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Resumen

Las sucesivas biofertilizaciones con inoculantes en soja han generado poblaciones
naturalizadas de Bradyrhizobium japonicum (BN). Adaptadas al suelo, podrian compe-
tir mas eficientemente por sitios de infeccién en la raiz frente a los bradyrhizobios del
inoculante (BI). El objetivo de este proyecto fue evaluar la competencia entre los brad-
yrhizobios naturalizados y los del inoculante en los puntos de infeccién ubicados en la
zona del cilindro central de la raiz de soja, en distintas secuencias agricolas basadas en
soja. El estudio se realizé en un ensayo de larga duracién, en INTA-EEA Parana, conside-
rando cuatro secuencias: i) monocultivo de soja fertilizada (Sj,), ii) cultivo de cobertura
(CC)/soja fertilizada (CC/Sj)), iii) CC fertilizado/soja fertilizada (CCN/Sj)), y iv) CC ferti-
lizado/soja fertilizada en rotacion (CCN/Sj-trigo/soja-maiz). La ocupacion de nédulos
se determiné a partir de diferencias fenotipicas de colonias, tras la inoculacién con la
cepa SEMIA5079. Independientemente de los tratamientos, un 61% de los nédulos fue-
ron ocupados por los Bl. Ademas, Sj, exhibié una menor ocupacion de nédulos por BN
(23%, comparado con 42-50% en tratamientos con CC). Esto sugiere que la competen-
cia entre BN y Bl puede estar relacionada con una capacidad competitiva diferencial
derivada de adaptaciones a los ambientes edaficos contrastantes de las secuencias.

Palabras clave: Biofertilizaciones - inoculantes - rizobios naturalizados - rotaciones

Universidad Nacional de EntreRios | ISSN2250-4559 | EvaPeron24; 3260 FIB Concepciondel Uruguay, EntreRios, Argentina | (1-18) | 1


mailto:marianela.fontana@uner.edu.ar

Marianela B. Fontana, et al. | Ocupacion de nddulos por rizobios provenientes del inoculante en distintas secuencias agricolas con soja

1. Objetivos

Objetivos propuestos y cumplidos

Objetivo General:

« Evaluar la competencia entre los rizobios naturalizados y los del inoculante
en los puntos de infeccién ubicados en la zona del cilindro central de la raiz
de soja, en distintas secuencias agricolas basadas en soja.

Objetivos Especificos:

« Determinar el porcentaje de ocupacion de los nédulos del cilindro central de
la raiz de soja, por los rizobios provenientes del inoculante.

« Analizar el efecto de las distintas secuencias agricolas basadas en soja, sobre
el porcentaje de ocupacién de los nédulos del cilindro central de la raiz de
soja con los rizobios del inoculante.

Durante la ejecucion del PID se lograron cumplir todos los objetivos planteados,
aunque se realizaron ajustes metodologicos para la obtencién de los resultados. Estos
resultados se enmarcan dentro de una investigacién mas amplia, centrada en el efecto
de secuencias de cultivos basadas en soja sobre distintos indicadores de salud del sue-
lo (fisicos, quimicos y biologicos). De este modo, los resultados y discusiones presen-
tados se enriquecen con otros hallazgos relevantes, como la carga de bradyrhizobios
naturalizados en el suelo en distintas secuencias y la caracterizacion de los ambientes
edaficos correspondientes.

2. Marco teérico y metodolégico

En las ultimas décadas, el cultivo de soja [Glycine max (L). Merr.] ha experimentado
un notable aumento en su extensién, desplazando a otros cultivos agricolas. Este feno-
meno se ha observado tanto en Sudamérica, como en Argentina y Entre Rios (Organi-
zacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, 2020; Sistema de
Informacion de la Bolsa de Cereales de Entre Rios, 2023). En este contexto, se ha gene-
rado un interés considerable en comprender las complejas interacciones entre la soja
y los microorganismos del suelo, en especial los rizobios, que desempefian un papel
importante en el ciclo del Ny, por ende, en la productividad del cultivo.

