducido
es importado por las células del mesdéfilo (Zhang ef al., 2010; Tegeder, 2014).

Una vez importado, los ureidos pueden ser catabolizados y el NH4" liberado se
utiliza para la reasimilacion en aminodcidos para los procesos metabdlicos de la hoja en la
planta de soja, para el almacenamiento transitorio dentro de las células que rodean los
vasos del mesofilo en forma de proteinas de almacenamiento (Tod et al., 2006). En
organos terminales de destino, como 4pices de raiz, hojas, flores, frutos y semillas, el
transporte inicial de aminodcidos y ureidos y su liberacion desde el floema a las células del
parénquima adyacente puede ser simplastico (Tegeder et al., 2013). Este autor concluye
que, para lograr un mejor rendimiento de semilla y una acumulacién de proteinas de
almacenamiento, es necesaria la regulacion simultanea de la translocacion del N orgénico,
entre organos de origen-destino. La carga de compuestos en el floema y en la semilla

constituye el mayor desafio a superar, frente a la optimizacion del rendimiento del cultivo.
Proceso de desnitrificacion en el ciclo del nitréogeno

La desnitrificacion es un proceso clave en el ciclo biogeoquimico del nitrogeno en
la naturaleza, ya que es el unico mecanismo por el cual los nitratos y nitritos pueden
convertirse en nitrégeno atmosférico, retornan de nuevo a la atmédsfera, cerrandose asi el
ciclo del nitrogeno en la biosfera.

La reduccion de los 6xidos de nitrégeno esta acoplada a la formaciéon de ATP, que
brinda la energia necesaria para el crecimiento en ausencia de oxigeno (Simon et al.,
2008). La desnitrificacion es una de las vias mas importantes por medio de la cual se
climina o reduce el exceso de nitratos que contaminan los ecosistemas terrestres y
acuaticos. El 6xido nitrico (NO) y el 6xido nitroso (N20), tienen un enorme impacto sobre
la contaminacidn atmosférica ya que son gases invernadero que se liberan a la atmosfera e
intervienen en la formacion de la lluvia 4cida, el calentamiento global de la atmdsfera y en
la destruccion de la capa de ozono (Robles et al., 2007). Otro papel fisiologico que se le
podria atribuir a la desnitrificacion en bacteroides podria ser el mecanismo de
destoxificaciéon, mediante la eliminacion de compuestos, como el nitrito y el NO, de

elevado poder citotoxico (Sanchez, 2009). Por lo que, es una paradoja que siendo la
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desnitrificacion el Ginico proceso bioldgico conocido para eliminar el exceso de nitratos que
contaminan los ecosistemas terrestres y acuéticos, sea también un mecanismo cuyos
productos intermediarios tienen un impacto sobre la contaminacion atmosférica (Talbi,
2011).

Este proceso se lleva a cabo generalmente en condiciones de alta humedad en el
suelo, disminuyendo el contenido de oxigeno disponible en el mismo. De esta manera,
algunos de los microorganismos que proliferan en este ambiente son aquellos capaces de
emplear NOs™ en vez de oxigeno en su respiracion. Este tipo de transformacién es una
forma de respiracion alternativa por la que, en condiciones limitantes de oxigeno, el
nitrato, y sus oxidos de nitrogeno derivados, actiian como aceptores finales de electrones
en una cadena de transporte hasta la formacién de nitrogeno molecular (Bedmar et al.,

2014) (Figura 14).

NO,-
l Nitrato reductasa (Nar/Nap)
NO,-
l Nitrito reductasa (Nir)
NO

l Oxido nitrico reductasa (Nor)

N,O

l Oxido nitroso reductasa (Nos)

N,

Figura 14. Proceso completo de desnitrificacion. Fuente: Bedmar et al., 2014.

La reduccién de NOs™ a Nz se lleva a cabo de forma secuencial por la accion
consecutiva de las enzimas nitrato reductasa (Nap/Nar), nitrito reductasa (Cu- Nir/cd]-
Nir), 6xido nitrico reductasa (qNor/cNor) y 6xido nitroso reductasa (Nos), codificadas por
los genes nap/nar, nirK/nirS, c-nor/g-nor y nos, respectivamente (Bedmar et al., 2014). En
general, se considera que un microorganismo es desnitrificante si es capaz de crecer
microaerdbicamente con nitrato/nitrito como tnica fuente de energia y como fuente de N

para los procesos biosintéticos (Sanchez et al., 2011).
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Enzimas involucradas en la desnitrificacion
Nitrato reductasas

La enzima nitrato reductasa es la responsable del primer paso del proceso de la
desnitrificacion ya que reduce el NO3™ a NO;". Dicha reduccién puede ocurrir por la
utilizacion del nitrato como fuente de nitrogeno para el crecimiento (asimilacién del
nitrato); la generacion de energia usando el nitrato como aceptor final de electrones
(respiracion del nitrato); y para disipar el exceso de poder reductor y asi mantener el
balance redox (desasimilacion del nitrato) (Moreno-Vivian et al., 1998; Sanchez et al.,
2010). Se han descripto tres tipos de nitrato reductasa que pueden iniciar los procesos de
desnitrificacién o amonificacion en procariotas. Todas ellas se caracterizan por contener
como cofactor bis-molibdopterina guanina dinucleodtido (bis-MGD) y al menos, un cluster
de 4Fe-4S.

1. Nitrato reductasa asimilatoria (Nas): es la enzima responsable de la reduccién

del nitrato durante el proceso de amonificacion y su actividad es reprimida por el amonio.
Su localizacion es citoplasmatica (Bedmar et al., 2005).

2. Nitrato reductasa de membrana (Nar): es la mas conocida de las tres enzimas.

Esta involucrada en la respiracion anaerdbica de nitrato y en la desnitrificacion y se
encuentra regulada negativamente por el oxigeno (Bedmar et al., 2005).

3. Nitrato reductasa periplasmica (Nap): se localiza en el periplasma y estd

asociado a la proteina NapC de localizacién transmembrana. Los genes napABC se
agrupan con otros genes que codifican proteinas necesarias para la sintesis y actividad
enzimatica (Delgado y Bedmar, 2006).

El oxigeno inhibe la desnitrificacion a nivel del transporte de nitrato y el sistema
Nap no requiere de este paso, por lo que, algunas bacterias pueden desnitrificar
aerébicamente acoplando la Nap con NOz" y la enzima N-6xido reductasa, una enzima
oxido reductasa capaz de ceder electrones a compuestos oxidados, permitiendo mantener

un estado reducido bajo condiciones oxidantes (Berks et al., 1995).
Nitrito reductasas

Las enzimas nitrito reductasas son las responsables de la reducciéon de NO;™ a NO.
Existen dos tipos de nitrito reductasas (Nir) en la naturaleza, la primera contiene un
tetrahemo cdl en el centro activo de la enzima (cd1-NirS) y en la segunda el cobre es el

que forma parte del centro activo (Cu-NirK). Aunque la reduccién de NOs inicia la

68




desnitrificacion, se considera que la reduccion de NOz” a NO es, en sentido estricto, la
reaccion clave que define el proceso ya que la reduccion de nitrato también puede ocurrir

en microorganismos no desnitrificantes (van Spanning et al., 2007).
Oxido nitrico reductasas

Esta enzima es la responsable de la reduccion del NO a N2O. Existen tres tipos de
enzimas encargadas de la reduccion de NO: cNor, gNor y qCuANor (Zumft, 2005; van
Spanning, 2011). El cNor es una enzima de membrana integral compuesta de dos
subunidades, el heme ¢ conformado por NorC y la subunidad NorB, que contiene hemes b
y un hierro no hemo. La transferencia de electrones a cNor esta mediada por el complejo

citocromo bel y un citocromo ¢ o pseudoazurina soluble (van Spanning et al., 2007).
Oxido nitroso reductasas

La reducciéon del N>O a Nz es el altimo paso de la desnitrificacidon e implica la
formacion de un triple enlace entre dos atomos de N en una reaccidn que cataliza la enzima
oxido nitroso reductasa (Nos). Dicha enzima es un dimero de localizacidon periplasmatica

que contiene Cu (Zumft y Kroneck, 2007).
Rol de la desnitrificacion en los nédulos de las leguminosas

El proceso de desnitrificacion podria tener una funcion dual ya que podria remover
los nitritos toxicos o bien suministrar ATP a la nitrogenasa en los ndédulos de las
leguminosas. Esta habilidad permite a los bacteroides sobrevivir durante periodo de anoxia.
Una disminucion de la concentracion de oxigeno en los bacteroides podria deberse a estrés
abidtico (encharcamiento, sequia, salinidad), lo que daria lugar a la disminucién de la
difusién de oxigeno hacia el interior del nodulo y, consecuentemente, en la capacidad de
produccion de ATP (O’Hara y Daniel, 1985). Otro papel fisiologico que se le podia atribuir
a la desnitrificacion en bacteroides podria ser el de funcionar como un mecanismo de
detoxificacion eliminando compuestos, como el nitrito y el 6xido nitrico, de elevado poder
citotoxico. Estos compuestos, que pueden producirse por la bacteria como intermediarios
de la reduccién de nitrato en los bacteroides, o por la planta como producto de la nitrato
reductasa o o0xido nitrico sintasa, puede daiiar a la nitrogenasa o unirse a la leghemoglobina
y formar complejos nitrosil-leghemoglobina afectando de esta manera a la FBN (Sanchez
et al, 2010). Ademas, el oxido nitroso es un inhibidor competitivo de la nitrogenasa, ya

que es el sustrato de la misma que puede reducirlo a N». La fijacién de nitrogeno y la
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desnitrificacion dos procesos que son antagonistas en el ciclo del N pueden actuar en forma
complementaria y permitirian la sobrevivencia de la bacteria en el interior de los nddulos

de las raices (Chamber-Pérez et al., 1997) (Figura 15).

N
BACTEROID 2 nitrogenase

3 f ) NODULE CORTEX
N2 ".. :a' 0,
y /
A wrare hmmfsm BARRIER
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5. it - &l
dissimilatory bacteroidal
N4 fixation
J' it T nitrate reduction l O, respiration

Figura 15. Efecto del nitrato en la difusién de gases al nédulo. Fijacion de nitrégeno y
reduccion del nitrato en bacteroide. 1: el nitrato directa o indirectamente causa un
incremento en la resistencia de la barrera de difusién, 2: cuando hay nitrato
disminuye la FBN, 3: en condiciones de baja tension de oxigeno ocurre la reducciéon
de nitrato, 4: cuando hay nitrato disminuye la respiracion aerobia en el bacteroide.

Fuente: Lucinski et al., 2002.
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Objetivos especificas



® Determinar si el contenido de los compuestos nitrogenados (nitrato, ureidos y
aminodcidos) se encuentra alterado en la asociacion simbidtica

Bradyrhizobium japonicum-soja por la adicion de nitrato.

® Caracterizar el rol de la enzima nitrato reductasa desnitrificante en los

bacteroides obtenidos de los nddulos de soja en repuesta al nitrato.
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Materiales y métados



Material Vegetal

Las determinaciones de los compuestos del nitrogeno se realizaron a partir del

primer entrenudo de las plantas de soja.
Determinaciones Quimicas
Contenido de nitrato

El contenido de nitrato se determiné segin el método del acido salicilico (Cataldo
et al.,, 1975). 100 mg de materia seca del primer entrenudo de soja se disolvio en 10 ml de
agua destilada deionizada y 0,5 g de carbon activado. La mezcla se agitd vigorosamente y
se dejo 10 min en reposo para su posterior filtracion en papel de filtro Whatman N° 1. A
partir de 0,2 ml del extracto incoloro se adicionaron 0,8 ml de Acido Salicilico/Acido
Sulftrico (50 g 1) y 19 ml de Hidréxido de Sodio (2N) y finalmente se midié la

absorbancia a 410 nm,
Preparacion de reactivos

Acido salicilico/Acido Sulfirico (50 g I''): 50 g de 4cido salicilico se disolvié en

acido sulfurico concentrado completando a 1 litro de solucion.

Hidroxido de Sodio (2N): 80 g de NaOH se disolvido en agua bidestilada

completando a 1 litro.
Contenido de ureidos

El contenido de ureidos se determin6 segiin el método propuesto por Vogels y Van
Der Drift (1970) que consiste en la conversion de la alantoina y acido alantoico en
glioxilato por una hidrolisis alcalina y acida, el glioxilato es luego convertido a una
fenilhidrazona, que es después fuertemente oxidada con écido y ferricianida para producir
un formazan intensamente coloreado.

