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RESÚMEN 

Los gases efecto invernadero (GEI's) son considerados contaminantes atmosféricos y co 

responsables por el calentamiento global, siendo la agricultura y particularmente la utilización 

de fertilizantes químicos de origen nitrogenado una de las principales fuentes de emisión en la 

actualidad.  En América del Sur, principalmente en Argentina y Brasil, uno de los cultivos de 

mayor importancia económica es el de soja, cuyo nivel de fertilización química nitrogenada es 

bajo (lo que tradicionalmente ha llevado a considerarlo como un pobre emisor de GEIs a la 

atmósfera); sin embargo, se inocula con rizobacterias simbióticas fijadoras de nitrógeno 

atmosférico del género Bradyrhizobium, las que dependiendo de sus características 

bioquímicas a nivel de la ruta de desnitrificación, podrían contribuir con las emisiones de 

óxido nitroso (N2O) a la atmósfera. Dado que el N2O se produce durante la desnitrificación y 

esta se realiza por acción de los microorganismos, el objetivo de esta investigación fue 

analizar  la actividad desnitrificantes de las cepas más utilizadas para la formulación de 

inoculantes para soja en América del Sur, E109 and CPAC15 de B. japonicum; CPAC7 de B. 

diazoefficiens, SEMIA 587 y SEMIA 5019 de B. elkanii, tanto en vida libre como en simbiosis 

en condiciones semi-controlados y en parcelas experimentales a campo. Los resultados 

evidenciaron que a nivel in silico y molecular la presencia de todos los genes de la 

desnitrificación para CPAC7 de B. diazoefficiens y la ausencia del gen nosZ para las cepas de 

B. japonicum; mientras que para las cepas de B. elkanii no se encontraron los genes 

implicados en la ruta. Los análisis en condiciones de vida libre demostraron que todas las 

cepas presentaron actividad desnitrificante, expresada en la actividad nitrato y nitrito reductasa  

y la producción de óxido nítrico y óxido nitroso, siendo este último significativamente más 

alto para SEMIA 5019 y E109. Consecuentemente, los ensayos en cámaras de crecimiento 

evidenciaron que la producción de N2O fue más alta en raíces inoculadas  con SEMIA 5019 y 

E109. El ensayo a campo confirmó los hallazgos de las determinaciones in vitro: La 

producción de óxido nitroso demostró que a, excepción de CPAC 7, todas las cepas emiten 

altas cantidades variables de N2O , siendo el tratamiento inoculado con E109 el que presentó 

los mayores flujos de emisión de N2O, superando significativamente la producción de los 

tratamientos inoculados con USDA 110 y CPAC 7, respectivamente. Así mismo, en este 

estudio encontramos que las cepas SEMIA 587 y SEMIA 5019 presentan actividad 

desnitrificante en condiciones de vida libre y contribuyen con la producción de N2O, pero no 
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cuentan  con los genes napA, nirK, norC y nosZ. Los ensayos de co-inoculación como 

estrategia mitigadora demostraron que las bacterias desnitrificadoras completas y de vida libre 

no serían una alternativa biotecnológica para la  mitigación, mientras que  los resultados más 

eficientes se encontraron cuando se coinocularon rizobios con desnitrificación completa e 

incompleta de manera simultánea, siendo la combinación  E109 + CPAC 7 las que presentó 

valores significativamente bajos en los flujos de emisión de N2O respecto a la inoculación 

individual de E109.  

 

Palabras Clave: Gases efecto invernadero, desnitrificación, simbiosis, Bradyrhizobium sp. 
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Abstract 

Greenhouse gases (GHG) are considered potential atmospheric pollutants co-responsible for 

global warming, with agriculture being one of the main emission sources. The traditional 

practice of inoculating soybean crops with the Bradyrhizobium genus in South America, might 

contribute to nitrous oxide (N2O) emissions into the atmosphere. Since N2O is produced 

during denitrification and this is because the action of microorganisms, the objective of this 

research was to analyze the denitrification activity of strains E109 and CPAC15 of B. 

japonicum; CPAC7 of B. diazoefficiens, SEMIA 587 and SEMIA 5019 of B. elkanii, both in 

free-living and in symbiosis under semi-controlled conditions and experimental field plots. 

The results showed that at the level of silico and molecular analysis it could been the presence 

of all the genes for CPAC7 of B. diazoefficiens and the absence of the nosZ gene for strains of 

B. japonicum; while for B. elkanii the genes involved in the route were not found. The analysis 

in free life demonstrated that all the strains had the denitrification activity, expressed as  

nitrate and nitrite reductase activity and the production of nitric oxide and nitrous oxide, being 

this last significantly higher for SEMIA 5019 and E109. The field test confirmed the findings 

of  in vitro determinations: nitrous oxide production showed that, except CPAC 7, all strains 

emitted high amounts of N2O, being the treatment inoculated with E109 the one that presented 

the highest N2O fluxes, surpassing the production of treatments inoculated with USDA 110 

and CPAC 7, respectively. Likewise, in this study we found the strains SEMIA 587 and 

SEMIA 5019 presented the denitrifying activity in free life and gained with the production of 

N2O, but did not have the genes napA, nirK, norC and nosZ. The co-inoculation trials as a 

mitigating strategy demonstrated that the complete denitrifying bacteria of free life are not 

alternatives to mitigation, while the most important results were when rizobia are used with 

complete and incomplete denitrification were used, being the combination E109 + CPAC 7 

wich showed lower emission rates of N2O compared to the individual inoculation of E109. 

 

Keywords: Greenhouse gases effect, denitrification, symbiosis, Bradyrhizobium sp. 
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1. Desnitrificación y Gases efecto invernadero 

La contaminación derivada de la actividad agrícola, principalmente aquella devenida por el 

uso intensivo de fertilizantes nitrogenados, ha determinado el enriquecimiento progresivo de 

nitratos en los suelos y acuíferos, así como la acumulación de gases del efecto invernadero 

(GEI) en la atmósfera. La aplicación de fertilizantes químicos de origen nitrogenado 

contribuye a incrementar la emisión de estos gases ya que, mayoritariamente, se originan 

durante los procesos biológicos de nitrificación y sobre todo de desnitrificación, ambos 

componentes del ciclo del nitrógeno (N2) en la biósfera. La desnitrificación es una forma 

alternativa de respiración, en la que en condiciones de baja tensión de oxígeno, los 

microorganismos pueden utilizar el nitrato y sus óxidos de nitrógeno derivados (NOx) como 

aceptores de electrones en una cadena de transporte hasta la formación de N2 (Zumft., 1997). 

Aunque la desnitrificación está muy extendida entre los procariotas y se encuentra presente en 

varias sub-clases de Proteobacterias y Arqueobacterias, la capacidad de desnitrificar no está 

muy extendida entre los rizobios. La mayoría de los rizobios no son considerados "auténticos 

desnitrificantes" ya que no reducen el nitrato o nitrito a nitrógeno gaseoso (N2), por lo que 

durante la desnitrificación pueden acumular nitrito o liberar gases de tipo óxido nítrico (NO) y 

óxido nitroso (N2O) a la atmósfera (Zumft., 1997; Bueno et al., 2012). Argentina es el tercer 

país productor de soja a nivel mundial.  La inoculación de esta leguminosa con 

Bradyrhizobium japonicum es una práctica muy extendida, que se ha venido realizando de 

manera creciente por más de 40 años en los suelos de nuestro país. Según los datos de la 

última década, solo un pequeño porcentaje de las cepas de B. japonicum aisladas de suelos 

argentinos son verdaderos desnitrificantes, por lo que si se consideran las vastas extensiones 

de terreno cultivadas, la soja podría convertirse en una de las principales fuentes de emisión de 

gases del efecto invernadero a la atmósfera. Puesto que se desconoce la actividad 

desnitrificante de B. japonicum E109, la cepa más utilizada para la inoculación de soja en 

Argentina y de las demás cepas de Bradyrhizbium sp utilizadas como inoculantes en 

suramérica, el propósito de este proyecto es determinar y estudiar la actividad desnitrificante 

de estas cepas en condiciones de vida libre o en asociación simbiótica con el cultivo de soja y 

su efecto como potencial emisora de gases del efecto invernadero, con la idea de mejorar la 

formulación de inoculantes, desde una perspectiva más amigable con el medio ambiente. 
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1.1 La desnitrificación 

Es un proceso respiratorio que consiste en la reducción del nitrato (NO3) o del nitrito (NO2)  a 

nitrógeno diatómico (N2), con el paso intermedio a través de formas oxidadas de óxido nítrico 

(NO) y nitroso (N2O) (Sameshima et al. 2003). Estos gases tienen un enorme impacto sobre la 

atmósfera, ya que intervienen en la formación de la lluvia ácida, destrucción de la capa de 

ozono y en el calentamiento global de la atmósfera. La desnitrificación tiene, por lo tanto, un 

gran impacto en la agricultura, medioambiente y en la salud humana (Torres Porras, 2014). 

La capacidad de desnitrificar está muy extendida entre los procariotas y abarca a bacterias que 

pertenecen taxonómicamente a varias sub-clases de Proteobacterias, y Arqueobacterias 

(Zumft, 1997). Aunque la desnitrificación es una característica propia de las bacterias 

anaerobias facultativas, y se considera que sólo ocurre en ausencia de oxígeno, se han descrito 

algunas especies del género Paracoccus (antes Thiobacillus sp.) capaces de desnitrificar en 

condiciones aeróbicas (van Spanning et al. 1997). Igualmente, se ha demostrado la existencia 

de genes implicados en la desnitrificación en bacterias nitrificantes (Di Spirito et al. 1985; 

Cèbron y Garnier, 2005). Además, algunos hongos, como los del género Fusarium tienen 

capacidad de desnitrificar (Kobayasi et al. 1995). 

La reducción del nitrato en condiciones de anaerobiosis ocurre en dos etapas sucesivas: 

respiración y desnitrificación. En anaerobiosis, el nitrato puede sustituir al oxígeno como 

aceptor final de electrones para dar lugar a la formación de nitrito, a partir del cual se inicia la 

desnitrificación, proceso mediante el cual el nitrito se transforma primero en óxido nítrico 

(NO), luego en óxido nitroso (N2O) y posteriormente en N2. 

 

NO3              NO2               NO              N2O             N2 

 

En el primer paso de este proceso están implicadas, las enzimas nitrato y nitrito reductasa 

respectivamente. En el caso de la primera reacción, en la que se lleva a cabo la reducción de 

NO3 a NO2, las enzimas son Nap y Nar; mientras que para el paso de NO2 a NO, la reacción es 

catalizada por una nitrito reductasa periplásmica denominada Nir. Por su parte, la reducción de 

NO a N2O involucra la formación de un enlace N-N, reacción catalizada por una óxido nitrico 
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reductasa o Nor y en el último paso de la desnitrificación, que implica la reducción de N2O a 

N2, la reacción es catalizada por una óxido nitroso reductasa o Nos de localización 

periplásmica. Las enzimas Nap, Nir, Nor y Nos en B. japonicum están codificadas por los 

genes napEDABC, nirK, norCBQD y nosRZDFYLX, respetivamente (Bedmar et al. 2005). 

 

1.2 Enzimas implicadas en el proceso de desnitrificación  

1.2.1 Nitrato reductasas 

La reducción del nitrato en bacterias se lleva a cabo con al menos tres fines distintos: (1) 

asimilación (como fuente de nitrógeno para su crecimiento); (2) respiración (obtención de 

energía cuando el nitrato actúa como aceptor final de electrones) y (3) desasimilación (para la 

disipación del exceso de poder reductor y optimización del crecimiento en ciertas condiciones 

metabólicas particulares que se mencionarán posteriormente). En estos tres procesos 

intervienen tres tipos de nitrato reductasas diferentes: la nitrato reductasa citoplásmica 

asimilatoria (Nas), la nitrato reductasa respiratoria de membrana (Nar) y la nitrato reductasa 

periplásmica (Nap). La reducción asimilatoria del nitrato da lugar a nitrito, el cual se reduce 

posteriormente a amonio, el que vía glutamina sintetasa/glutamato sintasa, da lugar a la 

formación de aminoácidos y proteínas. Existen dos tipos de nitrato reductasa asimilatorias: las 

que dependen de NADH y las que dependen de ferredoxina o flavodoxina. El primer grupo 

está constituido por proteínas formadas por dos subunidades codificadas por los genes nasA y 

nasC, y se han identificado en bacterias tales como Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae y 

Rhodobacter capsulatus. Dentro del segundo grupo, se encuentran las nitrato reductasas de 

Azotobacter vinelandii y Synechococcus sp. entre otras. (Moreno-Vivián y Flores, 2007; 

Bueno, 2008).Las Nap han sido estudiadas en Paracoccus denitrificans (Sears et al. 1997), 

Paracoccus pantotrophus (Bell et al. 1993), E. coli (Grove et al. 1996) y Pseudomonas putida 

(Carter et al. 1995) entre otras bacterias. Las enzimas Nap son heterodímeros formados por 

una subunidad catalítica de 90 kDa (NapA) y un citocromo C con dos grupos hemo, un 

tamaño molecular de 15 kDa (NapB) y son codificadas por los genes napA y napB, 

respectivamente. Además de las subunidades estructurales, se ha identificado  el gen napC, 

que codifica para una proteína del tipo citocromo C unida a membrana, con cuatro grupos 

hemo  y 25 kDa de peso molecular. La proteína NapC se encarga de transferir electrones a la 
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subunidad NapB (Cartron et al. 2002). En E. coli, la máxima expresión de Nap ocurre 

principalmente en condiciones de baja concentracción de oxígeno, y presencia de las proteínas 

Fnr y NarP (Darwin et al. 1998); mientras que en P. pantotrophus, la enzima Nap se expresa 

en aerobiosis (Bell et al. 1993; Sears et al. 1997).  

El papel fisiológico de Nap ha sido propuesto de acuerdo  a resultados obtenidos en diferentes 

trabajos. Se ha demostrado que la enzima participa en la desnitrificación aeróbica y en los 

procesos de control del balance redox intracelular, disipando el exceso de poder reductor que 

se genera en ciertas condiciones metabólicas, como el crecimiento fototrófico, o el 

metabolismo de fuentes de carbono muy reducidas (Sears et al. 2000). Así mismo, se ha 

descrito que además de esta función, la enzima podría desempeñar una papel similar a la de 

Nar, acoplando la reducción del nitrato a la producción de ATP, lo que ocurre en B. japonicum 

USDA110 (Delgado et al. 2003). 

 

 1.2.2 Nitrito reductasas 

Dos tipos de nitrito reductasa han sido caracterizadas en bacterias desnitrificantes: (1) NirS 

(tipo cd1), una enzima homodimérica con grupos hemo c y hemo d1 y (2) NirK, (tipo Cu), una 

enzima homotrimérica con átomos de cobre. Ambas, son proteínas localizadas en el 

periplasma, reciben electrones desde un citocromo C (y/o de una pseudoazurina), y catalizan 

la reducción monoelectrónica de NO2 a NO. Las nitrito reductasas de cobre son complejos 

homotriméricos de 108 kDa  que contienen tres centros de cobre azul-verde de tipo I, 

implicados en la transferencia de electrones desde un donador al sito activo de la enzima y tres 

centros de cobre tipo II que forman el centro activo. Esta enzima está codificada por un único 

gen (nirK), el que se ha clonado y secuenciado en las bacterias Alcaligenes xylosoxidans, 

Achromobacter cycloclastes, R. sphaeroides, Pseudomonas aureofaciens (Bedzyk et al. 1999), 

y algunas especies de rizobios como Rhizobium sullae (Toffanin y col, 1996), Ensifer meliloti 

(ex-Sinorhizobium) (Barnett et al. 2001) y B. japonicum (Velasco et al. 2001). El gen nirK 

suele localizarse aislado en el genoma, sin formar parte de ningún operón y sin que en las 

proximidades se hallen genes relacionados a la desnitrificación (van Spanning et al. 2005). 
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1.2.3 Óxido nítrico reductasas 

En bacterias desnitrificantes, la enzima responsable para la desintoxicación del NO es la óxido 

nítrico reductasa (Nor) que cataliza la reducción de dos electrones de dos moléculas de NO a 

N2O a través del proceso de desnitrificación. Se han identificado dos tipos de Nor en bacterias 

desnitrificantes: unas que reciben electrones de un citocromo C (cNor), y otras que reciben 

electrones de una quinona (qNor).  

Las cNors son las mejor estudiadas. Son codificadas por los genes norCBQD que reciben 

electrones de la membrana, citocromos de tipo C solubles o pequeñas proteínas azules de 

cobre (azurin y pseudoazurin). Los qNors utilizan ubi-hydroquinona (QH2) o mena-

hydroquinona (MQH2) como donantes de electrones y se encuentran en arqueas y bacterias 

del suelo. Además, están presentes en microorganismos patógenos no desnitrificantes. El 

tercer tipo de óxido nítrico reductasas son las qCuANor, hasta ahora se ha encontrado una en 

la bacteria Bacillus azotoformans, que utiliza tanto MQH2 y un citocromo C específico (c551) 

como donadores de electrones. Se sugirió que la actividad MQH2 enlazada con qCuANor 

tiene un papel desintoxicante y la vía c551 tiene una función bioenergética (van Spanning et 

al. 2005; de Vries et al. 2007; Zumft, 2005).  

Los genes responsables de la síntesis de las enzimas cNor están agrupados en operones como 

se mencionó anteriormente, y su organización presenta ciertas diferencias entre los organismos 

desnitrificantes. La organización característica la encontramos en Nitrosomonas europaea y R. 

sphaeroides, que presentan el operon norCBQD (Bartnikas et al. 1997). Los genes norC y 

norB codifican las subunidades NorC y NorB, respectivamente (De Boer et al. 1996). El gen 

norQ codifica una proteína citoplasmática que contiene un motivo de unión a ATP, y norD 

codifica una proteína de función desconocida. Ambas proteínas se requieren para la activación 

de la enzima Nor.  Algunas bacterias desnitrificantes, como P. denitrificans, presentan en su 

organización génica, además los genes norE y norF, cuyos productos están implicados en la 

maduración o la estabilidad de la enzima Nor (De Boer et al. 1996). 

De acuerdo a la revisión realizada por Bueno et al. (2008), a pesar de que las Nor son 

proteínas de membrana que intervienen en el transporte de electrones, son incapaces de 

traslocar protones y crear un gradiente electroquímco necesario para la síntesis de ATP (Bell 

et al. 1992; Hendriks et al. 2000). Se ha visto además que el sitio catalítico de cNor se 
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encuentra en la cara periplásmica, en vez de en la cara citoplásmica como en las hemo 

oxidasas de cobre, las cuales  son generadoras de un gradiente electroquímico. Los electrones 

y protones requeridos para la reducción de NO son tomados del periplasma, lo cual convierte a 

la enzima en no electrogénica. Además, los residuos aminoacídicos que forman los canales D- 

y K- que intervienen en la conducción de protones desde el citoplasma al centro dinuclear de 

la proteína, no están presente. 

1.2.4 Óxido nitroso reductasas 

La reducción de N2O a N2 es una reacción catalizada por la enzima óxido nitroso reductasa 

(Nos) y representa el último paso del proceso de la desnitrificación. La enzima Nos es 

periplásmica y ha sido caracterizada bioquímicamente en P. stutzeri (Coyle et al. 1985), P. 

denitrificans (Snyder y Hollocher, 1987) y P. pantotrophus (Berks et al. 1993). La proteína 

Nos es un homodímero compuesto por dos subunidades de 65 kDa y contiene cobre en su 

centro activo. Los genes que codifican esta enzima están organizados en operones, siendo el 

más estudiado el operón nosRZDFYLX de P. stutzeri (Braun y Zumft, 1992), P. denitrificans 

(Holloway et al. 1996) y Ensifer meliloti (ex-S. meliloti) (Chan et al. 1997). NosZ es la 

subunidad catalítica y los productos de los genes nosR y nosX presentan cierta identidad con 

las proteínas NirI y NirX de P. denitrificans, respectivamente (Saunders et al. 1999, 2000). 

NosX parece implicada en el procesamiento de iones cobre y NosR lo está en la activación de 

la transcripción del promotor de los genes nos de P. stutzeri (Wunsch y Zumft, 2005). El cobre 

es poco soluble en condiciones de limitación de oxígeno, por lo que requiere de proteínas que 

sean capaces de captarlo en el interior celular, procesarlo hasta su estado activo y ensamblarlo 

a la proteína. Estas funciones corresponden a los productos de los genes nosDFYL (Honisch y 

Zumft, 2003).  

 

1.3 Regulación de la desnitrificación 

La expresión de  los genes implicados en este proceso está regulada a dos niveles.  En primer 

lugar, existe un control en relación con la tensión de oxígeno, de forma que en aerobiosis, no 

se activa la síntesis de las enzimas que intervienen en el proceso, lo que se debe a que la 

respiración oxigénica es un mecanismo más favorable desde el punto de vista energético. En el 

segundo nivel, se requiere la presencia de nitrato, o un óxido de nitrógeno derivado, puesto 
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que las enzimas que participan en este proceso actúan de modo secuencial reduciendo cada 

óxido de nitrógeno, de modo que el producto de una enzima actúa como el sustrato de la 

siguiente (Bedmar et al. 2005). Debido a que el NO2 y el NO son tóxicos para la célula, su 

producción debe controlarse para mantener sus niveles por debajo del nivel de citotoxicidad 

(De Boer et al. 1994; Zumft, 1997). Las proteínas que intervienen en la regulación a ambos 

niveles, así como la cooperación entre las mismas, difiere de unos microorganismos 

desnitrificantes a otros, lo que hace que existan diferencias en los circuitos de control de 

desnitrificación (Zumft, 1997; 2002; van Spanning et al. 2005). 

Mutaciones en los genes fixL, fixJ y fixK2 de B. japonicum determinaron la incapacidad de la 

bacteria de crecer anaeróbicamente en presencia de nitrato, lo que sugiere que de alguna forma 

el sistema FixLJ-FixK2 podría estar implicado en la regulación de la expresión de algunos 

genes o de todo el proceso de desnitrificación (Nellen-Anthamatten et al. 1998). Así mismo, la 

utilización de fusiones transcripcionales entre las regiones promotoras de cada uno de los 

genes nap, nir, nor y nos y el gen reportero lacZ ha demostrado que la expresión 

microaeróbica de tales genes depende del sistema regulador FixLJ-FixK2 (Bedmar et al. 2005; 

Mesa et al., 2002; Delgado et al. 2003; Velasco et al. 2001, 2004; Robles et al. 2006). En la 

región promotora de todos los genes de la desnitrificación de B. japonicum se han localizado 

secuencias homólogas a la caja FixK (5’-TTGAT-N4-GTCAA-3’), a las que FixK2 podría 

unirse para activar la transcripción. Bueno et al., (2006) demostraron en un estudio de 

transcripción in vitro que FixK2 activa la transcripción de los genes nap y nirK. No obstante, 

no se demostró que FixK2 transcriba directamente los genes nor. 

Por otro lado, en B. japonicum, se ha identificado la presencia del gen nnrR, (del inglés, nitrite 

and nitric oxide respiratory regulator) de la familia Fnr-Crp y una cepa de B. japonicum 

mutante en este gen fue incapaz de crecer en microaerobiosis con nitrato como aceptor final de 

electrones y careció de actividad nitrato y nitrito reductasa (Mesa et al. 2003). La activación 

micro-aeróbica de nnrR está controlada por FixK2, y en su región promotora se encuentra una 

secuencia de tipo FixK. La utilización de fusiones transcripcionales entre las regiones 

promotoras de cada uno de los genes nap, nir, y nor y el gen reportero lacZ ha demostrado que 

la máxima expresión de tales genes depende de la proteína NnrR (Mesa et al., 2003, Robles et 

al., 2006).  
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1.4 Desnitrificación en bacterias del orden Rhizobiales 

Algunas bacterias de este Orden son bacterias edáficas, gram negativas,  agrupadas en 

numerosos géneros dentro de los cuales se encuentran:  Rhizobium, Phyllobacterium, Ensifer, 

Mesorhizobium, Burkholderia, Microvirga, Azorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum, 

Cupriavidus, Devosia, Shinella y Bradyrhizobium (Weir, 2012). Todos ellos se caracterizan 

por su capacidad para infectar las células corticales de las raíces de las leguminosas y formar 

nódulos, donde se lleva a cabo el proceso de fijación biológica del nitrógeno. En el interior de 

los nódulos las bacterias se transforman en bacteroides, que son las células que sintetizan la 

enzima nitrogenasa, responsable de la catálisis del N2. A partir del amonio formado resultan 

compuestos orgánicos nitrogenados esenciales para la nutrición, funcionamiento y desarrollo 

de las plantas. La capacidad, por lo tanto, de estas bacterias para reducir N2 en simbiosis es un 

proceso de enorme importancia agrícola, teniendo en cuenta que las leguminosas, tienen una 

gran repercusión en la nutrición humana y animal como fuente de proteínas, obtención de 

aceite, fibras, etc. (Bueno, 2006). 

La capacidad de este orden por desnitrificar no es muy frecuente, sólo B. japonicum y A. 

caulinodans son capaces de crecer cuando se cultivan en condiciones limitantes de oxígeno y 

con nitrato como aceptor final de electrones. Entre los rizobios, se han caracterizado genes que 

codifican enzimas de la desnitrificación (Nirk) en R. sullae  (Toffanin et al. 1996); R. etli 

(norCBQD y nirK) (Bueno et al. 2005); S. meliloti (genes homólogos a nap, nir, nor y nos) 

(Holloway y col, 1996) y B. japonicum (Bedmar et  al. 2005). 

 

1.4.1 Desnitrificación en Bradyrhizobium japonicum 

B. japonicum  USDA110 (ahora B. diazoefficiens USDA110) es el único rizobio en el que se 

han aislado y caracterizado los genes de la ruta de desnitrificación  napEDABC (Delgado et al.  

2003); nirK (Velasco et al. 2001); norCBQD (Mesa et al. 2002) y nosRZDFYLX (Velasco et 

al. 2004), implicados en  la síntesis de las enzimas nitrato reductasa periplásmica (Nap), nitrito 

reductasa (Nir), óxido nítrico reductasa (Nor) y óxido nitroso reductasa (Nos), 

respectivamente (Bedmar et al. 2005) (Figura 1). 
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Figura 1. Localización de las proteínas implicadas en el proceso de la desnitrificación en B. 

japonicum (Tomado de Bueno et al. 2008) 

 

1.4.1.1 Nitrato reductasa periplásmica. 

En B. diazoefficiens USDA110Se identificaron los genes napE, napD, napA, napB y napC. 

De acuerdo con el análisis de las secuencias de aminoácidos deducidas de la secuencia de 

nucleótidos obtenidas del genoma de B. diazoefficiens USDA110, NapA es la subunidad 

catalítica, que contiene un cofactor de molibdopterina y guanina y un centro [4Fe-4S], NapB 

es un citocromo con dos grupos hemo c que recibe electrones de NapC, un citocromo de 

membrana con cuatro grupos hemo c. NapE es una proteína transmembrana de función 

desconocida y NapD es una proteína soluble que podría participar en la maduración del 

complejo NapAB (Delgado et al. 2003). Estos autores también reportaron que una mutación 

en el gen napA da lugar a una cepa incapaz de producir la proteína NapA y consecuentemente 

no expresa actividad nitrato reductasa siendo incapaz de crecer micro-aeróbicamente con 

nitrato. De acuerdo a esto, la enzima nitrato reductasa periplásmica sería la responsable del 

crecimiento de B. japonicum en condiciones desnitrificantes. 
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1.4.1.2 Nitrito reductasa. 

En la misma cepa  se ha identificado un gen homólogo a nirK que codifica para una proteína 

del tipo nitrito reductasa de tipo Cu, con un 78 % de similitud a la previamente identificada en 

Alcaligenes faecalis y un 68% de homología con aquella de R. sphaeroides. Una cepa mutante 

para el gen nirK de B. japonicum fue incapaz de crecer en micro-aerobiosis con nitrato, por lo 

que se infiere que carece de actividad nitrito reductasa y acumula nitrito en el medio de 

cultivo, en concordancia con aquello reportado por Velasco et al. (2001). Por otro lado, Bueno 

et al. (2008), demostraron que el citocromo soluble C550 de B. japonicum es el intermediario 

en el transporte electrónico entre el complejo bc1 y la nitrito reductasa respiratoria NirK.  

 

1.4.1.3 Óxido nítrico reductasa. 