El cultivo de soja emplea dos vias de asimilacion de N: puede tomarlo de la solucién
del suelo en forma de NH,* 0 NO_, o bien mediante la simbiosis con bacterias fijadoras
de N, denominadas rizobios (Lodeiro, 2015). En este proceso simbiético, los rizobios
transforman el N, del aire en una forma asimilable por la planta (NH,), mientras que
la planta le provee compuestos carbonados y un ambiente favorable para el desarrollo
de dichas bacterias (Lodwig y Poole, 2003). En Argentina, la mayoria de los suelos ori-
ginalmente no contenian rizobios simbiontes de la soja (Lodeiro, 2015), por lo que se
introdujeron, y contintan incorporandose, a través de un producto biotecnolégico de-
nominado inoculante, cuya utilizacion se generalizd rapidamente y su mercado se ha
desarrollado intimamente asociado al desarrollo del cultivo de soja en el pais (Balatti,
2007). De hecho, el 94 % de los productores del pais emplean inoculantes en todas (o
casi todas) las siembras de soja, mientras que, en el NEA, y en la provincia de Entre Rios,
esta cifra se eleva al 100 % (Piccinetti et al,, 2013).
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Se ha observado que esta leguminosa es nodulada por un grupo acotado de espe-
cies de rizobios correspondientes a cuatro géneros: Bradyrhizobium, Rhizobium, Me-
sorhizobium y Ensifer (Nakei et al., 2022). Sin embargo, por las caracteristicas climati-
cas en la regién pampeana argentina, se utilizan mayoritariamente inoculantes a base
de Bradyrhizobium japonicum, por lo que dichas bacterias podrian denominarse como
bradyrhizobios. Ademas, las sucesivas biofertilizaciones generadas por la aplicacién
de inoculantes para la siembra de soja, ha dado lugar a la apariciéon de poblaciones
de bradyrhizobios naturalizados (BN) capaces de persistir largos periodos de tiempo
como saprofitos en el suelo en ausencia de la planta hospedera (Sadowski y Graham,
1998). En este sentido, la sobrevivencia de los BN esta estrechamente relacionada a
diversos factores, como el contenido de materia organica y arcillas en el suelo, asi
como la frecuencia de cultivo de soja en la rotacioén, los cuales proporcionan condicio-
nes 6ptimas para su desarrollo y persistencia (Rutherford y Juma, 1992; Revellin et al,,
1996; Zengeni et al,, 2006). Por otro lado, el suelo es un sistema dinamico, influenciado
por las practicas de manejo agronémico, como puede ser la rotacién de cultivos, que
impactan en sus propiedades fisicas y quimicas. Estas alteraciones afectan el ambiente
edafico de los microorganismos (Dorr de Quadros et al,, 2012) y, consecuentemente,
podria afectar a la composicion de la biota del suelo en general, y a la cantidad de BN
en particular.

La diversidad bioquimica y genética exhibida por las poblaciones naturalizadas de
bradyrhizobios (BN) ha sido documentada por investigadores como Lépez et al. (2013),
quienes identificaron una notable variabilidad genética en los aislamientos de BN ob-
tenidos de campos argentinos tras largos periodos de cultivo de soja. Esta variabilidad
de los BN es debido a adaptaciones a diferentes situaciones de estrés a las que han
sido expuestas, ya sea altas temperaturas, sequias y desecacion, inundaciones, aplica-
ciones de agroquimicos (Graham, 2008; Piccinetti et al., 2013). Esta diversidad justifica
la necesidad de estudiar estas poblaciones, ya que la infectividad o capacidad de no-
dular constituye un rasgo adaptativo, mientras que las tasas de FBN pueden mostrar
heterogeneidad entre BN (Piccinetti et al., 2013; Lodeiro, 2015). Por lo tanto, es crucial
comprender que, si bien algunos BN pueden exhibir un comportamiento altamente
competitivo debido a su capacidad de formar nédulos, las tasas de FBN podrian variar
significativamente.

Esta posible disparidad en las tasas de FBN entre los BN plantea interrogantes sobre
la eficacia de los bradyrhizobios de los inoculantes comerciales (Bl) en la colonizacion
de los sitios de infeccion en las raices de la soja. Con cada biofertilizacion sucesiva, los
BN, que han persistido y se han adaptado al suelo, podrian presentar una mayor eficien-
cia para ocupar los sitios de infecciéon en comparacion con los Bl. Consecuentemente, si
los Bl ocupan una proporcién cada vez menor de los nédulos, esto podria tener impli-
cancias significativas en el rendimiento del cultivo, especialmente considerando que
los BN pueden mostrar variaciones en su capacidad de FBN. Este fenémeno de compe-
tencia entre Bl y BN no es exclusivo de la region pampeana argentina, sino que se ha
observado a nivel global y en diferentes cultivos de leguminosas (Althabegoiti et al.,
2008). Todos estos antecedentes dan fundamento para investigar ;como se modifican
las poblaciones naturalizadas de bradyrhizobios, con los cambios del ambiente eddfi-
co provocados por distintas secuencias de cultivos?, y ;como inciden estos cambios en
la ocupacién de nodulos de la raiz de soja por los bradyrhizobios del inoculante?
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3. Materiales y métodos

Caracterizacion del area del ensayo: El presente ensayo se realiz6 sobre un Ensayo
de Larga Duracién (ELD) situado en la EEA Parana del INTA, en Argentina (31°51" S;
60°32' O) (Figura 1.3, 1.b). EL suelo en el que esta instalado el ELD es un Argiudol acuico
(Soil Survey Staff, 2010) (serie Tezanos Pinto), que se clasifica dentro de la familia fina,
mixta y térmica. La serie Tezanos Pinto es un suelo profundo, moderadamente bien
drenado (Plan Mapa de Suelos, 1998). El horizonte superficial (Ap) tiene una profundi-
dad de 17 cm, una textura franca, con 27,6% de arcilla, 67,9% de limo y 4,5% de arena,
y estructura granular y en bloques subangulares. El horizonte subsuperficial textural
(B21t) tiene una textura arcillo-limosa con 41,5% de arcilla, 54,6% de limo y 3,9% de
arena, y estructura en prismas compuestos irregulares que rompen en bloques angula-
res irregulares (Plan Mapa de Suelos, 1998).

Tratamientos: En dicho experimento, se examinaron cuatro secuencias de cultivos.
Los tratamientos evaluados fueron: i) monocultivo de soja fertilizado (Sj,), ii) cultivo
de cobertura de invierno (CC)/soja fertilizada (CC/Sj,), iii) CC de invierno fertilizado
con N/soja fertilizada (CCN/Sj), y iv) CC de invierno fertilizado con N/soja fertilizada
en una rotacién de cultivos de CCN/Sj, - trigo de cosecha/soja - maiz (CCN/Sj; ). Los
tratamientos se organizaron en un disefio de bloques completos al azar con tres re-
peticiones. Las parcelas experimentales tienen un ancho de 5,3 m x 30 m de longitud
(Figura 1).