A partir de 150 mg de material vegetal previamente secado a 60 °C se agregaron 10
ml de HxO destilada, se calenté a 100 °C por 20 min y se filtrd con papel de filtro
Whatman N° 40. Del filtrado se tomaron 0,5 ml se agregé 1 ml de H>O destilada y 0,5 ml
de NaOH 0,5 N, se calent6 a 100 °C por 8 min y se mantuvo por 15 a 20 min a temperatura
ambiente. Después se adicion6 0,5 ml de HC1 0,65 N y se calent6 a 100 °C por 4 min. A
continuacién se agregé 0,5 ml buffer fosfato de sodio (0,4 M, pH 7.0) y 0,5 de

fenilhidrazina-HCl 0,33% y se mantuvo a temperatura ambiente por 5 min. Finalmente, las
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muestras se enfriaron en bafio de hielo a 0 °C por 3 min adicionando 0,5 ml de HCI
concentrado y 0,5 ml de ferricianida de potasio 1,67 % a intervalos de 1 min. A los 15

minutos exactos, las muestras se leyeron en el espectrofotometro a 530 nm.
Contenido de aminoacidos

El contenido de aminoacidos se determind usando el método de la ninhidrina
descripto por Rosen (1957). La materia fresca del primer entrenudo de soja se macerd en
un mortero con una solucion de etanol-agua al 80% en una proporcién de 1:10 y luego se
centrifugaron a 1000 rev.min™' durante 3 min para obtener los sobrenadantes. Los tubos de
reaccion conteniendo 0,5 ml de sobrenadante, 0,5 ml buffer acetato de sodio y 0,5 ml 2%
ninhidrina. Los mismos se llevaron a bafio Maria (100°C) durante 10 min y después de
enfriar en hielo, se midid la absorbancia a 570 nm. Se utilizé como testigo L-leucina 0,1

mg ml™.
Preparacion de reactivos

Buffer acetato: 27 g de acetato de sodio se disolvieron en 20 ml agua deionizada y se
adicion6 5 ml 4cido acético para completar a un volumen final, mas 50 m! agua destilada.

Ninhidrina: se disolvieron 2 g de ninhidrina en 100 ml de agua destilada deionizada.

Buffer acetato de sodio 4 M (pH 5,5):

Acetato de sodio 27 g

Agua 20 ml
Acido acético 5ml
Agua destilada c.s.p 50 ml

Determinacion de la actividad de 1a enzima nitrato reductasa

La actividad especifica de la enzima nitrato reductasa (NR) [EC 1.7.99.4] de los
bacteroides se determind in vitro mediante la formacion de nitrito con metil violégeno

como dador de electrones (Becana ef al., 1985).

Aislamiento de bacteroides: los nédulos frescos de los diferentes tratamientos se
maceraron en una relacion 1:4 usando buffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) suplementado con
250 mM de manitol (1 g de nédulo en 4 ml de buffer). El homogeneizado se filtrd a través

de cuatro capas de gasa y se centrifug6 a 250 x g a 4 °C durante 5 minutos para eliminar
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los restos de nodulos. El sobrenadante resultante se volvio a centrifugar a 12000 x g (4 °C
durante 10 min) para sedimentar los bacteroides, se lavaron dos veces y se resuspendieron

en el mismo buffer (Mesa et al., 2004).

Actividad Especifica Nitrato Reductasa: para la cuantificacion de la enzima se
utilizaron: 740 pl de buffer tris/HCI (50 mM, pH 7.,5), 100 pl de metil violégeno 10 mM y
50 pl del homogenato (0,3-0,5 mg proteina). La reaccidn se inicid con la adicién de 50 ul
de ditionito de sodio preparado en el dia (8 mg ml! buffer Tris/HCI), posteriormente se
incubd a 30 °C durante 15 minutos, y luego la mezcla se agitd vigorosamente hasta la
desaparicion del color azul de la solucidn. Por ultimo, se adiciond 1 ml de sulfanilamida, 1
ml de N-NEDA y se midi¢ la absorbancia a 540 nm a 25 °C.

La concentracidn de nitrito se determind utilizando como testigo una soluciéon de 10
nmoles de nitrito de potasio y la actividad especifica de la enzima se expresa como nmol

NO2" /min /mg proteinas.
Preparacion de reactivos

Reactivo de Sulfanilamida al 1% (P/V) en 3 N de HCL: 1 g del reactivo se
disolvio en 20 ml de HCl y se diluyo hasta 100 ml con agua bidestilada.

Reactivo de N-1-naftil-etilendiamida diclorhidrato (N-NEDA) al 0,02% (P/V):

0,02 g del reactivo se disolvio hasta 100 ml con agua bidestilada.
Determinacion de proteinas

Las proteinas se determinaron por el método de Bradford (1976) utilizando como

estandar albimina bovina (Img ml™).

Preparacion del Reactivo de Bradford

Coomassie Brillant Blue G 100 mg
Etanol 50 ml
Acido fosférico concentrado 100 ml
Agua destilada c.s.p 1000 ml

Una vez preparada se dejo a temperatura ambiente 24 horas. Luego se filtré con un

papel de filtro y se guard¢ en frasco color caramelo.
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Efecto del nitrato sobre los compuestos nitrogenados de la planta de soja

En la figura 16 se muestra el contenido de nitrato extraido del primer entrenudo de
las plantas. Las plantas inoculadas con las cepas Per 3.64 y Per 1.12 mostraron un mayor
contenido de nitrato con respecto al valor encontrado en plantas de soja sin inocular e
inoculadas con las otras cepas (USDA110, USDA110/CC41 y Per 3.61) en ausencia de
nitrato. Las plantas controles aumentaron su contenido en presencia de 5 mM de nitrato por
ser la Unica fuente de nitrogeno disponible para su crecimiento. Las plantas inoculadas con
Bradyrhizobium japonicum Per 3.64 mostraron el mayor contenido de nitrato superando al
resto de los tratamientos con la adicion de 5 mM de nitrato.

Los resultados obtenidos en la simbiosis soja-Bradyrhizobium japonicum Per 3.64
coincide con lo informado por Mc Clure e Israel, (1979), los cuales hallaron un aumento
abrupto en el contenido de nitrato en plantas de soja inoculadas con B. japonicum
USDAI110 y fertilizadas con 20 mM KNOs. Una explicacion a estos resultados podria
deberse a que el nitrégeno fue transportado a los tallos como nitrato, traslocado hacia el
sistema radicular via floema y redepositado en el xilema de las raices. También, Pliego et
al., (2003) obtuvieron similares resultados en plantas de poroto inoculadas con la cepa
Rhizobium tropici (CIAT 899) en diferentes 6rganos (raiz, hoja y nodulos) con la adicién
de 5 mM de nitrato, sugiriendo una complementariedad de las fuentes de N. Asimismo,
Leidi y Rodriguez-Navarro, (2000) observaron un aumento del contenido de nitrato en

plantas de poroto con la adicion de 10 mM de nitrato.
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Figura 16. Contenido de nitrato en la asociacién simbiética Bradyrhizobium
japonicum-soja. Los datos representan la media + error estindar (n=10). Letras
diferentes en cada tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05) segin

prueba Duncan.

La evaluacion de la FBN en la interaccion rizobio-soja, por la determinacion del
contenido de ureidos resulta ser un método especifico para valorar la proporcién de N
transportado en los tallos (Schweiger, 2012; Ciampitti, 2016 comunicacion personal). La
figura 17 muestra el contenido de ureidos en tallo de soja observandose que las plantas
inoculadas con las diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum presentaron altos valores
de ureidos en comparacion a las plantas sin inocular y en ausencia de nitrato. En presencia
de 5 mM de nitrato, el contenido de ureidos no mostrd diferencias entre las plantas de soja
sin inocular e inoculadas con las diferentes cepas. Aunque, es de notar que en el caso de la
cepa Per 1.12 se observd un menor contenido de ureidos comparado con el valor hallado en
plantas inoculadas con esta cepa y sin la adicidn de nitrato.

El tratamiento control fertilizado presentd valores de ureidos que superaron
alrededor de 5 veces el contenido del mismo en el tratamiento control. Esta particularidad

también se encontrd en leguminosas exportadoras de ureidos (Phaseolus vulgaris)
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fertilizadas con nitrato, contradiciendo asi la idea de que sélo las leguminosas exportadoras
de ureidos cuando se cultivan en condiciones de fijacién de nitrégeno presentan altas

concentraciones de ureidos (Diaz-Leal, 2012).
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Figura 17. Contenido de ureidos en la asociacion simbiética Bradyrhizobium
Jjaponicum-soja. Los datos representan la media *+ error estindar (n=10). Letras
diferentes en cada tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05) segin

prueba Duncan.

Los resultados obtenidos en el contenido de ureidos coinciden con los hallados por
Camacho et al., (2003) quienes informaron que la cepa salvaje Bradyrhizobium japonicum
USDA110 y las cepas mutantes defectivas en nitrato reductasa (entre ellas la
USDA110/CC41) no presentaron variaciones en el contenido de N total y ureidos en
presencia de nitrato. Asimismo, las plantas de soja inoculadas con las cepas nativas
desnitrificantes Per 3.64 y 3.61 exceptuando a la cepa Per 1.12 demostraron no ser
afectadas en su contenido de ureidos con la adicion del nitrato.

Schuller et al., (1986) informaron que el mecanismo primario por el cual el

tratamiento de nitrato produce una severa inhibicion en la fijacion de nitrgeno en las
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plantas de soja permanece desconocido, sin embargo, la inhibicidn irn vitro de las enzimas
involucradas en la asimilacion de nitrogeno fijado y la biosintesis de ureidos, serian
respuestas secundarias al tratamiento de nitrato. Contrario a los resultados informados por
estos autores, en este trabajo de tesis la adicion de S mM de nitrato no inhibi6 ni la fijacion
de nitrogeno (estimado por el contenido de N total y %NDA) ni la concentracion de
ureidos en las plantas de soja inoculadas con las diferentes cepas desnitrificantes de
Bradyrhizobium japonicum.

En la figura 18 se presentan los resultados de la determinacion del contenido de
aminodacidos extraidos del primer entrenudo de las plantas de soja. Las plantas inoculadas
con la cepa B. japonicum Per 3.61 mostrd un alto contenido de aminoacidos con respecto a
los valores encontrados en plantas controles e inoculadas con las cepas (USDA110,
USDAT110/CC41, Per 3.64, Per 1.12) en ausencia de nitrato. La adicion de 5 mM de nitrato
en la interaccién Bradyrhizobium japonicum-soja, no mostro cambios en el contenido de
aminoacidos en los diferentes tratamientos. Estos resultados coinciden con lo informado
por Leidi y Rodriguez-Navarro (2000) quienes indicaron que, en plantas de Phaseolus, la
adicion de 10 mM de nitrato no produjo cambios en el contenido de aminoacidos.

El contenido de aminodacidos en plantas de soja inoculadas con Per 3.61, sin adicion
de nitrato, duplico al contenido de los mismos en el tratamiento control (sin inocular y
nitrato), lo cual indicaria la contribucidén realizada por la FBN. En contraste a estos
resultados, Mc Clure e Israel (1979) encontraron una disminucion en el contenido de
aminoacidos del 20% y del 36% entre plantas de soja no inoculadas € inoculadas cuando se

adicion6é 20 mM de nitrato (4 veces superior al usado en este trabajo de tesis).
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Figura 18. Contenido de aminoacidos en la asociacion simbiodtica Bradyrhizobium
japonicum-soja. Los datos representan la media + error estandar (n=10). Letras
diferentes en cada tratamiento indican diferencias significativas (p<0,05) segin

prueba Duncan.
Actividad nitrato reductasa bacteroidal

Lucinski et al.,, (2002) revelaron que las asociaciones simbidticas de leguminosas
con cepas de rizobios caracterizadas por poseer una elevada actividad nitrato reductasa
(NR) son menos susceptibles a la inhibicién por nitrato. Cuando la funcién de la NR
bacteroidal en los noédulos sea complementaria con la funcién de la enzima nitrogenasa, la
primera dependera de la capacidad de los mismos de reducir el NO; por la via
desnitrificante (Meakin et al, 2007). Aunque varias especies de leguminosas reducen
simultaneamente nitrato y N atmosférico en nodulos, es poco conocido el mecanismo
molecular y el papel fisioldgico de la reduccion del nitrato en la nutricién de las plantas
(Vessey y Waterer, 1992; Kanayama et al,, 1999). Se ha sugerido que la combinacion de
estas dos vias de reduccion de nitrogeno podrian ser un importante factor en el proceso
evolutivo de las leguminosas sobre la optimizaciéon de la utilizacién del nitrégeno
disponible (Caba et al., 1990).

Con el proposito de seleccionar las cepas de Bradyrhizobium japonicum que posean

elevada actividad NR para los ensayos a campo, se procediod a aislar los bacteroides de los
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nddulos de soja. Los resultados obtenidos (Tabla 7) demostraron que en los bacteroides de
los nodulos de plantas de soja inoculadas con la cepa Bradyrhizobium japonicum Per 3.61,
la actividad especifica de NR se mantuvo elevada en presencia de nitrato. Asimismo, las
actividades especificas NR de las cepas Bradyrhizobium japonicum USDA110 y Per 1.12
no mostraron diferencias significativas en ambas condiciones ensayadas. En cambio, en la
cepa de Bradyrhizobium japonicum Per 3.64 se observo una disminucion de la actividad

especifica NR en presencia de 5 mM de nitrato.