Los genes nor de B. diazoefficiens USDA110 se encuentran organizados en el operon 

norCBQD. La secuencia primaria de NorC y NorB presentan entre el 49% y el 85% de 

identidad con las secuencias de las enzimas Nor de P. stutzeri, P. aeruginosa, P. denitrificans, 

y Alcaligenes faecalis, entre otras. NorC es un citocromo C asociado a la membrana, capaz de 

unirse a la proteína NorB que a su vez, es homóloga a la subunidad I (FixN) de la oxidasa 

terminal cbb3 de distintas bacterias. Los productos de los genes norQ y norD tienen funciones 

desconocidas, aunque han sido implicados en el ensamblaje y maduración de la enzima. La 

inactivación de uno de los genes norC o norB, mediante técnicas de mutagénesis dirigida, ha 

dado lugar a cepas mutantes incapaces de crecer en micro-aerobiosis con nitrato como fuente 

de energía (Mesa et al. 2002). 

 

1.4.1.4 Óxido nitroso reductasa. 

Velasco et al. (2004), reportaron en B. diazoefficiens USDA110 se  identificaron los genes del 

operón nosRZDFYLX. La secuencia primaria de NosZ presentó entre un 50% y un 77% de 

identidad con las secuencias NosZ de otros organismos desnitrificantes como P. stutzeri, R. 

eutropha, P. denitrificans, S. meliloti y Achromobacter cycloclastes. NosZ contiene dos 

centros de cobre, CuA y CuZ, de los que el último actúa como centro catalítico. Las proteínas 

NosDFY constituyen un transportador de tipo ABC que cataliza el transporte de cobre al 
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interior de la célula. NosL se identificó como una chaperona. NosX posee, en su extremo N-

terminal, un motivo de argininas que sugiere que puede plegarse en el citoplasma y adquirir 

sus co-factores antes de su transporte al periplasma. El gen nosR codifica una proteína 

reguladora con seis regiones transmembrana en cuyo extremo C-terminal se localizan dos 

agrupaciones de cisteínas, similares a las de algunas ferredoxinas bacterianas que se unen a 

centros de tipo [4Fe-4S]. Mediante la mutación de los genes nosR y nosZ  de B. japonicum y 

su posterior cultivo en condiciones desnitrificantes, se evidenció que presentaban crecimiento 

distinto frente a la cepa parental y además se detectó la acumulación de óxido nitroso en estas 

cepas mutadas. 

 

1.5. La importancia del cultivo de soja en la República Argentina   

La soja es el cultivo más importante para la República Argentina, siendo éste país el primer 

exportador mundial de aceites y derivados provenientes de esta leguminosa (ver Figura 2).  En 

la actualidad, este cultivo ocupa una amplia zona ecológica que se extiende desde los 23º (en 

el extremo norte del país) a los 39º de latitud sur, concentrándose principalmente en la Región 

Pampeana, con cerca del 94% de la superficie sembrada y el 95% de la producción total del 

país. Así Córdoba, Santa Fe y Buenos Aires representan las provincias de dicha región con 

mayor producción por área sembrada y magnitud de rendimientos (Diaz-Zorita, 2004). 

Argentina, como tercer productor mundial de soja, en la campaña 2017/18 se espera que 

alcance de 58,0 millones de toneladas, gracias a los rendimientos superiores a los esperados en 

la próxima campaña. Debido a que la práctica de fertilización nitrogenada es casi restrictiva 

para el cultivo por razones económicas y ecológicas, su interacción con B. japonicum  y los 

potenciales beneficios derivados de la simbiosis, a nivel de la fijación biológica de nitrógeno, 

son fundamentales para garantizar un buen crecimiento y desarrollo de la planta, así como una 

buena productividad del cultivo y una mejor rentabilidad para el productor agropecuario.  
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Figura 2. Evolución de áreas y rindes de soja en la República Argentina. Fuente: 

http://news.agrofy.com.ar/especiales/soja-2016-2017/siembra-soja. 

1.6. B. japonicum E109 y su uso como inoculante para soja en Argentina 

El cultivo de soja tuvo sus inicios como cultivo expansivo en nuestro país en la década del 70. 

No obstante, los suelos Argentinos originalmente no contenían rizobios simbiontes de esta 

leguminosa, ya que la misma no era una especie nativa de tales suelos. Así, de la misma forma 

que en el caso de las semillas, los microorganismos simbióticos asociados a esta especie, 

fueron introducidos intencionalmente con el cultivo de diferentes bancos de cepas de todo el 

mundo o no intencionalmente con el manejo agronómico de semillas importadas. La soja 

establece una relación  simbiótica con varias especies de rizobios, dentro de las que se 

encuentran: Mesorhizobium thianshanense, Ensifer fredii, Ensifer xingianjense, B. 

liaoningense, B. elkanii, B. diazoefficiens y B. japonicum, (Chen et al. 2000; Hungría et al. 

2015), siendo esta última la que mejores resultados ha presentado en suelos cultivados con 

esta planta en nuestro país. A partir de resultados obtenidos luego de un intenso programa de 

selección y evaluación de cepas de rizobios iniciado en 1980 por el Instituto de Microbiología 

y Zoología Agrícola (IMYZA-INTA) de Castelar, se consideró a la cepa E109 de B. 

japonicum (ex-USDA 138, una cepa del tipo USDA 6) como la más recomendable para la 

inoculación de semillas de soja (Perticari et al.1998; 2005). Desde el momento de su selección 

hasta la actualidad, esta cepa ha demostrado su capacidad para contribuir con la nutrición y 
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desarrollo del cultivo de soja, y por ello ha sido adoptada como principio activo de los 

inoculantes formulados por la mayoría de las empresas nacionales. Estudios recientes han 

reafirmado su potencial como bacteria promotora del crecimiento de soja y otras especies de 

no-leguminosas, por lo que se han dilucidado los mecanismos de promoción del crecimiento 

vegetal que operan en B. japonicum E109, tal como la producción y metabolismo de ciertas 

fitohormonas del tipo auxinas, giberelinas (GAs) y citocininas (CKs), las que parecerían tener 

un rol fundamental en los procesos de interacción con la planta, establecimiento de la 

simbiosis y promoción del crecimiento vegetal (Boiero et al. 2007; Cassán et al. 2009).  

Considerando este escenario, nuestro grupo de trabajo junto con el Instituto de Microbiología 

y Zoología Agrícola del INTA Castelar y la colaboración del Centro de Microbiología y 

Genética de Plantas de la Universidad Católica de Leuven (CMGP-UKL) y del Instituto de 

Agrobiotecnología de Rosario (INDEAR) realizó la secuenciación y publicación del genoma 

de B. japonicum E109 (Torres et al. 2015). La información obtenida de este proyecto resultó 

de gran utilidad para comprender los mecanismos que operan en esta bacteria durante la 

interacción rizobio-leguminosa y sus futuras potencialidades por el uso y manipulación de los 

atributos fisiológicos y agronómicos por los que este microorganismo fue seleccionado y 

utilizado hasta el momento en el sistema de agricultura de nuestro país. 

 

1.7 El cultivo de Soja en  Argentina y su papel en la emisión de GEI`s. 

Es evidente que el cambio climático es un fenómeno no deseado de distintos factores, dentro 

de los que la actividad o interferencia antropogénica, ha contribuido notablemente y ha 

determinado el aumento de este fenómeno a nivel global. Como parte de la información 

generada en el 5º Panel Intergubernamental sobre Cambio Climático (IPCC) del 2015, del 

total de las emisiones de gases de efecto invernadero a nivel mundial, un 13 % derivan de la 

actividad agrícola, que a su vez, contribuye con el 60% de las emisiones globales de óxido 

nitroso globales; el 40% de las emisiones de metano y menos del 1% de las emisiones de 

dióxido de carbono (CO2) (Smith et al. 2008).  

Según la tercera comunicación nacional de la República Argentina a la Convención Marco de 

las Naciones Unidas sobre el Cambio Climático, la agricultura y ganadería suman el 27,8% de 

las emisiones totales y las emisiones estimadas de N2O en este rubro constituyeron el 95% de 
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las emisiones de este gas, como consecuencia de emisiones provenientes de los suelos 

agrícolas entre las que se encuentran: las emisiones directas e indirectas por uso de 

fertilizantes (9,6% del total de emisiones de N2O en 2012), las emisiones directas de cultivos 

fijadores (30,7%), el aporte de nitrógeno de residuos de cosecha de cultivos agrícolas (21,9%) 

y las emisiones directas e indirectas por excretas animales en sistemas pastoriles (31,1%). 

Dentro del eslabón agropecuario, la soja es la que prevalece en su aporte total, debido a que es 

el principal cultivo en Argentina no sólo en producción, sino en superficie ocupada (Fig. 2). 

En la actualidad representa el 55% de las casi 37 millones de hectáreas que se siembran, 

seguida muy de lejos por los cultivos de maíz y trigo que en conjunto representan el 26%, 

menos de la mitad (Fig. 3) (INTA, 2016). 

 

Figura 3. Evolución de superficie sembrada de los principales cultivos del país (1990 a 2012). 

Fuente: Tercera comunicación nacional a la CMNUCC, 2015. 

Aunque no se ha informado su aporte directo en el inventario nacional, esta leguminosa se 

incluye en el total de emisiones atribuidos a la FBN. Si bien autores como Zhong et al. (2009) 

afirman que no se han encontrado evidencias de que la fijación  biológica de nitrógeno (FBN) 

per se estimule la producción y emisión de N2O, se han venido reportando importantes aportes 

en  los flujos de emisión de este gas a la atmósfera (O´Hara y Daniel 1985; Inaba et al. 2012). 

Según Akiyama, (2016) bajo un sistema de rotación con no leguminosas, las emisiones de 
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GEI`s a partir de legumminosas son significativas, especialmente en estadios fisiológicos 

avanzados (Akiyama, 2016).  

Como estrategias de mitigación de GEIs, la tercera comunicación nacional a la CMNUCC, 

2015,  menciona que se requieren prácticas que permitan mejorar la eficiencia en el uso del 

nitrógeno, el uso de fijadores biológicos de nitrógeno y las tecnologías de aplicación de 

fertilizantes las principales barreras son culturales y de información. Puesto que se espera una 

disminución en la emisión por la actividad agrícola mediante la aplicación de alternativas 

biológicas, reviste especial intrerés conocer la actividad desnitrificante de los microrganismos 

utilizados como principios activos para la formulación de inoculantes en el país y su papel en 

los flujos de emisión de GEI previo a su recomendación como potenciales atenuadores de 

emisiones directas de estos gases. En base a éstos antecedentes a continuación, proponemos la 

siguiente hipótesis y objetivos de trabajo. 

 

2. Hipótesis 

2.1 Hipótesis Principal 

Los procesos de detoxificación de NOx en B. japonicum E109 podrían presentarse bajo una 

ruta parcial o incompleta, con lo cual emitiría gases de este tipo, especialmente óxido nitroso, 

tanto en condiciones de vida libre como en simbiosis con la soja. 

 

2.24. Hipótesis alternativa 

Los procesos de detoxificación de NOx en B. japonicum E109 podrían presentar la ruta 

completa y permitirá reducir la producción de estas moléculas en simbiosis con el cultivo de 

soja y evitará su posterior liberación a la atmósfera como gases del efecto invernadero. 

 

3. Objetivos 

En el marco del desarrollo de esta tesis, estudiaremos la capacidad de algunas bacterias 

fijadoras de nitrógeno del género Bradyrhizobium y otras promotoras del crecimiento vegetal 

para mitigar la liberación de gases del efecto invernadero, tanto en condiciones simbióticas 
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con el cultivo de soja [Glycine max L. (Merr.)], como en condiciones de vida libre en la 

rizósfera de tales cultivos. Sobre la base de esa idea de trabajo, hemos planteado los siguientes 

objetivos generales: 

 

3.1 Objetivos generales 

1. Analizar el genoma de B. japonicum E109, la cepa más utilizada para la formulación 

de inoculantes para leguminosas en la República Argentina e identificar aquellos genes 

relacionados con las funciones metabólicas asociadas a la desnitrificación, catabolismo 

del óxido nítrico [NO] y otros gases responsables del efecto invernadero.  

2. Analizar estrategias biológicas que resulten para mitigar la producción de gases del 

efecto invernadero emitidos por B. japonicum E109 tanto en condiciones de vida libre 

como en simbiosis con el cultivo de soja.  

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Realizar un análisis bioinformático del genoma de B. japonicum E109 sobre los 

principales mecanismos de mitigación de la producción de gases del efecto 

invernadero previamente descriptos para otras rizobacterias, en condiciones de vida 

libre o en asociación simbiótica con leguminosas.  En el caso de la simbiosis se 

considerarán mecanismos relacionados con la detoxificación del NO y asimilación del 

nitrato [Ej: nitrato, nitrito y óxido nítrico reductasas]. 

 

2. Evaluar y comparar la capacidad de metabolizar gases tipo NOx y otros gases del 

efecto invernadero de la cepa salvaje de B. japonicum E109 y otras rizobacterias 

promotoras de crecimiento vegetal, tanto en cultivos químicamente definidos, como en 

nódulos de plántulas de soja [Glycine max L. (Merr.)] previamente inoculadas. 

  

3. Evaluar la capacidad de metabolizar gases NOx  B. japonicum E109 en combinación 

con rizobacterias promotoras del crecimiento previamente seleccionadas por su 

capacidad detoxificante, tanto en cultivos químicamente definidos como en nódulos de 

plántulas de soja [Glycine max L. (Merr.)]. 
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4. Evaluar la capacidad de metabolizar óxido nitroso  de B. japonicum E109 y de otras 

rizobacterias promotoras del crecimiento y su correlación con parámetros agronómicos 

del cultivo de soja [Glycine max L. (Merr.)] en condiciones de parcelas de campo. 
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CAPÍTULO I 

4. ANÁLISIS DE LA RUTA  DESNITRIFICANTE DE 

Bradyrhizobium sp. EN VIDA LIBRE  
_________________________________________________________________________ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

4.1 Introducción 

La desnitrificación es una ruta respiratoria alternativa con la cual los microorganismos pueden 

utilizar el nitrato y sus derivados de óxidos de nitrógeno como aceptores finales de la cadena 

transportadora de electrones. El producto final del proceso completo es el nitrógeno diatómico 

(N2) (Sameshima et al. 2003). No obstante, cuando el proceso se realiza parcialmente los 

productos finales son formas parcialmente oxidadas del nitrógeno (NOx). Estas formas 

oxidadas tienen serios impactos en la atmósfera debido a que intervienen en la formación de la 

lluvia ácida, la destrucción de la capa de ozono y el calentamiento global (Sameshima et al. 

2003). Además, la desnitrificación tiene un impacto significativo en la agricultura, el medio 

ambiente y la salud humana (Meakin et al. 2006). Los fertilizantes de síntesis química 

utilizados indiscriminadamente en la agricultura son potenciales contaminantes de las capas 

freáticas y la acumulación del nitrato en los suelos, los cuales son utilizados por 

microrganismos desnitrificantes que despiden gases tipo NOx como producto final. La 

desnitrificación está muy extendida entre los procariotas y está presente en varias subclases de 

Proteobacteria y Arqueobacteria (Zumft, 1997); sin embargo, los rizobios no son considerados 

auténticos desnitrificantes porque acumulan nitrito o emiten gases intermedios como el NO y 

el N2O a la atmósfera  (Fernández et al. 2008). Hasta el momento, B. diazoefficiens USDA110 

es la bacteria modelo para el proceso de desnitrificación completa, ya que todos los genes de 

esta ruta han sido aislados y caracterizados. Estos genes son napEDABC (Delgado et al. 2003); 

nirK (Velasco et al, 2001); norCBQD (Mesa et al. 2002) y nosRZDFYLX (Velasco et al. 

2004), los cuales están directamente involucrados en la síntesis de las siguientes enzimas, 

respectivamente: Nap, Nir, Nor y Nos (Bedmar et al. 2005; Robles et al. 2006). 

La soja establece  relaciones simbióticas con un gran número de especies de rizobios, entre 

ellas: Mesorhizobium thianshanense, E. fredii, E.  xingianjense, B.  liaoningense, B. elkanii, B. 

diazoefficiens y B. japonicum (Lodeiro, 2015). El cultivo de soja ha sido una práctica 

extensiva en Sudamérica por más de 40 años, principalmente en Argentina y Brasil, y como 

resultado se han introducido poblaciones de rizobios no nativos en el suelo (Campos et al. 

2001). La cepas naturalizadas que son comúnmente encontradas son: E109 (Torres et al. 2015) 

y CPAC15 (antes SEMIA 5079) de B. japonicum; CPAC 7 (antes SEMIA 5080) de B. 

diazoefficiens (Siqueira et al. 2014); SEMIA 587 y SEMIA 5019 de B. elkanii (Hungría et al. 

1998), entre otras. 



21 
 

Investigaciones recientes han evidenciado la existencia de emisiones de N2O a partir del suelo 

y raíces noduladas con Bradyrhizobium sp. (Meakin et al. 2006; Parkin and Kaspar 2006; 

Inaba et al. 2009; Itakura et al. 2013; Hirayama et al. 2011). No obstante, no se cuenta con 

información en nuestro continente respecto a la actividad desnitrificante  de los rizobios, tanto 

en vida libre como en simbiosis con soja. Las vastas extensiones cultivadas con soja en 

nuestro continente podrían ser una de las principales fuentes de emisión de gases efecto 

invernadero a la atmósfera (Obando et al. 2016). 

Durante el desarrollo de este trabajo fueron secuenciados y publicados los genomas de las 

cepas  E109 (Torres et al. 2015), CPAC 15 y CPAC 7( Siqueira et al. 2014), por lo que, 

contamos con información preliminar sobre la actividad desnitrificante a nivel in silico de 

tales microorganismos. Por otro lado, las cepas SEMIA 587 y SEMIA 5019 no presentan 

genomas secuenciados y su actividad desnitrificante no ha sido reportada, por lo que en éste 

caso el abordaje experimental fue particular. El objetivo principal de este capítulo fue estudiar 

a nivel in silico, molecular y bioquímico la actividad desnitrificantes de estas cepas en 

condiciones de vida libre y determinar su potencial como emisoras de gases tipo NOx en 

condiciones de baja tensión de oxígeno.  

 

4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

 4.2.1 Material biológico y condiciones de cultivo.   

Las cepas utilizadas en este capítulo y a lo largo de toda la investigación, se describen a 

continuación en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Descripción de las cepas de estudio y cepas de referencia  utilizadas en este estudio. 

 

Cepa Especie Observaciones 

USDA110 B. diazoefficiens Cepa de referencia     

GRK308 B. diazoefficiens 
Mutante de la cepa USDA110, 

deficiente para la expresión de nirK 

GRC131 B. diazoefficiens 
Mutante de la cepa USDA110, 

deficiente para la expresión de norC 
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GRZ3035 B. diazoefficiens 
Mutante de la cepa USDA110, 

deficiente para la expresión de nosZ 

CPAC7 B. diazoefficiens 
Cepa nombrada anteriormente  

SEMIA 5080 

E109 B. japonicum - 

CPAC15 B. japonicum 
Cepa nombrada anteriormente 

SEMIA 5079 

SEMIA 5019 B. elkanii - 

SEMIA 587 B. elkanii - 

Az39 
Azospirillum 

brasilense 
- 

ATCC17588 
Pseudomonas 

sutzeri  
- 

 

Se utilizaron como cepas de estudio las cepas E109, CPAC15, CPAC7, SEMIA 5019 y 

SEMIA 587, que se encuentran registradas y autorizadas para la formulación de inoculantes en 

la República Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay. Como cepas de referencia se utilizaron 

las cepas USDA110 de Bradyrhizobium diazoefficiens y sus mutantes nulas para la ruta 

desnitrificante GRK308,  GRC131, GRZ 3035 y fueron provistas por el Prof. Eulogio Bedmar 

del Laboratorio de Metabolismo del Nitrógeno, CSIC-EEZ, Granada (España).  

Para el crecimiento y mantenimiento de los cultivos bacterianos en condiciones de vida libre 

se utilizó de manera rutinaria el medio PSY suplementado con 0,1% de arabinosa 

(Regensburger y Hennecke 1983). Los antibióticos que se adicionaron en este medio de 

cultivo fueron: cloranfenicol (15 μg ml
−1

); dihidrocloruro de espectinomicina (200 μg ml
−1

),  

sulfato de estreptomicina (200 μg ml
−1

) y  vancomicina (25 μg ml
−1

).  

4.2.2 Análisis funcional in silico de la ruta de la desnitrificación por RAST y KEGG 

Se analizaron las rutas de la desnitrificación de las cepas en estudio y se comparó con las rutas 

de las cepas USDA 110  (Kaneko et al. 2010), utilizando los previamente mencionados KEGG 

[http://www.genome.jp/kegg/] y RAST  [http://rast.nmpdr.org/].  

 

4.2.3 Caracterización molecular de las cepas del género Bradyrhizobium   

4.2.3.1 Amplificación del gen 16S rRNA 

http://www.genome.jp/kegg/
http://rast.nmpdr.org/
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La caracterización molecular se llevó a cabo utilizando métodos basados en la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). El gen 16S rRNA se amplificó utilizando los oligonucleótidos 

fD1 y rD1 que son específicos para rizobios. Los productos de amplificación fueron 

suplementados con solución de carga (40% sacarosa, 0,25% azul de bromofenol) y Gel Red 

(20 µl/ml). Para la preparación de los geles se utilizó  agarosa al 0,7% preparados en solución 

tampón TBE (trizma base, 10 g/l; ácido bórico 5,5 g/l y EDTA, 0,90 g/l, pH 8.5). Como 

marcador de peso molecular se utilizó el denominado Molecular Marker III (Roche). En los 

geles se comprobó la presencia de una banda de ADN de tamaño molecular aproximado de ~ 

1.500 pares de bases (pb) y se evidenció este resultado con fotografía en luz UV. La 

electroforesis se realizó empleando una corriente continua de 70 V.  

 

4.2.3.2 Análisis génico múltiple (MLSA): Amplificación de los genes atpD, recA y glnII 

Puesto que la elevada similitud de las secuencias de los genes 16S rRNA de las especies de 

Bradyrhizobium no permiten, con frecuencia, establecer su filogenia con claridad, los estudios 

de identificación molecular se completaron con la amplificación y secuenciación de los genes 

esenciales atpD, recA y glnII utilizando las parejas de oligonucleótidos atpD 255F/atpD 782R, 

recA41F/640R, y glnII12F/689R, respectivamente (Vinuesa et al. 2005). Los productos de la 

amplificación se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa (1%), comprobándose 

la presencia de una banda de ADN de tamaño molecular aproximado de 550 pb, de 700 pb y 

de 600 pb que corresponden a los tamaños moleculares de los productos de los genes atpD, 

glnII y recA, respectivamente. Estos productos se purificaron mediante el producto comercial 

QIAquik PCR Product Purification Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante 

y, finalmente, se cuantificaron utilizando un espectrofotómetro de tipo Nanodrop. 

 

4.2.3.3 Secuenciación de ADN y análisis bioinformático de las secuencias 

El producto de PCR obtenido se secuenció en un secuenciador automático del Servicio de 

Secuenciación de ADN de la Estación Experimental del Zaidín (Agencia Estatal CSIC).Las 

secuencias parciales obtenidas del gen 16S rRNA se compararon con las depositada en el 

EzTaxon-e (Kim et al. 2012) y la búsqueda de secuencias similares a las de los genes atpD, 

glnII y recA se realizaron con la ayuda de los programas informáticos disponibles a través de 

Internet utilizando los servicios del NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y del EBI 
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(http://www.ebi.ac.uk/). El programa Clustal W (Thompson et al. 1997) se utilizó para el 

alineamiento de la secuencias y para evaluar las distancias filogenéticas se empleó el modelo 

de dos parámetros de Kimura (1980). Los árboles filogenéticos se infirieron usando el método 

de máxima homología (ML) (Felsenstein, 1981) utilizando Mega5 (Tamura et al. 2011). 

 

4.2.4  Identificación molecular de los genes napA, nirK, norC y nosZ en las cepas SEMIA 

587 y 5019  de B. elkanii.  

El aislamiento de ADN se llevó a cabo siguiendo la metodología descrita por Fernández et al. 

(2008), después de cultivar las bacterias en el medio adecuado y se cuantificó su 

concentración utilizando un espectrofotómetro del tipo Nanodrop. Se realizó la amplificación 

de los genes napA, nirK, norC y nosZ de las cepas en estudio, utilizando oligonucleótidos 

específicos descriptos por Correa Galeote et al. (2013). Los genes de la desnitrificación se 

amplificaron mediante el empleo de oligonucleótidos específicos  diseñados a partir de las 

secuencias de los genes napEDABC (Delgado et al. 2003), nirK (Velasco et al. 2001), 

norCBQD (Mesa et al. 2002) y nosRZDYFLX (Velasco et al. 2004) que codifican las enzimas 

nitrato, nitrito-óxido nítrico- y óxido nitroso reductasa, respectivamente (Bedmar et al. 2005).  

El programa del termociclador de ADN (Thermo A 20 E9FU15R) se ajustó a las siguientes 

condiciones: (1) 95 °C / 5 min; (2) 5 ciclos de 95°C/1 min, comenzando con una temperatura 

de hibridación de 58°C/ 1 min, que se redujo en 1 ° C cada ciclo, 72°C durante 2 min; (3) 30 

ciclos de desnaturalización a 95°C/ 1 min, primer annealing a 53°C/1min, luego 72°C/2 

min;(4) una etapa de extensión final a 72°C/10 minutos.  Las mezclas de reacción y las 

condiciones de PCR se ajustaron empleando ADN de B. diazoefficiens USDA110 como 

molde. El genoma de esta bacteria se ha secuenciado (Kaneko et al. 2012) y está disponible en 

Internet en diferentes bases de datos (ver en (http://genome.microbedb.jp/rhizobase/). Las 

secuencias de los oligonucleótidos empleados se describen a continuación en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Descripción de los primers de oligonucleótidos, tamaño de amplificación y secuencia 

de los nucleótidos de los genes de la denitrificación (Fernández et al, 2008). 

Gen de interés Secuencia del primer 
Tamaño esperado  

(bp) 

napA 
(5')-CATCATGACACGTTCACCCG(3') 

3000 
(5')-CATCGAAACCGCCTGATG(3') 

http://genome.microbedb.jp/rhizobase/


25 
 

nirK 
(5')-CGTCTAGTTGGTGTTGGC(3') 

1500 
(5')-CACTGCATCCCGTCATCAAA(3') 

norC 
(5')-GCGCTCAACCGGCCTTATT(3') 

500 
(5')-CGACAGGAATCAACCGGA(3') 

nosZ 
(5')-GCTCCCGATCAGACCGATT(3') 

2000 
(5')-CATGAGCGACAGCGACAA(3') 

 

 

4.2.5 Determinación de la actividad nitrato reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR) de 

Bradyrhizobium sp.  

 

4.2.5.1 Curva de crecimiento en condiciones desnitrificantes.  

Previo a las determinaciones de la actividad desnitrificante, se realizó una curva de 

crecimiento en condiciones de microaerobiosis. Esto se realizó con el objetivo de confirmar 

que los rizobios en estudio podrían crecer bajo estas condiciones, puesto que la cepa modelo 

(USDA 110) es capaz de desnitrificar en condiciones anaeróbicas y microanaeróbicas (Torres 

et al. 2011). La curva se realizó en tubos de ensayo de 17 ml con 3 ml de medio PSY 

(Regensbruger y Hennecke, 1983) suplementado con 0,1% de L-arabinosa y se agregó la 

suspensión bacteriana con DO600 inicial: 0,1, se sellaron herméticamente con tapones de goma 

y gasearon con nitrógeno al 98%. Posteriormente se llevaron a incubación a 30°C y se 

mantuvieron en agitación a 170 rpm  determinando la densidad óptica (DO600) de los cultivos 

cada 24 horas hasta alcanzar la fase estacionaria. 

 

4.2.5.1 Actividad nitrato y nitrito reductasa.  

Se determinó mediante la detección colorimétrica del nitrito producido (actividad nitrato 

reductasa) o consumido (actividad nitrito reductasa) siguiendo la metodología descrita en 

Sánchez et al. (2010) después de cultivar las bacterias en condiciones desnitrificantes (adición 

de 10 mM de nitrato y limitación de oxígeno al 1%). La detección de nitrito se llevó a cabo 

mediante la reacción colorimétrica de diazotación (Nicholas y Nason, 1957). 
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4.2.5.1.1Determinación de actividad nitrato reductasa (NR) 

La determinación de actividad nitrato reductasa se realizó mezclando 200 l de suspensión 

celular (0,3-0,5 mg de proteína) y  250 l de mezcla NR (40 ml de tampón Tris-HCl 50 mM 

(pH 7,5); 20 ml de KNO3 100 mM, 20 ml de metil viológeno 2 mM y 20 ml de agua 

destilada). Luego se inició la reacción adicionando 50 l de ditionito sódico 46 mM en 

Tris/HCl 500 mM pH 7,5 (8 mg.ml
-1

). Se mezcló suavemente e inmediatamentese  incubó a 30 

ºC durante 15-30 minutos. Los controles se obtuvieron agitando las mezclas de reacción 

vigorosamente en el momento de la adición del ditionito sódico hasta la completa desaparición 

del color azul producido por éste. 