Fertilizacion: Las dosis de fertilizantes se definieron asegurando, al menos, el rea-
bastecimiento de nutrientes criticos extraidos por los granos cosechados. El fertilizante
nitrogenado (urea) se esparcio en la superficie durante la siembra del maiz y del trigo
(de cosecha y como CC). La fertilizaciéon de P y S se realizé con superfosfato triple de
calcio y sulfato de calcio, respectivamente, antes de la siembra de los cultivos de in-
vierno (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcién de los tratamientos y dosis de aplicacién de fertilizantes para el ensayo de larga duracion en
Parana, Argentina (31°51’S; 60°32’ O).

Tratamiento Descripcion Dosis de fertilizante (kg ha?)
N P S
Si; Monocultivo de soja fertilizado 0 24 15
CC/sj, Cultivo de cobertura/soja fertilizada 0 24 15
CCN/S), Cultivo de cobertura fertilizado con N/soja fertili- 46 24 15
zada
CCN/S) Cultivo de cobertura fertilizado con N/soja fertiliza- 46 24* 1*
da enuna rotacion: Cultivo de cobertura fertilizado/ 120°¢

soja fertilizada-trigo/soja - maiz

"para cultivo de cobertura (CC), ®para maiz y trigo de cosecha, *para soja.
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Figura 1. Ensayo de Larga Duracion. a) en primavera (imagen tomada con un drone), b) en diciembre (al momento
de la siembra del ensayo pertinente a este proyecto).

Manejo de las secuencias de cultivo: El trigo, ya sea para produccién de granos o
como CC, se sembré con una densidad de siembra de 120 kg ha?, con un espaciamiento
de 0,175 m entre hileras. El maiz se sembré con 80.000 semillas ha?, con un espacia-
miento de 0,52 m entre hileras. Las semillas de soja se sembraron a una densidad de
380.000 semillas ha?, con un espaciamiento de 0,52 m entre hileras. Los CC se secaron
con herbicidas especificos a principios de octubre, un mes antes de la siembra de soja,
para no afectar la disponibilidad de agua para dicho cultivo (Caviglia y Andrade, 2010).
Se utilizaron métodos quimicos para controlar malezas, insectos y enfermedades du-
rante las temporadas de crecimiento (Cdmara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes,
2005).

Recuento de bradyrhizobios naturalizados (BN) en el suelo: Para determinar la can-
tidad de bradyrhizobios naturalizados (BN) en el suelo, se recolectaron muestras de
suelo de los cuatro tratamientos del ELD, en un periodo de tiempo comprendido entre
la supresién del cultivo de cobertura y la siembra de soja. EL recuento de BN se llevo a
cabo utilizando la técnica del nimero mas probable (NMP), segln lo descrito por Wea-
ver y Graham (1994), con adaptaciones metodolégicas. Este procedimiento consiste
en la inoculacion de semillas pregerminadas de soja con diluciones seriadas de suelo,
seguida por la evaluacién de nodulacién después de 21 dias.

Inicialmente, se procedio a la esterilizacion superficial de semillas homogéneas de
soja mediante el uso de etanol al 70 % e hipoclorito de sodio al 1 % y posterior lavado
con agua destilada estéril para eliminar cualquier resto de los agentes quimicos utili-
zados. Estas semillas fueron pregerminadas durante 3 dias (a 25°C con una exposicion
a 8 horas de luz diaria) en placas de Petri con algodén y papel tipo valot, previamen-
te esterilizados. Luego, se sembraron siete semillas pregerminadas por cada dilucion
(10! a 10) en bandejas multicelda llenas de vermiculita estéril, que fue previamente
lavada y acondicionada a un pH de 7. Ademas, se incluyeron controles negativos en
cada bandeja multicelda, que consisten en semillas pregerminadas sin inocular, con el
propésito de detectar cualquier contaminacion en las bandejas.

Para la preparacion de las diluciones de suelo, se realizé6 un muestreo (0-7,5 cm)
antes de la siembra de soja, con procedimientos adecuados para evitar la contamina-
cion cruzada entre muestras de suelo. En el laboratorio, las muestras se tamizaron y
se prepararon diluciones decimales de 10 a 10 de cada una de ellas. Seguidamente,
se procedio a la inoculacion de las semillas pregerminadas. Por cada muestra, se ino-
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cularon siete semillas por dilucion (el volumen con el que se inoculé cada semilla fue
25 pL). Las bandejas se trasladaron a un invernaculo durante 21 dias, donde cada celda
fue regada individualmente. Durante los primeros tres dias, se utilizé agua destilada
esterilizada, mientras que en los dias subsiguientes se emple6 una solucién nutritiva
segun lo descrito por Weaver y Graham (1994). Los volimenes diarios de riego fueron
variables, segin las condiciones de temperaturas y humedad. El criterio de riego con-
sistio en regar cada celda hasta el momento previo a la aparicién de percolacion en la
bandeja que sostenia la bandeja multicelda.