Tabla 7. Actividad especifica de la enzima nitrato reductasa en bacteroides de nédulos

de soja.

USDA110 1,65+0,86 ab
PER 3.61 2,20£0,90 a
PER 3.64 1,42+0,67 ab
PER 1.12 0,79+0,32 be
USDA 110 1,63+0,54 ab
PER 3.61 1,97+0,28 a
PER 3.64 0,35+£0,06 ¢
PER 1.12 0,76+0,02 bc

Los datos representan la media + error estandar (n=5). Letras diferentes por tratamiento

indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan (p<0,05).

En relacion a los resultados sobre la actividad NR bacteroidal en respuesta a nitrato
en nodulos de leguminosas, obtenidos en esta tesis doctoral, se puede concluir que la
adicion de nitrato no afectd la actividad especifica de la enzima nitrato reductasa

bacteroidal de las cepas desnitrificantes de Bradyrhizobium japonicum USDA110, Per 3.61
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y Per 1.12, a excepcidn de Per 3.64, permitiendo asi la sobrevivencia de la bacteria en el
interior de los nodulos y el proceso de fijacion de nitrogeno.

En la bibliografia existe controversia si la adicion de nitrato puede o no estimular la
actividad de la enzima. Asi, Kanayama et al, (1999) encontraron un incremento de la
actividad de NR bacteroidal en nodulos de alfalfa en presencia de nitrato, mientras que no
fue claro si la enzima localizada en el bacteroide fue inducida por nitrato (Becana et al.,
1988). Por el contrario, Arrese-Igor et al., (1997) observaron que la actividad de la nitrato
reductasa de los bacteroides fueron afectadas de diferentes formas a los 8 dias del
suministro de 10 mM de nitrato.

Considerando que la cepa de Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 presentd una
elevada actividad especifica de la enzima nitrato reductasa, si bien no fue estadisticamente
significativo, se selecciond la misma junto con la cepa de referencia Bradyrhizobium

Jjaponicum USDA110, para realizar los ensayos a campo.

84




Capitulo 4: Ensayos a campo de la
asociacion simbiodtica entre soja y cepas de
bradirrizobios, seleccionadas por su alta

actividad nitrato reductasa.



Intreduccidn



Fertilidad del suelo

La fertilidad del suelo es generalmente considerada a partir del abastecimiento de
nutrientes para los cultivos, puede considerarse en un aspecto parcial como su capacidad de
aportar nutrientes, sin embargo, los conceptos actuales de fertilidad trascienden esa
definicion “fertilidad quimica” e incluyen a la “fertilidad fisica” y la “fertilidad biolégica”.
Todas estas visiones de fertilidad edafica convergen en la materia organica del suelo
(MOS) cuyas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas la identifican como un indicador
global de la calidad del suelo (Larson y Pierce, 1994). La fertilidad del suelo es vital para
su productividad y capacidad para generar los alimentos y fibras, que demanda la
poblacion mundial, siendo necesario por lo tanto establecer los factores que limitan o
favorecen la produccion incluyendo como premisa basica, la nutricion de los cultivos y las
relaciones suelo-planta (Picone, 2014). A diferencia del agua y del aire, el suelo es un
recurso natural sin estdndares de calidad definidos, debido a su variabilidad, por lo tanto,
es casl imposible establecer una medida fisica, quimica o bioldgica que pueda reflejar
adecuadamente la calidad; sin tomar en consideracidn otros factores que afectan la
formacidon y funcionamiento del suelo (Bandinck y Dick, 1999).

La intensificacion y expansion de la agricultura en los Ultimos 15 afios y las
perspectivas mundiales de creciente demanda de alimentos, forrajes, fibras, y en particular
“biocombustibles”, plantean interrogantes significativos en lo que hace a la sustentabilidad
de los sistemas de produccién y de los suelos en particular. Ademas, el riego y la
fertilizaciéon, cuando no son usados racionalmente, son factores con efectos negativos a
mediano y largo plazo, para los cultivos y para el medioambiente, con la consecuente
reduccion de la productividad y modificacion del sistema (por ejemplo, salinizacion de
suelos, pérdida de biodiversidad edafica). Es importante aclarar que el enorme incremento
en la produccién de alimentos mundial, sin embargo, fue posible por la disponibilidad de
fertilizantes nitrogenados sintéticos (Quifiones et al., 2011).

En este marco, el rol de la fertilidad y su relacion con la biologia del suelo es de
vital importancia para definir sistemas de produccion agrondémica, econdmica y
ambientalmente sustentable (Garcia, 2007). Uno de los objetivos mas importantes en la
investigacion agraria a nivel mundial es la utilizacion de mecanismos alternativos de
reposicion de nitrégeno, siendo el sistema mas estudiado la interaccion simbiética rizobio-

leguminosa (Quifiones et al., 2011).
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La eficiencia del proceso de FBN depende de diversos factores que condicionan la
adecuada formacion de nddulos con cepas de rizobios seleccionadas. Entre ellos, la
temperatura y la humedad son factores importantes que afectan el crecimiento del rizobio,
su supervivencia en ¢l suelo y la simbiosis (Graham, 1992). También, la concentracion de
nitratos en el suelo constituye un factor que interfiere en la normal nodulacién de las
leguminosas (Mc Clure y Israel, 1979) y sobre la FBN (Miransari, 2016).

La evaluacion de la FBN por métodos cuantitativos es uno de los aspectos mas
importantes, a tener en cuenta, en la seleccion de cepas de rizobios (Bergersen, 1980).
Entre ellos el método de diferencia de N, entre una planta fijadora y una no fijadora en el
cual se asume que la planta no fijadora absorbe la misma cantidad de N del suelo que la
planta fijadora. El balance de N en el sistema suelo-planta, que mide las entradas y salidas
de N en el sistema, incluyendo la FBN (Barea, 1991); el contenido relativo de ureidos de
la parte aérea de las plantas, basado en que leguminosas de clima tropical y subtropical
transportan por el xilema, acido alantoico y alantoina (ureidos) como principal producto de
la FBN que se acumulan en la planta. Estos compuestos se determinan por un método
colorimétrico (Herridge y Peoples, 1990; Barea, 1991). Asimismo, se usan las
determinaciones isotopicas de >N que dan una estimacion directa de la FBN: distinguen el
N del suelo, fertilizante y de la atmédsfera. El de abundancia natural en >N (AN) se basa en
la abundancia de los isétopos 'N y N en la atmésfera, cuyos valores son 0,336% y
99,664%, respectivamente (Hardarson, 1990). Este determina la diferencia en 'N entre
plantas fijadoras de N2 y no fijadoras (controles), cuantificando el N2 fijado por el cultivo

fijador (Unkovich et al., 2008).
Importancia del cultivo de soja en Argentina

La soja se encuentra entre los cultivos agricolas mas importantes del mundo, se
estan realizando investigaciones para encontrar detalles relacionados con la produccion de
soja en diferentes condiciones, incluyendo el estrés. En la actualidad, es un cultivo de gran
importancia por su alto contenido proteico y subproductos industriales y es uno de los
cultivos alimentarios mas importantes del mundo. Los paises de mayor produccion:
Estados Unidos, Brasil, Argentina y China, siendo este ltimo el principal consumidor a
nivel mundial (Pagano y Miransari, 2016).

Los primeros registros de siembra de soja en nuestro pais datan de 1962, pero fue
en los afios ‘70 cuando la produccion nacional aument6 notoriamente, superando los 2

millones de hectareas (ha) sembradas a finales de la década, con una produccién de 3,5
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millones de toneladas (Tn). A principios del afio 2000, la siembra alcanzaba los 9 millones
de ha, con una produccién de 20,2 millones de Tn. Finalmente, en las ultimas campafias de
la primera década del siglo actual, la ocupacién sembrada por dicho cultivo era de 18,3
millones de ha, con produccion de 52,6 millones de Tn (Domingo-Yagiies et al., 2012).

En la actualidad, de las leguminosas cultivadas en la Argentina, la soja ocupa la
mayor superficie cultivada (20,2 millones de hectareas) siendo una de las principales
fuentes de ingreso de dinero en los ultimos afios, produjo 56,9 millones de toneladas de
grano en la campafia 2014-2015 (Bolsa de Cereales de Rosario, 2015). Dado que la soja
tiene una gran demanda de N (requiere 80 kg N ha™' para producir 1 Tn de grano) y casi su
totalidad se exporta, por lo que, si la fijacion de N2 no es eficiente, junto con ese grano
estaremos exportando una parte importante de la fertilidad nitrogenada de nuestros suelos
(Racca y Collino, 2005; Rodriguez-Navarro et al., 2011). Por ejemplo, con un rendimiento
de 2500 kg por hectarea, se estarian extrayendo del suelo entre 54 y 61 kg N ha™! afio™
(Lodeiro, 2015). Esto sucede en todas las zonas donde se produce soja en el pais,
independientemente de las caracteristicas edafoclimaticas, del manejo y de la conservacion
del suelo, lo cual se convierte en un problema de la competicién para la nodulacién
(Piccinetti et al., 2013).

La FBN contribuye con aportes de N entre el 30% y el 94% de sus requerimientos
(Hungria y Campo, 2005), ya que es muy bajo el consumo de fertilizantes quimicos
nitrogenados. Los célculos que asignan un valor equivalente en fertilizantes a las
producciones nacionales de Argentina, Brasil y el resto del MERCOSUR, indican que se
requeririan 280 millones de ddlares para suplir las cantidades adicionales de N fijado
(Hungria et al., 2008). En la Argentina, desde su inicid el cultivo de soja se ha inoculado
debido a la inexistencia o escasa presencia de rizobios especificos en los suelos (Piccinetti
et al, 2013). Ensayos experimentales empleando inoculantes de excelente calidad
mostraron que el uso de cepas rizobianas potencian el incremento de los rendimientos,
incluso auin en ambientes con monocultivos de soja (Perticari et al., 2003; Covelli, 2013).

Las cepas naturalizadas son mas competitivas y menos efectivas que las cepas
introducidas. Por ello, se recomienda inocular los cultivos sembrados en lotes con historia
sojera, aunque ya tienen alto nimero de rizobios naturalizados (Mumns, 1987). Sin
embargo, no se puede generalizar el concepto de que todas las cepas naturalizadas en el
suelo son ineficientes o han perdido atributos asociados a la fijacion de nitrégeno
(Gonzalez, 2002). Los aportes de la FBN estan entre 50 y 80% de los requerimientos de N

del cultivo de soja, segun el sistema de produccién y sin que haya limitantes ambientales
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para su desarrollo (Salvagiotti et al., 2008). Collino et al., (2007) informaron que el N
aportado a través de la FBN tiene valores entre 26 y 71%, dicha variacion esta determinada
por el contenido de N mineral y las condiciones hidricas. En la Argentina, la soja se¢ cultiva
en secano, lo cual afecta al proceso de FBN que es altamente sensible a la disminucion de
la condicion hidrica del cultivo (Serraj et al., 1999).

Perticari (2004) utilizando cepas rizobianas eficientes y métodos de inoculacion
apropiados, encontré un aumento en el rendimiento promedio de 265 kg ha! en campos
con historia previa de soja, es decir, con poblaciones de rizobios naturalizadas. En Brasil,
Hungria et al., (2005) indicaron los beneficios econdmicos y ambientales resultantes de la
sustitucion del fertilizante nitrogenado por la inoculacidon, incluso en suelos con altas
poblaciones de bradirrizobios.

La fertilizacion con nitrogeno e inoculacién es un topico controversial, ya que, si
bien esta probado que existen evidencias objetivas de respuestas al agregado de N, es
dificil aceptar la practica como tal (Melgar, 2009). Ademas, no necesariamente ¢l balance
de N en el suelo es positivo, es mds, se argumenta que en general es negativo a nulo
(Gutiérrez-Boem y Salvagiotti, 2014). La planta utiliza nitrogeno del suelo mientras se
genera el sistema nodular, si hay mucho nitrégeno en el ambiente de la raiz, el nimero de
nédulos formados serd menor (Miransari, 2016). Pero, a medida que el nitrogeno
proveniente del suelo o del fertilizante aumenta, el nitrégeno derivado de la fijacion
bioldgica y la nodulacion disminuyen. Asi, el aporte global por FBN para la soja es menor
en suelos bien provistos de N que en aquéllos en que el nutriente es deficitario (Pietrarelli
et al., 2008). Asi, se ha encontrado una disminucion del peso de los nddulos por planta de
aproximadamente 90 mg de materia seca (MS) por cada ppm de N-NOjs'del suelo (Cicore
et al., 2004).

La base fundamental del manejo del N en el cultivo de soja es la optimizacion del
proceso de fijacion biologica. El manejo del cultivo debe estar dirigido a mejorar el aporte
de esta fuente de N, principalmente a través de la inoculacidn con cepas de alta efectividad
y utilizando productos que tengan calidad en cuanto al nimero de bacterias y las

condiciones de conservacion (Salvagiotti et al., 2009).
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Objetivas especificas



% Analizar e interpretar las propiedades fisico-quimicas y microbiolégicas del suelo,
asi como las condiciones climaticas para el desarrollo del cultivo de soja inoculado
con cepas de Bradyrhizobium japonicum, que presentan una elevada actividad

nitrato reductasa, en ensayos a campo.