 

4.2.5.1.2 Determinación de actividad nitrito reductasa (NiR) 

La determinación de actividad nitrito reductasa  se realizó determinando la desaparición de 

nitrito en el medio de reacción, Para ello se mezclaron 200 l de suspensión celular (0.3-0.5 

mg de proteína) y  250 l de mezcla NIR (40 ml de tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), 20 ml 

de KNO2 1 mM, 20 ml de metil viológeno 2 mM y 20 ml de agua destilada). Luego se inició la 

reacción adicionando 50 l de ditionito sódico 144 mM disuelto en NaHCO3 300 mM (30 

mg/ml). Se mezcló suavemente e inmediatamente incubar a 30 ºC manteniendo la reacción por 

15-30 minutos. Los controles se obtuvieron agitando las mezclas de reacción vigorosamente 

en el momento de la adición del ditionito sódico hasta la completa desaparición del color azul 

producido por éste. Para la valoración del nitrito se utilizó la reacción de diazotación de 

Griess-Yllosway que emplea la sulfanilamida y el ácido N-naftil-etilén-diamino (NNEDA) 

como reactivos. La cuantificación se realizó determinando la absorbancia a 540 nm de 

longitud de onda. La curva patrón de nitrito se preparó a partir de concentraciones conocidas 

de KNO2 en tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7,5). 

 

4.2.6  Producción de óxido nítrico (NO) de Bradyrhizobium sp.  

La producción de NO por las diferentes cepas de Bradyrhizobium sp. en las células cultivadas 

en condiciones desnitrificantes (condiciones descriptas ítem 4.2.5.1) se evaluó por la 

utilización de un electrodo específico de NO (Apolo 4000, World Precision Instruments, Inc., 
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EE.UU.) con un baño termostatizado a 30ºC y agitación magnética. El electrodo de membrana 

cubierta se situó en la parte inferior de la cámara por encima del agitador. Para los ensayos la 

cámara se llenó con 1,8 ml de solución tampón y100 µl de suspensión celular concentrada (2-3 

mg.ml
-1

 de proteína). Después de que las células se habían consumido el oxígeno presente, se 

añadieron a la cámara con una jeringa Hamilton 90 µl de succinato sódico 1 M, 30 µl  de 

NaNO2 100 mM y así se determinó la producción de  NO. 

 

4.2.7 Producción de N2O 

Se cuantificó a partir de cultivos en medio líquido PSY libre de fuente de nitrato dispuestos en 

botellas de 100 ml PYREX®. Para garantizar condiciones de anaerobiosis, las botellas fueron 

selladas herméticamente con tapón de goma y gasearon con nitrógeno al 98%. Para el ensayo 

se emplearon cultivos con una densidad óptica inicial de 0,1 y se tomaron alícuotas del espacio 

de cabeza de cada frasco con jeringa de 1ml de capacidad e inyectadas en un cromatógrafo de 

gases Hewlett-Packard modelo 5890 (Agilent Technologies, S.L.) equipado con un detector de 

conductividad térmica y una columna Molecular Sieve 5A con temperaturas de inyector y 

detector de 110ºC y 60ºC, respectivamente. La cuantificación de este gas se realizó cada 72 

horas hasta obtener una producción constante. Para calcular la concentración de  N2O se 

realizó una curva de calibración y se determinó la cantidad de proteína, de acuerdo con las 

condiciones descritas por Sánchez et al. (2010). 

 

4.3 Resultados 

4.3.1 Análisis in silico de la ruta de la desnitrificación de Bradyrhizobium mediante las 

herramientas RAST y KEGG 

La representación de las vías metabólicas relacionadas al metabolismo del nitrógeno y 

desnitrificación de RAST y  KEGG para B. japonicum E109, CPAC15; para el draft genome 

de B. elkanii SEMIA 587  y para  B. diazoefficiens USDA 110 y CPAC7 se resumen en la 

Tabla 3 y se esquematizan en las Figuras 4, 5 y 6.  

 

Tabla 3. Análisis in silico de los principales genes de la ruta desnitrificante de las cepas E109, 

SEMIA 5019, SEMIA 587 y CPAC7 de Bradyrhizobium mediante RAST y KEGG. 
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Cepa 

Gen 

napA nirK norC nosZ 

B. diazoefficiens USDA 110 + + + + 

B. diazoefficiens CPAC7 + + + + 

B. japonicum E109 + + + - 

B. japonicum CPAC15 + + + - 

B. elkanii SEMIA 587*  -/* -/* -/* -/* 

(+) Presencia; (-) Ausencia 

* Análisis de acuerdo al draft Genome  para SEMIA 587 anotado en la plataforma RAST 

-/* Ausente o secuencia no anotada por no tener secuenciado el genoma completo. 

 

Las Figuras 4, 5 y 6 describen las posibles rutas y las secuencias codificantes encontradas para 

cada cepa, representadas como cajas verdes en el flujo metabólico. Para el proceso de la 

desnitrificación, se puede observar que para el paso inicial de la reducción de nitrato a nitrito, 

la cepas cuentan con la secuencia que codifica para la actividad de la enzima nitrato reductasa 

(E.C. 1.7.99.). Así mismo, la gráfica muestra que a partir del nitrito y por medio de la enzima 

nitrito reductasa (conteniendo cobre) (E.C 1.7.2.1) se obtiene el óxido nítrico. Sin embargo, se 

puede apreciar que el modelo no presenta secuencias codificantes para completar el proceso 

hasta llegar a nitrógeno (N2) (Caja 1.7.2.4 sin color verde), por lo que inicialmente puede 

representar que estas cepas emiten, al menos en vida libre, NO y N2O pues no puede realizar 

la desnitrificación completa. Estos resultados también fueron encontrados en la plataforma  en 

el draft genome anotado para SEMIA 587. Para el caso de SEMIA 5019 no se encontraron 

secuencias anotadas disponibles.  

En contraste se observaron todos los genes que codifican para la ruta desnitrificante para la 

cepa de referencia USDA110 y para CPAC7, incluyendo la enzima óxido nítrico sintasa (E.C 

1.7.2.4 en color verde) y obteniendo como producto final el nitrógeno; siendo las únicas cepas 

de este estudio que presentaron a nivel in silico la ruta completa. 
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Figura 4. Vías metabólicas relacionadas al metabolismo del nitrógeno y desnitrificación de acuerdo al diagrama de KEGG. Las cajas 

verdes representan las secuencias codificantes identificadas en el genoma de B. japonicum E109 y CPAC 15. 
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Figura 5. Vías metabólicas relacionadas al metabolismo del nitrógeno y desnitrificación de acuerdo al diagrama de KEGG. Las cajas 

verdes representan las secuencias codificantes identificadas en el genoma de B. diazoefficiens USDA 110 y CPAC7 
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Figura 6. Vías metabólicas relacionadas al metabolismo del nitrógeno y desnitrificación de acuerdo al diagrama de KEGG. Las cajas 

verdes representan las secuencias codificantes identificadas en el draft genome de B. elkanii SEMIA 587. 
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4.3.2 Caracterización molecular de Bradyrhizobium sp. 

4.3.2.1 Amplificación del gen 16S rRNA 

El genoma de la cepa E109 de B. japonicum fue publicado nuestro grupo (Torres et al. 2015); 

mientras que los genomas de las cepas CPAC7 y CPAC 15 de B. diazoefficiens y B. japonicum 

respectivamente, fueron secuenciados un año antes por Siquiera et al. (2014). Por lo anterior, 

se realizó la caracterización molecular de estas cepas con el propósito de reconfirmar su 

identidad y se realizó la identificación de los genes de la desnitrificación para confirmar los 

datos obtenidos a nivel in silico y su correlación con la expresión de los genes ya 

mencionados. El empleo de los cebadores fD1 y rD1 permitió amplificar el gen 16S rRNA. La 

cepas SEMIA 587 y SEMIA 5019 presentaron 100% de similitud con Bradyrhizobium elkanii 

strain CCBAU 65727 y Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 65727; las cepas E109, 

SEMIA 5079 y SEMIA 5080 presentaron 100% de similitud con sus respectivos genomas (ver 

Anexo 1).  

 

4.3.2.2 Amplificación de los genes atpD, recA y glnII 

4.3.2.2.1 Análisis concatenado de secuencias amplificadas de los genes atpD, recA y glnII 

(MLSA) 

El empleo de los cebadores atpD 273F y atpD 771R; recA 41F y recA 640R y glnII 12F y 

glnII 689R  permitieron amplificar los genes atpD, recA y glnII de los rizobios en estudio. Los 

valores de similitud entre las secuencias de esta cepa con cepas del género Bradyrhizobium se 

muestran en la figura 7. La E109 99.15% de similitud con B. japonicum SEMIA 5079, de 

acuerdo a la amplificación de este gen. SEMIA 5080 se observa en un clado independiente 

entre B. japonicum y B.diazoeffieciens USDA110. Por su parte, las cepas SEMIA 587 y 

SEMIA 5019 comparten un 100% de homología con B. elkanii USDA 76 T (AY599117). El 

análisis combinado de los tres genes housekeeping permitió confirmar la posición taxonómica 

de las cepas en estudio. Un árbol filogenético construido con las secuencias de atpD, recA y 

glnII se muestra en la figura 7 y  en él se puede observar los valores de similitud para cada 

caso. 
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Figura 7. Árbol filogenético concatenado construido a partir de la secuencia de los genes 

atpD, glnII y recA (1190 bp) de las cepas SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079, SEMIA 

5080 y E109 y especies filogenéticamente relacionadas con el género Bradyrhizobium. Los 

valores de Bootstrap están indicados como porcentaje derivado a partir de 1000 réplicas. Los 

valores por debajo de 70 no fueron mostrados. La raíz del árbol utilizada fue Rhizobium etli. 

4.3.3 Identificación de los genes de la desnitrificación 

 4.3.3.1 Identificación de los genes napA, nirK, norC y nosZ de SEMIA 587 y 5019 

Durante el desarrollo de este trabajo se secuenciaron y publicaron los genomas de las cepas 

SEMIA 5079 de B. japonicum y SEMIA 5080 de B. diazoefficiens a las que se las ha 

denominado CPAC 15 y CPAC 7 respectivamente (Siqueira et al. 2014), así como el de E109 

de B. japonicum (Torres et al. 2015). A partir de esta información se conoce que sólo la cepa 

CPAC 7 presenta todos los genes de la ruta desnitrificante, mientras que CPAC 15 y E109 

carecen del gen nosZ. Teniendo en cuenta este importante avance, en nuestro proyecto 

realizamos la identificación in silico de los genes de cada uno de estos genomas e in vitro de 

 SEMIA 5079 

 E109 

 B. diazoefficiens USDA110 T (NC004363)  

  SEMIA 5080 

 B. betae LMG 21987 T (AY372184) 

 B. canariense LMG 22265 T (AY386765) 

  B. cytisi CTAW11T (GU01618) 

 B. liaoningense LMG 12830 T (AY386775) 

  B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY386780)  

 B. lablabi CCBAU 23086T (GU433448) 

 B. jicamae PAC68 T (AY624134) 
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los genes de las cepas de las que no se cuenta con el  genoma secuenciado (SEMIA 5019 y 

SEMIA 587) (figura 8). Como un control positivo de la presencia de los genes de la 

desnitrificación se utilizó B. diazoefficiens USDA 110. 

El empleo de los oligonucleótidos de fragmentos de los genes napA, nirK y nosZ de B. 

diazoefficiens cepa USDA 110 (Fernández et al. 2015) permitió amplificar y secuenciar los 

genes de la desnitrificación napA, nirK y nosZ de la cepa control (Figura 8). Para el caso de 

las cepas SEMIA 587 y 5019 no se observaron bandas de los productos de PCR amplificadas.   

 

Figura 8.  Productos amplificados de PCR de ADN genómico de las cepas SEMIA 5019 y 

SEMIA 587 para los genes   napA, nirK, norC y nosZ 

La Tabla 4 resume los resultados obtenidos para la identificación molecular de los genes 

napA, nirK y norC y nosZ en ambas cepas de B. elkanii.  

 

Tabla 4. Identificación de los genes de la desnitrificación en B. diazoefficiens USDA 110 

(control),  SEMIA 5019 y SEMIA 587. 
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  Genes de la desnitrificación* 

Cepa napA nirK norC nosZ 

B. diazoefficiens USDA 110 + + + + 

B. elkanii SEMIA 5019  - - - - 

B. elkanii SEMIA 587  - - - - 

*(+) Presencia; (-) Ausencia 

  

Los resultados demostraron que las cepas SEMIA 5019 y SEMIA 587 de B. elkanii  no 

presentarían los genes napA, nirK, norC y nosZ. Por lo tanto inferimos que bajo nuestras 

condiciones y de acuerdo a los resultados previos obtenidos a nivel in silico, estas cepas no 

presentan las secuencias de los principales genes implicados en la desnitrificación.   

4.3.4 Curva de crecimiento en condiciones desnitrificantes de Bradyrhizobium  

Como se muestra en la Figura 9, SEMIA 587, 5019, CPAC7, CPAC15 y E109 fueron 

inoculadas con una DO inicial (DO600):0,01 y después de 7 d las cepas alcanzaron DO600: 1,30. 

 

Figura 9. Curva de crecimiento en condiciones desnitrificantes para las  cepas en estudio. 
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El crecimiento óptimo de las cepas en todos los casos permite inferir que bajo condiciones 

anaeróbicas (2% de oxígeno) las cepas de Bradyrhizobium en estudio  pueden crecer 

utilizando el nitrato como única fuente de nitrógeno. 

 

4.3.5 Determinación de la Actividad Nitrato Reductasa (NR) y Nitrito Reductasa  (NiR)  

Las actividades nitrato reductasa y nitrito se muestran a continuación en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Actividad nitrato reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR) de las cepas en estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las actividades nitrato reductasa y nitrito reductasa  fueron detectadas en todas las cepas. No 

obstante, se observó una mayor inducción de NR que de NiR (ver tabla 4). Para la actividad 

nitrato reductasa los valores oscilaron entre  2.52 ± 0.5 a  7.05 ± 0.4 nmol NO2 nmol NO2
–
 

producido x h
-1

 x mg proteina
–1

 para las cepas E109 y SEMIA 587, respectivamente. Los 

rangos de NiR estuvieron entre 0.92 ± 0.1 a 1.42 ± 0.2 nmol NO2
-
 consumido/h x mg proteina 

para SEMIA 587 y CPAC15, respectivamente. Estas determinaciones indican que la expresión 

de los genes napA y nirK y la capacidad de metabolizar nitrato y nitrito en anaerobiosis están 

activos en todas las cepas estudiadas. 

 

Cepa 

Nitrato Reductasa 

(nmol NO2 producido. h
-1

 / 

mg proteína) 

Nitrito Reductasa 

(nmol NO2
–
 consumido . h

-1
 

/ mg proteína) 

USDA 110* 5.52 ± 0.4 1.34 ± 0.2 

E109 2.52 ± 0.5 1.23 ± 0.3 

CPAC 15 7.04 ± 0.4 1.42 ± 0.2 

CPAC 7 4.05 ± 0.3 1.10 ± 0.1 

SEMIA 587 7.05 ± 0.4 0.92 ± 0.1 

SEMIA 5019 4.05 ± 0.6 0.93 ± 0.1 
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4.3.6  Producción de óxido nítrico (NO)  

La producción de óxido nítrico por Bradyrhizobium sp. en medio líquido de cultivo y 

condiciones de vida libre se describe a continuación en la Tabla 6 y la Figura 10. 

 

Tabla 6. Producción de NO en condiciones desnitrificantes a partir de nitrito. 

 

Producción de óxido nítrico 

[nmol  NO/mg.prot.hora
-1

]* 

Cepa Producción 

USDA 110 22,20       (f)    ±    1,02 

E109 61,94       (d)   ±    0,95 

SEMIA 5019 1665,59   (b)   ±  16,12 

CPAC15 11,28       (g)   ±     0,54 

CPAC7 33,35       (e)   ±     1,21 

SEMIA 587 7,85         (h)   ±     0,17 

GRZ3035 411,00     (c)   ±    0,67 

GRC131 3353,59   (a)   ±  40,41* 
*Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en relación a cada variable evaluada de acuerdo a la 

prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

Figura 10. Producción de NO en condicions desnitrificantes a partir de nitrito para 

Bradyrhizobium. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en 

relación a cada variable evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0,05). 
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Como se observa en la Figura 10, la cepa control USDA110 presentó diferencias significativas 

respecto a las demás cepas evaluadas, mostrando muy poca producción de óxido nítrico (22,20 

nmol/mg.prot.hora
-1

) en comparación con la cepa E109 quién produjo tres veces más NO 

(61,94 nmol/ mg.prot.hora
-1

). Para el caso de la mutante GRZ3035, produjo 18 veces más NO 

que la cepa control con 411,0 nmol/ mg.prot.hora
-1

. Por su parte la producción de NO fue 

considerablemente mayor, con diferencias significativas para la cepa GRC131 (3353,59 nmol/ 

mg.prot.hora
-1

), la cual mutante nula para este mismo gen, por lo que permite inferir que es un 

gen esencial para la detoxificación del óxido nítrico en USDA 110.  

4.3.7 Producción de óxido nitroso 

La producción de óxido nitroso fue mayor en la cepa E109 y los valores más bajos fueron 

obtenidos por la cepa de referencia USDA 110. Los resultados de tales experimentos se 

muestran a continuación en la Tabla 7. 

 

Tabla 7. Producción de óxido nitroso por las cepas en estudio de Bradyrhizobium sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La acumulación de óxido nitroso (N2O) fue detectada después de 7 días de incubación. De las 

cepas en estudios los valores más bajos fueron 0.19 ± 0.01 para CPAC 7 y el más alto fue 

41.42 ± nmol N2O h
−1

./mg proteina
−1

 para E109. Como se mencionó anteriormente, el valor 

Cepa 
Acumulación de óxido nitroso 

(nmol N2O h
−1

./mg proteina
−1

) 

USDA 110* 0.15 ± 0.01 

E109 41.42 ± 2.4 

CPAC 15 12.59 ± 0.7 

CPAC 7 0.19 ± 0.01 

SEMIA 587 5.99 ± 0.06 

SEMIA 5019 4.36 ± 0.01 
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obtenido para la cepa modelo (USDA 110) fue el más bajo en comparación con todas las cepas 

en estudio. No obstante, en la Tabla 6 se puede corroborar que las cepas con desnitrificación 

completa (USDA 110 y CPAC 7) mostraron valores mínimos de producción de N2O, mientras 

que las cepas con desnitrificación incompleta (E109 y CPAC 15) presentaron previsiblemente 

los valores más altos de producción del gas. Nuevamente se encontró que las cepas SEMIA 

5019 y SEMIA 587 produjeron óxido nitroso (NO), a pesar que la identificación molecular 

mostrara la ausencia de todos los principales genes de la ruta, estas cepas mostraron actividad 

en todas las pruebas realizadas.  

 

4.4 Discusión 

A nivel de la amplificación del gen 16S rRNA y amplificación de los genes atpD, recA y glnII: 

La secuenciación parcial del gen 16S rRNA, su alineamiento múltiple con las secuencias de 

las especies tipo de Bradyrhizobium depositadas en el EZTaxon-e (Kim et al. 2012), entre 

otras bases de datos, confirmó que todas las cepas pertenecen al género Bradyrhizobium, y las 

cepas con genoma secuenciado presentaron con un 100% de similitud con sus respectivos 

genomas. Para el caso de SEMIA 5019 y SEMIA 587 sus homologías fueron correspondientes 

con cepas de referencia para Bradyrhizobium elkanii.  La filogenia del gen 16S de las especies 

de Bradyrhizobium está muy conservada por lo que, en general, su secuenciación no permite 

discernir entre especies (Vinuesa et al. 2005; Steenkamp et al. 2008; Chahboune et al. 2011). 

Los estudios de identificación molecular se completaron con la amplificación y secuenciación 

de los genes esenciales “housekeeping” atpD, recA, glnII (Vinuesa et al. 2005), los que 

constituyen una herramienta fundamental para encontrar las relaciones taxonómicas entre 

especies del género Bradyrhizobium (Rivas et al. 2004). La secuenciación de estos genes y su 

análisis concatenado destacó una especificidad mucho mayor en comparación con el análisis 

individual con  16S rRNA,  confirmando su relación taxonómica y su especie para cada caso.  

Análisis de la ruta de desnitrificación in silico a través de RAST y KEEG: De acuerdo a la 

información obtenida por RAST, en la que se describe el modelo metabólico de las cepas 

USDA 110, E109, CPAC 7 y CPAC 15 y el draft genome de SEMIA 587 se encontraron 

secuencias codificantes en toda la ruta para USDA110 y CPAC 7, mientras que para la cepa 

E109 y CPAC15 se evidenció que no presentan secuencias codificantes para el último paso de 

este proceso, mientras que para SEMIA 587 no se encontraron secuencias de la ruta. Para el 
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caso de KEEG, la información de las vías metabólicas de la desnitrificación confirmó lo 

obtenido mediante RAST.  Con lo cual se infiere que E109 y CPAC 15 no pueden llegar a 

metabolizar el N2O a N2, mientras que para SEMIA 587 y SEMIA 5019 se espera que no 

pueda metabolizar ningún subproducto de la ruta porque carece de la batería enzimática para 

reducir gases tipo NOx.  

 

Identificación de los genes de la desnitrificación. La amplificación se realizó mediante el 

empleo de oligonucleótidos específicos para Bradyrhizobium, diseñados a partir de las 

secuencias de los genes napA, nirK, norC y nosZ. Los resultados obtenidos confirmaron lo 

que se obtuvo preliminarmente a nivel in silico,  pues sólo la cepa control USDA 110 y CPAC 

7 presentan todos los genes de la ruta, mientras que CPAC 15 y E109 carecen del gen nosZ. 

Para el caso de las cepas SEMIA 5019 y SEMIA 587 se obtuvo que nivel molecular y a nivel  

in silico – para SEMIA 587, con draft genome disponible- que ambas cepas no presentaron los 

principales genes de la ruta. De acuerdo a estos resultados se observa claramente que a nivel 

de especie se presentó un patrón de presencia/ ausencia de algunos o todos los genes: para B. 

diazoefficiens se encuentran todos los genes; para B. japonicum todos excepto nosZ y para B. 

elkanii  están ausentes todos los genes implicados en la ruta.  La desnitrificación en los 

rizobios es escasa y cuando estos microorganismos llevan a cabo este proceso, muchos lo 

realizan de forma parcial o incompleta. Así mismo, la desnitrificación entre los rizobios es 

poco común y sólo algunas especies, entre ellas B. diazoefficiens, una microsimbionte de 

semillas de soja, se ha demostrado que reduce el nitrato a nitrógeno molecular (Bedmar et al. 

2005). Se han descrito bacterias del Orden rizobiales y otros no rizobiales que sólo llevan a 

cabo una desnitrificación parcial o incompleta, ya que no poseen, o no expresan, el equipo 

enzimático necesario para llevar a cabo la desnitrificación. Por ejemplo, Monza et al. (2006) 

han descrito que en varios biotipos de Mesorhizobium loti se ha encontrado variación en el 

contenido de los genes de la desnitrificación, de manera que algunas sólo contienen genes nir, 

otras sólo genes nor y, unas terceras, sólo genes nos. Por su parte,  S. meliloti 1021 no crece en 

microaerobiosis con nitrato o nitrito como aceptores finales de electrones aun cuando se han 

localizado genes homólogos de nap, nir, nor y nos de otras bacterias desnitrificantes. Otro 

reporte describe que R. etli CFN42 carece de los genes nap y nos, por lo que es incapaz de 

crecer en microaerobiosis con nitrato como único aceptor de electrones, y carece de actividad 
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nitrato reductasa (Bueno et al. 2005).Por su parte, Chromobacterium violaceum, Pseudomonas 

aerofaciens son bacterias carentes de óxido nitroso reductasa; Wollinella succinogenes posee 

óxido nítrico y óxido nitroso reductasas y  Campylobacter fetus sólo contiene óxido nitroso 

reductasa (Zumft, 1997). De  acuerdo a estos antecedentes reviste importancia caracterizar los 

genes implicados en este proceso y su posible expresión en las actividades enzimáticas 

involucradas en este proceso respiratorio. 

 

Curva de crecimiento en condiciones desnitrificantes: La cepa USDA 110 presentó mayor 

adaptación a las condiciones microaerofilia junto con GRZ3035. No obstante, la cepa E109 

creció satisfactoriamente bajo estas condiciones, es decir, estas bacterias pueden sobrevivir y 

asimilar el nitrato o nitrito del medio como aceptor final de electrones, lo que implica, que 

existe inducción de la expresión de los genes de la deSnitrificación bajo estas condiciones para 

llevar a cabo el proceso de asimilación (Bedmar et al. 2005). La desnitrificación es una forma 

de respiración alternativa en ausencia o condiciones limitantes de oxígeno. En este proceso, 

los microorganismos pueden utilizar el nitrato y sus óxidos de nitrógeno derivados (NOx) 

como aceptores de electrones en una cadena de transporte hasta la formación de nitrógeno 

molecular (N2). La reducción de los NOx está acoplada a la producción de ATP, lo que 

permite a la célula crecer en ausencia de oxígeno (Sánchez et al. 2010). Se ha demostrado la 

existencia de genes implicados en la desnitrificación en bacterias nitrificantes  y se han 

descrito algunas especies del género Paracoccus capaces de desnitrificar en condiciones 

aeróbicas (Van spanning et al., 1997). Además, algunos hongos, como los del género 

Fusarium tienen también capacidad de desnitrificar (Kobayasi et al. 1996; Takaya, 2002). 

 

Determinación de actividad nitrato reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR). En condiciones 

desnitrificantes se puede observar que la actividad nitrato reductasa fue mayoritariamente 

inducida en comparación con la actividad nitrito reductasa. La actividad nitrato reductasa se 

detectó en todas las cepas, teniendo una mayor actividad en la cepa modelo, que duplicó la 

actividad de la cepa E109. Por su parte, la cantidad de nitrito consumido fue inducida en todas 

las cepas, siendo los valores más altos para USDA 110, seguido de E109, GRZ 3035, SEMIA 

587 y CPAC15. Sánchez et al. (2010), reportaron que las actividades NR y NiR dependientes 

de metil viológeno en condiciones desnitrificantes fueron hasta 10 veces más altas que las 
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observadas en ensayos en condiciones aeróbicas, encontrando que un 88% y 93% de la 

actividad NR y NiR fueron detectadas en condiciones de tensión de oxígeno y correspondió 

directamente a las actividades de las enzimas Nap y NirK, respectivamente, con lo cual se 

infiere que la producción y consumo de nitrito observado en nuestros experimntos expresan 

una inducción y activación de los genes napA y nirK. 

Entre las enzimas principalmente implicadas en la síntesis de óxido nitroso dependiente de 

nitrito, se encuentran la nitrato reductasa y la nitrito reductasa (Besson-Bard et al. 2008), 

codificadas por los genes napA (Robles et al. 2006) y nirK (Sanchez et al. 2010). Por lo 

anterior, la determinación de estas actividades enzimáticas permite inferir la presencia de estos 

genes en todas las cepas en estudio. La reducción de nitrato a nitrito es catalizada por la 

enzima nitrato reductasa y codificada por el gen napA en B. diazoefficiens USDA 110 y 

células en vida libre mutadas en el gen napA fueron incapaces de reducir nitrato (Delgado et 

al. 2003, Hirayama et al.2011).  

Según Velasco et al. (2001), se ha demostrado que en B. diazoefficiens cepa USDA110, el gen 

nirK se requiere para la respiración en condiciones de anaerobiosis. En su estudio se demostró 

que la cepa mutante para este gen fue incapaz de crecer bajo condiciones anaeróbicas y con 

nitrato como única fuente de nitrógeno. 

De acuerdo a esto y al análisis in silico para las cepas E109, CPAC 7 y CPAC 15 se podría 

deducir la presencia de este gen en el genoma de la bacteria. La habilidad para consumir el 

nitrito (actividad NiR) también evidencia la presencia de norC, como lo reporta Mesa et al. 