Después de 21 dias desde el trasplante, se seleccionaron cinco plantas homogéneas
y bien desarrolladas por cada dilucién. Se cont6 la cantidad de plantas positivas por di-
lucion, es decir, aquellas que contenian uno o mas nédulos en la zona del cilindro cen-
tral, y con estos datos se obtuvo la poblacion estimada (nGmero mas probable - NMP)
utilizando una tabla descriptiva en Woomer (1994), realizada para cinco repeticiones
por nivel de dilucion decimal. Finalmente, se corrigié dicho valor por el volumen de
dilucién sembrada (25 pL) y la humedad de la muestra de suelo, para obtener el resul-
tado en términos de NMP de bradyrhizobios por gramo de suelo seco (BN gss?).

Inoculacién y siembra de soja: La soja se sembro en fecha éptima (primeros dias de
diciembre). Se inoculé con B. japonicum cepa SEMIA 5079, ya que se conoce su buen
comportamiento en la zona (Flocco, 1999) y no se ha utilizado previamente en el ensa-
yo como inoculante.

Muestreo de plantas: Se recolectaron 2 o 3 plantas por parcela, alrededor de 30 dias
post-emergencia de las plantulas. Se seleccionaron plantas vigorosas, con hojas verdes
y sanas (Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1988). La forma de muestreo con-
sisti6 en el descalce de las mismas y posterior lavado de las raices, con la precaucion
de no perder nédulos.

Recoleccion y conservacién de nédulos: En el laboratorio, se recolectaron todos los
nddulos de la zona del cilindro central de cada planta, obteniéndolos mediante el cor-
te con un bisturi, para inmediatamente realizar el aislamiento de los bradyrhizobios de
los nodulos. Se distinguio si se encontraban en la raiz principal (RP) o raiz secundaria
(RS), dentro del cilindro central de la raiz (2,5 cm x 2,5 cm).

Aislamiento de bradyrhizobios de los n6dulos: Se esteriliz6 la superficie de cada no6-
dulo con dos agentes quimicos: primero en alcohol etilico al 95% y luego con hipoclorito
de sodio (NaClO) al 3%. Posteriormente, se lavé 5 veces con agua estéril. Se abri6 cada
nédulo con un bisturi y se realizé una siembra por estrias en medio Agar Levadura Ma-
nitol (ALM) con agregado de Rojo Congo, y dos germicidas: vancomicina y cicloheximida
(Penna et al, 2013). Se incubaron las cajas de Petri a 28°C por 7-10 dias. Este procedi-
miento se realiz6 las veces que sea necesario hasta purificar la colonia. Una vez purifi-
cada, se realiz6 un repique en tubos de ensayo con ALM en forma de pico de flauta. Se
incubé y, una vez desarrollada la colonia, se conservo en heladera, hasta su utilizacién
(Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1988). Este procedimiento se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia Agricola de la FCA-UNER. Una vez obtenidos todos los ais-
lamientos de los rizobios de los n6dulos correspondientes al cilindro central de la soja, se
determiné su procedencia de acuerdo a estas diferencias a nivel de colonia.
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Diferenciacién a nivel de colonia: con el objetivo de analizar principalmente dife-
rencias fenotipicas a nivel de colonias entre las cepas E109 y SEMIA 5079 de B. japoni-
cum, se realizaron placas de aislamientos por estrias de cada cepa. Las placas se incu-
baron a 28-30 °C hasta observar un desarrollo considerable. Los parametros evaluados
a nivel de colonia fueron: i) velocidad de crecimiento, ii) elevacién, iii) coloracién y iv)
consistencia de la colonia.

Procesamiento de los datos y analisis estadistico: El recuento de bradyrhizobios na-
turalizados (BN) en el suelo se basa en la técnica del nimero mas probable (NMP) des-
cripta por Woomer (1994). Esta metodologia se basa en una probabilidad de encontrar
una cantidad de microorganismos, es decir estima el tamafo de la poblacion micro-
biana (en este caso, de bradyrhizobios). Por lo tanto, se calcularon los limites inferiores
y superiores utilizando un factor de confidencia (P = 0,05), descripto en una tabla de
la técnica original. El valor de este factor de confidencia para cinco repeticiones por
dilucion de tipo decimal fue de 3,3. Por lo tanto, el limite inferior se calculé como la
division entre el NMP y 3,3, mientras que el limite superior se calculé6 como la multi-
plicacion entre NMP y 3,3. Los resultados se expresaron de la siguiente manera: NMP
(limite inferior - limite superior, P = 0,05).

El analisis de los resultados del ensayo a campo sobre ocupacion de nodulos, se
realiz6 con el paquete estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2018), disponible en la
FCA-UNER. Se calculé la proporcion de nédulos de la raiz principal ocupados por B,
como asi también la proporcion del total de nédulos del cilindro central (es decir, né-
dulos de la raiz principal + nédulos de las raices secundarias). Las variables a analizar
fueron: proporcién de nédulos en raiz principal con Bl (NodRP-BI) y proporcién de né-
dulos totales (es decir, raiz principal y raiz secundaria dentro del cilindro central) con BI
(NodTotales-Bl). Dado que la naturaleza inherente de ciertos tipos de datos, como las
proporciones, no cumple con la condicion de homogeneidad de varianzas, se procedié
a transformar los datos utilizando la funcién arcoseno de la raiz cuadrada de la pro-
porcion (Pérez-Giménez et al, 2011). Posteriormente, se corroboraron la normalidad
de los datos transformados con una prueba de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de
varianzas con la prueba de Levene. Finalmente, se aplicaron: un ANOVA (considerando
el bloque y tratamiento como variables de clasificacion) y un test LSD para compara-
ciones de medias (o = 0,05).