® Estimar la contribucion relativa del nitrogeno del suelo y el proveniente de la

fijacion bioldgica en la asociacion simbiotica Bradyrhizobium japonicum-soja.

® Evaluar el impacto de las cepas de Bradyrhizobium japonicum sobre el rendimiento

del cultivo de soja durante dos campafias consecutivas.
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Materiales y métedaos



Caracteristicas del sitio experimental

Los estudios se realizaron en el campo experimental (CAMDOCEX) de la Facultad
de Agronomia y Veterinaria ubicado en la Universidad Nacional de Rio Cuarto (33° 06’
23.46" de latitud sur y 64° 17' 54" de longitud oeste) en dos campafias consecutivas (2014-
2015 y 2015-2016). El suelo es clasificado como Hapludol tipico (materia organica 2,3%;
pH 6,8; arcilla 14,17%; limo 41,97% y arena 43,9%) (INTA, 2006), presenta relieve
normal, es profundo, bien drenado, desarrollado a partir de material loéssico de textura
franca arenosa muy fina, con baja diferenciacion horizontal y caracteristicas de buen suelo
agricola (Uberto, 2008).

El clima de la regién de Rio Cuarto es templado subhumedo, con un régimen de
precipitaciones de tipo monzonico (80% de las lluvias se concentran en el semestre mas
calido, octubre a marzo) con una precipitacion media anual de 801 mm. Las fechas medias
de primera y ultima heladas meteorologicas (temperaturas iguales o menores a 0°C
registradas en la casilla meteorologica a 1,5m de altura) para el periodo 1974-1993
corresponden al 25 de mayo (+14,3 dias) y 12 de septiembre (£20,3 dias), respectivamente.
Para ese mismo periodo, las fechas extremas de primera y dltima helada fueron el 29 de
abril y el 4 de noviembre, respectivamente. El periodo medio libre de heladas
meteorologicas resultante es de 255 dias. Durante ese lapso de tiempo las temperaturas
maximas variaron de 22,1 a 29,1 °C (media= 26,7°C) y las minimas de 9,5 a 17,1°C

(media= 14,5°C), con una temperatura media anual de 16,4°C (Seiler et al., 1995).
Analisis de las propiedades fisico-quimicas y microbiologicas del suelo

Previo a la siembra del cultivo se aplicé glifosato, en una formulacién estandar
liquida soluble de la sal isopropilamina a una concentracion del 48% (1200 g i.a. ha™'), en
el area experimental como un barbecho quimico para el control de malezas. Ademas, se
tomaron submuestras de suelo de los primeros 20 cm de profundidad utilizando transectas

para analizar las propiedades fisico-quimicas del suelo midiendo las siguientes variables:

-pH (1:2,5 suelo/agua) (Mc Lean, 1982)

-Materia organica (Bremmer y Mulvaney, 1982)

-Calcio intercambiable (Jackson, 1984)

-Fésforo (Bray y Kurtz, 1945)

-N-NOj™ por el método de la reduccion de cadmtio (Lambert y Dubois, 1971)
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-Complejo de Intercambio Catidnico (CIC) (Thomas, 1982; Page, 1982; Rhoades,
1982)

También, previo a la siembra, se determiné el numero de rizobios naturalizados por

gramo de suelo mediante la técnica del Numero Mas Probable (Somasegaran y Hoben,

1984). Para el recuento de rizobios en plantas estériles por el método del nimero mas

probable (NMP) se utilizo la siguiente formula:

NMP=m x d
vV Xn

Donde:

m: numero mas probable (por ml) en la primera dilucidn considerada
d: dilucion de la primera dilucién considerada

v: volumen inoculado (2 ml)

n: peso del suelo (10 g)

Posterior a las cosechas del cultivo se tomaron submuestras de suelo en dos estratos
superiores del perfil del suelo (0-20 y 20-40 cm) para analizar contenido de N-NOs". La
metodologia utilizada para medir la densidad aparente (DAp), dato necesario para expresar

los resultados en kg ha™!, fue la del método del cilindro (Blake y Hartge, 1986).
Disefio experimental de los ensayos a campo

Para ello, se utiliz6 el disefio de bloques al azar con tres repeticiones por cada
tratamiento. Los tratamientos en las campaifias (2014-2015) y (2015-2016) fueron los
siguientes:
1-Control: sin inocular y fertilizar
2-Fertilizado: sin inocular y con la adicién de 180 kg ha™' de urea a la siembra (46% de
nitrégeno)
3-Inoculado con cepa de Bradyrhizobium japonicum USDA110
4-Inoculado con cepa de Bradyrhizobium japonicum Per 3.61

Con el propésito de evaluar, a campo, el efecto conjunto del fertilizante (urea) con

cada una de las cepas de Bradyrhizobium japonicum USDA110 y Per 3.61, en la campaifia
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(2015-2016) ademas de los tratamientos anteriormente descriptos se agregaron los
siguientes:
5-Inoculado con cepa de Bradyrhizobium japonicum USDA110 + Fertilizado

6-Inoculado con cepa de Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 + Fertilizado

Para la formulacion del inoculante, se usaron los cultivos bacterianos:
Bradyrhizobium japonicum USDA110 y Per 3.61 en medio YEM con un recuento igual o
superior a 1x10° UFC ml"'. Los mismos se trasvasaron a una vejiga estéril de 250 ml
adicionando goma arabiga (0,6 g en 100 ml de agua estéril) y se almacenaron a 4°C hasta
su utilizacion. La inoculacion de las semillas de soja se realizé al momento de la siembra,
aplicando la suspension de las diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum para
alcanzar una densidad estimada de 10° células por semilla.

El tamafio de las parcelas fue de 15 m de largo y 9 surcos de ancho distanciados a
0,35 m, con una densidad de siembra de 15 semillas por metro lineal de surco. El sistema

de labranza utilizado fue de siembra directa.

Fecha de siembra: se realizo el 13 de noviembre de 2014 para la primera campaiia

de soja y el 2 de diciembre de 2015 para la segunda campaiia.

Toma de muestras: los muestreos se realizaron en las etapas fenoldgicas R2, R6 y
R8. En las etapas fenoldgicas R2 y R6 se tomaron muestras de los tres bloques con las tres
repeticiones de cada tratamiento para determinar: peso seco de parte aérea; contenido de N
de la parte aérea por el método de Kjeldahl (Nelson y Sommers, 1973); actividad
simbidtica a través del niimero y peso seco de nddulos; modelo de distribucion espacial de

los nddulos. En R8 se analiz6 el balance relativo del nitrégeno y el rendimiento.

Riego: se ejecutd a través de un equipo de avance lateral 87,6 m de longitud de
trabajo, la distribucion del agua es por medio de tuberias de bajada y emision mediante
difusores con reguladores de presion. El método de balance hidrico utilizado fue el Balance
Hidrico de Cultivos Extensivos (BAHICU) version 1.01 (Andriani, 2012); considerando
valores diarios de Evapotranspiracion de referencia (ETo) (calculado a través de la
Ecuacion de Penman-Monteith (Allen et al., 1998), contenido de humedad al momento de
stembra, valores de constantes hidricas de capacidad de campo (CC), punto de marchitez
permanente (PMP) y agua util para el suelo donde se desarroll6 el ensayo. También para
este balance se utilizaron datos de precipitacion efectiva que se estimaron por el método de

“Bureau of Reclamations” de los EE. UU. (Doorenbos y Pruitt, 1977), factores cualitativos
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como la intensidad de lluvias, estado de humedad del suelo previo a la precipitacion. Se
considerd como umbral de riego, cuando el agua realmente disponible era del 50%. Para
determinar el momento de riego, se tuvo en cuenta el prondstico del tiempo con 72 horas
de antelacion. Estos datos fueron proporcionados por la catedra de Agrometeorologia

(UNRC).

Fecha de cosecha: sc¢ realizé6 manualmente el dia 13 de abril de 2015 para la
primera campafia de soja y el 25 de abril de 2016 para la segunda campaiia del cultivo. En
la segunda campaiia, se realizé en forma mecénica el 2 de mayo de 2016. Las pérdidas de

cosecha mecénica se evaluaron de acuerdo a Bragachini et al., (2013).
Estimacion del balance de nitrégeno

Con los datos de contenido de N en suelo y cultivo se calculd el Balance Relativo
de N (Cholaky et al., 1986), para estimar las variaciones de su contenido en el sistema
suelo-planta resultante de los cambios en las entradas y salidas del sistema y de las
transformaciones internas durante el ciclo del cultivo. Asi, el aporte por FBN se estimo

mediante la siguiente ecuacion:

FBN= Npc — [(Nss + Nm +NIl) - Nsc]

Donde:

FBN: fijacion biologica del nitrégeno.

Npc: contenido total de N en la planta a la cosecha (RS).

Nss: contenido de N-NOj™ en el suelo a la siembra.

Nm: N derivado de la mineralizacion de la materia orgénica del suelo. Este valor es de 3%
para los 6 meses de duracion el ciclo del cultivo (Alvarez y Steinbach, 2006).

NII: N aportado por las lluvias registradas durante el ciclo, estimando en 2,5 ppm de N por
cada mm (Harpaz, 1975).

Nsc: contenido de N-NOs™ en el suelo a la cosecha.
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También se calculd la variaciéon del N en el suelo segun:

VNS= (Nss + Nm) - (Nsc + Nrastrojo)

Donde:
VNS: variacion del N en el suelo.

Nrastrojo: contenido de N del rastrojo.

Estimacion de rendimiento del cultivo de soja

En la etapa fenologica R8 se tomaron muestras presentes en 1m? por tratamiento y
repeticion y se determind el rendimiento del cultivo expresados en (Kg ha') basado en los

siguientes componentes, segun Kantolic ef al., (2003) (Figura 19):

Figura 19. Componentes del rendimiento del cultivo de soja.
Analisis estadisticos

Se utiliz6 el analisis de la varianza (ANOVA) y la prueba de Duncan para las

comparaciones multiples de las medias con un nivel de significancia de 5%, con el
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programa estadistico Infostat Version 2014 (Di Rienzo et al., 2014). También se realizd un
andlisis exploratorio de componentes principales (ACP) siguiendo el marco metodologico
de Crivisqui (1993, 2002), las aplicaciones del método en Baronio y Vianco, (2013, 2014)
y con la utilizacion del software SPAD 3.5.

El estudio para el ACP comprendio observaciones de dos campafias consecutivas
del cultivo de soja en las etapas fenoldgicas R2 y R6. Para ello, se analizaron 878 casos, de
los cuales 261 corresponden a la primera campaiia (2014-2015) y los restantes a la segunda
(2015-2016). Las caracteristicas observadas comprenden:

Estado fenoldgico: Etapa 2 (R2) y Etapa 6 (R6)

Bloque aleatorizado de muestreo: Bloque

Tratamientos ensayados: Tratamiento

Cantidad de plantas por metro cuadrado: Planta

Numero de nodulos en raiz principal por planta: NNod RP

Numero de nédulos en raices secundarias por planta: NNod RS

Peso seco de nodulos por planta en raiz principal: PSN RP

Peso seco de nodulos por planta en raices secundarias: PSN RS

Nitrato entre 0 y 20 cm al momento de siembra: n0020s

Nitrato entre 20 y 40 cm al momento de siembra: n2040s

Nitrato entre 0 y 20 cm al momento de cosecha: n0020c

Nitrato entre 20 y 40 cm al momento de cosecha: n2040c

Nitrégeno de nitrato entre 0 y 20 cm al momento de siembra: NNO30020s
Nitrégeno de nitrato entre 20 y 40 cm al momento de la siembra: NNO32040s
Nitrogeno de nitrato entre 0 y 20 cm al momento de cosecha: NNO30020c¢
Nitrégeno de nitrato entre 20 y 40 cm al momento de cosecha: NNO32040c
Humedad del suelo entre 0 y 20 cm al momento de siembra: H0020s
Humedad del suelo entre 20 y 40 cm al momento de siembra: H2040s
Humedad del suelo entre 0 y 20 cm al momento de cosecha: H0020c¢

Humedad del suelo entre 20 y 40 cm al momento de la cosecha: H2040c.
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Establecimiento de las condiciones edificas y climaticas para el desarrollo del cultivo

de soja

Los ensayos se realizaron en el campo experimental de la universidad, en un sitio
sin historia sojera, durante dos campafias consecutivas (2014-2015) y (2015-2016). Previo
a la siembra, se evaluaron las propiedades fisico-quimicas del suelo mostrando una alta
condicidn de fertilidad por el elevado contenido de nitrogeno disponible para el cultivo
(107,90 kg ha'!) para la primera campafia de soja y 63,20 kg ha™! para la segunda campaiia,
calculado a partir de la DAp y del Npc. En las tablas 8 y 9 se observan los resultados del

analisis del suelo que se realizaron previos de la siembra de cada campafia.