(2002), quienes demostraron que esta es una sub-unidad estructural para la reducción de NO a 

N2O en B. diazoefficiens USDA 110. Así mismo, este grupo demostró que los mutantes nulos 

de la cepa USDA110 para el gen norC son defectuosos en condiciones de crecimiento 

anaeróbico por nitrato (NO3
-
)
 
y acumulan NO, lo que sugiere que este gen es fisiológicamente 

importante para la desintoxicación bacteriana del NO, al menos en condiciones de cultivo in 

vitro. Correlacionando el análisis in silico, la ampificación del gen norC  y la actividad nitrito 

reductasa puede considerarse la presencia de este gen en todas las cepas analizadas.  

A nivel de la producción de NO y N2O por las cepas de Bradyrhizobium sp. Aunque la 

reducción del nitrato se considera como el sustrato iniciador dea la desnitrificación, la 
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reducción del nitrito a NO se considera la reacción clave que define este proceso, ya que la 

reducción del nitrato puede ocurrir en microorganismos no desnitrificantes (Sánchez et al. 

2010). Zumft, (1997), informó que el proceso de desnitrificación es la vía principal para la 

producción de óxido nítrico en bacterias de vida libre. Bajo nuestras condiciones 

experimentales, todas las cepas acumularon NO después de la adición de nitrito dentro de la 

cámara (ver Tabla 5 y Figura 10). La identificación de los genes  y la producción de óxido 

nítrico por células de Bradyrhizobium sp. son una prueba confirmativa de la presencia y 

expresión de la enzima óxido nítrico reductasa (norC) y la acumulación excesiva de la cepa 

GRC131 (mutante para la expresión del gen norC) confirma que es un paso vital para la 

continuación del proceso desnitrificante. Con respecto a la alta producción de NO por la cepa 

GRC 131, se ha reportado que las células de B. diazoefficiens USDA 110, mutantes para los 

genes nirK o norC acumularon nitrito y óxido nítrico, respectivamente, cuando se cultivaron 

en condiciones anaeróbicas con nitrato como fuente de nitrógeno (Velasco et al. 2001). En 

todos los casos, hubo una activación de la enzima nitrito reductasa (Nir) y el gen nirK codificó 

esta actividad. Por otro lado, el óxido nítrico se ha descrito como un gas requerido para el 

establecimiento óptimo de la interacción simbiótica, dado su rol como segundo mensajero 

(Hichri et al. 2015).   

Con respecto al óxido nitroso, la emisión de este gas confirma la presencia del gen norC y la 

expresión  de la enzima óxido nítrico reductasa, que cataliza la reducción de NO a N2O. La 

cepa USDA110, una cepa de desnitrificación completa, presentó los valores más bajos de 

producción de N2O. Las cepas CPAC15 y E109 mostraron los valores más altos de producción 

de N2O, excediendo hasta tres veces la producción por USDA110 e indicando la ausencia del 

gen nosZ (ver tabla 6). Sameshima-Saito et al. 2004, evaluaron la capacidad de 

desnitrificación de 65 cepas de Bradyrhizobium sp. de suelos japoneses mediante la 

metodología de detección de N2 marcado con 
15

N y encontraron que más del 50% de los 

aislamientos no eran desnitrificadores completos. Sameshima-Saito et al. (2006), evaluaron la 

conversión de 
15

N-N2O a 
15

N-N2 y la actividad enzimática para la reducción del N2O en 

USDA 110 y mutantes nulas para nosZ de USDA110, encontrando que la cepa wild type 

mostró actividad N2O reductasa, mientras que el mutante nosZ no lo hizo. Por lo tanto, se 

infiere que la emisión de este gas por la mayoría de las cepas se ve directamente relacionada 

con la ausencia del gen nosZ. Por otro lado, Fernández et al. (2008), describieron la capacidad 
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de desnitrificación de los aislamientos de Bradyrhizobium sp. de cinco suelos cultivados con 

soja en Argentina. Este estudio mostró que 41 de los 250 aislados exhibieron un 

comportamiento típico de desnitrificadores respiratorios verdaderos. Este patrón se ha 

correlacionado con la desnitrificación completa y no es común en las cepas de rizobios, que 

carecen de la enzima óxido nitroso reductasa. 

Como se observó a lo largo de todas las determinaciones, las cepas SEMIA 587 y SEMIA 

5019 de B. elkanii presentaron actividades NR, NiR, producción de NO y N2O. En contraste, 

el análisis in silico del draft genome y de la cepa USDA 76 de B. elkanii con genoma 

secuenciado y nuestros análisis moleculares (ver Figura 8) son concordantes y muestran la 

ausencia de los principales genes de la ruta desnitrificante en todos los casos. Nuestros 

resultados para estas dos cepas fueron realizados varias veces, con un número estadísticamente 

representativo de réplicas técnicas y acompañados de la cepa control. Los resultados de la 

actividad desnitrificante de estas dos cepas nos permiten inferir que los primers utilizados, 

aunque siendo específicos para el género Bradyrhizobium, no serían específicos para las 

secuencias de la ruta que presenta la especie Bradyrhizobium elkanii, por lo cual nos 

propusimos verificar su actividad desnitrificante en simbiosis con plantas de soja para 

corroborar estos resultados. 
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CAPÍTULO I I 

5. ANÁLISIS DE LA RUTA DESNITRIFICANTE DE 

Bradyrhizobium sp. EN SIMBIOSIS CON SOJA 
_________________________________________________________________________ 
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5.1 Introducción 

La simbiosis soja- Bradyrhizobium es considerada una de las más eficientes en la fijación del 

N2 y probablemente la más importante en importancia económica en todo el mundo (Hungria 

y Mendes 2015). La inoculación de soja ha sido una práctica agrícola común y extensiva en 

América del Sur durante más de 40 años, principalmente en Argentina y Brasil. Debido a que 

la especie es considerada exótica para nuestro país, junto con las semillas de soja, también se 

produjo la introducción de especies de Bradyrhizobium en el suelo (Ramos et al., 1987; 

Campos et al., 2001) y actualmente, las cepas más comúnmente encontradas en suelos 

sometidos a prácticas de cultivo son: B. japonicum E109 y CPAC15;  B. diazoefficiens CPAC7 

y B. elkanii SEMIA 587 y SEMIA 5019. 

Las legumbres, un gran grupo de plantas capaces de crecer bajo diferentes condiciones 

edáficas y climáticas, forman una amplia familia llamada Fabaceae (Leguminosae) que 

comprende alrededor de 20.000 especies y 750 géneros con representantes en casi todos los 

biomas terrestres en la Tierra (Lewis et al. 2005). Junto con las plantas actinorrizales, las 

leguminosas son únicas entre las plantas superiores debido a su capacidad para establecer 

asociaciones simbióticas con bacterias del suelo fijadoras de N2, denominadas colectivamente 

como rizobios. La soja (Glycine max L.) es una leguminosa de alto interés agrícola, cultivada 

en todo el mundo, siendo Brasil y Argentina el segundo y tercer productor de soja a nivel 

global (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos). En 2017, ambos países fueron 

responsables de alrededor del 47% de la producción mundial total de soja, con un área 

sembrada en la temporada 2016/2017 de 33,9 y 19,6 millones de hectáreas, respectivamente 

(datos de la Bolsa de Cereales de Buenos Aires y la Compañía Nacional de Abastecimiento do 

Brasil, 2017). Se espera un aumento gradual en estas cifras en las temporadas futuras. 

La soja establece asociaciones simbióticas con numerosos miembros del orden Rhizobiales. 

Estas asociaciones ocurren principalmente con especies del género Bradyrhizobium, aunque 

también se ha demostrado que Ensifer sp. y Mesorhizobium sp. son microsimbiontes de esta 

leguminosa (Peix et al. 2015). Muchas cepas bacterianas que nodulan leguminosas no realizan 

una desnitrificación completa. Hasta ahora, solo B. diazoefficiens (que anteriormente incluían 

algunas cepas de B. japonicum) ha demostrado contener y expresar el conjunto completo de 

genes de desnitrificación que conducen a la reducción de nitrato a N2 (Bedmar et al. 2005; 

Bueno et al. 2012). 



47 
 

De acuerdo con los resultados previamente descriptos en el Capítulo 1 de ésta tesis, todas las 

cepas excepto CPAC7 son desnitrificadoras incompletas y productoras significativas de N2O. 

En este sentido Itakura et al, (2013), mencionaron que paulatinamente se ha esclarecido que 

los nódulos ocupados por cepas con desnitrificación incompleta podrían aumentar las 

emisiones de óxido nitroso y que la producción y acumulación de este gas es un proceso 

dominante a nivel nodular, especialmente en nódulos senescentes. Éste y múltiples reportes 

han soportado la evidencia de que existe una correlación directa en el aumento de las 

emisiones de este gas cuando las plantas de soja han sido inoculadas con rizobios carentes del 

gen nosZ (Duxbury et  al. 1982; Bedmar et  al. 2005; Okada et  al.  2005, Sameshima-Saito et  

al.  2006b; Inaba et  al. 2009; Hirayama et al. 2011, Itakura et al. 2012 entre otros) (Fig. 11).  

 

Figura 11. Descripción del modelo desnitrificante en la interacción soja-Bradyrhizobium. Se 

describe el proceso de óxido-reducción de los óxidos de nitrógeno (NOx) catalizados en cada 

paso por una enzima reductasa, la cual está codificada por los genes napA, nirK, norC y nosZ, 

siendo esta última fundamental para definir el producto final de la desnitrificación. (Modelo 

propuesto por Itakura et al. 2012) 
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El objetivo de trabajo mas importante incluído en este capítulo se relacionó con el análisis de 

la  emisión de gases tipo NOx por las cepas E109, CPAC 15, CPAC 7, SEMIA 587 y SEMIA 

5019 en asociación simbiótica con plantas de soja y verificar si existe una correlación entre la 

capacidad desnitrificante, la especie bacteriana utilizada para la inoculación y las emisiones de 

gases que contribuyen con el calentamiento global. 

 

5.2 Materiales y Métodos 

Condiciones de cultivo bacteriano  

Para el crecimiento y mantenimiento de los cultivos bacterianos, así como para el recuento y 

aislamiento de bacterias a partir de nódulos de soja inoculados con las diferentes cepas de 

Bradyrhizobium sp. se utilizó de manera rutinaria el medio PSY suplementado con 0,1% de 

arabinosa (Regesburger y Hennecke 1983). Los antibióticos que se adicionaron en este medio 

de cultivo fueron: cloranfenicol (15 μg ml
−1

); dihidrocloruro de espectinomicina (200 μg ml
−1

) 

y sulfato de estreptomicina (200 μg ml
−1

); vancomicina (25 μg ml
−1

). En el caso de A. 

brasilense Az39 se utilizó el medio Luria Bertani (LB) (Bertani et al. 1951) y el antibiótico 

utilizado fue ampicilina  en una concentración de 100 μg ml
−1

.  

 

5.2.1 Producción de óxido nítrico (NO) de nódulos de plantas inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. 

Este ensayo se realizó con el objetivo de determinar la incidencia de inoculación de rizobios 

con desnitrificación completa e incompleta en relación con la fertilización nitrogenada a nivel 

de la producción de NO en nódulos de plantas de soja. 

 

5.2.1.1 Condiciones de cultivo vegetal y diseño experimental 

La variedad de soja utilizada fue Williams-82. Las semillas de soja se desinfectaron 

superficialmente usando etanol al 70% durante 1 minuto y peróxido de hidrógeno al 50% 

durante 7 minutos. Posteriormente, se lavaron con abundante agua destilada estéril, se 

colocaron en placas Petri que contenía agar agua al 1% y se incubaron en oscuridad a 30 °C 

durante 3-4 días hasta conseguir semillas con radículas de 1 cm de longitud aproximadamente. 

Las semillas pregerminadas se sembraron en jarras Leonard (3 semillas/jarra) rellenas de 

vermiculita y se inocularon de forma independiente con 1 mL (aproximadamente 10
8
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células/mL) de cada una de las cepas en estudio y se emplearon las cepas USDA 110 y 

GRC131 de B. japonicum como control. La parte inferior de las jarras Leonard contenía 

solución mineral de Rigaud y Puppo (1975) suplementada o no con 4 mM de KNO3  y por ello 

denominados tratamientos fertilizados o no fertilizados con nitrato. Las jarras se mantuvieron 

en una cámara de cultivo de plantas bajo las siguientes condiciones: fotoperiodo de 16/8 h de 

luz/oscuridad, 26 ºC/18 ºC de temperatura día/noche y una humedad relativa del 70-75%. La 

parte inferior de las jarras que contiene la solución nutritiva se rellenó de acuerdo a las 

necesidades de crecimiento. A los 35 días de cultivo (10% de floración) las plantas se sacaron 

de las jarras y las raíces se lavaron con abundante agua estéril. Posteriormente, se separó la 

parte aérea de la raíz de cada planta, se secaron a 60 ºC durante 48 h y se determinó el peso 

seco por planta.  

El diseño experimental constó de dos partes: 1) Una puesta a punto para determinar in situ la 

incidencia de la presencia del nitrato en la cantidad de NO en el nódulo y la autoflorescencia 

nodular, y 2) Una determinación semicuantitativa de la producción neta de NO proveniente 

únicamente de los simbiosomas del nódulo (ver tabla 8). 

 

5.2.1.2  Determinación de producción de NO in situ a nivel de los nódulos 

 Una vez que los nódulos se separaron de la raíz, se sumergieron en una solución secuentrante 

de óxido nítrico de c-PTIO conforme a la metodología de Shimoda et al. (2009). Para la 

detección de NO se utilizó el fluoróforo 4-amino-5- methylamino-2′,7′-difluoresceina (DAF-

FM, Invitrogen).  Los nódulos se incubaron en una solución diluida (1000x) de DAF-FM y 15 

minutos de incubación a 25°C en oscuridad, y se analizó la fluorescencia de la solución en un 

fluorómetro (QM200, Photon Technology International). Se analizó la presencia in situ 

mediante un microscopio laser con focal (CLSM, por sus siglas en inglés) y se fotografiaron 

los nódulos según los siguientes tratamientos: 

 

T1: Inoculación con la cepa modelo USDA 110 + Fertilización con 4mM KNO3 

T2: Inoculación con la cepa modelo USDA 110 + Fertilización sin 4mM KNO3 

T3: Inoculación con la cepa GRZ 3035 + Fertilización con 4mM KNO3 

T4: Inoculación con la cepa GRZ 3035 + Fertilización sin 4mM KNO3 

T5: Inoculación con la cepa E109 + Fertilización con 4mM KNO3 
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T6: Inoculación con la cepa E109 + Fertilización sin 4mM KNO3 

T7: Inoculación con la cepa SEMIA 5019 + Fertilización con 4mM KNO3 

T8: Inoculación con la cepa SEMIA 5019 + Fertilización sin 4mM KNO3  

T9: Inoculación con la cepa SEMIA 587 + Fertilización con 4mM KNO3 

T10: Inoculación con la cepa SEMIA 587 + Fertilización sin 4mM KNO3 

T11: Inoculación con la cepa CPAC 15 + Fertilización con 4mM KNO3 

T12: Inoculación con la cepa CPAC15 + Fertilización sin 4mM KNO3 

T13: Inoculación con la cepa CPAC 7 + Fertilización con 4mM KNO3 

T14: Inoculación con la cepa CPAC7 + Fertilización sin 4mM KNO3 

 

5.2.2 Producción de N2O 

Producción de N2O por la interacción soja-B. japonicum E109.  

Los ensayos 5.2.2.1 y 5.2.2.2  se realizaron como parte de la puesta a punto de la medición de 

óxido nitroso en la interacción soja- Bradyrhizobium. Se utilizó la cepa E109 para estandarizar 

las condiciones y se realizó una curva de producción de N2O, la cual determinará la máxima 

producción del gas y el tiempo estimado para llegar a esta emisión. 

 

5.2.2.1 Producción de óxido nitroso por las  raíces de soja. 

Para la estimación de la producción de este gas se realizó un diseño experimental aleatorio en 

condiciones semi-controladas, el cual fue planteado con los siguientes tratamientos: 

T1: Tratamiento sin inoculación rizobial (Control negativo) 

T2: Inoculación con la cepa modelo USDA 110 (Control positivo) 

T3: Inoculación con la cepa E109 

T4: Inoculación con la cepa GRZ 3035 (Cepa USDA 110-mutante del gen nosZ) 

 

5.2.2.1.1 Siembra e Inoculación.  

Para este ensayo se utilizó la variedad de soja Williams 82. Las semillas de soja se 

desinfectaron superficialmente usando etanol al 70% durante 1 minuto y peróxido de 

hidrógeno al 50% durante 7 minutos. Posteriormente, se lavaron con abundante agua destilada 

estéril, se colocaron en placas Petri que contenían agar agua al 1% y se llevaron a incubación a 

30°C/3-4 días hasta obtener semillas germinadas con 1 cm de radícula aprox. Se sembraron 
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por triplicado en jarras Leonard provistas de vermiculita/perlita en su parte superior y en la 

parte inferior una solución mineral (Rigaud y Puppo, 1975) con fuente de nitrato (NO3K) a 4 

mM. Las plantas se inocularon individualmente al momento del trasplante. El raleo se realizó 

a los 7 días, dejando 2 plantas por jarra. Las condiciones de la cámara de crecimiento fueron: 

fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad, 26 ºC/18 ºC de temperatura día/noche y una humedad 

relativa del 70-75%. La parte inferior de las jarras se rellenó de acuerdo a las necesidades del 

cultivo. 

 

5.2.2.1.2 Determinación de la producción de N2O en raíces noduladas de soja. 

Las plantas se mantuvieron en la cámara hasta alcanzar el inicio de la floración  (aprox. 35 

días). Posteriormente se sacaron de las jarras y se lavaron y separó la parte aérea de la raíz de 

cada planta. Las raíces noduladas se transfirieron a botellas de 100 ml PYREX® y para 

garantizar condiciones de anaerobiosis, las botellas fueron selladas herméticamente con un 

tapón de goma con faldón de caucho. Las muestras fueron analizadas en un cromatógrafo de 

gases (Hewlett Packard   5890 Series II) provisto con una columna empacada a 60°C, 

temperatura del inyector 35ºC  y un detector de captura de electrones 63Ni a 300°C. Se utilizó 

una mezcla de Argón-Metano al 5% como gas portador. La cuantificación de N2O se realizó 

cada 72 horas hasta obtener una producción constante. Los resultados obtenidos (ppm) fueron 

utilizados como base de cálculo del contenido de nitroso expresado en µgN-N2O/m
2
*h. Para 

ello se tuvo en cuenta el cambio en la concentración de N2O con el tiempo, usando la 

ecuación: 

 

f =(ΔQ/Δt) x (PV/RT) x (1/A) 

 

Donde: f es el flujo de gas (µg m
-2

 h
-1

 en N
2
O), Q es la cantidad de gas en la cámara al 

momento del muestreo (µg en N2O), P es la presión atmosférica en la cámara (atm), V es el 

volumen de la cámara (L), R es la constante de gases ideales (0.08205 atm L mol-1 K1), T es 

la temperatura de la cámara al momento del muestreo (°K) y A es el área de la cámara (m2). 

La pendiente dQ/dT podrá ser calculada usando regresión lineal o la ecuación de Hutchinson y 

Mosier (1981), según el comportamiento de cada caso particular. 
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5.2.2.2 Producción de óxido nitroso por los nódulos  de soja. 

Para la estimación de la producción de este gas se realizó un diseño experimental aleatorio  en 

condiciones semi-controladas de acuerdo al descrito en el apartado 5.2.2.1.. En esta 

determinación se tomaron cuidadosamente los nódulos, se separaron de las raíces y se 

dispusieron en viales de 20 ml (SUPELCO®), se sellaron herméticamente y se realizó la 

cuantificación mediante cromatografía de gases,  en la metodología descripta en el apartado 

5.2.2.1.  

 

5.2.2.3 Comparación de la emisión de N2O en raíces noduladas de dos variedades de soja  

inoculadas con Bradyrhizobium sp.  

Este ensayo se realizó para comparar la emisión de éste gas en la variedad de soja utilizada en 

ese momento en la investigación (var. Williams 82) utilizada mayoritariamente en América 

del Norte, con una variedad tradicionalmente utilizada a nivel agronómico en la República 

Argentina (var. Don Mario 4670). 

Las condiciones de crecimiento bacteriano y la esterilización, siembra e inoculación de las 

semillas de soja se realizó de acuerdo a la metodología descripta en los ítems 5.2 y 5.2.1. Para 

el ensayo se realizó un diseño experimental aleatorio y en condiciones semi-controladas de 

cámara de cultivo, con 5 unidades experimentales por tratamiento, el cual fue planteado de 

acuerdo a los siguientes tratamientos: 

 

T1: Inoculación de soja var. Williams 82 con B. diazoefficiens USDA 110.  

T2: Inoculación de soja var. Williams 82 con B. japonicum E109. 

T3: Inoculación de soja var. Williams 82 con B. diazoefficiens GRZ 3035. 

T4: Inoculación de soja var. Don Mario 4670 con B. diazoefficiens USDA 110. 

T5: Inoculación de soja var. Don Mario 4670 con B. japonicum E109. 

T6: Inoculación de soja var. Don Mario 4670 con B. diazoefficiens GRZ 3035. 

 

5.2.2.4  Produccion de óxido nitroso de plantas inoculadas con Bradyrhizobium  

Previa estandarización de las condiciones (ítems 5.2.2.1 y 5.2.2.2), se realizó la cuantificación 

de la producción de N2O por las cepas objeto de estudio: CPAC7, CPAC15, E109, SEMIA 

5019 y SEMIA 587. Las condiciones de crecimiento bacteriano y la esterilización, siembra e 
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inoculación de las semillas de soja se realizó de acuerdo a la metodología descripta en los 

ítems 5.2 y 5.2.1. Para el ensayo se realizó un diseño experimental aleatorio y en condiciones 

semi-controladas de cámara de cultivo, con 5 unidades experimentales por tratamiento, el cual 

fue planteado de acuerdo a los siguientes tratamientos: 

 

T1: Inoculación con B. diazoefficiens USDA 110 

T2: Inoculación con B. japonicum E109 

T3: Inoculación con B. elkanii SEMIA 5019 

T4: Inoculación con B. japonicum CPAC 15 

T5: Inoculación con B. diazoefficiens CPAC 7 

T6: Inoculación con la cepa B. elkanii SEMIA 587 

T7: Inoculación con B. diazoefficiens GRZ 3035  

 

5.3 Resultados 

5.3.1. Detección de NO en nódulos de plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

En plantas tratadas con nitrato, la detección fluorométrica de NO mostró que la emisión de 

fluorescencia por nódulos producidos por las cepas bradyrizobiales era variable, oscilando 

entre valores de 70 ± 5,02 a 787 ± 69 unidades de intensidad de fluorescencia relativa (UIFR) 

detectadas en las cepas USDA110 y la mutante GRC131, respectivamente (Tabla 8). Excepto 

por la cepa SEMIA 587, los valores de intensidad de fluorescencia por nódulos de las cepas 

restantes fueron más altos que los encontrados en los nódulos formados por USDA110 y más 

bajos que los del mutante GRC 131. La detección de óxido nítrico en nódulos de plantas de 

soja  inoculadas con las cepas de Bradyrhizobium sp. anteriormente mencionadas se describe a 

continuación en las Figuras 12, 13 y 14 y en la Tabla 7respectivamente. 

La Figura 12  muestra el efecto de la adición de nitrato en la producción de óxido nítrico (NO) 

en nódulos de plantas de soja inoculadas con Bradyrhizobium, determinado con microscopía 

de barrido láser confocal (CLSM, por su siglas en inglés) 
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Figura 12. Efecto de la adición de nitrato en la producción de óxido nítrico (NO) determinado 

con microscopía de barrido láser confocal (CLSM) en cortes de nódulos de plantas de soja 

inoculadas con GRC131 (mutante para el gen norC de B. diazoefficiens – Control positivo 

para la producción de NO) y tratadas con DAF2-DA. A y B: Imágenes de CLSM A’ y B’: 

Campo claro en CLSM.Las barras representan 500 µm. 

 

De acuerdo a la Figura 12, se observa la producción de óxido nítrico en cortes de nódulos de 

plantas de soja previamente inoculadas con cepa GRC131. La mayor producción de NO fue 

mayor cuando la planta tuvo fuente de nitrato en la fertilización (4mM de KNO3) 
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Figura 13. Efecto de la incubación previa con cPTIO (NO scavenger) y la producción de 

óxido nítrico (NO) determinado con microscopía de barrido láser confocal (CLSM) en cortes 

de nódulos de plantas de soja inoculadas con GRC131 (mutante para el gen norC de B. 

diazoefficiens – Control positivo para la producción de NO) y tratadas con DAF2-DA . A y B: 

Imágenes de CLSM A’ y B’: Campo claro en CLSM.Las barras representan 500 µm. Nota: El 

valor de autoflorescencia fue descontado de todos los tratamientos y se discutirá sobre el valor 

neto obtenido.   

 

En la Figura 13, se observa que en nódulo sometidos a incubación con cPTIO, producción de 

NO es más baja. Es decir, la autoflorecescencia es capturada por el cPTIO y la producción 

propia de la interacción simbiótica se observa en la Figura 13A.  

 

 

Tabla 8. Detección de óxido nítrico en nódulos de plantas de soja inoculadas con diferentes 

cepas de Bradyrhizobium sp. 

 



56 
 

 TRATAMIENTO/CEPA 

INOCULADA* 

Producción de óxido nítrico 

unidades de intensidad de fluorescencia 

relativa [UIFR]  

USDA 110 70 ± 5.02 

E109 148 ± 0,95 

SEMIA 5019 447 ± 16,12 

CPAC 15 114 ± 5,4 

CPAC 7 298 ± 1,21 

SEMIA 587 76 ± 4,3 

norC GRC131 787 ± 69,2 

*Los datos corresponden a la producción de NO para los tratamientos sin adición de nitrato y con 

DAF2-DA. Para los controles positivo y negativo se trataron con cPTIO (NO scavenger) y este valor se 

tuvo en cuenta para restar la autoflorescencia del nódulo en los demás tratamientos analizados. 

 

 

Figura 14. Imágenes de la producción de NO determinado con microscopía de barrido láser 

confocal (CLSM) en cortes de nódulos de plantas de soja inoculadas con las cepas de B. 
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diazoefficiens  y B. elkanii y tratadas con DAF2-DA. A-G: Imágenes de CLSM A’ y G’: 

Campo claro en CLSM.Las barras representan 500 µm. 

 

A modo de resumen y como se observa en las Figuras 12, 13 y 14,  la producción de NO por 

parte de la cepa GRC131 presentó diferencias significativas respecto al resto de las cepas. Así 

mismo, se observó una importante producción en los cortes de nódulos de plantas inoculadas 

con la cepa SEMIA 5019, que también presentó los mayores valores de producción de NO en 

condiciones de vida libre en comparación con las demás cepas en estudio. Los cortes 

provenientes de plantas con inoculación de CPAC 7, E109, SEMIA 587 en su orden, 

presentaron valores de producción más bajos.  

 

5.3.2. Producción de óxido nitroso (N2O) en la interacción soja- B. japonicum E109  

5.3.2.1 Producción de óxido nitroso por las  raíces de soja. 

La producción de óxido nitroso por las  raíces de soja inoculadas con B. japonicum E109 en 

comparación con otras cepas de Bradyrhizobium sp. se describe a en la Figura 15. 

 

 

Figura 15. Producción de  óxido nitroso (N2O) por las raíces de soja [nmoles/ml*h
-1

]. 

Tratamientos: T1 (Control sin inoculación); T2 (USDA110); T3 (E109); T4 (GRZ3035). Cada 

tratamiento representa  el promedio de 3 mediciones independientes (n=3) y 3 réplicas 

experimentales extemporáneas). 
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Como se observa en la Figura 15, la producción de óxido nitroso tuvo los valores más altos en 

toda la curva en las raíces de plantas inoculadas con la cepa E109, la cual tuvo una producción 

máxima de 5,53+03 nmoles/ml.h
 
a las 216 horas. Las raíces del tratamiento inoculado con 

GRZ3035 presentaron los valores máximos subsiguientes a las 288 horas con 1,60E+03 

nmoles/ml.h. Para el caso de USDA110 produjo a las 288 horas un valor máximo de emisión 

de 1,12E+03 nmoles/ml.h
-1

 siendo el tratamiento que menos valores de producción presentó a 

lo largo de la curva, junto  con el control sin inoculación (planta sin formación de nódulos), la 

cual emitió valores  entre 1,00E+02 y 2,67E+02 nmoles/ml.h, respectivamente.  

5.3.2.2 Producción de óxido nitroso por los nódulos de soja. 

La producción de óxido nitroso por las  raíces de soja inoculadas con B. japonicum E109 en 

comparación con otras cepas de Bradyrhizobium sp. se describe en la Figura 16.  