Ademas, se calculé el indice raiz principal/raiz secundaria (RP/RS) para cada tipo de
bradyrhizobio (Bl o BN) como la relaciéon entre la cantidad de nédulos ocupados por
ese bradyrhizobio en RP y RS. Este indice se asocia a la capacidad de colonizacién en
distintos tipos de raices, asociado a la competencia por sitios de infeccién.

4. Sintesis de resultados y conclusiones

Recuento de bradyrhizobios naturalizados en el suelo (BN)
La poblacién estimada (NMP) de BN gss? en cada una de las secuencias, se presenta
en la Tabla 2.
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Tabla 2. Nimero mas probable (NMP), limite inferior y limite superior de bradyrhizobios naturalizados
en el suelo (BN) en distintas secuencias de cultivos en un ensayo de larga duracién en un Argiudol
acuico de Parana, Argentina (31°51’ S; 60°32° O).

Tratamientos NMP Limiteinferior Limite superior
(BN gss?) (BN gss?) (BN gss?)
Si; 6,610 2,0110° 2,210
CC/sj, 1,3*10° 4,1710? 4,410
CCN/S), 1,1710° 3,5%102 3,9710°
CCN/Sj; 447107 1,3*102 147102

Sj.- monocultivo de soja fertilizado; CC/Sj,: cultivo de cobertura de invierno/soja fertilizada; CCN/Sj,: cultivo de cobertura de invier-
no fertilizado con N/soja fertilizada; CCN/Sj; _: cultivo de cobertura de invierno fertilizado con N/soja fertilizada en una rotacion.
P =0,05.

De acuerdo con la técnica del namero mas probable (Woomer, 1994), se considera
que dos poblaciones estimadas difieren significativamente (P = 0,05) cuando el limite
superior de la estimacion menor no se superpone con el limite inferior de la estimacion
mayor. Consecuentemente, en este ensayo solo existe una diferencia significativa (P =
0,05) entre Sj, y CCN/Sj, ..

El éxito de la fijaciéon biolégica simbidtica de N (FBN) esta determinado por dos
aspectos cruciales relacionados con los microorganismos simbiontes: la eficiente no-
dulacién y la elevada tasa de fijacién de N en las plantas (Cooper y Scherer, 2012). En
suelos con historial de cultivo de soja, surge una competencia entre los bradyrhizobios
del inoculante (Bl) y los bradyrhizobios naturalizados en el suelo (BN) por colonizar los
sitios de infeccion y formar los nédulos en la raiz de la soja, contribuyendo ambos a la
FBN aunque con distintas tasas (Lopez-Garcia et al., 2002; Piccinetti et al., 2013; Lodei-
ro, 2015). Después de 16 afios desde el inicio del Ensayo de Larga Duraciéon (ELD), se
realizé un recuento de BN, y se encontré una sobrevivencia de BN que varié entre 4x10?
y 6x10° BN gss* en las secuencias analizadas (Tabla 2). Estos resultados se asemejan a
otros recuentos de BN realizados en suelos similares de la regién, que se encuentran
entre 10? a 10° BN gss? (Tringali et al,, 1997; Brutti et al, 1998; Perticari et al, 2003;
Lépez-Garcia et al,, 2009; Fornasero y Toniutti, 2015), aunque los valores obtenidos se
encuentran en el extremo inferior de este rango. Se observaron diferencias significati-
vas (P < 0,05) sélo entre los tratamientos Sj.y CCN/Sj, ., lo que sugiere que, en secuen-
cias de cultivos de distinta intensificacién y predominio de soja, la frecuencia de cultivo
de soja parece ser el factor determinante en la carga de BN. Este hallazgo concuerda
con estudios que indican una relacion inversamente proporcional entre la cantidad de
BNy el tiempo transcurrido desde la ultima siembra de soja (Revellin et al.,, 1996; Brutti
et al, 1998; Zengeni et al., 2006).

Ademas, dada la naturaleza saprofita de los BN, otro factor que podria influir en la
sobrevivencia de BN es el contenido de materia organica (Revellin et al,, 1996; Tringali
et al,, 1997). Sin embargo, este efecto no se manifestd en los resultados de este experi-
mento. Si bien en un estudio previo sobre el mismo ensayo de larga duracién (Fontana
et al., 2024) se observaron mejoras en las condiciones del suelo (C organico de suelo) y
en la biota edafica (C de biomasa microbiana y C de biomasa bacteriana) con la inclu-
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sion de CC (CC/Sj, y CCN/Sj,), las cantidades estimadas de BN en dichos tratamientos
no mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto a Sj; (Tabla 2). Estos
resultados sugieren que la inclusién de CC podria generar un ambiente edafico mas
favorable para ciertas poblaciones microbianas que compiten mas eficazmente por
los sustratos que los BN. En este sentido, la biota edafica constituye una comunidad
compleja de microorganismos que compiten por nutrientes y espacio, por lo que los
microorganismos desarrollan diversas adaptaciones para ser competitivos (Rivera y
Wright, 2013). En el caso de los BN, estos pueden encontrarse en dos estados en el sue-
lo: sésil (sin flagelos, inmovil en el suelo) o planctoénico, con flagelos que le permiten
un desplazamiento autopropulsado a velocidad reducida (Lodeiro, 2015). Debido a que
los BN no tienen estructuras de resistencia para sobrevivir a situaciones adversas, en
general se encuentran en el suelo en estado sésil, formando biofilms (Danhorn y Fu-
qua, 2007). Esta limitacién de movilidad (McDermott y Graham, 1989) podria explicar
por qué no se observé un aumento significativo en la carga de BN en los tratamientos
con mayor contenido de C organico de suelo, ya que podrian estar en desventaja en la
competencia por sustratos organicos frente a otros microorganismos.