Tabla 8. Propiedades fisico-quimicos del suelo del area experimental campaiia (2014-
2015).

Propiedades 0-20 cm 20-40 cm
Materia organica (%) 2,51
Nitratos (ppm) 96,60 84,20
Fosforo (ppm) 22,90
Humedad (%) 22,00 18,92
pH (1:2,5 suelo:agua) 6,80
Calcio (cmol kg™!) 9,00
CIC (cmol kg™ 20,50

Tabla 9. Propiedades fisico-quimicos del suelo del area experimental campaiia (2015-

2016).

Propiedades 0-20 cm 20-40 cm
Materia organica (%) 2,10
Nitratos (ppm) 56,30 49,80
Fosforo (ppm) 15,00
Humedad (%) 11,50 17,00
pH (1:2,5 suelo:agua) 7,01
Calcio (cmol kg™) 8,00
CIC (cmol kg™") 19,50

Los resultados obtenidos del anélisis del suelo, en ambas campaifias, mostraron un

buen aporte de la mineralizacion derivado de la materia organica y la disponibilidad de
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fésforo (P) 60,46 kg P en la primera campaifia y 39,6 kg P en la segunda campatfia para el
cultivo de soja, siendo su requerimiento de 7 kg P Tn! de grano (Garcia y Correndo,
2012). El fosforo es uno de los 17 nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de
las plantas, junto al nitrégeno y al potasio conforman el grupo de macronutrientes
principales, tanto por las cantidades requeridas como por la frecuencia de su deficiencia en
los cultivos (Garcia et al., 2014), se considera que la disponibilidad de P es 6ptima a pH 6-
7. El pH 6ptimo del suelo para la mayoria de los cultivos es el que se encuentra entre 5,5 y
8,3, cabe destacar que los valores hallados en ambos ensayos se encuentran dentro del
rango establecido (Picone, 2014). Ademas, los altos porcentajes de saturacién con Ca?”
asociados a un pH Optimo son propicios para el crecimiento de las plantas y
microorganismos (Vazquez y Pagani, 2014). Las propiedades fisico-quimicas detalladas
anteriormente y la alta CIC (indicador del potencial del suelo para retener e intercambiar
nutrientes vegetales) fueron favorables para el desarrollo del cultivo en el suelo
experimental.

Por otra parte, se estimé la poblacién nativa de rizobios nodulantes de soja con
valores de 1,55 x 103 rizobios g™ de suelo para la primera campafia y 2,9 x 10° rizobios g*!
de suelo para la segunda campafia. En suelos de nuestro pais, se ha encontrado que los
rizobios naturalizados fluctiian entre 102 a 10° rizobios g™ de suelo (Gonzélez et al., 1997).
La presencia de rizobios nativos en el suelo es considerada una barrera para el éxito de la
inoculacidn, estos microorganismos estan bien adaptados en condiciones del suelo, sin
embargo, con una tasa baja de fijacion (Miransari, 2014). Estudios realizados por IMYZA -
INTA (Castelar) donde evaluaron la capacidad simbidtica de cepas aisladas de diferentes
suelos, determinaron que la gran mayoria presenta buena capacidad de nodulacion, pero
mediana capacidad para la fijacion del N>. Los valores de poblacion naturalizada
superiores al orden de 10° provocan el fenémeno de competencia por la ocupacion de los
nddulos y menores beneficios en la inoculacién con las cepas introducidas (Toresani et al.,
2007). En los ensayos a campo durante las dos campafias consecutivas, los valores
detectados de la poblacién nativa de rizobios en el suelo fueron bajos (del orden de 10%)
resultando favorable para la practica de inoculacién con las cepas eficientes de
Bradyrhizobium japonicum USDA110 y Per 3.61.

En las figuras 20 y 21 se muestran los registros climaticos, precipitaciones y
temperaturas maximas, minimas y medias diarias registradas para las campaiias del cultivo
de soja (2014-2015) y (2015-2016). La temperatura media mostré diferencias entre las

distintas campafias, los valores promedios registrados fueron 20,97+0,28 °C para la
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primera campafia y 18,37+0,34 °C para la segunda campaiia del cultivo de soja. También,
se observd diferencias en las precipitaciones caidas 782,89 mm y 868,90 mm para la

primera y segunda campaiia, respectivamente.
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Figura 20. Precipitaciones, temperatura medias, maximas y minimas diarias
registradas en la campaiia (2014-2015). Fuente: Servicios Agrometeorolégicos,

UNRC.
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Figura 21. Precipitaciones, temperatura medias, maximas y minimas diarias

registrada en la campaiia (2015-2016). Fuente: Servicios Agrometeorolégicos, UNRC.

El estado de la evolucion del agua en el perfil del suelo en el ciclo del cultivo de
soja fue favorable, el buen nivel de precipitaciones régistradas en ambas campaiias,
sumado al riego, hicieron que los aportes de agua disponible para el cultivo nunca
estuvieron, por largo periodo, por debajo del limite de estrés establecido (cuando el agua

util disponible era del 50%) (Figuras 22 y 23).
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Figura 22. Evolucion del agua en el suelo del cultivo de soja en la campaiia (2014-

2015). Fuente: Servicios Hidrologia Agricola, UNRC.
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Figura 23. Evolucion del agua en el suelo del cultivo de soja en la campaiia (2015-

2016). Fuente: Servicios Hidrologia Agricola, UNRC.
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Interaccion de la nodulacion con las variables edaficas

Para obtener una buena nodulacion y una fijacion de nitrogeno eficiente, las
condiciones fisicas, quimicas y biologicas del suelo son importantes sumado al método
apropiado de cultivo (fertilizacidn, fecha de siembra, densidad de siembra, malezas y
plagas). Ademads, resulta esencial el empleo de inoculantes basado en cepas de
Bradyrhizobium japonicum eficientes para mejorar el rendimiento de la soja (Ohyama et
al., 2012).

En las dos campafias realizadas, el porcentaje de nodulacion de las plantas de soja
inoculadas con las cepas introducidas de B. japonicum fue del 100% presentando nédulos
funcionales. Considerando la poblacion nativa de rizobios encontrada en el suelo
experimental del orden de 10°, la respuesta de nodulacién de las plantas de soja en los
tratamientos control y fertilizado fue del orden del 20%, siendo los nédulos no funcionales.

En las plantas de soja inoculadas con las cepas introducidas de B. japonicum
(USDAT110 y Per 3.61), los ndédulos se distribuyeron tanto en la raiz principal como en las
raices laterales. Mc Dermott y Graham (1989) informaron que, en el cultivo de soja, el
desarrollo de nodulos en la raiz principal, es una caracteristica cualitativa util como un
indice del nivel de eficiencia y de la actividad bacteriana en la interaccion planta-rizobio en
el momento del desarrollo de la plantula. Estos nédulos contribuiran en mayor medida al
pool de N en la planta derivado de la FBN ya que tendran mayor actividad entre R1 y RS,
ctapas en la cuales las tasas de FBN son mas altas. Por otra parte, estos mismos autores han
observado que la actividad de los ndédulos ubicados en las raices laterales tendria una
mayor importancia durante el llenado de granos, cuando las tasas de FBN decrecen.

El analisis de componentes principales realizado sobre las 17 variables cuantitativas
detalladas en material y método (Planta, NNod RP, NNod RS, PSN RP, PSN RS, n0020s,
n2040s, n0020c, n2040c, NNO30020s, NNO32040s, NNO30020c, NNO32040c, H0020s,
H2040s, H0020c y H2040c¢) correspondientes a ambas campaiias, confirmé la existencia de

grupos con caracteristicas diferenciadas (Figura 24).
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Figura 24. Agrupamiento de las observaciones en funciéon de Peso Seco y Nuimero de

nodulos, Humedad, Nitrato y Nitrégeno de Nitrato.

La clasificacidn por el método jerarquico a través del vecino més proximo dio lugar
a la particion de la nube de observaciones en 4 grupos que comprendieron:

Grupo 1: reunid el 69,48% de las observaciones, se caracterizd por tener mayor
humedad en el suelo a cosecha y mayor presencia de plantas por metro cuadrado respecto
del total de observaciones consideradas (Anexo Tabla 10). La totalidad de observaciones
pertenecieron a la campaifia (2015-2016), el 99,38% del tratamiento Per 3.61+N vy el
96,18% del tratamiento USDA110+N observados en el estudio estuvieron presentes en este
grupo, predominaron las observaciones del Bloque 1 y Etapa 2 (Anexo Tabla 11).

Grupo 2: reunio el 0,60% de las observaciones, se caracterizé por tener un valor
promedio de nitrégeno de nitrato entre 20-40 cm a cosecha superior en 48 veces al total de
las observaciones consideradas (Anexo Tabla 12). La totalidad de observaciones
pertenecieron al tratamiento USDA110+N, Bloque 2 y Etapa 6 (Anexo Tabla 13).

Grupo 3: reunid el 6,15% de las observaciones, se caracterizo por tener mayor peso
seco de nddulos en raices secundarias (cerca de 5 veces) y en raiz primaria (cerca de 4
veces) respecto del total de observaciones; también, predominaron el nimero de nddulos
en raiz primaria y raices secundarias, nitrégeno de nitratos en la siembra y a cosecha,
mayor humedad en el suelo al momento de siembra y nitratos en suelo a cosecha (Anexo
Tabla 14). En este grupo predominaron las observaciones de la campaiia (2014-2015),
Etapa 6, tratamientos USDA110 y Per 3.61 y Bloque 2 (Anexo Tabla 15).

Grupo 4: reunio el 23,69% de las observaciones, se caracterizd por tener valores superiores
de nitrégeno de nitratos, humedad y nitratos en el suelo al momento de la siembra con

respecto al total de las observaciones consideradas. Se observé mayor nitrogeno de nitratos
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entre 0-20 cm y nitratos en el suelo a cosecha (Anexo Tabla 16). La totalidad de
observaciones de este grupo pertenecen a la campafia (2014-2015), predominaron los

tratamientos USDA110, T1, T2 y Bloque 2 (Anexo Tabla 17).

Considerando la heterogeneidad de los datos entre las dos campafias, se decidid
analizar cada campafia por separado y las diferencias que pudieran existir al interior de

cada una de ellas.
Campaiia 2014-2015

En la figura 25 se muestra el analisis de componentes principales, realizado sobre
las 11 variables cuantitativas (Planta, NNod RP, NNod RS, PSN RP, PSN RS, n0020c,
n2040c, NNO30020c, NNO32040c, H0020c y H2040c) de la campafia (2014-2015),

confirmando la existencia de grupos con caracteristicas diferenciadas.
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Figura 25. Agrupamiento de las observaciones en funcion de Peso Seco y Nimero de

noédulos, Humedad, Nitrato y Nitrégeno de Nitrato, campafia (2014-2015).

La clasificacion por el método jerarquico a través del vecino mas proximo dio lugar
a la particion de la nube de observaciones en 4 grupos que comprendieron:

Grupo 1: reuni6 el 44,44% de las observaciones, se caracterizo por tener mayor
nivel de nitrédgeno de nitrato y nitratos entre 0-20 cm y entre 20-40 cm a cosecha respecto
del total de observaciones consideradas en la campaiia (2014-2015) (Anexo Tabla 18). El
54,31% de las observaciones pertenecieron al tratamiento T2 y el 45,69% al tratamiento
T1 (Anexo Tabla 19).

Grupo 2: reuni6 el 25,67% de las observaciones, se caracterizé por tener mayor

humedad entre 20-40 cm a cosecha, nimero y peso seco de nddulos en raiz principal y
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raices secundarias (Anexo Tabla 20). La totalidad de observaciones pertenecieron al
tratamiento con la cepa Per 3.61 (Anexo Tabla 21).

Grupo 3: reunid el 9,20% de las observaciones, se caracterizé por tener mayor
namero y peso seco de nodulos en raiz primaria y raices secundarias, alrededor de 4 veces
mas respecto del total observaciones en la campafia (2014-2015) (Anexo Tabla 22). En
este grupo, la totalidad de observaciones pertenecieron a la Etapa 6, tratamiento con la
cepa USDA110 y Bloque 2 (Anexo Tabla 23).

Grupo 4: reuni6 el 20,69% de las observaciones, se caracterizd por tener cantidad
de plantas y nimero de nddulos en la raiz principal superiores al total de observaciones
consideradas en la campafia 2014-2015 (Anexo Tabla 24). La totalidad de observaciones
de este grupo pertenecieron al tratamiento con la cepa USDA110 (Anexo Tabla 25).