 

Figura 16. Producción de  óxido nitroso (N2O) por los nódulos de soja [nmoles/ml*h
-1

]. 

Tratamientos: T1 (Control sin inoculación); T2 (USDA110); T3 (E109); T4 (GRZ3035). Cada 

tratamiento representa  el promedio de 3 mediciones independientes (n=3) y 3 réplicas 

experimentales extemporáneas).  
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Como se observa en la Figura 16, y al igual que ocurrió a nivel de la cuantificación en raíces, 

la producción de óxido nitroso por los nódulos de soja tuvo los valores más altos en toda la 

curva en las raíces de plantas inoculadas con la cepa E109, produciendo un valor de 

producción de 5,20E+03 nmoles/ml.h
-1

 a las 312 horas. Aunque la producción respecto a los 

demás tratamientos comienza de manera tardía, los picos de producción son mucho más altos 

en los tres tiempos de muestreo. Seguidamente, las raíces del tratamiento inoculado con 

GRZ3035 (T4) presentaron los valores máximos a las 288 horas con 1,90E+03 nmoles/ml.h
-1

. 

Para el caso de USDA110 produjo a las 216 horas un valor máximo de emisión de 4,04E+01 

nmoles/ml.h
-1

 siendo el tratamiento que menos valores de producción presentó a lo largo de la 

curva. Para el tratamiento control, se tomaron trozos de raíces sin nodulación,  y la emisión 

máxima fue de 6,77E+02 nmoles/ml.h
-1

 a las 312 horas, atribuyendo su baja producción a la 

ausencia de nódulos en las raíces de soja de este tratamiento. 

Con  los resultados obtenidos en estos experimentos se pudo estandarizar el diferencial del 

tiempo en el que se produce la máxima cantidad de N2O y se pudo inferir las tendencias de 

emisiones de los rizobios con posible desnitrificación completa o incomleta, de acuerdo a cada 

caso. 

5.3.3. Producción de N2O en nódulos de plantas de soja (Variedad Wiliams 82 y Don 

Mario) inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

En la Figura 17 se observa la producción de óxido nitroso de raíces noduladas de dos 

variedades de soja inoculadas con la cepa E109, un control positivo (GRZ3035) y un control 

negativo (USDA 110). Los resultados  indican que hubo mayor producción de N2O del 

tratamiento T5, el cual  presentó la mayor producción de N2O de todos los tratamientos 

analizados. Los tratamientos T2 y T6 presentaron el siguiente valor más alto de emisión y no 

presentaron diferencias significativas entre sí. T3, T1 y T4, en su orden, presentaron los 

siguientes valores más bajos en la producción de óxido nitroso.  
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Figura 17. Producción de óxido nitroso (N2O) de raíces de soja de las variedades Wiliams 82 

(T1, T2 y T3) y Don Mario 4670 (T4, T5 y T6) inoculadas con Bradyrhizobium sp. (T1) 

USDA110;(T2) E109; (T3) GRZ 3035; (T4) USDA110; (T5) E109; (T6) GRZ3035. Los 

valores se expresan como nmol de N2O h
-1

g
-1

  y representan la media de 5 repeticiones seguida 

del error estándar. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en 

relación a cada variable evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

Analizando la inoculación de cada rizobio frente a cada variedad empleada, se observa que los 

tratamientos inoculados con USDA110 no presentaron diferencias significativas en la emisión, 

mientras que la producción aumentó en raíces noduladas de plantas de soja de la variedad Don 

Mario tanto con inoculación con la cepa E109 (T5) como con la cepa GRZ3035 (T6). El 

objetivo de este experimento fue verificar si bajo las condiciones del presente estudio, la 

producción de N2O de raíces de soja en las dos variedades inoculadas con E109 presentaría 

diferencias relevantes. Teniendo en cuenta que en la República Argentina se usa 

tradicionalmente la variedad de soja Don Mario y que la producción de este gas en ambas 

variedades estuvo dentro de los más altos (tratamientos T5 y T2). Se concluyó que la 

inoculación de la cepa E109 y el uso de la variedad Williams 82 (utilizada en el laboratorio 

donde se realizó esta parte de la tesis) sí permiten estimar la producción de GEI y que los 
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experimentos realizados con esta variedad aportan información significativa del papel de la 

cepa en su interacción con la soja.  

 

5.3.4. Produccion de óxido nitroso de plantas inoculadas con Bradyrhizobium 

La producción de óxido nitroso en plantas inoculadas evidenció que existen diferencias en la 

producción de este gas cuando hubo inoculación con bacterias con desnitrificación completa e 

incompleta. Del mismo modo, se presentaron diferencias significativas en la producción de 

óxido nitroso de raíces noduladas inoculadas con la cepa control (USDA 110) y los demás 

tratamiento en estudio. Los resultados se muestran a continuación en la Figura 18. 

 

 

Figura 18.  Producción de óxido nitroso (N2O) de raíces noduladas de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. (T1) USDA110; (T2) E109; (T3) SEMIA 5019; (T4) CPAC 15; (T5) 

CPAC 7; (T6) SEMIA 587; (T7) GRZ3035. Los valores se expresan como nmol de N2O h
-1

g
-1

  

y representan la media de 5 repeticiones seguida del error estándar. Letras diferentes 

representan diferencias estadísticamente significativas en relación a cada variable evaluada de 

acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

En la Figura 18 se muestra que el tratamiento T3 presentó diferencias significativas en la 

producción de óxido nitroso (1933,32 nmol N2Oh
-1

g
-1

) frente a los demás tratamientos 
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evaluados. Los valores más bajos fueron para T1 y T5, las cuales fueron inoculadas con las 

cepas USDA 110 y CPAC 7 de B. diazoefficiens, las cuales presentan  desnitrificación 

completa. Como se demuestra en la figura 18. El tratamiento T7 inoculado con la mutante nula 

para el gen nosZ de USDA 110 presentó la segunda mayor producción del gas junto con la 

cepa E109, lo cual evidencia que la ausencia de este gen está directamente relacionado con el 

aumento de la producción de óxido nitroso. 

 

5.4  Discusion  

A nivel de la producción de óxido nitroso por raíces y nódulos de diferentes variedades de 

soja. La producción en ambas variedades de soja presentaron diferencias notables. 

Particularmente cuando se inoculó la variedad Don Mario 4670. Sin embargo, los resultados 

mantienen una tendencia similar cuando se utilizó la var. Williams–82, en donde se ha 

encontrado que la cepa E109 establece simbiosis y presenta valores mayores de emisión frente 

a USDA 110. En numerosos reportes se ha utilizado esta cepa de referencia y sus mutantes en 

diferentes variedades de soja y se ha evaluado la emisión de óxido nitroso en condiciones 

similares a las del presente estudio. Por ejemplo, se han realizado determinaciones similares 

en Glycine max cv. Enrei (Sameshima-Saito et al. 2006a; Hirayama et al. 2011) Glycine max. 

L. (Yang y Cai. 2005)  Glycine max L. Merr., cv. Williams (Delgado et al. 1994 y en  Glycine 

max L. Merr., cv. Don Mario del presente estudio, entre otros). Por lo anterior, se puede 

considerar que los datos obtenidos utilizando la variedad Williams 82 son una medida 

estimativa que nos aporta información significativa  sobre el comportamiento de la cepa E109 

inoculada en otras variedades de soja (y las demás cepas evaluadas) en la emisión de gases 

tipo NOx en simbiosis con soja. 

 

A nivel de la producción de óxido nítrico (NO) y óxido nitroso (N2O) en la interacción soja- 

Bradyrhizobium. Para obtener información sobre la producción de NO en secciones de 

nódulos de soja, utilizamos una señal de fluorescencia de NO en presencia de c-PTIO como 

secuestrante, y encontramos una producción representativa de NO atribuida a la 

desnitrificación del bacteroide. Como se mencionó anteriormente, todas las cepas fueron 

productores de NO, especialmente GRC 131 (787UIFR) y CPAC15 (447 UIFR). Resultados 

previos demostraron la presencia de óxido nítrico en las raíces en diferentes etapas de 
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desarrollo de nódulos en L. albus (Cueto et al. 1996), Medicago truncatula (Baudouin et al, 

2006) y Lotus japonicus (Fukudome et al. 2016). Se han propuesto varios mecanismos por los 

cuales el NO podría producirse durante las interacciones planta-rizobio (Pauly, 2006).  Sin 

embargo, la correlación entre la producción de NO y su reducción al óxido nitroso no está 

clara hasta el momento. Numerosas vías alternativas de reducción de NO a través de la 

conversión enzimática o no enzimática se han encontrado en plantas (Gupta et al. 2011; Mur et 

al. 2013) y bacterias (Zumft, 1997). La vía bacteriana se ha informado como la ruta principal 

para la producción de NO y se produce tanto en bacterias de vida libre en condiciones 

microóxicas como en nódulos (Melihoc et al. 2011). Por lo tanto, tanto la planta como los 

simbiontes bacterianos deben considerarse como posibles fuentes de NO (Hichri et al. 2015). 

El óxido nítrico se ha descrito como el gas requerido para establecer la interacción simbiótica 

((Hichri et al. 2015). Sin embargo, varios autores han informado que el óxido nítrico podría 

ser un inhibidor de la enzima nitrogenasa, que es un factor esencial en la fijación simbiótica de 

nitrógeno (Sánchez et al. 2010).Como se puede observar en la Figura 14, en nuestras 

condiciones la detección fluorométrica mostró cierta acumulación endógena de NO en nódulos 

de la mutante deficiente para el gen norC (GRC131) de plantas que no fueron tratadas con 

nitrato. Además, la presencia de nitrato en la solución mineral incrementó la producción de 

NO (Figura 12). Sin embargo, nuestros resultados contrastan con lo reportado por Sánchez et 

al. (2010), que no pudieron detectar diferencias en la acumulación de NO en nódulos de raíces 

de plantas inoculadas con B. diazoefficiens USDA110 o GRC131 en presencia de nitrato. Este 

grupo logró la detección del óxido nítrico acumulado al someter las planta a condiciones de 

anegamiento, principalmente en nódulos de GRC131, y que estimuló la producción de NO por 

USDA 110. 

El óxido nitroso (N2O) es uno de los tres principales gases de efecto invernadero biogénicos 

(GEI), y la agricultura representa cerca del 30% de las emisiones totales de N2O (Tortosa et al. 

2015). Varios autores han informado que las plantas leguminosas asociadas a Bradyrhizobium 

sp. puede fijar nitrógeno de la atmósfera pero también emitir N2O (Duxbury et al. 1998; Inaba 

et al. 2009, entre otros). Como se ha reiterado, USDA110 es la única cepa con una vía de 

desnitrificación totalmente caracterizada que se utiliza como cepa modelo para rizobios. En el 

presente estudio, esta cepa junto con CPAC 7 produjeron valores de producción de N2O muy 

bajos en comparación con todas las otras cepas utilizadas, que se consideran desnitrificadores 
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incompletos por carecer del gen nosZ (tabla 9 ). En este sentido, numerosos reportes sugieren 

que el gen nosZ es esencial para la reducción de óxido nitroso. Itakura et al. 2013, informaron 

que en cultivos puros y en  experimentos semicontrolados en maceta, la emisión de N2O fue 

menor en cepas nosZ 
+
 y nosZ 

++
 (mutantes con actividad sobreexpresada para la enzima óxido 

nitroso reductasa) de Bradyrhizobium japonicum que en las cepas nosZ
-
 (mutantes que carecen 

de actividad reductora de óxido nitroso). 

La producción de óxido nitroso tuvo los valores más altos a lo largo de toda la curva en las 

raíces de plantas inoculadas con la cepa E109 en la puesta a punto y en la comparación de las 

emisiones en dos variedades de soja inoculadas con este rizobio. Así mismo, cuando se realizó 

la cuantificación de N2O en plantas de soja inoculadas con todas las cepas en estudio, se 

encontró que los flujos de N2O fueron mayores para los tratamientos CPAC15, E109 y 

SEMIA 587. Todo este grupo se utiliza comercialmente como ingrediente activo en la 

formulación de bioproductos para la soja [Glycine max L. (Merr.)] en Argentina y Brasil. 

Debido a esto, los genomas de CPAC15 y E109 se han secuenciado, y nuestros resultados 

pueden confirmar que son rizobios desnitrificantes incompletos. Al  respecto, varios autores 

han informado que varias cepas de Bradyrhizobium que carecen de nosZ producen óxido 

nitroso como producto final de desnitrificación, y este tipo de bacterias se encuentran en 

suelos agrícolas (Sameshima et al.  2003; Fernández et al. 2008). Las poblaciones naturales de 

Bradyrhizobium que carecen del gen nosZ y la actividad N2O reductasa a menudo son 

dominantes en los suelos de los campos de soja (Chèneby et a., 2008; Sameshima-Saito et al. 

2006b). Considerando la gran extensión del suelo cultivado con soja en Sudamérica, el óxido 

nitroso puede ser emitido por las raíces de soja noduladas, y la simbiosis leguminosa-

Bradyrhizobium podría jugar un papel importante en las emisiones de óxido nitroso, 

contribuyendo así al calentamiento global (IPCC, 2006). 

A nivel de la actividad desnitrificante de B. elkanii: SEMIA 5019 y SEMIA 587. Como 

muestran nuestros resultados, aunque las cepas SEMIA 5019 y SEMIA 587 no tienen los 

principales genes de desnitrificación monitoreados en nuestro estudio, sí tienen actividad de 

Nar y NiR y producen óxido nítrico y óxido nitroso (ver tabla 5 capítulo 1 y tabla 9 del 

presente capítulo). Respecto a la producción de N2O de estas cepas, nuestros resultados 

contrastan con un único reporte relacionado con la producción de N2O  por las cepas, CPAC7, 
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SEMIA 587 y USDA 110,  en donde se encontró que la cepa SEMIA 587 produjo valores 

inferiores a USDA110 y CPAC7 N2O (Nascimento et al. 2011 citado por Alves et al. 2016). 

Este grupo mencionó que la mayoría de las cepas de B. elkanii no tienen algunos genes 

involucrados en la vía de desnitrificación. Bajo nuestras condiciones, encontramos que 

SEMIA 587 y SEMIA 5019 no presentan ninguno de los genes de la desnitrificación pero 

presentan una actividad desnitrificante  activa. Además, las bases de datos de RAST y KEEG 

muestran que el genoma parcialmente secuenciado de  Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, 

así como los genomas completamente secuenciados de esta especie: USDA 76, CCBAU 

05737 y WSM1741, entre otros, comparten la misma información con respecto a la ausencia 

de genes de desnitrificación. 

Debido a que nuestros resultados están en contraste con la informada entre los genes de 

desnitrificación reportado y su papel como codificantes en la actividad enzimática en la ruta  

desnitrificante, verificamos nuestros experimentos cuidadosamente con cepas de B. elkanii a 

nivel in silico, in vitro y a nivel molecular. La actividad de desnitrificación siempre se 

encontró en todos los casos y los genes napA, nirK, norC y nosZ están ausentes. La actividad 

enzimática y la producción de N2O en B. elkanii demostraron que esos genes o genes de 

desnitrificación similares podrían codificar activamente estas actividades. (Fernández et al. 

2008) informaron que no se detectaron todos los genes de desnitrificación en aislamientos de 

Bradyrhizobium, pero la cromatografía de gases, como ya hemos mencionado,  reveló que 

estas cepas producían N2O. Estas reacciones de amplificación ineficientes pueden haber 

ocurrido debido a las diferencias entre las secuencias de nucleótidos de los iniciadores y las 

secuencias genéticas de las enzimas entre las bacterias desnitrificantes (Chèneby et al. 1998; 

Fernández et al. 2008). Sin embargo, de acuerdo con Nascimento et al. 2011 y de acuerdo con 

nuestros resultados, el análisis molecular se  ha realizado correctamente utilizando 

oligonucleótidos específicos para Bradyrhizobium sp.. Futuras investigaciones podrían revelar 

los posibles mecanismos y genes involucrados en la ruta desnitrificante y en la producción de 

gases efecto invernadero.  
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Tabla 9. Correlación entre la presencia/ausencia del gen nosZ y la producción de óxido nitroso en células en vida libre y en simbiosis 

con raíces de plantas de soja. 

  

Cepa/Cepa inoculada 

Genes (in vitro e  in silico) 

Referencia 

Producción de óxido 

nitroso
 b
 

Referencia 

napA nirK norC NosZ 
Vida 

libre 

Raíces 

noduladas 

de soja 

B. diazoefficiens USDA 

110 
+ + + + 

Bedmar et al. 

(2005) 
Bajo Bajo Meakin et al. (2006) 

B. diazoefficiens CPAC7 + + + + Este estudio Bajo Bajo Este estudio 

B. japonicum E109 + + + - Este estudio Alto Alto Este estudio 

B. japonicum CPAC15 + + + - Este estudio Alto Alto Este estudio 

B. elkanii SEMIA 5019
 a
 -/*

C
 -/* -/* -/* Este estudio Medio Alto Este estudio 

B. elkanii SEMIA 587
 a
 -/* -/* -/* -/* Este estudio Medio Medio Este estudio 

(+) Presencia (-) Ausenciae 

a
 Genoma secuenciado incompleto (SEMIA 587) o no está secuenciado (SEMIA 5019) 

b
 Comparación de niveles de N2O con respect a la cepa de referencia (USDA 110) 

C
 No amplfificó  o no presenta el gen. 
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CAPÍTULO I I I 

6.  ESTRATEGIAS DE MITIGACIÓN DE LA EMISIÓN DE GEIs 

EN LA SIMBIOSIS SOJA-Bradyrhizobium 
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6.1 Introducción 

En la República Argentina, el sector agrícola es responsable del 64,5% de las emisiones de 

este N2O, siendo el 31,5% emitido desde suelos agrícolas (Ministerio de Ambiente y 

Desarrollo Sustentable, 2015). Estos datos determinan la importancia de invertir esfuerzos 

para mitigar las emisiones agrícolas de N2O en donde el cultivo de la soja es cultivado 

extensivamente en nuestro país. Adicionalmente, se ha evidenciado ampliamente que la 

inoculación de leguminosas con rizobios con desnitrificación incompleta aumentan las 

emisiones de gases tipo NOx (Okada et  al.  2005; Sameshima-Saito et  al.  2006; Inaba et  al. 

2009; Hirayama et al. 2011, Itakura et al. 2012 entre otros).  

Thomson et al. (2012), en el ensayo que tuvo como título: 'Óxido nitroso (N2O) el gas de 

efecto invernadero olvidado',  realizaron  una  revisión de estrategias para mitigar las 

emisiones de N2O, bajo tres aspectos claves (i) gestión de química del suelo y microbiología, 

(ii) ingeniería de plantas de cultivo para fijar nitrógeno, y (iii) intensificación agrícola 

sostenible.  Dentro del aspecto clave (i) se han venido proponiendo numerosas alternativas 

biotecnológicas. Por ejemplo, se ha reportado que la introducción de microorganismos como 

Azospirillum sp., Herbaspirillum sp. y otras bacterias de vida libre con desnitrificación 

completa, en pasturas y otras no leguminosas, han resultado en aumentos del contenido de 

carbono y nitrógeno y simultáneamente se ha mitigado la emisión de N2O (Nishizawa et al. 

2014; Luo et al. 2010; Nan Gao et al. 2016, entre otros). 

Así mismo, diversos estudios han planteado intercalar cultivos entre leguminosas y no 

leguminosas para mitigar las emisiones, como lo reportaron Hauggaard-Nielsen et al. (2003),  

quienes encontraron que la rotación  de leguminosas de grano con cereales puede reducir los 

niveles de nitrógeno mineral en el suelo y además reducir los niveles de emisión de óxido 

nitroso. Sin embargo, se ha reportado que en algunos casos la rotación no influye y en algunos 

casos incrementa los niveles de N2O emitidos, como lo reportaron Brozyna et al. (2013) 

quienes afirmaron que las dosis de fertilizante o la adición de estiércol no influyeron en  la 

emisión  de N2O, mientras que las rotaciones de  papa o trigo de invierno con el cultivo de 

trébol aumentaron los flujos  de N2O acumulados. También encontraron que la labranza 

reducida redujo los niveles de N2O producidos. 

Respecto a la labranza reducida, esta ha sido otra de las estrategias planteadas como 

alternativa mitigadora. Badagliacca et al. (2018), reportaron que en condiciones mediterráneas 
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semiáridas, a menor labranza en el cultivo de poroto (Vicia faba L.)  se aumentó el contenido 

de carbono orgánico y el rendimiento, al mismo tiempo que se redujeron los flujos de N2O 

emitidos. Krauss et al. (2017), reportaron que la labranza convencional aumentó los niveles de 

óxido nitroso y que la labranza orgánica resulta beneficiosa para reducir los niveles de N2O  

emitidos por los cultivos de maíz y trigo y un cultivo intercalado de avena y trébol.  Las 

alternativas de optimización de las prácticas de labranza también han encontrado resultados 

contrastantes a los mencionados anteriormente. Tian et al. (2013), evaluaron la productividad 

y la emisión de N2O en un sistema rotativo de trigo y maíz y encontraron que el tipo de suelo 

afecta directamente los niveles de emisión, determinando que bajo un suelo de textura gruesa 

en sistemas agrícolas bajos en nitrógeno el impacto de la labranza en la emisión de gases 

efecto invernadero (GEI) es muy bajo y que el ciclo de barbecho dentro de una rotación de 

cultivos no es una estrategia útil para reducir las emisiones de GEI.  

Respecto a las alternativas de reducción de gases NOx en leguminosas se ha planteado el uso 

de rizobios con desnitrificación completa, ya sea por presencia natural del gen nosZ, por 

inserción o sobreexpresión del mismo. Itakura et al. (2008; 2013), demostraron que las 

emisiones de N2O de nódulos senescentes de raíces de soja se pueden mitigar mediante la 

inoculación de cepas no modificadas genéticamente, pero con actividad óxido nitroso 

reductasa (N2OR) sobreexpresada. De acuerdo a lo anteriormente expuesto, las estrategias de 

mitigación han sido planteadas y aún representan un desafio no resuelto. En el caso de nuestro 

país, algunas de las alternativas planteadas son poco viables de implementar, ya que no es 

probable en la actualidad utilizar microorganismos modificados genéticamente para reducir el 

impacto de las emisiones. Es por esto que en este capítulo abordamos posibles estrategias 

desde una arista biotecnológica,  que puedan tener aplicabilidad a corto plazo y que permitan 

aprovechar los inoculantes comerciales objeto de esta investigación.  

 

El objetivo de este capítulo fue evaluar el comportamiento a nivel de la producción de N2O de 

diferentes tipos de microorganismos (con desnitrificación completa e incompleta coinoculados 

en plantas de soja  y en condiciones controladas de cámaras de crecimiento.como una posible 

alternativa biotecnológica para la mitigación de la emisión de GEIs a la atmósfera.  
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6. 2 Materiales y Métodos 

6.2.1 Flujos de óxido nitroso en experimentos en condiciones semicontroladas 

6.2.1.1  Flujos  de N2O en raíces noduladas de soja co-inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

Este ensayo se realizó con el objetivo de evaluar la mitigación de óxido nitroso en nódulos de 

plantas con inoculación mixta con bacterias con desnitrificación completa e incompleta, 

utilizando los rizobios empleados en esta investigación. Para la estimación de la producción de 

este gas se realizó un diseño experimental aleatorio en condiciones semi-controladas de 

cultivo, de acuerdo a los experimentos 1 y 2 que serán detalladas a continuación. 

 

a) Experimento 1: Se realizó un ensayo preliminar con el objetivo de conocer la influencia de 

la co-inoculación con bacterias con capacidad de llevar a cabo el proceso de desnitrificación 

incompleta junto a bacterias con capacidad de realizar la desnitrificación completa. En este 

ensayo se incluyeron los siguientes tratamientos: 

 

T1: Inoculación con B. diazoefficiens USDA 110 

T2: Inoculación con B. japonicum E109 

T3: Inoculación con B. diazoefficiens GRZ 3035 

T4: Co-inoculación B. japonicum E109 + A. brasilense Az39 

T5: Co-inoculación B. japonicum E109 + B. diazoefficiens USDA 110 

T6: Co-inoculación B. diazoefficiens GRZ 3035 + A. brasilense Az39 

T7: Co-inoculación B. diazoefficiens GRZ 3035 + B. diazoefficiens USDA 110 

 

 

b) Experimento 2: En base a los resultados obtenidos en el Experimento 1, se tuvieron en 

cuenta aquellos microorganismos más eficientes para el proceso de desnitrificación completa 

en combinación con otras cepas de Bradyrhizobium sp. mayoritariamente utilizadas en 

América del Sur para la formulación de inoculantes, de acuerdo a los siguientes tratamientos:  

 

T1: Inoculación con B. diazoefficiens USDA 110 

T2: Inoculación con B. japonicum E109 

T3: Inoculación con B. elkanii SEMIA 5019 
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T4: Inoculación con B. japonicum CPAC 15 

T5: Inoculación con B. diazoefficiens CPAC 7 

T6: Inoculación con la cepa B. elkanii SEMIA 587 

T7: Inoculación con B. diazoefficiens GRZ 3035  

 T8: Co-Inoculación con B. japonicum E109 + B. diazoefficiens USDA 110 

 T9: Co-Inoculación con B. japonicum E109 +CPAC 7 

T10: Co-Inoculación con B. elkanii SEMIA 5019 + B. diazoefficiens USDA 110 

T11: Co-Inoculación con B. elkanii SEMIA 5019 + B. diazoefficiens CPAC 7 

T12: Co-Inoculación con B. japonicum SEMIA 5079 + B. diazoefficiens USDA 110 

T13: Co-Inoculación con B. japonicum SEMIA 5079 + B. diazoefficiens CPAC 7 

T14: Co-Inoculación con B. elkanii SEMIA 587 + B. diazoefficiens USDA 110 

T15: Co-Inoculación con B. elkanii SEMIA 587 + B. diazoefficiens CPAC 7 

T16: Co-Inoculación con B. diazoefficiens GRZ 3035 + B.diazoefficiens USDA 110 

T17: Co-Inoculación con B. diazoefficiens GRZ 3035 + B.diazoefficiens CPAC 7 

 

Al término de ambos ensayos: Para determinar la concentración de cada microorganismo 

reaislado a partir de los nódulos de soja se realizaron recuentos en placa de células viables 

(cfu.ml
-1

) en medios selectivos y diferenciales suplementados con antibióticos y con arabinosa 

(1%) de acuerdo a la combinación seleccionada. Los medios de cultivo y antibióticos, fueron 

descriptos en el ítem 5.2.1 (Condiciones de cultivo bacteriano). Así mismo,  las condiciones de 

crecimiento bacteriano y la esterilización, siembra e inoculación de las semillas de soja se 

realizaron de acuerdo a la metodología descripta en los ítems 5.2.. La determinación de la 

producción de N2O mediante cromatografía gaseosa de la manera descrita en el apartado 5.2.2. 

del Capítulo 2. 

Para el análisis y procesamiento de la información de parámetros agronómicos, se utilizó el 

análisis de varianza uni-variante (UNIANOVA) y la comparación de medias se realizó por el 

Test de Tukey al 5% de probabilidad utilizando el software SAS 9.0 para Windows.  
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6.3 Resultados 

6.3.1 Experimento 1. Flujos de N2O en raíces noduladas de plantas de soja co-inoculadas 

con Bradyrhizobium sp.  

En la Figura 19 se observa que los tratamientos T3, T4 y T6 presentaron diferencias 

estadísticamente significativas frente a los demás tratamientos evaluados, seguidos de T2 y T5 

y los valores de producción de óxido nitroso más bajo se encontraron en T7 y en el control 

negativo (T1). Así mismo, se observa que las mezclas con la cepa USDA 110 (T5 y T7) 

presentan valores más bajos que cuando se realizan co-inoculaciones individuales para cada 

tratamiento (T2 y T3). Mientras que en tratamientos donde se realizó inoculación mixta con la 

cepa Az39  no se observa disminución en la producción de N2O frente a las raíces noduladas 

inoculadas individualmente (T2 y T3).  

 

Figura 19. Producción de óxido nitroso (N2O) de raíces noduladas de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp.: (T1) USDA110; (T2) E109; (T3) GRZ 3035; (T4) E109 + Az39; (T5) 

E109 + USDA110;  (T6) GRZ 3035  + Az39; (T7) GRZ 3035 + USDA 110.  Los valores se 

expresan como nmol de N2Oh
-1

g
-1

  y representan la media de 4 repeticiones seguida del error 

estándar. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en relación a 

cada variable evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 
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En la Tabla 10 se observan los recuentos (ufc/ml) realizados a todos los tratamientos descritos 

en la Figura 23. Se observó que no hubo crecimiento de la cepa Az39 en ningún tratamiento. 