Ensayo de laboratorio: diferencias entre cepas de bradyrhizobios

Con el objetivo de analizar principalmente diferencias fenotipicas a nivel de colo-
nias entre las cepas E109 y SEMIA 5079 de B. japonicum, se realizaron placas de aisla-
mientos por estrias de cada cepa. Las placas se incubaron a 28-30 °C hasta observar un
desarrollo considerable. Los parametros evaluados a nivel de colonia fueron: i) veloci-
dad de crecimiento, ii) elevacion, iii) coloraciéon y iv) consistencia de la colonia.

Se observaron diferencias entre las cepas. Aquellos aislamientos de la cepa E109
tuvieron una velocidad de crecimiento de 5-7 dias, con colonias convexas, blancuzcas
y de consistencia viscosa. Por el contrario, los aislamientos de la cepa SEMIA 5079,
mostraron una velocidad de crecimiento de 8-10 dias, las colonias fueron elevadas, de
coloracion algo rosada y consistencia mantecosa. Las diferencias en la coloracion pue-
den observarse en la Figura 2.3, la velocidad de crecimiento puede observarse a partir
de la diferencia de crecimiento de las cepas sembradas el mismo dia en la Figura 2.b,
mientras que en la Figura 2.c puede observarse un diagrama de los tipos de elevacion
que pueden tener las colonias.
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Figura 2. Observaciones fenotipicas a nivel de colonia de las cepas E109 y SEMIA 5079 de Bradyrhizobium japoni-
cum. (a) coloracién de la colonia, (b) Diferencias de crecimiento de ambas cepas sembradas en un mismo momen-
to, (c) tipos de elevacion que pueden tener las colonias bacterianas (tomado de Harrigan y McCance, 1968).

Ensayo a campo: ocupacién de nédulos por los bradyrhizobios del inoculante (BI)

Independientemente de los tratamientos, los n6dulos dentro del cilindro central que
estaban ubicacion en la raiz principal (NodRP) fueron ocupados en mayor proporcion (65
%) por los Bl (Tabla 2). Similar comportamiento se observé cuando se analizé la totalidad
de los nddulos del cilindro central (NodTotales). Al analizar el efecto de las secuencias
de cultivo sobre las proporciones de nédulos ocupados por los Bl y BN, se observé que en
el monocultivo de soja (Sj), la proporcién de nédulos totales ocupados por los bradyrhi-
zobios del inoculante (NodTotales-Bl) fue mayor en comparacioén con las secuencias que
incluyeron CC (Tabla 2). Es relevante destacar que el coeficiente de variacion (CV) para
NodRP-BI fue del 30,6 %, mientras que para NodTotales-Bl fue de 26,3 %. Ademas, a pesar
de detectarse una tendencia hacia una mayor proporcién de NodRP-BI en Sj, la variabi-
lidad de los datos (evidenciada en el elevado CV dentro de cada tratamiento) impidio la
deteccion de diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 3. Ocupacion de nodulos por bradyrhizobios del inoculante (Bl) y naturalizados en el suelo (BN): proporcion
de nodulos en la raiz principal (NodRP) y de nédulos totales (NodTotales); en un ensayo de larga duracién en un
Argiudol acuico de Parand, Argentina (31°51’ S; 60°32’ O).

NodRP-BI NodRP-BN NodTotales-BI NodTotales-BN
Sj; 0,79a 021a 0,77a 0,23b
/sy, 0,54a 046a 0,50b 0,50a
CCN/Sj, 0,64a 036a 0,55b 045a
CCN/S), 0,60a 0,40a 0,58b 042a
Promedio 0,65A 0,35B 0,61A 0,39B