Tal como indica la descripcidn de los grupos, la particion de los datos mostrd la
heterogeneidad entre las cepas utilizadas en la campafia (2014-2015). La cepa de
referencia Bradyrhizobium japonicum USDA110 presentd mayor nimero y peso de

nodulos en raiz principal y raices secundarias con respecto a la cepa nativa Per 3.61.
Campaiia 2015-2016

En la figura 26 se muestra el analisis de componentes principales, realizado sobre
las 11 variables cuantitativas (Planta, NNod RP, NNod RS, PSN RP, PSN RS, n0020c,
n2040c, NNO30020c, NNO32040c, H0020c y H2040c) de la campafia (2015-2016)

mostrando también la existencia de grupos con caracteristicas diferenciadas.

o . S
USDA 1102~ Let, v
ot ;-:'.’
L O U O PERD B Lt g
LRI e [
) ol DR
a H .
N PSyNNod RP
PSyNNod RS |
i ° Gpolfs 219
2 ¢ ¢ Gupo2fs M
i °  Grupo3dfs 237
. Grupo 4/5 6
+ GupoS/s 121

A4S 230 A8 o 18

Figura 26. Agrupamiento de las observaciones en funcién de Peso Seco y Nimero de

nédulos, Humedad, Nitrato y Nitrégeno de Nitrato, campaiia (2015-2016).
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La clasificacion por el método jerarquico a través del vecino méas préximo dio lugar
a la particion de la nube de observaciones en 5 grupos que comprendieron:

Grupo 1: reunio el 35,49% de las observaciones, se caracterizd por tener un nivel
mayor de nitratos entre 20-40 cm a cosecha del 15%; también se observaron valores
superiores en humedad del suelo a cosecha y mayor presencia de plantas por metro
cuadrado respecto del total de observaciones consideradas (Anexo Tabla 26). Las
observaciones de este grupo fueron 62,10% para el tratamiento Per 3.61+N y 37,90% para
el tratamiento T1, todas las observaciones de T1 estuvieron en este grupo (Anexo Tabla
27).

Grupo 2: reunid el 5,51% de las observaciones, se caracterizd por tener valor
promedio de peso seco de nodulos en raices secundarias y nimero de nddulos en raiz
principal y raices secundarias que triplica los valores promedio de la campafia (2014-2015)
y ¢l peso seco de nddulos en raiz principal que duplica los valores promedio de la campaiia
anterior (Anexo Tabla 28). La totalidad de observaciones pertenecieron a la Etapa 2, el
tratamiento con la cepa Per 3.61+N tuvo una presencia del 73,53% y el Bloque 3 del
70,59% (Anexo Tabla 29).

Grupo 3: reunio el 38,41% de las observaciones, se caracterizo por tener mayores
niveles de nitrato y nitrégeno de nitrato entre 0-20 cm a cosecha respecto del total
observaciones (Anexo Tabla 30). En este grupo predominaron las observaciones de los
tratamientos con la cepa USDAI110+N (60,34%) y T2 (39,66%); la totalidad de
observaciones de T2 se encontraron en este grupo (Anexo Tabla 31).

Grupo 4: reunio el 0,97% de las observaciones, se caracterizo por tener valores de
nitrogenos de nitratos, entre 20-40 cm al momento de la cosecha, 49 veces superiores a los
valores promedio de la campaiia (2015-2016). Los valores de nitratos y de nitrogeno de
nitrato, ambos entre 0-20 cm a cosecha, fueron superiores al promedio observado en la
campafia (2015-2016) a un nivel de significatividad de 0,10 (Anexo Tabla 32). La totalidad
de observaciones de este grupo pertenecieron a los tratamientos con la cepa USDA110+N,
Bloque 2 y Etapa 6 (Anexo Tabla 33).

Grupo 5: reunid el 19,61% de las observaciones, se caracterizé por tener valores
superiores en numero de nodulos en raiz principal y raices secundarias (Anexo Tabla 34).
Las observaciones de este grupo pertenecieron a los tratamientos con las cepas Per 3.61
(79,34%) y USDA110 (20,66%), la totalidad de observaciones de este ultimo tratamiento
se encontraron en este grupo. Las observaciones provenientes de la Etapa 6 fueron

predominantes (Anexo Tabla 35).
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En base a lo indicado en la descripcion de los grupos, la particion de los datos
mostr6é una heterogeneidad entre los diferentes tratamientos en la campafia (2015-2016).
La cepa Per 3.61 +N presenté mayor nimero y peso de nédulos en raiz principal y raices
secundarias en relacion a las plantas inoculadas con la cepa USDA110+N, destacando que
ésta ultima cepa presentd mayores niveles de nitrégeno de nitrato entre 20-40 cm a

cosecha.
Balance relativo de nitrégeno en el cultivo de soja

El balance de nitrogeno de un agrosistema resulta de utilidad para inferir a largo
plazo como evolucionard su nivel en el suelo. Si bien es facil estimar la extraccion de
nitrogeno por cosecha de los granos, no es posible establecer balances confiables pues se
carece de estimaciones a campo del ingreso de nitrogeno al sistema suelo-planta por
fijacion bioldgica, dicho proceso tiene una importancia central para el balance de N en
cultivos de soja (Di Ciocco, 2004; Di Ciocco et al., 2008).

Los métodos de balance de N y diferencia de N proporcionan estimaciones de la
fijacion de N2 sobre una base de area, es decir, kg N ha!. Por otro lado, los métodos >N y
ureidos proporcionan estimaciones de %NDA, es decir, el porcentaje de N total de la
planta que deriva de la FBN. Una cantidad de N> fijado por unidad de superficie o unidad
de produccién soélo se puede calcular cuando se combina el %NDA con una estimacion de
la biomasa del vegetal y del contenido total de N. Aunque todos los métodos tienen sus
limitaciones y fuentes de error unicas, ¢l balance de N, la diferencia de N, los métodos '°N
(dilucion de isotopos y abundancia natural) y ureidos, sin duda, representan lo mejor que
esta disponible (Herridge et al., 2008).

En la bibliografia existen diferentes métodos para estimar el balance relativo de
nitrégeno en condiciones controladas (por ejemplo, dilucién del isétopo N, uso de
variedades no nodulantes). Sin embargo, para experimentos llevado a cabo en condiciones
de campo, como los implementados en este trabajo de tesis, el método del balance de
nitrégeno usado, es una alternativa valida para fines comparativos ya que tiene en cuenta
las condiciones edaficas y de manejo del cultivo (Cholaky et al., 1986). Asi, estudiar el
aporte relativo de la FBN asociada a la fertilidad del suelo, es una consideracion
importante a tener en cuenta en el manejo del cultivo de leguminosas.

Los resultados obtenidos demostraron que el balance de nitrogeno fue positivo en
todos los tratamientos en ambas campafias del cultivo de soja. En la primera campaiia

(Tabla 36), el aporte de la FBN en las plantas inoculadas con la cepa de Bradyrhizobium
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Japonicum USDAT110 fue del 56% y con la cepa Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 del
64% del N acumulado por el cultivo, representando un aumento del 20% y 39% en relacién
a los tratamientos control y fertilizado. Ademads, se observd una mayor variacion de
nitrégeno en el suelo en los tratamientos inoculados con las cepas desnitrificantes de
Bradyrhizobium japonicum con respecto a los restantes tratamientos, relacionado al nivel
del nutriente extraido por el cultivo desde el suelo y al mayor contenido de nitrogeno
determinado en el rastrojo de la soja.

Con respecto a la segunda campafia (Tabla 37), la FBN aport6 de N a las plantas de
soja inoculadas con la cepa de Bradyrhizobium japonicum USDA110 (59%),
Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 (70%), USDAI110+Fertilizado (52%) y Per
3.61+Fertilizado (71%) de N acumulado por el cultivo, representando un importante
aumento con respecto a los tratamientos control (37%) y fertilizado (35%). La variacion en
el contenido de nitrédgeno en el suelo fue menor en todos los tratamientos en comparacion a
la primera campaiia (2014-2015) del cultivo de soja, relacionado a una menor condicién de
fertilidad del suelo al momento de la siembra 107,90 y 63,20 kg ha', en la primera y
segunda campaiia, respectivamente. Ademas, de un menor aporte en el ciclo del cultivo por
mineralizacién de la materia orgéanica 99,39 kg ha™! campafia (2014-2015) y 83,16 kg ha!
(2015-2016). Cabe destacar que los tratamientos inoculados con la cepa nativa Per 3.61 y
Per 3.61+Fertilizado tuvieron mayor nitrogeno extraido por el cultivo del suelo
representado en una alta contribucidn relativa del nitrégeno fijado biolégicamente a la

nutricion nitrogenada de la soja.

Tabla 36. Balance relativo de nitrégeno campaiia (2014-2015).

Tratamientos FBN (kg ha™) VNS (kg ha™')
Control 111,79 85,04
Fertilizado 114,19 76,46
B. japonicum USDA110 215,71 115,61
B. japonicum Per 3.61 269,14 97,64

*VNS: variacidn del contenido de nitrégeno del suelo.
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Tabla 37. Balance relativo de nitrégeno campaifia (2015-2016).

Tratamientos FBN (kg ha') VNS (kg ha')
Control 74,14 83,90
Fertilizado 126,60 58,53
B. japonicum USDA110 196,40 83,82
B. japonicum Per 3.61 315,60 64,22
USDA110 + Fertilizado 133,40 67,35
Per 3.61 + Fertilizado 298,07 41,73

*VNS: variacion del contenido de nitrégeno del suelo.

Los datos del balance de nitrégeno obtenidos en esta tesis doctoral coinciden con lo
informado por otros autores como Echeverria y Sainz-Rozas (2014) que informaron rangos
de nitrogeno fijado en plantas de soja entre 40-260 kg ha™! y por Ciampitti (2016) quien
indicé una variacién de la FBN entre 25-400 kg ha'! en soja.

En Argentina, Collino et al., (2007) encontraron aportes de N a través de la FBN
entre 26-71%. Dicha variacion podria estar determinada no sélo por los diferentes
contenidos de N mineral, que afecta la FBN (Salvagiotti et al., 2008), sino también por el
hecho de que la soja en nuestro pais se cultiva en secano y el proceso de FBN es altamente
sensible a la sequia (Xing et al., 2016). En Brasil, la contribuciéon de la FBN resultd ser
superior al 80%, asociado entre otros, al uso de cepas mejoradas especificamente para esos
ambientes (Hungria et al., 2005). Por otra parte, un balance positivo de N en el suelo es
importante para poder mantener la actividad de los microorganismos que intervienen en la
dindmica de la materia organica y los ciclos de los nutrientes. Desde el enfoque ecologico,
las leguminosas juegan un importante rol en el enriquecimiento de N en los sistemas
agricolas (Salvagiotti et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este estudio sobre el balance relativo del nitrégeno
constituyen una evidencia empirica de la contribucion que la fijacion simbidtica de
nitrogeno hace a la economia de la nutricion nitrogenada de la soja en un suelo con alta

fertilidad.
Rendimiento del cultivo de soja

Los resultados del rendimiento del cultivo de soja de la primera campafia (Tabla

38), cosechado en forma manual, mostraron que hay diferencias estadisticamente
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significativas entre los tratamientos inoculados con las diferentes cepas de Bradyrhizobium
Japonicum y fertilizado en relacion con el control. El mayor rendimiento del cultivo de soja
correspondié al tratamiento de soja inoculada con la cepa de Bradyrhizobium japonicum

Per 3.61.

Tabla 38. Estimacion del rendimiento del cultivo de soja cosechado en forma manual

campaiia (2014-2015).

Tratamientos Rendimiento (kg ha™!)
Control 452427 +£ 415,96 ¢
Fertilizado 6167,55+382,85b
B. japonicum USDA110 6624,87 + 455,82 b
B. japonicum Per 3.61 7667,37 £ 524,66 a

Los datos representan el promedio de tres repeticiones por tratamiento. Letras diferentes
por tratamiento indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan

(p<0,05).

El rendimiento del cultivo de soja inoculado con la cepa desnitrificante B.
Jjaponicum Per 3.61 fue 69% mayor que el control (sin inocular y fertilizar), un 24%
respecto al fertilizado (con urea) y de un 15% cuando la soja fue inoculada con la cepa de
referencia USDA110. En el tratamiento control, el rendimiento del cultivo estaria dado por
las condiciones edaficas y climaticas tales como el aporte de nitrogeno a la siembra (N-
NOz3’), materia organica, fésforo y contenido de humedad del suelo, al coeficiente de
mineralizacion, sumados a las elevadas precipitaciones registradas en el ciclo del cultivo.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre el rendimiento del
tratamiento fertilizado, en el cual al momento de la siembra se le agregd 180 kg ha' de
urea, en comparacion a lo obtenido cuando se inoculd con la cepa de Bradyrhizobium
Jjaponicum USDAI110 esto demuestra la complementariedad de las fuentes de N. En
relacién a lo mencionado, Gutiérrez-Boem y Salvagiotti, (2014) informaron que no se
observo respuesta a la fertilizacion nitrogenada cuando las plantas de soja noduladas se
cultivaron en ambientes sin limitaciones para el crecimiento.