Para el caso del recuento de E109, se evidencia que la ocupación del nódulo es 

mayoritariamente de la cepa USDA 110, mientras que la GRZ3035 presenta una proporción 

similar de unidades formadoras de colonias frente a su cepa wild type (USDA 110), como se 

observa para T6. 

 

Tabla 10. Porcentaje de ocupación nodular en condiciones de inoculación o co-inoculación 

para los 7 tratamientos evaluados. 

 

TRATAMIENTO Ocupación del nódulo (%)* 

T1 (USDA110) 100 

T2 (E109) 100 

T3 (GRC3035) 100 

T4 (E109+USDA110) ( 33 + 67 ) 

T5 (E109+AZ39) (100 + nd) 

T6 (GRZ3035 + USDA110) ( 41 + 59 ) 

T7 (GRZ3035 + AZ39) (100 + nd) 

* Promedio obtenido a partir de nódulos de raíces de 5 réplicas experimentales por cada 

tratamiento. El valor de 100% se infiere como medida de tendencia de ocupación del nódulo. 

nd: no determinado. 

 

La correlación porcentaje de ocupación en el nódulo y la producción de óxido nitroso, se 

encontró que para T1, T2 y T3, la emisión corresponde presuntivamente a cada 

microorganismo inoculado. Por su parte, los tratamientos T4 y T6 presentaron una 

disminución en la emisión y el porcentaje de ocupación en el nódulo es representativo para 

ambos tratamientos, especialmente para T6 (Tabla 10). Para el caso de T5 y T7 no se presentó 

crecimiento en las placas con medio específico para Az39, con lo cual se infiere que la 

producción viene mayoritariamente de las cepas rizobiales inoculadas en cada caso (E109 y 

GRZ3035. De acuerdo a los resultados obtenidos, se continuaron los experimentos utilizando 

una combinación de microorganismos incluyendo bacterias capaces de llevar a cabo el proceso 
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de desnitrificación completa, tales como USDA110 y CPAC7.  En el caso particular de la 

última cepa, podemos ver que el análisis in silico realizado en el transcurso del proyecto nos 

determinó que CPAC7 es un bradyrizobio con capacidad de llevar a cabo el proceso de 

desnitrificación completa y es utilizado como inoculante en Brasil, por lo que consideramos la 

posibilidad de evaluar su papel como posible cepa mitigadora para la liberación de N2O en el 

cultivo de soja. 

 

6.3.2. Experimento 2: Flujos  de N2O en raíces de plantas de soja co-inoculadas con 

Bradyrhizobium sp.  

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 20 y en la Tabla 11. En la Figura 

20 se determina que el tratamiento T3 presentó diferencias significativas en la producción de 

óxido nitroso (2174,25 nmol N2O h
-1

g
-1

) frente a los demás tratamientos evaluados. El 

tratamiento T2 también presentó la segunda emisión estadísticamente más alta (1527,80 nmol 

N2Oh
-1

g
-1

) y luego le siguen los subgrupos, T8 y T11. Los valores más fueron para T1, T5, 

T16 y T17. Como se demuestra en la figura 24,  dos tratamientos con inoculación individual 

con bacterias desnitrificantes incompletas son las que más alta emisión presentaron (T2 y T3). 
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Figura 20: Producción de óxido nitroso (N2O) de raíces noduladas de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp.: (T1) USDA110 (T2) E109 (T3) SEMIA 5019 (T4) CPAC 15 (T5) CPAC 

7 (T6) SEMIA 587 (T7) GRZ 3035 (T8) E109 + USDA110 (T9) E109 + SEMIA 5080 (T10) 

SEMIA 5019 + USDA110 (T11) SEMIA 5019+ SEMIA 5080 (T12) CPAC 15 + USDA110 

(T13) SEMIA 5079 + CPAC 7 (T14) SEMIA 587 + USDA110 (T15) SEMIA 587 + CPAC 7 

(T16) GRZ 3035 + USDA110 (T17) GRZ 3035 + CPAC 7. Los valores se expresan como 

nmol de N2Oh
-1

g
-1

  y representan la media de 4 repeticiones seguida del error estándar. Letras 

diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en relación a cada variable 

evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

Por otro lado, se encontró que en varios casos, las combinaciones presentan valores en 

promedio mucho más bajo que los  tratamientos con inoculación individual de rizobios con 

desnitrificación incompleta (ver tratamientos: T2 frente a sus tratamientos coinoculados T8 y 

T9; T3 frente a la disminución en T10 y T11 y T7 frente a T16 y T17; T6 frente a la 

disminución en T14 y T15). El valor más bajo de producción fue para el control negativo 

(USDA110) para la producción de óxido nitroso (T1) con  82,9 nmol N2Oh
-1

g
-1

. En la Tabla 

11 se observan los recuentos (ufc/ml) realizados a todos los tratamientos descritos en la figura 

10. Se observó que hubo competencia en la ocupación del nódulo en los tratamientos T10, 

T11, T13, T14 y T17. Por su parte los tratamientos T8, T9, T15 y T16 presentaron valores de 

recuento ligeramente bajos de la cepa con desnitrificación incompleta en comparación con el 

tratamiento co-inoculado (desnitrificante completo).  

 

Tabla 11. Porcentaje de ocupación nodular en condiciones de inoculación o co-inoculación 

para los 17 tratamientos evaluados. 

 

TRATAMIENTO 
Ocupación del 

nódulo (%)
1
 

T1 (USDA110) (100)
 2

 

T2 (E109) (100)
 2

 

T3 (SEMIA 5019) (100)
 2

 

T4 ( CPAC 15) (100)
 2
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1
 Promedio obtenido a partir de nódulos de raíces de 5 réplicas experimentales por cada tratamiento.  

2 
El valor de 100% se infiere como medida de tendencia de ocupación del nódulo. 

3 
El recuento (y ocupación del nódulo expresado en porcentaje) para USDA110 se realizó en medio PSY 

suplementado con cloranfenicol. Las cepas SEMIA 5019,  SEMIA 587, E109 y GRZ3035 también presentaron 

resistencia a este antibiótico. Por ello, se tuvo en cuenta la diferencia entre el recuento de E109 (Resistente a 

vancomicina) de SEMIA 5019, SEMIA 587 (Resistente a Kanamicina) y GRZ3035 (resistente a cloranfenicol, 

espectinomicina y estreptomicina) y  el recuento de bacterias presuntivas de CPAC7 (sin resistencia)  

4 
Los recuentos (y ocupación del nódulo expresado en porcentaje) para CPAC 7 se realizaron en medio PSY sin 

antibiótico (no presenta resistencia a los antibióticos evaluados). Por ello, se tuvo en cuenta la diferencia entre el 

recuento de CPAC 15 (Resistente a Cloranfenicol) SEMIA 5019, SEMIA 587 (Resistentes a Kanamicina) y 

GRZ3035 (resistente a cloranfenicol, espectinomicina y estreptomicina) y  el recuento presuntivas de CPAC 7. 

5
 Ambas cepas presentaron resistencia sólo a cloranfenicol. No se pudo determinar. 

 

Tal como se observa en la Tabla 11, para el caso de los tratamientos de co-inoculación en las 

que se utilizaron las cepas CPAC 15, CPAC 7, SEMIA 5019 Y SEMIA 587, se realizó una 

prueba previa de resistencia a antibióticos (de acuerdo a la literatura consultada y a los 

antibióticos disponibles para los experimentos) y en tales condiciones se encontró que las 

cepas que compartían los co-inóculos presentaban la misma resistencia a ciertos antibióticos, 

con lo cual no fue posible diferenciar el crecimiento de un rizobio u otro en nuestras 

T5 ( CPAC 7) (100)
 2

 

T6 (SEMIA 587) (
 
100)

 2
 

T7 (GRZ3035)  (100)
 2

 

T8 (E109 + USDA110) (35 + 65)
3
 

T9 (E109 +  CPAC 7) (44 + 56)
4
 

T10 (SEMIA 5019 + USDA110) (32 + 68)
3
 

T11 (SEMIA 5019  +  CPAC 7) (29 + 71)
4
 

T12 (CPAC 15 + USDA110) (--)
5
 

T13 (CPAC 15  +  CPAC 7) (34 + 66)
4
 

T14 (SEMIA 587 + USDA110) (16 + 84)
3
 

T15 (SEMIA 587  +  CPAC 7) (40 + 60)
4
 

T16 (GRZ3035 + USDA110) (39 + 61)
3
 

T17 (GRZ3035 +  CPAC 7) (9 + 91)
4
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condiciones experimentales. Para el caso de la CPAC 7 no presentó resistencia a los 

antibióticos evaluados.  

 

Tabla 12. Resistencia a antibióticos de las cepas USDA110, E109, SEMIA 5019, CPAC 7, 

CPAC 15 y SEMIA 587. 

CEPA Resistencia a antibiótico 

USDA110 Resistencia a Cloranfenicol 

E109 Resistencia a vancomicina 

SEMIA5019 

Resistencia a Kanamicina y Cloranfenicol (igual a 

USDA110) 

CPAC 15 Resistencia a Cloranfenicol - igual a USDA110 

CPAC 7 No presentó resistencia  

SEMIA587 

Resistencia a Kanamicina, estreptomicina y 

cloranfenicol (igual a USDA110) 

 

Puesto que la producción de óxido nitroso en nódulos dependería en mayor proporción de la 

cantidad y presencia de simbiontes presentes en tal órgano (Akiyama et al. 2016), fue 

necesario correlacionar la información de los resultados de la Tabla 12 junto con el porcentaje 

de ocupación de los rizobios en el nódulo presentados en la Tabla 11. De manera general se 

puede observar que la competencia y ocupación del nódulo influyó notablemente en la 

producción de óxido nitroso a nivel de los nódulos. En estos resultados se evidencia la 

presencia de ambos bradyrizobios en el nódulo para el caso de los tratamientos T8 y T9. En tal 

caso, la reducción de la emisión (comparando la inoculación individual o Tratamiento T2) 

podría ser atribuida a la presencia de una bacteria con desnitrificación completa, que podría 

llevar el N2O a N2 en el nódulo. El caso contrario se observó en el tratamiento T15, que no 

presentó disminución en la producción de óxido nitroso aun cuando se adicionó la cepa CPAC 

7 (desnitrificadora completa) y para la que el porcentaje de ocupación en el nódulo fue 

representativo en ambos casos. Para el caso de los tratamientos T10, T11, T14 y T17 la 

disminución de la producción de N2O frente al tratamiento inoculado de manera individual 

(ver Figura 20) podría atribuirse a la baja ocupación del nódulo del rizobio con 
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desnitrificación incompleta y no por causa de un  efecto de mitigación del rizobio con 

desnitrificación completa. 

 

6.4 Discusión 

En este capítulo se  evidenció que la presencia de bacterias con desnitrificación incompleta 

podrían ocupar el nódulo y establecer la simbiosis junto con desnitrificadoras completas y de 

esta forma disminuir los flujos de emisión de N2O. La búsqueda de alternativas planteadas en 

este capítulo incluyó la combinación con bacterias de vida libre con desnitrificación completa 

y se evidenció que los rizobios probablemente son los que mayor presencia y ocupación del 

nódulo presentan y la presencia de Az39 no influyó significativamente en la reducción de los 

flujos de N2O. Con el propósito de verificar si este patrón se presentaba con otras 

desnitrificadoras de vida saprofítica, se realizó un experimento complementario, cuantificando 

la producción de N2O en raíces noduladas de soja previamente coinoculadas con E109 y sus 

posibles combinaciones con Az39 y Pseudomonas sutzeri ATCC17588 (ver Figura 

suplementaria 1). Los resultados nuevamente permitieron inferir que las bacterias de vida libre 

coinoculadas con rizobios no participaron activamente en la mitigación del gas, mientras que 

el control negativo para la producción de óxido nitroso (USDA110) siempre presentó los 

valores más bajos de emisión. Es por esto que se continúo con la estrategia probablemente más 

efectiva que fue la coinoculación rizobio-rizobio en sus posibles combinaciones con 

desnitrificadoras completas e incompletas.    

Como se evidenció en todos los experimentos la especie bacteriana y su actividad 

desnitrificante están directamente relacionados con la emisión de óxido nitroso. Si bien se ha 

reportado previamente que mutaciones, sobreexpresiones o inserciones transgénicas (Itakura et 

al. 2013; Inaba et al., 2012, entre otros) podrían ser una alternativa eficaz, la aplicabilidad de 

estas herramientas en el sistema productivo podrían ser poco viables a corto o mediano plazo. 

En casos como el de la Argentina, donde los bradyrizobios no tienen este gen y la legislación 

no permite la manipulación genética como alternativa biotecnológica viable para el desarrollo 

de productos, ensayos en condiciones de invernáculo o a campo, se hace necesario el abordaje 

de otras estrategias biológicas, como la co-inoculación con bacterias desnitrificantes 

completas.  
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En este orden de ideas y de acuerdo a nuestros resultados obtenidos, la inoculación individual 

con bacterias con desnitrificación incompleta  siempre presenta los valores más altos frente a 

la inoculación mixta. Las co-inoculaciones disminuyeron la emisión en más de un 30% en 

varios casos y la ocupación en el nódulo fue representativa en los tratamientos T8 y T9 (ver 

Tabla 7), siendo entonces la cepa E109 más competitiva para alojarse en el nódulo y así 

mismo se observó que la co-inoculación con un rizobio con desnitrificación completa influyó 

positivamente sobre la reducción de la emisión de óxido nitroso. Resultados similares fueron 

encontrados por Akiyama et al. (2016), quienes afirman que la producción más elevada de éste 

gas se da en los nódulos y que su mitigación es eficiente cuando se realizan co-inoculaciones 

con cepas con desnitrificación completa (tanto en cepas nativas como en cepas que sobre- 

expresan el gen nosZ de B. diazoefficiens USDA110).  

La producción de N2O fue más alta para los tratamientos CPAC15, E109 y SEMIA 587. 

Todos estos grupos (excepto el USDA110) se usan comercialmente como ingrediente activo 

en la formulación de bioproductos para la soja [Glycine max L. (Merr.)] en Argentina y Brasil. 

Al respecto, varios autores han informado que varias cepas de Bradyrhizobium producen 

óxido nitroso como producto final de desnitrificación, y que este tipo de bacterias se 

encuentran en suelos agrícolas (Sameshima et al. 2003; Fernández et al. 2008). Las 

poblaciones naturales de Bradyrhizobium que carecen del gen nosZ y de actividad N2O 

reductasa a menudo son dominantes en los suelos de los campos de soja (Sameshima et al., 

2003; 2006).  

Considerando la gran extensión de suelo cultivado con soja en América del Sur, el óxido 

nitroso puede ser emitido por las raíces noduladas de soja, por lo que la simbiosis leguminosa-

Bradyrhizobium podría desempeñar un papel importante en las emisiones de óxido nitroso, 

contribuyendo así al calentamiento global (IPCC, 2001; 2006). El incremento en la demanda 

de producción de soja aumenta paulatinamente año tras año. Así mismo su impacto 

agronómico y ecológico debe ser sostenible. De acuerdo a nuestros resultados las emisiones de 

óxido nitroso son un problema latente en suelos cultivados con esta leguminosa. La co-

inoculación propuesta (E109 + CPAC 7) constituye una herramienta de recomendación 

factible, puesto que son las dos cepas que se utilizan tradicionalmente como principio activo 

de los inoculantes para Soja en Argentina y Brasil. No obstante, es necesario conocer su 
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comportamiento en cuanto a la fijación biológica de nitrógeno y parámetros agronómicos que 

determinan la futura incorporación de estas mezclas a escala comercial.  

Para el caso de las otras cepas con desnitrificación incompleta utilizadas comúnmente en 

Brasil (SEMIA 5019, CPAC 15 y SEMIA 587), es necesario que en futuras investigaciones se 

proceda con la búsqueda de rizobos nativos ‘nosZ+’ que reduzcan la emisión y  a su vez 

puedan cohabitar en el nódulo.  Ya que, nuestros resultados evidencian que podría establecerse 

una simbiosis en donde el nódulo esté ocupado por rizobios con desnitrificación incompleta y 

completa y con funciones benéficas en cuanto a la mitigación de gases efecto invernadero, 

como el N2O. 
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CAPÍTULO IV 

7.   EMISIÓN DE GEIs EN LA SIMBIOSIS SOJA-Bradyrhizobium 

EN CONDICIONES DE PARCELAS EXPERIMENTALES A 

CAMPO 
_________________________________________________________________________ 
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7.1 Introducción  

El N2O es uno de los gases de efecto invernadero con mayor poder calórico, superando hasta 

298 veces el poder de calentamiento del CO2  y 13 veces mayor que el metano (CH4) y posee 

una vida media de más de 100 años en la atmósfera. Así mismo, el aumento de las emisiones 

de este gas contribuye a la destrucción de la capa de ozono que actúa como filtro de la 

radiación ultravioleta (IPCC, 2007). La concentración de N2O en la atmósfera se ha 

incrementado un 20% desde 1850 (IPCC 2013), debido principalmente a la conversión de 

bosques a suelos agrícolas y al incremento en el uso de fertilizantes nitrogenados (Granli y 

Bockman, 1994). Las actividades agrícolas son las mayores responsables de las emisiones 

globales de N2O de todas las emisiones antropogénicas (Denman et al. 2007). Actualmente se 

reconoce que la agricultura es responsable de cerca del 84% de las emisiones mundiales de 

N2O antropogénico y del 53% de las de CH4, mientras que, la mayor parte del CO2 proviene 

del uso de combustibles fósiles (Robertson, 2014), es decir, el N2O ocupa un lugar relevante 

como fuente de emisiones a nivel agrícola (Ver Figura 21). 

 

 

Figura 21. Distribución a nivel global de los sitios de estudio de emisiones de Gases de Efecto 

Invernadero (MAGGnet). (Liebig  et al. 2016). 

 

Las emisiones de N2O de suelos agrícolas provienen principalmente de los procesos de 

nitrificación y desnitrificación (Johnson et al. 2007) y dependen principalmente de la actividad 
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de los microorganismos del suelo y de la disponibilidad de carbono y nitrógeno, temperatura, 

pH del suelo, condiciones edáficas y metereológicas, manejo de suelo y cultivo (Conrad, 1996; 

Mosier, 1998; Mosier, 2001). Para el caso de la desnitrificación consiste en la reducción del 

nitrato o del nitrito a nitrógeno diatómico, con el pasaje a través de formas oxidadas 

intermedias correspondientes al NO y N2O (Sameshina et al. 2003). La capacidad de 

desnitrificar es infrecuente entre los rizobios, y sólo algunas cepas del género Bradyrhizobium 

pueden realizarla de manera completa. Especificamente el  último paso de la desnitrificación 

es vital en suelos donde se encuentren rizobios potencialmente emisores de N2O, debido a que  

la reducción de N2O a N2  comprende una reacción catalizada por la enzima óxido nítrico 

sintasa (Nos), codificada por el gen nosZ  (Bedmar et al. 2005) y ausente en la mayoría de los 

rizobios encontrados en suelos cultivables. 

Como es bien conocido, los rizobios establecen relaciones simbióticas con Bradyrhizobium- 

leguminosas y su inoculación  tiene una gran repercusión  tanto en el aumento de la 

productividad del cultivo, como en la nutrición humana y animal. En Argentina, la producción 

de soja constituye el principal renglón agropecuario. Su producción ha aumentado 

notablemente en los últimos años como consecuencia de aumentos de la superficie cultivada 

con soja y el aumento del rendimiento de la misma (Díaz-Zorita, 2004). Como se ha 

evidenciado en los capítulos anteriores, las cepas frecuentemente utilizadas en la inoculación 

del cultivo de la soja  son, en su mayoría, desnitrificantes incompletas y teniendo las  áreas 

sembradas en Brasil y Argentina el cultivo de soja podrá ser responsable del aumento de las 

emisiones de N2O. 

Así, el objetivo de este capítulo es determinar la influencia de las inoculaciones rizobiales con 

desnitrificación completa e incompleta en  los flujos de N2O en suelos cultivados con la soja 

en condiciones experimentales a campo. 
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7. 2 Materiales y Métodos 

7.2.1 Flujos de óxido nitroso en experimentos en condiciones semicontroladas 

7.2.2 Flujos  de N2O en parcelas experimentales a campo. 

7.2.2.1 Material biológico 

Se utilizaron las cepas CPAC15 y E109 de B. japonicum; SEMIA 5019 y 587 de B. elkanii y 

CPAC 7 de B. diazoefficiens, que  están registradas y autorizadas para la formulación de 

inoculantes en Argentina y Brasil. Para los experimentos en condiciones de simbiosis con 

plantas de soja, se empleó la variedad Don Mario 4214. 

 

7.2.2.2 Condiciones de cultivo bacteriano  

Para el crecimiento y mantenimiento de los cultivos bacterianos en condiciones de vida libre,  

así como para los inoculantes aplicados en las plantas de soja se utilizó el medio de cultivo 

PSY suplementado con 0,1% de arabinosa (Regesburger y Hennecke, 1983) y el medio YMA  

de acuerdo a Vincent, (1970).  

 

7.2.2.3  Diseño Experimental 

El experimento se realizó en la Estación Experimental Manantiales, ubicada en la localidad de 

Chascomús (Provincia de Buenos Aires), en un terreno donde no se había cultivado soja 

históricamente. El ensayo se inició con la siembre el 05/01/2017 y los dos muestreos del 

experimento se realizaron en las etapas reproductivas R7 (inicio de maduración) y R8 

(Maduración completa). El ensayo se realizó aplicando un diseño experimental con bloques al 

azar (3 bloques con 7 tratamientos). Cada bloque tenía 3 metros de ancho por 20 metros de 

largo. Los tratamientos evaluados fueron los siguientes:  

 

 T1: Inoculación con B. diazoefficiens CPAC 7  

 T2: Inoculación con B. diazoefficiens USDA110  

 T3: Inoculación con B. japonicum CPAC 15  

 T4: Inoculación con B. japonicum E109  

 T5: Inoculación con B. elkanii SEMIA 587  

 T6: Inoculación con B. elkanii SEMIA 5019  

 T7: Testigo sin inoculación / Control 
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El diseño de los bloques se muestra en la Figura 22. 

 

Figura 22. Diseño experimental del ensayo en parcelas a campo.  

 

En todos los casos, los parámetros evaluados en cada tratamiento fueron: 1) Peso seco parte 

aérea; 2) Número de nódulos (Raíz principal + Raíces secundarias); 3) Peso seco de nódulos; 

4) Fijación Biológica de Nitrógeno 5) Emisión de N2O y 6) Rendimiento en grano. Los 

parámetros agronómicos fueron realizados en la etapa fenológica R7 y la medición de N2O se 

realizó en la etapa fenológica R7 y R8, puesto que de acuerdo a la literatura consultada, las 

máximas emisiones se presentan en las últimas etapas del cultivo de soja (Uchida y Akiyama, 

2013).  
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Figura 23. Cámara de captura de gases (N2O).  

 

Para la determinación de N2O utilizaron cámaras de muestro de gases de 10 cm de altura de 

acuerdo a las condiciones descriptas por Parkin et al. (2006). En cada muestreo realizado se 

utilizaron 2 cámaras de captura de gases por parcela evaluada y se realizaron muestreos en tres 

tiempos (0-15-30 minutos). Se colocó un termómetro en las cámaras para registrar la 

temperatura interna en el momento de realizar la medición. Previo a la medición, se pusieron 

bases metálicas en el suelo con un canal intermedio en donde encajaban las cámaras. Para 

evitar pérdidas de aire, cada cámara fue asegurada con una banda elástica ajustada al marco 

metálico. Las muestras fueron tomadas en jeringas de 1 ml y posteriormente fueron 

transferidas a viales de 20 ml, a los cuales se les hizo vacío previamente con una bomba de 

vacío manual hasta una presión de -80psi. Los viales fueron sellados con barniz resistente al 

agua y la humedad. Las muestras dispuestas en los viales fueron conservadas y posteriormente 

trasladadas al Laboratorio de Bioquímica Ambiental II, de la  EEA- INTA Balcarce, en donde 

fueron analizadas de acuerdo a lo descripto en el capítulo III, experimento 3 del ítem 6.2.1.2. 

Para cada momento de muestreo se tomaron fracciones de suelo para determinar el contenido 

de humedad, el contenido de N mineral y carbono soluble (Venterea, 2010). Para el análisis y 

procesamiento de la información de parámetros agronómicos, se utilizó el análisis de varianza 

univariante (UNIANOVA) y la comparación de medias se realizó por el Test de Tukey al 5% 

de probabilidad utilizando el software SAS 9.0 para Windows. Para el análisis de la 

información de la correlación de todos los parámetros agronómicos y su correlación con la 
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emisión de N2O se realizó el análisis de correlación de Pearson y se utilizó la prueba no 

paramétrica de Friedman. Para determinar el efecto de la inoculación sobre cada parámetro 

evaluado se realizó un análisis de componentes principales (ACP) con el software R Studio.  

 

7.2.2.3 Reaislamiento e identificación de los rizobios inoculados mediante ERIC-PCR 

7.2.2.3.1 Aislamiento de los rizobios inoculados a partir de nódulos 

Se tomaron 100 nódulos de raíces de soja por tratamiento evaluado y se desinfectaron con 1% 

Cloramina T (v/v) durante 10 min., 90 % etanol comercial (v/v) durante 5 min. y tres lavados 

consecutivos con agua destilada estéril. Se realizó el macerado de los nódulos y se tomaron 20 

µl que se sembraron en medios EMA (Vincent, 1970). Posteriormente se seleccionaron las 

colonias de acuerdo a la cepa control previamente inoculada  y realizaron siembras sucesivas 

hasta obtener cultivos puros. Para garantizar que los aislamientos fueron aislados de los 

nódulos, se sembraron nódulos desinfectados y se incubaron en medio EMA y de esta forma 

se verificó la ausencia de colonias en el medio y el óptimo protocolo de desinfección. 

 

7.2.2.3.2 Identificación de los rizobios inoculados mediante ERIC-PCR 

Para el chequeo molecular de los rizobios se utilizó el oligonucleótido para ERIC 

(enterobacterial repetitive intergenic consensus)  (Versalovic et al. 1991).  Las reacciones de 

amplificación se realizaron en un volumen final de 25 µL, conteniendo 10 µM del primer 

BOX, 8 µM de dNTP`s, 10X de buffer de reacción (Bioprobe Systems/Quantum, France), 5 

unidades de Taq DNA polimerase (Appligene-Oncor, France) y 2 µL de ADN genómico 

obtenido por el protocolo de extracción con Chelex 100 al 6%. Para la amplificación mediante 

PCR se utilizó un termociclador ajustado a las siguientes condiciones: (1) 95 °C/7 minutos; (2) 

35 ciclos de: 94 °C/1 minuto, annealing a 52 °C/1 minuto, luego 65 °C/8 minutos; y (4) una 

etapa de extensión final a 68 °C/16 minutos. Los productos de PCR fueron revelados por 

electroforesis en gel de 2% agarosa en solución buffer TBE (Tris/Borato/EDTA) (Sambrook y 

Russell, 2001), teñido con bromuro de etidio (EtBr 1,25 mg/L) y visualizado bajo luz UV.  

Los perfiles obtenidos fueron comparados por similitud en los patrones de bandas entre las 

cepas control (rizobios inoculados) y las cepas aisladas a partir de los nódulos. Se 

consideraron patrones idénticos a aquellas bandas que tuvieron la misma distancia de 

migración respecto al marcador de peso (100 pb).  
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7.3 Resultados 

7.3.1 Determinación de los parámetros agronómicos y los flujos de N2O en parcelas 

experimentales a campo 

7.3.1.1 Número de nódulos en raíces de soja inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

Los resultados del número de nódulos se describen en términos de porcentaje del número de 

raíces principales (NRP) y secundarias (NRS) (figura 24).  

 

Figura 24. Porcentaje de nódulos en raíces de soja inoculadas con Bradyrhizobium sp. Los 

resultados corresponden al número de nódulos en raíz principal (NRP) y raíces  secundarias 

(NRS) que aportan al número total de nódulos agrupados por cepa inoculada. 

 

El total de nódulos por rizobio inoculado (figura 24) muestra que las parcelas inoculadas con 

CPAC7, CPAC15 y USDA110 tienen en promedio  una relación 50:50 entre NRS/NRP, 

mientras que para el resto de los tratamientos los nódulos se establecieron en la raíz principal. 

Para el caso del control, se extrajeron 12 plantas para verificar la presencia o ausencia de 

nódulos en las raíces y se encontró una única planta con 2 nódulos (no activos, sin presencia 

de rizobios en medio EMA) en raíces secundarias representan el total (100%) de los nódulos 

presentes en el muestreo. 