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas en la proporcién de Bl y BN en los nodulos de la raiz principal (No-
dRP) seglin LSD Fisher (o < 0,05). Letras mayusculas cursivas diferentes indican diferencias significativas en la proporcion de Bl y BN
en los nddulos totales del cilindro central (NodTotales) seglin LSD Fisher (o < 0,05). Letras minUsculas diferentes indican diferencias
significativas para cada variable entre las secuencias de cultivos segin LSD Fisher (a < 0,05). Sj: monocultivo de soja fertilizado;
CC/Sj;: cultivo de cobertura de invierno/soja fertilizada; CCN/Sj;: cultivo de cobertura de invierno fertilizado con N/soja fertilizada;
CCN/Sj; .. cultivo de cobertura de invierno fertilizado con N/soja fertilizada en una rotacién.
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La competitividad de los bradyrhizobios por los sitios de infeccion en la raiz de soja
no s6lo depende del nUmero de estas bacterias, sino también de otros factores como su
posicion en el suelo o en la rizésfera (Lopez-Garcia et al,, 2002; Graham, 2008). En este
capitulo, se observaron proporciones de ndédulos ocupados por los bradyrhizobios del
inoculante (Bl) del 65 % en la raiz principal (NodRP) y del 61 % en el total de noédulos
(NodTotales) (Tabla 3), cifras mas altas que las reportadas en estudios previos que indi-
can una ocupacion del 5-20 % de los nédulos por los Bl (Caldwell y Vest, 1970; Kuyken-
dall y Weber, 1978; McDermott y Graham, 1989). Estas discrepancias pueden atribuirse
a dos factores principales: primero, el momento de muestreo, que en este experimento
fue a los 30-35 dias después de emergencia (estadio vegetativo V4-V5), en contraste
con los estudios previamente mencionados que analizaron estadios reproductivos; y
segundo, la zona de la raiz analizada, ya que este estudio se centré en el cilindro cen-
tral en lugar de examinar toda la raiz de soja. La eleccion de estudiar la ocupacién de
nddulos en el cilindro central de la raiz se fundamenta en que los nédulos formados
en las raices secundarias alejadas del cuello de la raiz tienen una menor actividad
nitrogenasa, debido a una menor contribucion energética por parte de la planta en
esta area (Racca, 1986), lo que implica que los nédulos fuera de este cilindro central
contribuyen menos al suministro de N por FBN. Para analizar las causas de la mayor
ocupacion de nédulos del cilindro central (NodTotales) y en la raiz principal dentro de
este cilindro (NodRP) por parte de los Bl, es necesario tener en cuenta los siguientes as-
pectos: una vez sembrada la semilla inoculada, los Bl se liberan al suelo en la zona que
rodea a la semilla, donde posteriormente emerge de la radicula y ocurre la infeccion
temprana de la raiz de soja (Lodeiro, 2015). Desde este momento, los bradyrhizobios
entran en competencia directa con otros microorganismos del suelo, incluidas otras ce-
pas de bradyrhizobios con capacidad para nodular la soja (Lodeiro, 2015). Por lo tanto,
los resultados obtenidos pueden deberse a dos factores: por un lado, una ventaja posi-
cional (Lépez-Garcia et al,, 2002) como consecuencia de la ubicacion de los Bl en una
zona del suelo cercana a la emergencia de la radicula (McDermott y Graham, 1989) y,
por otro lado, también podria influir una menor presién competitiva debido a la carga
de BN que, como se mencion6 anteriormente, se encuentra en los limites inferiores de
los rangos de la regién pampeana.

Por altimo, la capacidad competitiva de los bradyrhizobios también puede ser afec-
tada por las condiciones del ambiente donde se desarrollan, como ser pH, temperatura
o restricciones nutricionales (Graham, 2008). Al analizar el efecto de las secuencias de
cultivos sobre la ocupacion de los NodRP y NodTotales (Tabla 3), se observé que el Sj,
present6 la mayor ocupacion de NodTotales con Bl, comparado con los tratamientos
con CC (CC/sj, CCN/Sj, CCN/Sj, ). La misma tendencia se encontr6 en los NodRP, aun-
que sin diferencias estadisticamente significativas. Es decir, el tratamiento Sj; presento
una mayor carga de BN, pero ademas tuvo una mayor ocupacién de nédulos con los BI.
En otras palabras, estos resultados aparentemente sugieren que los BN del tratamiento
Sj, son menos competitivos que los BN de los tratamientos con CC. Estos resultados po-
drian atribuirse a diferencias en los niveles de adaptacién de los BN a diversos estreses
en el suelo, lo que sugiere la existencia de mecanismos diferenciales que contribuyen a
su adaptacién a distintos ambientes edaficos (Graham, 2008). En este experimento, un
factor relevante capaz de marcar diferencias entre tratamientos con CC (CC/Sj, CCN/
Sj. CCN/Sj, ) ¥ sin CC (Sj,), podria ser el contenido de N inorganico en el suelo en el
invierno (periodo previo al inicio de este ensayo). La inclusion de trigo como CC puede
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generar un ambiente edafico con deficiencia de N inorganico, incluso cuando se aplica
fertilizante nitrogenado, debido a la alta demanda de N por parte del trigo (Divito et
al., 2017). Por consiguiente, los BN crecidos en un suelo con escasez de N inorganico
(es decir, en los tratamientos con CC) podrian exhibir rasgos mas favorables para la
infeccion temprana y nodulacion, incluyendo una mayor eficiencia de nodulaciéon y
competitividad, en comparacion con los BN desarrollados en suelos no privados de N
(como el Sj) (Lopez-Garcia et al., 2001)

Distribucién nodular de bradyrhizobios del inoculante y naturalizados en soja

El indice raiz principal/raiz secundaria (RP/RS) se calculé para cada tipo de bradyr-
hizobio (Bl o BN) como la relacién entre la cantidad de nédulos ocupados por ese brad-
yrhizobio en RP y RS. Este indice se asocia a la capacidad de colonizacion en distintos
tipos de raices, asociado a la competencia por sitios de infeccion. Los indices RP/RS
medios para Bl fueron: Sj, (0,9), CC/Sj, (1,0), CCN/Sj, (1,0) y CCN/Sj; ., (0,8), sin diferencias
estadisticas, indicando ocupacion similar en RP y RS (Figura 3.a). Para BN, los valores
fueron: Sj; (0,34), CC/Sj; (0,98), CCN/Sj, (0,75) y CCN/Sj; . (0,68) (Figura 3.b). Aunque tam-
poco hubo diferencias significativas, probablemente por alta variabilidad de datos, la
tendencia indica que en ambientes con escaso N inorganico (CC/Sj), los BN ocupan
nédulos en RP y RS de manera similar (indice~1), mientras que en otros tratamientos la
ocupacion se concentra mas en RS (indice<1).

a) b)

Figura 3. indice raiz principal/raiz secundaria (RP/RS). (a) bradyrhizobios del inoculante, (b) bradyrhizobios
naturalizados en el suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas en el indice RP/RS segln LSD Fisher (o
< 0,05). Sj: monocultivo de soja fertilizado; CC/Sj;: cultivo de cobertura de invierno/soja fertilizada; CCN/Sj.: cultivo

de cobertura de invierno fertilizado con N/soja fertilizada; CCN/Sj;, . cultivo de cobertura de invierno fertilizado

con N/soja fertilizada en una rotacién.