En la tabla 39 se muestran los rendimientos del cultivo de soja obtenido por

cosecha en forma manual en la segunda campafia observandose que hubo diferencias
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estadisticamente significativas del control e inoculado con USDA110+Fertilizado con
respecto al resto de los tratamientos. El mayor rendimiento del cultivo de soja correspondi6
al tratamiento inoculado con la cepa de Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 siendo éste
coincidente con los valores alcanzados en la primera cosecha de la soja. Al mismo tiempo,
se evidencié que no hubo diferencia significativa entre el rendimiento del tratamiento
fertilizado con urea y el inoculado con la cepa de B. japonicum Per 3.61+Fertilizado,
demostrando que no hubo una complementariedad entre las fuentes de nitrogeno
disponibles para las plantas. Por otra parte, entre los tratamientos fertilizado y el inoculado
con la cepa USDA110 no se observo diferencia, pero si una disminucién cuando ambos

estan juntos en el tratamiento USDA110+Fertilizado.

Tabla 39. Estimacion del rendimiento del cultivo de soja cosechado en forma manual
campaiia (2015-2016).

Tratamientos Rendimiento (kg ha™)
Control 3612,94 + 183,55 ¢
Fertilizado 5632,57+479,15b
B. japonicum USDA110 5593,92 £304,32 b
B. japonicum Per 3.61 6993,09 £ 527,62 a
USDA110 + Fertilizado 4034,54 £ 453,43 c
Per 3.61 + Fertilizado 5921,71 £476,86 b

Los datos representan el promedio de tres repeticiones por tratamiento. Letras diferentes
por tratamiento indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan
(p<0,05).

Por otra parte, en la campaiia (2015-2016) se evalud el rendimiento del cultivo de
soja también en forma mecénica mostrando una tendencia similar a los valores de
rendimiento estimados en la cosecha manual (Tabla 40). Durante la cosecha de la soja, se
estimo la pérdida de acuerdo a la técnica de Bragachini ef al., (2013) obteniéndose un valor
de 100 kg ha!. Dicho valor resulté inferior al valor promedio de 135 kg ha™! informado por
el INTA (2013) evaluando las pérdidas de cosecha en el cultivo de soja en siete provincias

argentinas en la campafia (2012-2013).
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Tabla 40. Estimacion del rendimiento del cultivo de soja cosechado en forma

mecanica campaiia (2015-2016).

Tratamientos Rendimiento (kg ha™')
Control 332391 £ 168,87 ¢
Fertilizado 5181,97 £ 440,82 b

B. japonicum USDAT110 5146,41 £27998 b
B. japonicum Per 3.61 6433,64 485,41 a
USDAT110 + Fertilizado 3711,78 £417,16 ¢
Per 3.61 + Fertilizado 544797 £ 438,71 b

Los datos representan el promedio de tres repeticiones por tratamiento. Letras diferentes
por tratamiento indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Duncan

(p<0,05).

El rendimiento del cultivo de soja inoculado con la cepa desnitrificante
Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 fue mayor a los otros tratamientos, mostrando valores
superiores al 93% del valor hallado en el control, un 24% al fertilizado con urea y un 25%
a la inoculacion con la cepa de referencia USDA110. Ademas, el rendimiento de la soja del
tratamiento Per 3.61+Fertilizado presentd diferencia significativa con los tratamientos
control y USDA 110+ Fertilizado, resultando un 61% y un 46% superior, respectivamente.
Cabe destacar que los rendimientos de soja obtenidos en los tratamientos inoculados con
las cepas desnitrificantes de Bradyrhizobium japonicum (USDA110 y Per 3.61) fueron
altos, resaltando la buena performance y sefialando la incidencia positiva en el
medioambiente de la inoculacion con ambas cepas. Estos datos corroboran lo demostrado
en los ensayos de invernaculo donde las plantas de soja inoculadas con la cepa Per 3.61
presentd un Optimo crecimiento y una eficiente fijacion simbidtica de nitrégeno en
presencia de nitrato.

Los altos valores obtenidos de rendimiento de la soja durante las dos campaiias
consecutivas concuerdan con lo informado por Ruiz-Diaz et al.,, (2009) que lograron un
aumento del rendimiento por hectirea de 130 kg, cuando la soja se inoculd con
Bradyrhizobium sp., sugiriendo que la practica de inoculacion de las semillas tuvo efectos

positivos sobre la absorcion de N, la acumulacion de N en el grano y de la materia seca.
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Esta aseveracion se fundamentd en un meta analisis de Salvagiotti et al., (2008), indicando
que el 50-60% de la demanda de nitrégeno de la planta de soja proviene del proceso de
FBN, sin embargo, la tasa de FBN disminuyé con la fertilizacion nitrogenada (Pagano y
Miransari, 2016).

El rendimiento de las plantas de soja inoculadas con B. japonicum Per 3.61 fue
mayor en comparacion al resto de los tratamientos en las dos campafias consecutivas. En la
campaiia (2015-2016) no se observaron diferencias significativas entre la soja inoculada
con la cepa de referencia USDA110 y el tratamiento fertilizado, aunque dicha cepa mostro
una disminucién en el rendimiento cuando estaba fertilizada con urea. Estos resultados
concuerdan con Kaschuk et al., (2016) quienes informaron que la aplicacién de fertilizante
nitrogenado afectdé negativamente las distintas variables simbiéticas, lo cual podria estar
indicando una disminucién de la simbiosis, lo que repercutiria en los rendimientos del
cultivo de soja. Por otra parte, el rendimiento del cultivo de soja del tratamiento Per 3.61+
Fertilizado no presentd diferencia significativa con el tratamiento fertilizado. Considerando
la alta disponibilidad de N en el suelo y que la inoculaciéon de la soja s6lo con la cepa Per
3.61 mostrd un alto porcentaje de nodulacion y el mayor aporte de FBN en el balance de
nitrogeno, el rendimiento obtenido en el tratamiento (Per 3.61+Fertilizado) podria
atribuirse a la capacidad fijadora y desnitrificante de la cepa en presencia de elevada
concentracion de nitrato en el suelo.

En base a los estudios realizados en este trabajo de tesis, la inoculacién de la soja
resulta ser una préctica econdmicamente y ambientalmente viable. Asi, el manejo de la
nutricion nitrogenada en el cultivo de soja es tratar de garantizar un adecuado
establecimiento de la nodulacién y maximizar la provision de N derivado de la fijacion
simbiotica. Aplicaciones de altas dosis de fertilizante nitrogenado a la siembra en
superficie sélo consiguen inhibir la FBN sin ningin beneficio adicional sobre la
produccion del cultivo (Gutiérrez-Boem y Salvagiotti, 2014). Estas consideraciones
coinciden con los resultados obtenidos en el rendimiento de la soja en la campaifia (2015-
2016), demostrando que cuando sélo estaban inoculadas con las cepas USDA110 y Per
3.61 obtuvieron mayores rendimientos que cuando estaban inoculadas y con una dosis
adicional de 180 kg de urea.

Tomados estos datos en conjunto, los ensayos a campo realizados en un suelo con
alto contenido de nitrato, permitieron demostrar que la cepa desnitiricante Bradyrhizobium

Jjaponicum Per 3.61 (caracterizada por una elevada actividad nitrato reductasa) representa
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un aporte promisorio para su uso como inoculante para soja con el fin de mejorar el

rendimiento del cultivo.
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Capitulo 5: Conclusiones



En presencia de nitrato, la inoculacion de la soja con las diferentes cepas
desnitrificantes de Bradyrhizobium japonicum (USDA110, Per 3.61, Per 3.64 y Per 1.12)
no mostro cambios en los componentes del crecimiento de la planta, sin embargo, se
observé una reduccion en la nodulacion. No obstante, este efecto negativo sobre la
nodulacion, la fijacion bidlogica del nitrogeno (FBN) permitié mantener la produccion y la

traslocacion de los compuestos nitrogenados en la planta.

Es de destacar que las cepas de Bradyrhizobium japonicum Per 3.61 y Per 3.64
reflejaron su preponderancia en el enriquecimiento de carbono en las plantas de soja.
Ademas, la relacion C:N en la asociacion simbidtica de la soja con las diferentes cepas de
Bradyrhizobium japonicum no se modifico por la adicion de una fuente complementaria de
nitrégeno, lo cual indica que la FBN contribuyé a mantener una dptima nutricién para el

desarrollo de las plantas.

La actividad especifica de la enzima nitrato reductasa (NR) de los bacteroides,
extraidos de los nodulos de soja inoculados con las diferentes cepas de Bradyrhizobium
Jjaponicum, mostrd un comportamiento similar en respuesta a la adicion de nitrato. Asi, la
capacidad desnitrificantes de estas cepas permitieron la sobrevivencia de la bacteria en el
interior de los nodulos y el proceso FBN. Considerando que la cepa de Bradyrhizobium
japonicum Per 3.61 presentd la mayor actividad NR se selecciono la misma junto con la
cepa de referencia Bradyrhizobium japonicum USDA110 para realizar los ensayos a

campo.

El rendimiento del cultivo de soja inoculado con la cepa Per 3.61 fue superior a
todos los tratamientos ensayados a campo con elevada concentracidn de nitrato en el suelo,
observandose un aporte significativo de la FBN en el balance relativo de nitrogeno. Todos
estos datos demostraron que la cepa desnitrificante Bradyrhizobium japonicum Per 3.61,
caracterizada por una elevada actividad nitrato reductasa, representa un aporte promisorio
para su uso como inoculante para soja, mejorando la FBN y el rendimiento del cultivo en

suelos con alto contenido de nitrato.
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En suelo con alto nivel de nitrato, la optimizacion de la fijacion biolégica del
nitrogeno en la asociacion simbiotica Bradyrhizobium japonicum-soja es dependiente de
la presencia de una activa nitrato reductasa bacteroidal capaz de reducir el nitrato y
suministrar la energia necesaria para la actividad nitrogenasa, favoreciendo asi la

produccion de los compuestos nitrogenados.
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CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados de esta tesis doctoral brindan nuevos aportes al conocimiento de las
cepas de Bradyrhizobium japonicum, caracterizadas por su actividad desnitrificante, las
cuales presentaron diferentes comportamiento agrondémico y simbidtico en su interaccion
con la planta de soja en presencia de nitrato. De este modo pueden contribuir a la
optimizacion de la fijacion de nitrégeno en el cultivo de soja para lograr mayor produccién

y mantener la calidad del recurso suelo.
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Campaiias (2014-2015) y (2015-2016)

Tabla 10. Caracteristicas activas del Grupo 1

Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total

Variables | Media del | Media | DeSYiacion | Desviacion .
;. estandar estandar Probabilidad
caracteristicas | grupo global de valor
del grupo global
H0020c 24,397 21,824 0,247 3,974 28,92 0,000
H2040c 22,393 19,702 0,491 4,199 28,62 0,000
Planta 11,684 9,605 7,515 7,183 12,84 0,000
Tabla 11. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 1
Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total
% % o
. .| Categoria | Categoria o del Prueba e
Variables | Categorias grupo en Probabilidad | Peso
en el en el , | de valor
. categoria
grupo conjunto
Campafia 1516 100,00 70,27 98,87 31,49 0,000 617
Tratamiento | PER+N 26,23 18,34 99,38 10,81 0,000 161
Tratamiento | USDA+N 24,75 17,88 96,18 9,03 0,000 157
Bloque 1 46,89 39,86 81,71 6,47 0,000 350
Etapa 2 60,16 53,53 78,09 5,88 0,000 470
Tabla 12. Caracteristicas activas del Grupo 2
Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total
Variables | Media del | Media | DeSViacion | Desviacion | Prueba .
;o estandar estandar de Probabilidad
caracteristicas grupo global
del grupo global valor
NNO32040c 629,500 13,130 1,708 51,296 29,52 0,000
Tabla 13. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 2
Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total
(1) 0,
Rotulo de Cate/ooria CateA)on'a Yo del Prueba
. Categorias g g grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el .
z categoria | valor
grupo conjunto
Tratamiento | USDA+N 100,00 17,88 3,82 4,01 0,000 157
Bloque 2 100,00 30,52 2,24 3,16 0,001 268
Etapa 6 100,00 46,47 1,47 2,33 0,010 408
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Tabla 14. Caracteristicas activas del Grupo 3

Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total

. Media . Desviacion | Desviaci
Varlal')le.s del Media estandar estélr?(i;(:'n Prueba de Probabilidad
caracteristicas global valor
grupo del grupo global
NNod RS 62,426 16,229 32,523 18,817 18,61 0,000
PSN RS 0,366 0,076 0,202 0,125 17,91 0,000
PSN RP 0,155 0,039 0,085 0,055 16,25 0,000
NNod RP 18,333 5,694 8,557 7,203 13,30 0,000
NNO30020s 21,632 15,405 1,227 4,159 11,35 0,000
NNO32040s 18,856 | 13,547 1,046 3,547 11,35 0,000
H0020s 21,806 | 14,621 1,416 4,799 11,35 0,000
n0020s 95,854 | 68,280 5,433 18,419 11,35 0,000
n2040s 83,563 60,026 4,638 15,723 11,35 0,000
H2040s 18,884 17,571 0,259 0,878 11,35 0,000
NNO30020c 14,205 11,035 0,977 4,555 5,28 0,000
n0020c 62,925 | 48,891 4,333 20,174 5,27 0,000
n2040c 49,452 | 39,265 12,898 18,278 4,23 0,000
Tabla 15. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 3
Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total
% de Y
Rotulo de , Cat/egoria Cate/goria % del | Prueba -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el el} el categoria | valor
grupo conjunto
Campafia 1415 98,15 29,73 20,31 11,08 0,000 261
Etapa 6 98,15 46,47 12,99 8,49 0,000 408
Tratamiento | USDA 46,30 11,16 25,51 6,70 0,000 98
Tratamiento PER 51,85 19,25 16,57 5,45 0,000 169
Bloque 2 48,15 30,52 9,70 2,67 0,004 268
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Tabla 16. Caracteristicas activas del Grupo 4

Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total

Variables | Mediadel | Media | Desviacion | Desviacion| Prucba -
;s estandar estandar de Probabilidad
caracteristicas grupo global
del grupo global valor
NNO30020s 21,800 15,405 0,000 4,159 25,37 0,000
NNO32040s 19,000 13,547 0,000 3,547 25,37 0,000
HO0020s 22,000 14,621 0,000 4,799 25,37 0,000
n2040s 84,200 60,026 0,000 15,723 25,37 0,000
n0020s 96,600 68,280 0,000 18,419 25,37 0,000
H2040s 18,920 17,571 0,000 0,878 25,37 0,000
NNO30020c 17,909 11,035 3,331 4,555 24,90 0,000
n0020c 79,336 48,891 14,758 20,174 24,90 0,000
n2040c 65,045 39,265 17,143 18,278 23,27 0,000
Tabla 17. Caracteristicas ilustrativas del grupo 4
Cantidad de observaciones: 610. 69,48% del total
[1) (1)
o de % | o del |Prueba
Rotulo de , | Categoria | Categoria -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el .
. categoria | valor
grupo conjunto
Campaiia 1415 100,00 29,73 79,69 26,23 0,000 261
Tratamiento | USDA 23,08 11,16 48,98 5,73 0,000 98
Tratamiento T2 30,29 17,88 40,13 5,02 0,000 157
Tratamiento Tl 25,48 15,49 38,97 4,27 0,000 136
Bloque 2 37,50 30,52 29,10 2,39 0,008 268
Campaiia 2014-2015
Tabla 18. Caracteristicas activas del Grupo 1 en campafia 2014-2015
Cantidad de observaciones: 116. 44,44% del total
Variables Media Media DesYlacmn DeS\:lacmn Prueba de -
;e del estandar estandar Probabilidad
Caracteristicas global valor
grupo del grupo global
NNO30020c 20,813 17,178 0,727 3,319 15,80 0,000
n0020c 92,200 76,098 3,238 14,705 15,79 0,000
NNO32040c 17,725 14,006 0,377 3,983 13,47 0,000
n2040c 78,256 61,925 0,125 17,500 13,46 0,000
HO0020c 16,118 15,742 0,488 0,578 9,37 0,000
H2040c 13,993 13,348 0,095 1,136 8,20 0,000
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Tabla 19. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 1 en campaiia 2014-2015

Cantidad de observaciones: 116. 44,44% del total

(1] (1]
CateA)oria CateA)oria %o del Prucba
Variables | Categorias engel engel grupo en de Probabilidad | Peso
. categoria | valor
grupo conjunto
Campaiia | C3=1415 100,00 100,00 44,44 99,99 0,000 261
Tratamiento | C6=T2 54,31 24,14 100,00 11,02 0,000 63
Tratamiento | C6=T1 45,69 20,31 100,00 9,84 0,000 53
Tabla 20. Caracteristicas activas del Grupo 2 en la campafia 2014-2015
Cantidad de observaciones: 67. 25,67% del total
Variables | Medid | njegia | Desviacion Desviacion | p o, g .
e del estandar estandar Probabilidad
caracteristicas global valor
grupo del grupo global
H2040c 14,150 13,348 0,000 1,136 6,69 0,000
NNod RS 34,224 23,376 20,007 27,288 3,77 0,000
NNod RP 9,687 6,801 6,067 7,678 3,56 0,000
H0020c 15,900 15,742 0,000 0,578 2,59 0,005
PSN RP 0,060 0,046 0,055 0,070 1,91 0,028
PSN RS 0,143 0,113 0,129 0,167 1,69 0,046
Planta 5,015 4,789 2,729 2,689 0,80 0,213
Tabla 21. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 2 en campafia 2014-2015
Cantidad de observaciones: 67. 25,67% del total
0 (1)
%o . %o . % del Prueba
Rotulo de , | Categoria | Categoria -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el ,
. categoria | valor
grupo conjunto
Camparia |C3=1415 100,00 100,00 25,67 99,99 0,000 261
Tratamiento | C6=PER 100,00 27,59 93,06 15,84 0,000 72
Tabla 22. Caracteristicas activas del Grupo 3 en campafia 2014-2015
Cantidad de observaciones: 24. 9,20% del total
. Media : Desviacion | Desviacion | Prueba
Varlat,)le.s del Media estindar estandar de Probabilidad
caracteristicas global
grupo del grupo global valor
PSN RS 0,479 0,113 0,242 0,167 11,27 0,000
NNod RP 23,125 6,801 7,120 7,678 10,91 0,000
NNod RS 80,833 23,376 37,785 27,288 10,80 0,000
PSN RP 0,193 0,046 0,104 0,070 10,79 0,000
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Tabla 23. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 3 en campafia 2014-2015

Cantidad de observaciones: 24. 9,20% del total

Yo de o % del | Prueba
Rotulo de , | Categoria | Categoria y -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el ,
. categoria | valor
grupo conjunto
Campafia |C3=1415 100,00 100,00 9,20 99,99 0,000 261
Tratamiento | C6=USDA 79,17 27,97 26,03 5,30 0,000 73
ETAPA C4=6 100,00 60,92 15,09 451 0,000 159
Bloque C5=2 66,67 39,46 15,53 2,61 0,004 103
Tabla 24. Caracteristicas activas del Grupo 4 en camparfia 2014-2015
Cantidad de observaciones: 54. 20,69% del total
Variables Media Media DeS\:‘laClOIl DeS\:lacmn Prueba -
. . estandar estandar Probabilidad
caracteristicas | del grupo | global de valor
del grupo global
Planta 5,667 4,789 3,091 2,689 2,69 0,004
NNod RP 7,333 6,801 3,873 7,678 0,57 0,284
Tabla 25. Caracteristicas ilustrativas del grupo 4 en campafia 2014-2015
Cantidad de observaciones: 54. 20,69% del total
0, 0
/o de , /o , % del Prueba
Rotulo de , | Categoria | Categoria -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el ,
. categoria | valor
grupo conjunto
Campafia | C3=1415 100,00 100,00 20,69 99,99 0,000 261
Tratamiento | C6=USDA 100,00 27,97 73,97 13,20 0,000 73
Campaiia 2015-2016
Tabla 26. Caracteristicas activas del Grupo 1 en campafia 2015-2016
Cantidad de observaciones: 219, 35,49 del total
Variables Media Media DeS\:lacmn DeS\"lacion Prueba .
. . del estandar estandar Probabilidad
caracteristicas Global de valor
grupo del grupo global
H2040¢ 22,884 22,391 0,277 0,490 18,53 0,000
n2040c 34,238 29,679 3,881 6,004 13,84 0,000
HO0020c¢ 24,530 24,397 0,102 0,246 9,98 0,000
Planta 11,950 11,659 7,443 7,511 0,72 0,237
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Tabla 27. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 1 en campaiia 2015-2016

Cantidad de observaciones: 219. 35,49 del total

[1) [1)
. , Categoria Categoria % del | Prueba -
Variables | Categorias en el en el grupo en de Probabilidad | Peso
: categoria | valor
grupo conjunto
Campaiia |C3=1516 100,00 100,00 35,49 99,99 0,000 617
Tratamiento | PER+N 62,10 26,09 84,47 15,09 0,000 161
Tratamiento | C6=T1 37,90 13,45 100,00 13,76 0,000 83
Tabla 28. Caracteristicas activas del Grupo 2 en campaila 2015-2016
Cantidad de observaciones: 34. 5,51 del total
. Media . Desviacion | Desviacion
Vanal’)le_s del Media estén(:a(:' estindar Prueba Probabilidad
caracteristicas global de valor
grupo del grupo global
PSN RS 0,128 0,041 0,060 0,044 12,36 0,000
NNod RS 38,471 13,206 15,538 12,574 12,04 0,000
NNod RP 18,500 5,225 15,722 6,939 11,47 0,000
PSN RP 0,077 0,032 0,054 0,033 8,69 0,000
H2040c 22,820 | 22,391 0,467 0,490 5,25 0,000
n2040c 34,529 | 29,679 4,730 6,064 4,79 0,000
H0020¢ 24,549 | 24,397 0,112 0,246 3,70 0,000
Planta 13,559 11,659 6,856 7,511 1,52 0,065
NNO30020c 8,700 8,437 0,495 1,465 1,08 0,141
n0020c 38,548 | 37,382 2,195 6,488 1,08 0,141
Tabla 29. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 2 en campafia 2015-2016
Cantidad de observaciones: 34. 5,51 del total
Y% %
Rotulo de , Cate/goria Categoria 7o del | Prucba -
variables Categorias en el en el grupo e’n de Probabilidad | Peso
grupo conjunto categoria | valor

Campafia |C3=1516 100,00 100,00 5,51 99,99 0,000 617
Tratamiento §6=PER+ 73,53 26,09 15,53 5,80 0,000 161
ETAPA C4=2 100,00 59,64 9,24 5,58 0,000 368
Bloque C5=3 70,59 26,90 14,46 5,31 0,000 166
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Tabla 30. Caracteristicas activas del Grupo 3 en campaiia 2015-2016

Cantidad de observaciones: 237. 38,41 del total

Variables | Media | Media |Dcsviacion|Desviacion| o, .
;e estandar | estiandar Probabilidad
caracteristicas | del grupo| Global de valor
del grupo global
n0020c 43,420 37,382 3,268 6,488 18,24 0,000
NNO30020c 9,799 8,437 0,739 1,465 18,23 0,000
H0020c 24,458 24,397 0,059 0,246 4,82 0,000
Planta 12,797 11,659 7,933 7,511 2,93 0,002
Tabla 31. Caracteristicas ilustrativas del Grupo 3 en campafia 2015-2016
Cantidad de observaciones: 237. 38,41 del total
o0 0
%0 de . o , % del | Prueba
Rotulo de , | Categoria | Categoria -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el .
; categoria | valor
grupo conjunto
Campaiia |C3=1516 100,00 100,00 38,41 99,99 0,000 617
Tratamiento SI?I:USDA 60,34 25,45 91,08 16,06 0,000 157
Tratamiento | C6=T2 39,66 15,24 100,00 14,17 0,000 94
Tabla 32. Caracteristicas activas del Grupo 4 en campafia 2015-2016
Cantidad de observaciones: 6. 0,97% del total
. . . Desviacion | Desviacion | Prueba
Varlal’)le.s Media Media estandar estandar de Probabilidad
caracteristicas | del grupo| global
del grupo global valor
NNO32040c 629,500 12,760 1,708 61,132 2481 0,000
n0020c 40,770 37,382 0,000 6,488 1,28 0,100
NNO30020c 9,200 8,437 0,000 1,465 1,28 0,100
Tabla 33. Caracteristicas ilustrativas del grupo 4 en campaiia 2015-2016
Cantidad de observaciones: 6. 0,97% del total
% de % o
Rotulo de , | Categoria | Categoria % del | Prueba it
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el .
. categoria | valor
grupo conjunto
Campafia |C3=1516 100,00 100,00 0,97 99,99 0,000 617
Tratamiento S§=USDA 100,00 25,45 3,82 3,48 0,000 157
Bloque C5=2 100,00 26,74 3,64 3,40 0,000 165
ETAPA C4=6 100,00 40,36 2,41 2,64 0,004 249
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Tabla 34. Caracteristicas activas del Grupo 5 en campaiia 2015-2016

Cantidad de observaciones: 121. 19,61% del total

Variables Media Media DeS\:lacmn DCS\:laCIOIl Prueba -
;o estandar estandar Probabilidad
caracteristicas | del grupo | global de valor
del grupo global
NNod RS 19,653 13,206 13,514 12,574 6,29 0,000
NNod RP 8,165 5,225 6,491 6,939 5,19 0,000
PSN RP 0,037 0,032 0,026 0,033 1,27 0,102
Tabla 35. Caracteristicas ilustrativas del grupo 5 en campafia 2015-2016
Cantidad de observaciones: 121. 19,61% del total
0, o,
0 de . %o , % del | Prueba
Rotulo de , | Categoria | Categoria -
. Categorias grupo en de Probabilidad | Peso
variables en el en el .
: categoria | valor
grupo conjunto
Campafia |C3=1516 100,00 100,00 19,61 99,99 0,000 617
Tratamiento | C6=PER 79,34 15,72 98,97 19,78 0,000 97
Tratamiento | C6=USDA 20,66 4,05 100,00 8,92 0,000 25
ETAPA C4=6 50,41 40,36 24,50 2,40 0,008 249
152