 

 

 



89 
 

7.3.1.2 Peso seco de nódulos de raíces de soja inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

Los resultados de  peso seco de nódulos (PSN) se detallan a continuación en la figura 25.  

 

 

Figura 25.  Peso seco de nódulos de raíces de soja inoculadas con Bradyrhizobium sp. Los 

resultados presentan el peso seco total  agrupado por cepa inoculada. Los valores y 

representan la media de 5 repeticiones seguida del error estándar. Letras diferentes representan 

diferencias estadísticamente significativas en relación a cada variable evaluada de acuerdo a la 

prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

Revisando el  PSN total por cepa inoculada  se evidenció que CPAC7 y CPAC15 presentaron 

diferencias estadísticamente significativas. No obstante, los valores de SEMIA587 y 

USDA110 fueron altamente significativos respecto a estas cepas y al control. Los valores de 

peso más bajos fueron encontrados para E109 y SEMIA 5019 (para mayor información, ver 

figuras suplementarias 1, 2 y3). 

 

 

7.3.1.3 Peso seco de la parte aérea plantas de soja inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

Los datos del peso seco de la parte aérea (PSA) se muestran a continuación en la figura 26.  
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Figura 26. Peso seco de parte aérea de plantas de soja inoculadas con Bradyrhizobium sp. Los 

resultados presentan el peso seco agrupado por cepa inoculada en las tres parcelas. Los valores 

y representan la media de 5 repeticiones seguida del error estándar. Letras diferentes 

representan diferencias estadísticamente significativas en relación a cada variable evaluada de 

acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

Analizando los promedios de peso seco de plantas por cepa inoculada (Figura 26)  se confirma 

que los tratamientos inoculados con CPAC15 y E109 presentaron los valores más altos de 

PSA. No obstante, los tratamientos inoculados con SEMIA 587 presentan valores no muy 

alejados de estos. Los valores más bajos fueron encontrados en los tratamientos con 

inoculación de las cepas SEMIA 5019, USDA110, y el control sin inoculación. 

 

7.3.1.4 Producción de óxido nitroso (N2O) 

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 27 y 28.  
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Figura 27. Flujos de N2O desde el suelo en parcelas cultivadas con soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. en estadíos R7 y R8. Los valores se expresan como ugmol de N2O h
-1

g
-1

. 

Las diferencias estadísticamente significativas Friedman (p<0,05) se muestran para cada 

muestreo realizado: Letras negras corresponden a R7 y letras rojas a R8.  

 

Analizando los flujos de manera indepediente en la figura 27, en el estadio R7 los flujos de 

producción de N2O fueron más altos para SEMIA 587, E109 y CPAC15 y los valores más 

bajos fueron para USDA110, SEMIA 5019, CPAC7 y el control sin inocular. En el caso del 

estadio R8, la dinámica se mantiene respecto a los tratamientos con mayores valores de 

producción (E109 y CPAC15), mientras que USDA110, SEMIA 5019, CPAC7 y el control 

presentaron los valores más bajos. No obstante, cuando se analizó la medición de los flujos 

para ambos muestreos se observa un aumento considerable en la producción de N2O en todos 

los tratamientos, excepto SEMIA 5019 y USDA110 comparados con el control. De igual 

forma se observó un aumento de más de un 30% para CPAC15 y 60% para E109. Aun cuando 

ambos tratamientos (CPAC15 y E109) presentaron flujos similares en R7, E109 produjo 

valores considerablemente más altos que CPAC15 en R8. Este aumento representativo en R8 

también se observó en SEMIA 587 y en el tratamiento testigo, el cual presenta valores muy 

bajos respecto a todos los tratamientos en ambos muestreos pero se observa un aumento en los 

flujos respecto a los valores en R7.    
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Figura 28. Flujos de N2O acumulado desde el suelo en parcelas cultivadas con soja inoculadas 

con Bradyrhizobium sp. en estadios R7 y R8. Los valores se expresan como ugmol de N2O 

h
1
g

-1
. Las diferencias estadísticamente significativas de acuerdo al test de Friedman (p<0,05) 

 

Cuando analizamos los flujos de emisión de N2O por cepa inoculada (Figura 28) se confirma 

la tendencia a mayores producciones por parte de suelos de soja inoculados con cepas con 

desnitrificación incompleta. Los flujos de producción de N2O para tratamientos inoculados 

con E109 presentaron diferencias estadísticamente significativas que superan 4 veces las 

emisiones del tratamiento control y hasta dos veces las emisiones encontradas en tratamientos 

con cepas con inoculación de bacterias con desnitrificación completa (USDA110 y 

CPAC7).Los promedios acumulados para SEMIA 5019 y SEMIA 587 fueron similares entre 

sí, pero muy superiores a la producción del tratamiento control y de USDA110 y CPAC7.  

 

7.3.1.5 Rendimiento 

Los resultados de rendimiento de muestran a continuación en la Figuras 29. 
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Figura 29. Rendimiento del  cultivo de soja inoculada con 6 cepas de  Bradyrhizobium sp. en 

estadio R7. Los valores se expresan en Kg/ha y corresponden al promedio de 3 réplicas 

experimentales seguidas del error estándar. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos se presentaron diferencias significativas en el 

rendimiento del tratamiento inoculado con CPAC15 y SEMIA 5019, las cuales tuvieron un 

rendimiento del 20% más que el tratamiento control (sin inocular). Los siguientes mejores 

valores de rendimiento encontrados fueron para el tratamiento inoculado con USDA110 y 

E109 que superó hasta un 5% en ambos casos el rendimiento del tratamiento control. Los 

rendimientos más bajos fueron obtenidos en los tratamientos SEMIA 587, CPAC 7 y el 

control sin inocular. 

 

7.3.1.6  Estimación del Coeficiente de correlación entre parámetros y tratamientos. 

 

a) Mediante el coeficiente de correlación de Pearson  

Con el propósito de evaluar el grado de relación de las variables evaluadas, se realizó la 

determinación de Pearson, que representa la correlación lineal existente en dos variables 

cuantitativas. Los resultados se presentan a continuación en la Tabla 13. 
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Tabla 13. Matriz de correlaciones de Pearson (n)  entre las variables evaluadas en condiciones 

experimentales en parcelas a campo. 

Variables NNT PSN PSA N20 Rend.  
15

N HR C. Solub. N-NO3     

NNT 

 

2,35E-05 0,004 0,005 0,001 0,360 0,901 0,991 0,666 

(p
<

0
.0

5
) 

PSN 0,787 

 

0,072 0,010 0,261 0,269 0,994 0,281 0,245 

PSA 0,599 0,4 

 

0,040 0,044 0,048 0,312 0,741 0,653 

N20 0,592 0,547 0,451 

 

0,137 0,958 0,793 0,593 0,928 

Rend.  0,673 0,256 0,443 0,335 

 

0,238 0,946 0,944 0,104 

15
N 0,210 0,252 0,437 -0,012 0,269 

 

0,481 0,062 0,179 

 HR -0,029 0,0017 -0,232 -0,061 0,016 0,163 

 

0,055 0,004 

C. Solub. 0,002 0,246 -0,077 -0,124 -0,016 0,414 0,424 

 

0,642 

N-NO3   -0,100 -0,265 -0,104 -0,021 0,365 0,305 0,601 0,107 

   R
2
 

 *NNT: Número Total de Nódulos; PSN: Peso Seco de Nódulos; PSA: Peso Seco Parte Aérea; N2O: Flujo de 

óxido nitroso; Rend.: Rendimiento; 
15

N: Contenido de N2; HR: Humedad Relativa; C. Solub.: Carbono Soluble; 

N-NO3: Contenido de nitratos.  

 

En la Tabla 13, el triángulo superior en tonos azules y rosas describe si una correlación 

(p<0,05) es positivamente o negativamente significativa, respectivamente. A mayor color azul 

o mas rojo, mayor correlación. Los cuadros azules que presentan un borde negro representan 

los parámetros con mayor significancia en la correlación. El triángulo inferior se describe el 

valor de R
2
, en tonos amarillos se destacan los que tienen un R

2 
con mayor correlación y se 

encierran en color marrón aquellos cuyo R
2 

está más cercano a 1. Como se observa, los 

cuadros amarillos destacados en color marrón, corresponden a los mismos parámetros con 

correlación significativa del triángulo superior (Cuadros azules con borde negro). De acuerdo 

a los resultados obtenidos en ésta matriz, se presentó una correlación positiva y significativa 

entre PSN/NNT (78%) y PSA/NNT (59%), es decir, que existe una relación directa de 

aumento de un factor cuando el otro también lo hace. Así, podríamos entender que el número 

total de nódulos tuvo una correlación con el peso seco de tales órganos o que el peso seco de 

la parte aérea de las plantas estuvo asociado al número total de nódulos de esas plantas. Esto 

define una estrecha relación entre los parámetros de PSA y NNT, con lo cual se infiere que en 

condiciones en las que la simbiosis es activa en los nódulos, el número juega un papel 

fundamental en el peso de los mismos y en el aumento del peso de la parte aérea de la planta. 
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La variable rendimiento (Rend.), se corelacionó positivamente con el NNT (67%) y con PSA 

(44%).También se observó una correlación positiva entre 
15

N/PSA (43%) y N-NO3 /HR 

(60%). Para el caso de la correlación N2O se encontró relacionado positivamente con los 

parámetros NNT (59%), PSN (54%), PSA (45%) y Rendimiento (33,5%), es decir, existe una 

relación directamente proporcional entre estos parámetros y la producción del gas: El aumento 

de NNT, PSN, PSA, y rendimiento podrían aumentar los niveles de óxido nitroso. 

 

b) Mediante el análisis de componentes principales (ACP) 

Los resultados obtenidos mediante el análisis de componentes principales muestran que las 

dos primeras componentes explican el 58,7% de la variabilidad del experimento; el 35,6% de 

la variación se describió por la primera componente principal (PCA1) y el 23,1% por la 

segunda componente (PC2). De aquí la información contenida en las nueve variables 

originales se explican mediante estas dos componentes, las cuales recolectaron la mayor 

información.Los resultados se presentan a continuación en la Figura 30. 
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Figura 30. Análisis de componentes principales (ACP) de los tratamientos inoculados en parcelas experimentales a campo con 

Bradyrhizobium sp..  El diagrama de dispersión describe el experimento con las componentes PCA1 y PCA2 
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Como se observa en la Figura 30 no hubo un agrupamiento por cepa inoculada en el 

diagrama de dispersión, excepto para los tres tratamientos control, los cuales se 

correlacionaron negativamente con los parámetros NNT, PSN, PSA, N2O y rendimiento. 

Los tratamientos USDAP9 y E109P1 tuvieron una correlación positiva en C soluble y en la 

fijación biológica de nitrógeno (
15

N). SEMIA5019P8 correlacionó positivamente con el 

rendimiento. Para el caso de CPAC7P1 y CPAC711 (elipse azul) y SEMIA5019P6 y 

SEMIA5019P18 (Elipse negro) se ve una correlación negativa respecto al rendimiento y a 

15
N, es decir, los tratamientos inoculados con SEMIA 5019 en estas parcelas influyeron 

negativamente en la fijación biológica de nitrógeno y por ende en los rendimientos 

obtenidos. Los tratamientos E109P4, E109P14 (elipse verde), CPAC15P17 y CPAC15P3 

presentaron correlación negativa con humedad relativa (HR), N-NO3 y se correlacionaron 

positivamente, más que los otros tratamientos con N2O. Sin embargo el gráfico muestra que 

CPAC15P3 fue quién tuvo la correlación más cercana con esta variable. 

 

7.3.1.7  Re-aislamiento e identificación de los rizobios inoculados mediante ERIC-PCR 

7.3.1.7.1  Re-aislamiento de rizobios tentativos 

A partir de los nódulos seleccionados para el aislamiento de los rizobios previamente 

inoculados, se obtuvo como resultado, un total de 57 cepas rizobiales cultivadas en medio 

Extracto de levadura Manitol (EMA) (Vincent ,1970). El número de aislamientos de cada 

muestra se detalla a continuación en la Tabla 14. En el caso del control, a partir de los 2 

únicos nódulos (sin color rosa, característicos de nódulos con actividad de fijación de 

nitrógeno activa) no se encontraron cepas con características presuntivas de rizobios. Las 

muestras provenientes de nódulos macerados no presentaron crecimiento en los medios 

utilizados para el protocolo de aislamiento (YMA y TSA). 
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Tabla 14. Aislamientos obtenidos de las parcelas inoculadas con Bradyrhizobium sp. 

 

Cepa Parcelas Inoculadas 
Número de 

Aislamientos 

CPAC7 P1/P11/P16 7 

USDA110 P2/P9/P13 8 

CPAC15 P3/P7/P17 10 

E109 P4/P10/P14 11 

SEMIA 587 P5/P12/P15 11 

SEMIA 5019 P6/P8/P18 10 

Control - - 

 
Total 57 

 

Como se indica en la Tabla 14, los aislamientos se agruparon de acuerdo al morfotipo 

presuntivo en comparación con el morfotipo de las tres especies de Bradyrhizobium sp. 

utilizadas en este experimento: B. japonicum, B. diazoefficiens, B. elkanii. En cada caso se 

utilizó como referencia el mismo rizobio inoculado en las semillas correspondientes a 

cadaparcela (ver Figura 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Selección de rizobios tentativos teniendo como referencia la cepa madre 

inoculada en cada parcela. 
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A partir de estos aislamientos, se realizó la caracterización y confirmación molecular 

correspondiente para establecer si las cepas inoculadas fueron las mismas que establecieron 

la simbiosis en cada caso. Los resultados del análisis molecular se muestran a continuación: 

 

  

  

Figura 32. Amplificación de ERIC-PCR en electroforesis en gel de agarosa  para las cepas 

tentativas de B. japonicum E109. El tratamiento fue inoculado con la cepa E109 (Control 

positivo) y las parcelas inoculadas fueron P4, P10 y P14. La letra C corresponde a las 

colonias y el respectivo número asignado para identificar cada cepa re aislada.  
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Figura 33. Amplificación de ERIC-PCR en electroforesis en gel de agarosa  para las cepas 

tentativas de  B. elkanii SEMIA 5019. El tratamiento fue inoculado con la cepa SEMIA 

5019 (Control positivo) y las parcelas inoculadas fueron P6, P8 y P18. La letra C 

corresponde a las colonias y el respectivo número asignado para identificar cada cepa re 

aislada. 

 

 

Figuras 34. Amplificación de ERIC-PCR en electroforesis en gel de agarosa  para las cepas 

tentativas de  B. elkanii SEMIA 587. El tratamiento fue inoculado con la cepa SEMIA 587 
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(Control positivo) y las parcelas inoculadas fueron P5, P12 y P15. La letra C corresponde a 

las colonias y el respectivo número asignado para identificar cada cepa re aislada. 

 

   

 

Figura 35. Perfil de ERIC PCR para cepas tentativas de B. diazoefficiens USDA110. El 

tratamiento fue inoculado con la cepa USDA 110 (Control positivo) y las parcelas 

inoculadas fueron P2, P9 y P13. La letra C corresponde a las colonias y el respectivo 

número asignado para identificar cada cepa re aislada. 

 

   

 

Figura 36. Amplificación de ERIC-PCR en electroforesis en gel de agarosa  para las cepas 

tentativas de B. japonicum CPAC15. El tratamiento fue inoculado con la cepa CPAC15 
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(SEMIA 5079) (Control positivo) y las parcelas inoculadas fueron P3, P7y P17. La letra C 

corresponde a las colonias y el respectivo número asignado para identificar cada cepa re 

aislada. 

 

 

 

Figura 37. Amplificación de ERIC-PCR en electroforesis en gel de agarosa  para las cepas 

tentativas de B. Diazoefficiens CPAC7. El tratamiento fue inoculado con la cepa CPAC7 

(SEMIA 5080) (Control positivo) y las parcelas inoculadas fueron P1, P11y P16. La letra C 

corresponde a las colonias y el respectivo número asignado para identificar cada cepa re 

aislada. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontró que  productos de PCR obtenidos de las 

distintas cepas re-aisladas a partir de nódulos amplificaron a la misma altura que cada cepa 

inoculada y utilizada como control de referencia. Como se observa en las figuras, la 

hibridación de secuencias repetidas por ERIC-PCR mostraron una correlación entre la cepa 

patrón y los perfiles en cada caso, lo que permiten inferir que se recuperaron los rizobios 

inoculados en cada parcela evaluada, es decir, que por cada tratamiento se realizó un 

screening en las tres parcelas correspondientes y se encontró en todos los casos la presencia 

del rizobio inoculado en el inicio del ensayo. De las 57 cepas aisladas 38 presentaron 

perfiles correspondientes a cada cepa inoculada en cada caso. Con lo cual se observa que el 

protocolo de re-aislamiento y la caracterización previa fueron acertados y permitieron 
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recuperar los rizobios previamente inoculados. Así mismo, los datos obtenidos para los 

flujos de emisión de N2O (Ver figuras 27 y 28) pueden claramente atribuirse a raíces 

noduladas de soja que establecieron simbiosis con las cepas bradyrizobiales inoculadas. 

También se puede inferir que los parámetros agronómicos fueron favorecidos o promovidos 

por la fijación biológica de nitrógeno llevada a cabo por estas cepas en el interior de los 

nódulos. Como se observó en la tabla 13, los parámetros positivamente correlacionados 

fueron el peso seco de nódulos (PSN) con número total de nódulos (NNT) y peso seco de la 

parte aérea  (PSA), pudiéndose atribuir el incremento de los parámetros de crecimiento al 

número y la ocupación de los nódulos por las cepas inicialmente inoculadas. 

Consecuentemente, el coeficiente de correlación fue positivo para 
15

N/PSA, lo que se puede 

atribuir, como se evidenció previamente en una relación directa entre la simbiosis con 

Bradyrhizobium sp. y su capacidad de promover parámetros de crecimiento y nutrición.  

Si bien los efectos anteriormente expuestos son favorables en términos agronómicos, 

también se encuentra una correlación no favorable en términos ambientales. Como también 

se describió en la tabla 13, se encontró una correlación positiva entre N20/NNT, N20/PSN, 

N20/PSA. Teniendo en cuenta que el chequeo molecular evidencia la presencia de los 

rizobios inoculados y la mayoría de estos son desnitrificadores incompletos, se infiere 

nuevamente que la inoculación con rizobios carentes de nosZ, podrían ser beneficiosos para 

la interacción con la soja y al mismo tiempo son un factor clave en el aumento de los flujos 

de óxido nitroso.  

   

7.4 Discusión 

Sobre el re-aislamiento e identificación de los rizobios inoculados podemos decir que la 

metodología  utilizada para el chequeo molecular (ERIC-PCR), ha sido reportada 

comúnmente para tipificar bacterias con elevado poder de discriminación (López y Balatti, 

2011; Anzuay et al., 2013; 2015). La similitud de las bandas respecto a cada cepa patrón 

utilizada como referencia permite inferir que los rizobios inoculados se alojaron en el 

nódulo y que la técnica utilizada es robusta y eficiente. Previos reportes han descripto el 

uso de regiones genéticas repetitivas de genomas bacterianos en estudio utilizando los 

primers de ERIC-PCR (Versalovic, 1994) para verificar el establecimiento  de cepas 

inoculadas de diversos cultivos de leguminosas y no leguminosas, como en el screening 
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para verificar la presencia de Pantoea sp. y Serratia sp. en maíz (Anzuay et al. 2017). En 

comparaciones entre cepas parentales y transgénicas de Bacillus licheniformis y 

Phanerochaete chrysosporium en Alfalfa (Di Giovanni et al. 1998) y en cultivos 

suceptibles a al fitopatógeno Xanthomonas fragaria (Pooler et al. 1996) entre otros. Como 

se observa previamente, los reaislados coinciden con el perfil de bandas de cada control 

positivo. No obstante, tanto el número de cepas recuperadas de nódulos como el número de 

perfiles que resultaron con perfiles similares para tratamientos inoculados con la cepa 

CPAC 7 fue más bajo que en el resto de los tratamientos evaluados. Para los demás 

tratamientos se observó que amplificaron productos de PCR similares en todas las parcelas 

estudiadas. Si bien nuestro análisis no tiene como objetivo recuperar una muestra 

representativa de la población de rizobios, se observó la presencia de cada cepa inoculada 

en sus respectivas parcelas, las cuáles se encontraban aleatorizadas en tres bloques. De 

acuerdo a esto podemos inferir que estos microorganismos lograron establecerse en las 

raíces, formar los nódulos en plantas de soja y contribuir con la promoción de parámetros 

como el peso seco de la parte aérea, siendo este fundamental para aumento de los 

rendimientos en grano. Por otro lado, teniendo en cuenta que para este experimento se 

utilizó un campo sin antecedentes de  haberse cultivado soja u otra leguminosa y que tal 

como se mencionó previamente el control sin inocular no presentó nodulación, se infiere 

que el establecimiento en los nódulos de cada cepa inoculada contribuye con los resultados 

obtenidos en la medición de los flujos de óxido nitroso  en los estadios R7 y R8  (ver Figura 

27). Mediante este chequeo molecular corroboramos la posible presencia de las cepas E109, 

SEMIA 5019, CPAC15, CPAC7 y SEMIA 587 en las raíces noduladas y por tanto, basados 

en los resultados encontrados en vida libre, en simbiosis con soja en condiciones de cámara 

de crecimiento y con este ensayo en parcelas experimentales a campo, se observa 

claramente que existe una alta emisión de las cepas y raíces noduladas inoculadas con B. 

japonicum E109 y una baja emisión por parte de B. diazoefficiens CPAC7.   

Sobre los flujos de óxido nitroso en condiciones de parcelas experimentales a campo 

podríamos comenzar diciendo que la mejora agronómica del cultivo de soja se inicia con la 

mejora de la eficiencia simbiótica, que determinará un aumento en la ganancia en peso seco 

por parte de la planta, que a su vez, se verá reflejado en una mejor inversión de recursos 

nutricionales asignados a la floración y producción de granos y con ello reflejado en el 
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aumento de rendimiento del cultivo. Es por ello que cada parámetro puede convertirse un 

parámetro determinante a la hora de definir el rendimiento. En este caso particular, la 

selección del material biológico, además de establecer un comportamiento simbiótico 

específico y con ello modificar el rendimiento del cultivo, sería un indicador de la 

capacidad del sistema para impactar en el medio ambiente debido a la emisión de GEIs. Las 

condiciones particulares de nuestro ensayo, establecido en parcelas experimentales sin 

historia previa del cultivo de soja, o la no utilización de aditivos para el tratamiento de las 

semillas inoculadas, pudieron definir un comportamiento específico del ensayo, a nivel de 

la adaptación y supervivencia de los microorganismos utilizados sobre la semilla empleada 

y al ambiente rizosférico en el que fueron liberados. Tales condiciones pudieron jugar un 

papel fundamental en el establecimiento de la simbiosis y definir un efecto particular sobre 

el cultivo. Por otro lado, la existencia de una flora rizobiana previamente establecida en 

suelos sojeros, podría dar un nivel de complejidad al ensayo que limitaría los resultados 

obtenidos; sin embargo la ausencia de historia de cultivo de soja en tales parcelas, 

determinó un comportamiento puro y sin perturbaciones de la flora rizobiana establecida. 

En resumen, consideramos que las condiciones experimentales logradas en este ensayo 

fueron ampliamente favorables para comprender el fenómeno de la liberación de GEI por el 

cultivo de soja y su regulación por la inoculación con cepas desnitrificantes o no 

desnitrificantes de Bradyrhizobium sp. Quizás un aspecto para considerar el desarrollo de 

nuevos experimentos se relacione con el modelo productivo del cultivo y la evaluación del 

rendimiento comparativo con cada cepa, para el que podrían ser necesarios nuevos ensayos 

de características similares en diferentes condiciones experimentales. Teniendo en cuenta 

tales aclaraciones y a modo de resumen, podemos resumir el ensayo de acuerdo a los 

siguientes aspectos: 

 

[1] A nivel del establecimiento de la simbiosis y rendimiento del cultivo: Todos los 

tratamientos inoculados con CPAC15 presentaron mayor número de nódulos y los 

tratamientos CPAC15P3 y CPAC15P7 presentaron diferencias estadísticamente 

significativas en cuanto al peso seco de nódulos y peso seco parte aérea, respectivamente. 

El análisis de correlación entre el peso seco de nódulos, número total de nódulos  y peso 

seco de parte aérea (ver Tabla 13). En  otros  trabajos  se  han encontrado correlaciones 
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iguales y superiores  entre éstas variables (Montero et al. 2001; Unkovichet  al.  2008;  

Salvucci et  al. 2012; Núñez, 2012) por  lo  cual  el  peso seco de nódulos (PSN) es incluido  

siempre  en  la evaluación de la eficiencia simbiótica de cepas de rizobios (Núñez, 2012). 

Por su parte la matriz  de corelación positiva de Pearson evidenció una correlación directa y 

positiva (0 < r < 1) del 78% entre NNT y PSN como tendencia en todas las variables del 

experimento. Es decir cuando una de estas variables aumenta, la otra lo hace en proporción 

relativamente constante. Al respecto, Gwata et al. 2005 y Sinclair, 1991, han reportado 

coeficientes de correlación significativos entre el número y el peso seco de nódulos en soja.  

Aunque se presentaron variaciones en las respuesta a todos los tratamientos, se evidenció 

en los resultados de CPAC15 que sí existe una correlación entre el número,  peso seco de 

nódulos y peso seco de la parte aérea de la planta. Aunque se esperaría que la cepa E109, 

regularmente utilizada en suelos Argentinos presentara las mejores respuestas en todos los 

parámetros, no fue el tratamiento con valores máximos. No obstante, debe tenerse en cuenta 

que en las parcelas no hay historial de inoculaciones rizobiales y no se encontraron rizobios 

alóctonos como se evidenció en el testigo sin inocular y por lo tanto todas las cepas podrían 

presentar, incluyendo la E109, una respuesta típica de rizobios en proceso de naturalización 

y adaptación al entorno que no correspondería a la respuesta en suelos previamente 

inoculados. Perticari (2005) reportó que en áreas con varias campañas del cultivo de soja y 

la inoculación anual sostenida a lo largo del tiempo y en diferentes campañas, ha permitido 

que los bradyrizobios inoculados, capaces de nodular soja, se hayan establecido y 

naturalizado de manera saprofítica, en la mayoría de los suelos sojeros.  

Para el porcentaje de nódulos en raíz principal (NRP) y nódulos en raíces secundarias 

(NRS), se observó una tendencia de comportamiento en todos los tratamientos inoculados 

para el establecimiento entre un 40% y 60% de nódulos en la raíz principal (ver Figuras 

suplementarias 2,3 y 4). Cuando se observa el aporte de esta relación agrupando el total de 

tratamientos inoculados con una misma cepa, se encontró que en la mayoría de los 

tratamientos se presentó un mayor número de nódulos en la raíz principal, con respecto a la 

secundaria. Estos resultados son coincidentes con los encontrados por Ikeda e Ikeda,  

(2005), quienes encontraron una prevalencia del número de nódulos en la raíz principal, 

sobre la raíz secundaria en 14 cultivares de soja, proponiendo además la existencia de un 

factor primario de la planta que regularía la presencia de nódulos en raíces principales y 
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secundarias. La distribución numeral y espacial de los nódulos en las raíces afecta el 

crecimiento y la arquitectura de las raíces (Osmont et al. 2007). Así mismo, se ha 

evidenciado que el patrón de nodulación en leguminosas no se da de forma aleatoria 

(Remmler et al. 2013). Se han encontrado que existen zonas susceptibles a la formación de 

nódulos, como las zonas apicales de la raíz principal, las cuales presentan mayor plasticidad 

para permitir la penetración de los rizobios y la posterior formación de los nódulos 

(Bhuvaneswari et al.1980).  Ferguson et al. (2010) plantearon un modelo de auto-

regulación de la nodulación, en el cuál los primeros nódulos envían una señal ascendente a 

la planta, la cual es decodificada por una quinasa rica en leucina que desencadenaría una 

señal inhibitoria que regularía la formación de nuevos nódulos en raíces juveniles en 

desarrollo en partes más profundas del sustrato o el suelo. Por otro lado, la presencia y 

distribución de nódulos fue significativa en la mayoría de los tratamientos con respecto al 

control sin inocular y las tres especies rizobiales utilizadas (B. japonicum, B. diazoefficiens 

y B. elkanii) pudieron realizar una simbiosis efectiva con las semillas de soja utilizadas. En 

este sentido, se ha descripto el papel que juega la variedad  de soja empleada y  su 

regulación predominante en el éxito de la simbiosis. Burias et al. (1990) reportaron que la 

soja presenta de manera genotípica un nivel de control que afectaría la distribución de 

nódulos. Es decir, diferentes cultivares presentarían diferentes perfiles de nodulación. La 

posición del nódulo en el sistema radicular parece ser afectada por las condiciones de 

crecimiento a las que están sujetas las plantas y sería regulada predominantemente por la 

interacción con el rizobio inoculado, el estado fisiológico de las bacterias luego de la 

inoculación (Penna et al. 2011) y su genotipo e interacción específica con la planta (Burias 

et al. 1990). De acuerdo a estos resultados, se puede inferir que el establecimiento de 

rizobios en un lugar sin historia de inoculación pudo favorecer la respuesta de las cepas 

menos competitivas en suelos con alta carga de rizobios naturalizados. Los rizobios 

utilizados en este estudio han sido previamente evaluados y seleccionados por ser los más 

eficientes y competitivos en el establecimiento de la simbiosis con soja en Brasil (Nishi y 

Hungría, 1996), Argentina (Perticari, 1998), Paraguay (Chen et al. 2000) y Uruguay 

(Labandera, 2003). Se ha reportado que la capacidad de infección de estas cepas es alta, 

dando como resultado un gran porcentaje de nódulos inducidos por ellas, condición 

favorecida por su adaptación ecológica al medio (Peticari et al. 1998). El tipo de suelo, 
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factores edáficos y ambientales pueden modificar la respuesta a la inoculación con 

determinado rizobio (Janice et al. 1990). Nishi y Hungría, (1996), reportaron que  el mejor 

desempeño simbiótico ha sido obtenido por la cepa SEMIA 5019 en el sur de Brasil, 

teniendo resultados muy superiores a las cepas CPAC15 y CPAC7, las cuáles muestran 

resultados más eficientes cuando son cultivados en suelos de cerrado y aumentan 

significativamente la productividad en estas zonas. En Uruguay, los inoculantes para soja 

contienen principalmente dos cepas de B. elkanii identificadas como U-1301 (SEMIA 587) 

y U-1302 (SEMIA 5019), preseleccionadas por su óptimo establecimiento en suelos de esa 

región (Núñez, 2012).  