Consideraciones finales

La evaluacion del impacto de diferentes practicas agricolas en las poblaciones mi-
crobianas, particularmente los bradyrhizobios naturalizados (BN), es fundamental para
comprender cédmo estas practicas afectan la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) en
el cultivo de soja. La frecuencia del cultivo de soja en conjunto tiene una influencia
significativa en la sobrevivencia de los BN. Sin embargo, ante una misma frecuencia de
soja, los mayores contenidos de C organico en el suelo no afectan la sobrevivencia de
los BN. A pesar de las diferencias en la sobrevivencia de los BN entre tratamientos, la
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competitividad durante la infeccién temprana y, consecuentemente, la ocupacion de
nddulos por los BN, no estan determinadas por la carga de BN, sino posiblemente debi-
do a una mejor capacidad competitiva derivada de adaptaciones al ambiente edafico.
Estos hallazgos destacan la complejidad de los mecanismos que regulan la dinamica
de los bradyrhizobios en los sistemas agricolas y resaltan la importancia de considerar
los factores ambientales en la interpretacién de estos procesos.

En lo que respecta a la difusion, los resultados alcanzados en esta investigacién fue-
ron publicados en distintas producciones, que se adjuntan en el Anexo:

5. Indicadores de produccion

Publicaciones en revistas cientificas especializadas

2024. FONTANA, MARIANELA B.; NOVELLI, LEONARDO E.; STERREN, MARIA A.; UHRICH,
WALTER G.; RONDAN, GUILLERMO A.; BARBAGELATA, PEDRO A.; BENINTENDE, SILVIA
M. 2024. “Cover crop benefit bacteria and increase aggregate-associate soil C and
N storage”. Geoderma Regional, 36: e00743. https://doi.org/10.1016/j.geodrs.2023.
e00743

Ponencias/Presentaciones en Jornadas:

2022. FONTANA, M.B,, CAZAUX, M.A,; STERREN, M.A,; UHRICH, W.G.; NOVELLI, L.E.y S.M.
BENINTENDE. Secuencias de cultivos basadas en soja: efecto sobre poblaciones na-
turalizadas de bradyrhizobios nodulantes de soja. XXVIII Congreso Argentino de la
Ciencia del Suelo. CABA. Noviembre 2022.

2022. FONTANA, M.; BENINTENDE, S.; NOVELLI, L; STERREN, M. y W. UHRICH. Biota ed-
dafica y poblaciones naturalizadas de Bradyrhizobios nodulantes de soja en distintas
secuencias de cultivo. VIl Jornadas de Actividades de Investigacion, Extensién y Aca-
démicas (In-Ex-As) INEXA. UNER. 2 y 3 Noviembre 2022. Parana, Entre Rios.

2023. FONTANA, MARIANELA; UHRICH, WALTER:; STERREN, MARIA; RONDAN, GUILLER-
MO, BARBAGELATA, PEDRO, NOVELLI, LEONARDO Y BENINTENDE, SILVIA. “Diferen-
cias entre dos cepas de Bradyrhizobium japonicum: la antesala para analizar la ocu-
pacion de nodulos en soja”. REUNION DE INVESTIGACION, EXTENSION Y DOCENCIA.
FCA-UNER. 27 Septiembre 2023. Oro Verde, Entre Rios.

2025. FONTANA, MARIANELA; UHRICH, WALTER; STERREN, MARIA; RONDAN, GUILLER-
MO, BARBAGELATA, PEDRO, NOVELLI, LEONARDO Y BENINTENDE, SILVIA. “Bradyr-
hizobios nodulantes de soja: ;c6mo impactan distintas secuencias agricolas sobre
la sobrevivencia en el suelo y la ocupacién de nédulos?”. REUNION DE INVESTIGA-
CION, EXTENSION Y DOCENCIA. FCA-UNER. Septiembre 2025. Oro Verde, Entre Rios.
(Resumen aprobado).

2025. LIMA, MAIRA; FONTANA, MARIANELA. “Distribucion nodular de bradyrhizobios
del inoculante y naturalizados en soja bajo diferentes secuencias de cultivos”. REU-
NION DE INVESTIGACION, EXTENSION Y DOCENCIA. FCA-UNER. Septiembre 2025.
Oro Verde, Entre Rios. (Resumen aprobado).

Como parte de la continuidad del trabajo, se elaboré un articulo cientifico denomi-
nado “Bradyrhizobios nodulantes de soja: ;como inciden las secuencias de cultivo en la
sobrevivencia en el suelo y la ocupacién de nédulos?”, para ser enviado proximamente
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a una revista con referato, consolidando asi la produccién derivada de este proyecto y
fortaleciendo su impacto en la comunidad académica y cientifica.
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