 

[2] A nivel de la emisión de GEIs: Los tratamientos con mayor producción de óxido nitroso 

fueron aquellos inoculados con  CPAC15 y E109, en los dos muestreos realizados (R7 y 

R8); mientras que los tratamientos con producción de N2O más baja fueron los inoculados 

con CPAC7, USDA110 y el control son inocular. Como lo hemos mencionado 

anteriormente y en base a reportes publicados, la actividad desnitrificante incompleta de los 

rizobios podría contribuir directamente en la emisión de óxido nitroso a la atmósfera. 

Mientras que los tratamientos inoculados con E109 presentó flujos de 14,07 y 37,56 ugmol 

de N2O h
-1

g
-1 

en R7 y R8 respectivamente; mientras que los tratamientos inoculados con 

USDA110 produjeron 9,40 y 5,311 N2O h
-1

g
-1

. Previos reportes afirman que la óxido 

nitroso reductasa presente en algunas especies de Bradyrhizobium podría contribuir con la 

baja emisión de óxido nitroso a través de los nódulos (Sameshima-Sato, 2006). Así mismo, 

se ha reportado que las concentraciones de óxido nitroso proveniente del suelo pueden ser 

episódicos, debido a que dependen de múltiples factores como el contenido hídrico, 

temperatura, materia orgánica, fertilización nitrogenada, microbiota edáfica, entre otros (Li 

et al. 2002;  Inaba et. al 2012). Además, se ha reportado que la presencia de la óxido nitroso 

reductasa (NOS) presenta alta afinidad por el óxido nitroso (Zumf, 1997), lo que permite 

inferir que la actividad desnitrificante del suelo podría favorecer la emisión de estos gases 

en presencia de microorganismos edáficos y en interacciones simbióticas que presenten la 

enzima NOS. Así mismo, se puede establecer de manera preliminar que tanto en nuestros 

resultados, como en otros reportes, el uso de rizobios con desnitrificación incompleta sería 

una pieza clave en la emisión de cultivos de varias leguminosas, como se ha reportado en 
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suelos cultivados con alfalfa (Duxbury et al. 1982), trébol blanco (Mori et al. 2005), soja 

(Yan y Cai, 2005; Sameshima-Saito, 2006; Inaba et al. 2012), entre otros. El incremento de 

las emisiones de nitroso durante la descomposición de restos de material vegetal, dentro de 

otros factores ha sido descripto en numerosos reportes (Uchida y Akiyama, 2013; Inaba et 

al. 2009; 2012). Yan y Cai, (2005), informaron que el aumento significativo de la emisión 

de N2O en estadios avanzados en la soja podría atribuirse a la descomposición de raíces y 

residuos de soja en el suelo. También se ha encontrado  una relación directamente 

proporcional entre los flujos de N2O y la temperatura, y esta relación no sólo está asociada 

a los efectos sobre la actividad enzimática sino también al incremento en la respiración del 

suelo que reduce los niveles de oxígeno (O2)  (Butterbach-Bahl et al. 2016). Se ha 

reportado que las fluctuaciones en las emisiones ocurren después de un episodio lluvioso o 

de humedecer un suelo seco (Jorgensen et al. 1998), después de las aplicaciones de 

fertilizantes nitrogenados (Maggiotto et al. 2000) y durante el deshielo de suelos 

congelados (Wagner-Riddle et al. 1997; 2007). En nuestro caso, la medición de N2O en el 

muestreo R7 se realizó posterior a un período de lluvias en el mes de mayo y R8 en época 

invernal, en el mes de julio. Por lo que se infiere que en R7 favoreció la producción el 

contenido hídrico en las parcelas y en R8 la producción del gas fue mayor conforme el 

avanzado estado del cultivo (etapa fisiológica de maduración completa). Diversos autores 

han demostrado que el factor directo en la emisión de N2O es la actividad desnitrificante 

llevada a cabo por microorganismos del suelo que llevan a cabo este proceso hasta 

productos intermedios, como el óxido nítrico y óxido nitroso (Firestone et al. 1980; O'Hara 

y Daniel, 1985; Sanford et al. 2012; Itakura et al. 2013, entre otros). Kim et al. (2005) 

reportaron que las emisiones en plantas de soja noduladas fueron considerablemente más 

altas en comparación con las emisiones de plantas de soja mutantes incapaces de formar 

nódulos. Ésto, claramente evidencia que los nódulos son una fuente importante de emisión 

en aquellos ecosistemas en donde se encuentre esta leguminosa. Una posible explicación de 

este proceso de emisión de N2O por estos sistemas simbióticos es que el nitrato absorbido a 

través de las raíces de las leguminosas y las superficies de los nódulos podrían ser 

transportado en nódulos (Lucinski, 2002), que emiten N2O a partir de nitratos en 

bacteroides que carecen de genes nos. Otra explicación es que el N2O es producido por 

organismos de rizosfera a partir de nódulos senescentes (Yang y Cai, 2005; Ciampitti et al. 
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2008), donde el nitrógeno se convertiría en una fuente de emisión de N2O 

independientemente de la presencia de los genes nos en los bacteroides. En cualquiera de 

estos planteamientos la presencia de la óxido nitroso sintetasa  debería disminuir los niveles 

de N2O en la rizósfera y la emisión de N2O de los suelos de campo. De acuerdo a los 

reportes previamente citados y a los resultados encontrados a lo largo de esta investigación, 

se evidencia que la inoculación tradicional con rizobios carentes del gen nosZ, es decir con 

desnitrificación incompleta (SEMIA 5019, CPAC15, SEMIA 587 y E109) representa una 

fuente evidente de emisión de óxido nitroso y una disminución en los flujos del gas cuando 

se utilizaron las cepas CPAC7 y USDA110 bajo todas las condiciones evaluadas y 

confirmadas en las condiciones de parcelas a campo. 

Como posibles soluciones de mitigación de las emisiones de N2O provenientes de la 

agricultura, se han planteado numerosas alternativas desde distintas disciplinas. A nivel 

agronómico, por ejemplo, se han planteado estrategias como el manejo de la labranza o el 

uso eficiente de los fertilizantes. Sullivan et al. (2013), han planteado que es posible re 

diseñar la composición de los fertilizantes para garantizar que los rendimientos de los 

cultivos permanezcan altos y al mismo tiempo se disminuyan los flujos de N2O emitidos. 

Con relación a la alternativa de optimizar el manejo de la labranza, se ha propuesto, una 

adecuada densidad y espaciamiento entre hileras del cultivo que favorezcan la absorción de 

nitrógeno y agua y una estrategia de fertilización nitrogenada –en el caso de no 

leguminosas- que sincronice el momento de aplicación con la demanda de nitrógenos del 

cultivo para reducir las emisiones de N2O (Sainz Rozas et al. 2004a; 2004b). Teniendo en 

cuenta que la desnitrificación en el suelo es controlada por el contenido de agua, que a su 

vez,  controla la aireación del suelo, la disponibilidad de carbono (C) y nitrato, y la 

temperatura del suelo, esta alternativa para cultivos no leguminosas, representa una 

alternativa viable (Pietrobón, 2012; Barbieri et al. 2008). Por su parte, Gaimster et al. 

(2018) mencionan que es necesario analizar en experimentos reales a campo los 

microcosmos que coexisten en el suelo y cómo podría mitigarse la emisión partiendo desde 

la interacción de los microorganismos desnitrificadores presentes en el suelo. Respecto al 

microbioma edáfico. Ciampitti et al. (2008), determinaron los flujos de N2O en un suelo 

cultivado con soja en Buenos Aires y encontraron que las emisiones de las parcelas de soja 

y las de los suelos no plantados fueron similares, lo cual podría implicar que los 
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microorganismos establecidos en el suelo fueron en gran parte responsables de la 

acumulación de N2O, aún en suelos donde no fue cultivada la leguminosa. Osborne et al. 

(2010), reportaron que cambios en la riqueza y la diversidad  microbiana de la rizósfera de 

leguminosas, han sido detectados con frecuencia y  esto podría afectar o incrementar los 

flujos de N2O vía desnitrificación.  Como se mencionó anteriormente, varios autores han 

reportado que los rizobios con expresión y sobreexpresión de nosZ han resultado una 

alternativa efectiva para la mitigación de la producción de N2O. Nuestro trabajo constituye 

un seguimiento de los inoculantes utilizados en nuestro continente tanto en vida libre como 

en simbiosis; en condiciones controladas, semi-controladas y a campo, en parcelas 

experimentales. La trazabilidad del proyecto definió una tendencia en la emisión de N2O de 

rizobios con desnitrificación  completa (USDA110 y CPAC7 de B. diazoefficiens) e 

incompleta (E109 y CPAC15 de B. japonicum; SEMIA 5019 y SEMIA 587 de B. elkanii) 

en todas las condiciones evaluadas. Si dentro de las estrategias de mitigación de GEI que se 

plantearon en la tercera comunicación nacional a la CMNUCC, 2015, se incluye el uso de 

fijadores biológicos de nitrógeno, es importante tener en cuenta que la utilización 

indiscriminada de tales microorganismos podrían estar aumentando los niveles de óxido 

nitroso en la atmósfera y por ende afectar los objetivos iniciales de mitigación, por lo que 

se recomienda la búsqueda y selección de rizobios con potencial verificable de 

desnitrificación como atenuadores de los flujos de emisión de óxido nitroso en condiciones 

agronómicas, es decir,  con actividad desnitrificante completa. No obstante, aunque a lo 

largo de este proyecto se evidenció que los patrones de emisión están directamente 

relacionados con la actividad desnitrificante completa o incompleta de cada bradyrizobio, 

es necesario realizar futuros experimentos a campo. Nuestros resultados obtenidos en 

parcelas a campo corroboran la tendencia ya obtenida durante la investigación pero está 

condicionada por un posible único bradyrizobio presente en el suelo en proceso de 

naturalización y la respuesta en suelos con presencia de rizobios alóctonos puedan generar 

variantes en los flujos de emisión ya sea por competencia o por presencia de otros 

microorganismos desnitrificantes que aumenten la emisión o contribuyan con la mitigación 

de estos gases. No obstante, de acuerdo a todos los resultados obtenidos en el proyecto, se 

plantea como estrategia factible la inoculación de Bradyrizobios con desnitrificación 
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completa, ya sea como coinóculos con B. japonicum E109 u otras cepas tradicionalmente 

utilizadas, o como único rizobio inoculado en el cultivo de soja. 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES GENERALES 
_________________________________________________________________________ 
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Conclusiones  

 

Capítulo I.  ANÁLISIS DE LA RUTA  DESNITRIFICANTE DE Bradyrhizobium sp. 

EN VIDA LIBRE  

 

1. Se determinó la existencia de numerosas secuencias codificantes relacionadas con la 

desnitrificación tales como napA, nirK, norC y nosZ en el genoma de B. japonicum 

para E109 y CPAC15; de B. diazoefficiens para CPAC 7 y no se encontraron estas 

secuencias para B. elkanii SEMIA 5019, SEMIA 587.  

 

2. Para el análisis in silico, se destacó la ausencia de la secuencia del gen nosZ en 

todas las cepas (excepto en CPAC 7, con todos los genes de la ruta) y esto fue 

confirmado in vitro,  ya que no hubo amplificación de esta secuencia en 

contrapartida a lo que ocurrió en la cepa modelo (USDA110), quien evidentemente 

cuenta con todos los genes implicados en este proceso.  

 

3. Se  determinó la actividad enzimática NR y NiR; la producción de óxido nítrico y 

nitroso por todas las cepas, siendo la producción de N2O emitida en valores 

mínimos por CPAC 7 y mayormente emitidos por las cepas con desnitrificación 

incompleta, particularmente E109 y CPAC15, infiriendo que estas cepas podrían ser 

potencialmente emisoras de gases tipo NOx en condiciones de vida libre producto 

de su inoculación en los cultivos de soja de nuestro continente.  

 

Capítulo II. ANÁLISIS DE LA RUTA DESNITRIFICANTE DE Bradyrhizobium sp. 

EN SIMBIOSIS CON SOJA 

 

1. Se encontró que las raíces noduladas de soja inoculadas con las cepas SEMIA 5019, 

CPAC 15 y E109 presentaron la mayor producción de óxido nítrico (NO). La 

emisión de este gas, confirmó los resultados obtenido a nivel in silico (para CPAC 

7, CPAC 15 y E109) e in vitro para todas las cepas en estudio. 
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2. Se determinó que las raíces noduladas y los nódulos de las plantas de soja 

inoculadas con la cepa E109 de B. japonicum son productoras de óxido nitroso. Las 

emisiones a partir de las raíces noduladas fueron superiores frente a la cepa 

USDA110 y a la cepa mutante nosZ. Estos resultados se observaron de igual forma 

en los nódulos separados, en donde nuevamente el tratamiento inoculado con la 

cepa E109 fue el que mayor valor de producción presentó, lo que permitió inferir 

que esta cepa emite de manera importante y en asociación con la planta de soja, 

gases contaminantes de tipo NOXs producto de su condición de desnitrificadora 

incompleta. 

 

3. Se demostró que existe una marcada tendencia de producción de óxido nitroso de 

E109 frente a dos variedades de soja evaluadas. Si bien son valores variables 

esperados por determinar un compuesto en fase gaseosa, se encontró que existe una 

diferencia notable entre plantas inoculadas con rizobios con desnitrificación 

completa e incompleta, como se observó para E109 y USDA 110, respectivamente. 

 

4. El monitoreo de la ruta desnitrificante en la interacción soja-Bradyrhizobium 

demostró que la ausencia del gen nosZ  se refleja en acumulaciones importantes de 

N2O a nivel de las raíces noduladas. En tal sentido, las cepas utilizadas 

frecuentemente como inoculantes comerciales  E109, SEMIA 5019, CPAC15 y 

SEMIA 587 fueron más productoras de este gas que la cepa tipo USDA110 y la 

cepa comercial CPAC7, las que presentan el gen  nosZ, superan significativamente 

las producciones de N2O, tanto en vida libre como en simbiosis. 

  

5. Los genes que codifican las actividades enzimáticas de la ruta desnitrificante para  

SEMIA 587 y SEMIA 5019 no pudieron ser identificados en nuestros  

experimentos. Sin embargo, es claro que estas cepas tienen la capacidad de producir 

óxido nitroso y por ello una posible ruta metabólica activa, especialmente los 

tratamientos inoculados con SEMIA 5019. Éste punto en particular representa una 

posible línea de continuidad de éste trabajo en el futuro. 

6.  
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Capítulo III. ESTRATEGIAS DE MITIGACIÓN DE LA EMISIÓN DE GASES 

EFECTO INVERNADERO EN LA SIMBIOSIS SOJA-Bradyrhizobium 

1. La inoculación de bacterias de vida libre (Az39 y ATCC17588) con desnitrificación 

completa no presentó capacidad  de mitigación a nivel de la producción de óxido 

nitroso en las raíces noduladas de soja en condiciones de cámaras de crecimiento. 

De acuerdo a estos resultados y a los obtenidos previamente, se sugiere continuar 

con las evaluaciones a nivel de campo utilizando inoculaciones mixtas con cepas de 

B. diazoefficiens, para determinar tanto la capacidad mitigadora como la capacidad 

de promoción de crecimiento vegetal en condiciones normales del cultivo de soja. 

 

2.  Se determinó que la inoculación de CPAC7 de manera individual o combinada 

podría constituir una alternativa aplicable a nivel de campo como estrategia de 

mitigación de la emisión de N2O. Sin embargo se requieren posteriores ensayos que 

confirmen la capacidad mitigadora y de promoción de crecimiento de la soja cuando 

se utilice como inoculante la cepa propuesta en esta investigación. 

 

 

Capítulo IV EMISIÓN DE GEIs EN LA SIMBIOSIS SOJA-Bradyrhizobium EN 

CONDICIONES DE PARCELAS EXPERIMENTALES A CAMPO 

 

1. Se encontraron 38 perfiles de rizobios aislados a partir de nódulos que amplificaron 

de forma similar con los perfiles de los controles positivos inoculados para cada 

tratamiento, determinando que la producción de óxido nitroso podría relacionarse 

estrechamente con la presencia de los rizobios identificados y que se mantuvo la 

misma tendencia de alta emisión por parte de los tratamientos inoculados con  cepas 

con desnitrificación incompleta (especialmente E109) y baja emisión para 

tratamientos inoculados con cepas con desnitrificación completa, como se observó 

para las cepas USDA 110 y CPAC7. 

 

2. De acuerdo a los resultados obtenidos en el enssayo a campo, se mantiene la 

tendencia observada a lo largo de toda la tesis doctoral y se sugiere continuar con 
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estudios en condiciones a campo que permitan monitorear los flujos de N2O de 

tratamientos inoculados con los rizobios evaluados en este proyecto en suelos 

agrícolas con antecedentes históricos de  siembra de soja e inoculados con rizobios 

y de esta forma determinar la incidencia e interacción con distintos factores bióticos 

y abióticos que puedan aumentar o disminuir la actividad mitigadora de cepas con 

desnitrifcación completa, y a su vez, determinar si los inoculantes comerciales con 

desnitrificación incompleta mantienen los valores de emisión en condiciones 

habituales del cultivo de la soja. 
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Anexo 1. Secuencias obtenidas de los productos amplificados del gen 16S rRNA de las 

cepas de Bradyrhizobium sp. y sus respectivas homologías, según cada caso. 

 

Gen 16S rRNA 

>SEMIA5019 

TACTAGCGATTCCAACTTCATGGGCTCGAGTTGCAGAGCCCAATCCGAACTGAGACGG

CTTTTTGAGATTTGCGAAGGGTCGCCCCTTAGCATCCCATTGTCACCGCCATTGTAGCA

CGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCGC

GGCTTATCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCTCAACTAAATGGTAGCAACTAAGGACGG

GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCC

ATGCAGCACCTGTCTCCGGTCCAGCCGAACTGAAGAACTCCGTCTCTGGAGTCCGCGA

CCGGGATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCGTCGAATTAAACCACATGCTC

CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCC

AGGCGGAATGCTTAAAGCGTTAGCTGCGCCACTAGTGAGTAAACCCACTAACGGCTGG

CATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT

CGTGCCTCAGCGTCAGTATCGGGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTGCGAA

TATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAGTTCCACTCACCTCTCCCGAACTCAAGATCT

TCAGTATCAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGATTTCACCCCTGACTTAAAGACC

CGCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACC

GCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCTTGCGGTACCGTCATTATCTTCCC

GCACAAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCA

GGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTG

TCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTG

AGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGACCCACCCGCGTGTGTGTG

TGTATAGGCCCCAGCCCGGTTAAGGACCATGAGGGACTTGACGTCATTCCCCTCTTTCG 

 

Bradyrhizobium sp. NBRC 101129 gene for 16S rRNA, partial sequence. 

AB681395 100% 

 

Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 65727 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence. JF834147 100% 

 

>SEMIA5079 

ATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGGGCTCGAGTTGCAGAGCCCAATCCGAAC

TGAGACGGCTTTTTGAGATTTGCGAAGGGTCGCCCCTTAGCATCCCATTGTCACCGCCA

TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCAC

CTTCCTCGCGGCTTATCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCTCAACTAAATGGTAGCAACT

AAGGACGGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA

CGACAGCCATGCAGCACCTGTGCTCCAGGCTCCGAAGAGAAGGTCACATCTCTGCGAC

CGGTCCTGGACATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCGTCGAATTAAACCAC

ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTA

CTCCCCAGGCGGAATGCTTAAAGCGTTAGCTGCGCCACTAGTGAGTAAACCCACTAAC

GGCTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC

ACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTATCGGGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTC

TTGCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAGTTCCACTCACCTCTCCCGAACTC

AAGATCCTCAGTATCAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGATTTCACCCCTGACTT

AAAGACCCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCG

TATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCTTGCGGTACCGTCATTA
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TCTTCCCGCACAAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCT

GGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGG

GCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCC

TTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGATCTTTCGGCGATA

AATCTTTCCCCGTAAGGGC 

 

Bradyrhizobium japonicum strain SR-11-5079 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence.JQ315252 100% 

 

Bradyrhizobium japonicum USDA6 DNA, complete genome. 

AP012206 100% 

 

 

>SEMIA5080 

GATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGGGCTCGAGTTGCAGAGCCCAATCCGA

ACTGAGACGGCTTTTTGAGATTTGCGAAGGGTCGCCCCTTAGCATCCCATTGTCACCGC

CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCC

ACCTTCCTCGCGGCTTATCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCTCAACTAAATGGTAGCAA

CTAAGGACGGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT

GACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCAGGCTCCGAAGAGAAGGTCACATCTCTGCG

ACCGGTCCTGGACATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCGTCGAATTAAACC

ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACC

GTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAAAGCGTTAGCTGCGCCACTAGTGAGTAAACCCACT

AACGGCTGGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC

CCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTATCGGGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTG

TTCTTGCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAGTTCCACTCACCTCTCCCGAA

CTCAAGATCTTCAGTATCAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGATTTCACCCCTGA

CTTAAAGACCCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCT

TCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCTTGCGGTACCGTCA

TTATCTTCCCGCACAAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATG

GCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTT

TGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTC

GCCTTGGTAGGCCGTTACCCTACCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGATCTTTCGGCG

ATAAATCTTTCCCCGTAAGGGCTTATCCGGTATT 

 

Bradyrhizobium japonicum gene for 16S rRNA, partial sequence, 

strain: NBRC 14792. AB680665 100% 

 

Bradyrhizobium japonicum strain NA257 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence.JN392464 100% 

 

Bradyrhizobium sp. SEMIA 5080 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence.FJ390911 100% 

 

>SEMIA587 

TTACTAGCGATTCCAACTTCATGGGCTCGAGTTGCAGAGCCCAATCCGAACTGAGACG

GCTTTTTGAGATTTGCGAAGGGTCGCCCCTTAGCATCCCATTGTCACCGCCATTGTAGC

ACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCG

CGGCTTATCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCTCAACTAAATGGTAGCAACTAAGGACG

GGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGC

CATGCAGCACCTGTCTCCGGTCCAGCCGAACTGAAGAACTCCGTCTCTGGAGTCCGCG
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ACCGGGATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCGTCGAATTAAACCACATGCT

CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCC

CAGGCGGAATGCTTAAAGCGTTAGCTGCGCCACTAGTGAGTAAACCCACTAACGGCTG

GCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCT

TTCGTGCCTCAGCGTCAGTATCGGGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTGCG

AATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAGTTCCACTCACCTCTCCCGAACTCAAGA

TCTTCAGTATCAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGATTTCACCCCTGACTTAAAG

ACCCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATT

ACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCTTGCGGTACCGTCATTATCTT

CCCGCACAAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGA

TCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCC

GTGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTG

GTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGATCTTTCGGCGATAAA

TCTTTCCCCGTAAGGGCTTATCC 
 

Bradyrhizobium sp. NBRC 101129 gene for 16S rRNA, partial sequence. 

AB681395 100% 

 

Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 65727 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence.JF834147 100% 

 

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6093 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence.FJ390909 100% 

 

>E-109 

ATTACTAGCGATTCCAACTTCATGGGCTCGAGTTGCAGAGCCCAATCCGAACTGAGAC

GGCTTTTTGAGATTTGCGAAGGGTCGCCCCTTAGCATCCCATTGTCACCGCCATTGTAG

CACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC

GCGGCTTATCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCTCAACTAAATGGTAGCAACTAAGGAC

GGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAG

CCATGCAGCACCTGTGCTCCAGGCTCCGAAGAGAAGGTCACATCTCTGCGACCGGTCC

TGGACATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCGTCGAATTAAACCACATGCTCC

ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCA

GGCGGAATGCTTAAAGCGTTAGCTGCGCCACTAGTGAGTAAACCCACTAACGGCTGGC

ATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC

GTGCCTCAGCGTCAGTATCGGGCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTGCGAAT

ATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAGTTCCACTCACCTCTCCCGAACTCAAGATCC

TCAGTATCAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGATTTCACCCCTGACTTAAAGACC

CGCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACC

GCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCTTGCGGTACCGTCATTATCTTCCC

GCACAAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCA

GGGTTGCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTG

TCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTG

AGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACGCGGGCCGATCTTTCGGCGATAAATCTT

TC 

 

Bradyrhizobium japonicum strain SR-11 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence.JQ315252 100% 

 

Bradyrhizobium japonicum USDA 6 DNA, complete genome. 

AP012206 100% 
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Bradyrhizobium japonicum gene for 16S rRNA, partial sequence, 

strain: C24-2420.AB513468 100% 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 1. Flujos de N2O acumulado en raíces noduladas de  soja inoculadas 

con: (T1) USDA110 como control negativo; (T2) E109 como control positivo; (T3) 

E109+Az39; (T4) E109+ATCC17588. Los valores se expresan como ugmol de N
2
-

N2O/m*h. Las diferencias estadísticamente significativas por test de Tukey HSD (p<0.05). 
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Figura suplementaria 2. Número de nódulos en  raíces de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. Los resultados corresponden al número de nódulos en raíz principal y 

raíces  secundarias. Los valores y representan la media de 6 repeticiones seguida del error 

estándar. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en 

relación a cada variable evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

 

Figura suplementaria  3.  Porcentaje de nódulos en raíces de soja inoculadas con las cepas 

de Bradyrhizobium sp. Los resultados corresponden al número de nódulos en raíz principal 

y raíces  secundarias que aportan al número total de nódulos por cada parcela evaluada. 
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Figura suplementaria 4. Porcentaje de nódulos en raíces de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. Los resultados corresponden al número de nódulos en raíz principal y 

raíces  secundarias que aportan al número total de nódulos agrupados por parcelas 

inoculadas con el mismo rizobio. 

 

Figura suplementaria 5.  Peso seco de nodulos de plantas de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. Los valores y representan la media de 5 repeticiones seguida del error 

estándar. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en 

relación a cada variable evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD (p<0.05). 

 

 

Figura suplementaria 6.  Peso seco de nódulos de raíces de plantas de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. . Los resultados presentan el peso seco agrupado por parcelas 
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inoculadas con el mismo rizobio. Los valores y representan la media de 5 repeticiones 

seguida del error estándar. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente 

significativas en relación a cada variable evaluada de acuerdo a la prueba de Tukey HSD 

(p<0.05). 

 

 

 

Figura suplementaria 7. Peso seco de parte aérea de plantas de soja inoculadas con 

Bradyrhizobium sp. Los valores y representan la media de 5 repeticiones seguida del error 

estándar. Letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas en 

relación a cada variable evaluada de acuerdo a Tukey HSD (p<0.05). 


