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Resumen 

 

En la última década, el cultivo de soja ha presentado en nuestro país un aumento 

muy significativo en el área sembrada alcanzando casi a 1 millón de ha. en el ciclo 

2010/2011. Toda la soja en nuestro país se siembra inoculada por lo que se ha 

visto en los últimos años un renovado interés en ampliar los conocimientos sobre 

nuevas cepas de rhizobios para nuevas formulaciones de inoculantes y técnicas de 

inoculación. Desde la década del 70 se producen inoculantes con cepas de 

rhizobios altamente eficientes para soja y en el campo es una tecnología exitosa. El 

Departamento de Microbiología de Suelos (DMS) del Ministerio de Ganadería 

Agricultura y Pesca (MGAP) evalúa y reglamenta las cepas de rhizobios a utilizar en 

los inoculantes nacionales para todas las leguminosas sembradas. Desde la 

década del 80 hasta la actualidad la mezcla de dos cepas Bradyrhizobium elkanii U-

1301+U-1302 son las recomendadas en nuestro país en los inoculantes para soja.  

En el presente trabajo se midieron en invernáculo diferentes parámetros fisiológicos 

y simbióticos (área foliar, peso seco de nódulos y parte aérea, carbohidratos 

solubles totales, abundancia natural 15N, nitrógeno total, acumulación de N y 

concentración de N)  en los tratamientos U-1301, U-1302, U-1301+U-1302, U-741 y 

pre-inoculados U-1301+U-1302 y U-741 para determinar la eficiencia de fijación de 

N2. A partir de los resultados obtenidos, se concluye que la cepa U-1302 fue la más 

eficiente simbióticamente ya que fijó más N2 en condiciones de invernáculo. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1.  El nitrógeno  

El nitrógeno (N) es uno de los nutrientes más abundantes de la materia viva y por lo 

tanto es fundamental para el desarrollo de todos los seres vivos. Está presente en 

la síntesis proteica, en ácidos nucleicos, clorofila y en otras moléculas de 

importancia para la célula (Urzúa, 2000). Se encuentra en la atmósfera en un 80% 

aproximadamente, bajo la forma de gas diatómico N2, pero el mayor reservorio de N 

es la litosfera, en las rocas primarias y sedimentarias alcanzando un nivel 50 veces 

mayor al de la atmósfera. En el suelo está en forma orgánica (98%) y es 

mineralizado para ser empleado por las plantas (Becana y Bedmar, 1991; Mayz-

Figueroa, 2004).  

 

1.2.  Fuentes de nitrógeno para las plantas 

El N es un nutriente esencial para la producción agrícola, con incidencia en el 

crecimiento de los cultivos en su rendimiento, tamaño de los granos, contenido de 

proteínas y absorción de otros nutrientes como el fósforo y el potasio (Niklas, 2008).  

Las fuentes principales de N para los cultivos son los fertilizantes químicos 

nitrogenados y la fijación biológica de N2 (FBN) (Urzúa, 2005).  

 

1.2.1. Fertilizantes nitrogenados 

Los fertilizantes se producen por el proceso industrial Haber-Bosch, se genera 

amoníaco (NH3) a partir de la unión de N2 con H2  en presencia de un catalizador 

como el osmio o uranio a alta temperatura y presión, siendo el gas natural la fuente 

de energía utilizada (Postgate, 1991). Uruguay no produce fertilizantes 

nitrogenados por lo que debe importarlos (Tommasino, 2008) con el consiguiente 
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alto precio en el país, que afecta al sector agropecuario por incidir 

significativamente en los costos de producción de la mayoría de los cultivos. 

La creciente e inevitable demanda de alimentos en el mundo ha llevado a que los 

agricultores utilicen cada vez más grandes cantidades de  fertilizantes nitrogenados 

en sus cultivos para aumentar los rendimientos (Smil, 1999). Además, se observa 

falta de información técnica por parte del agricultor en cuanto a la cantidad y 

momento de su aplicación. Esto ha provocado, en varios países, efectos negativos 

en la salud humana y en el medio ambiente por contaminación de aguas 

superficiales y subterráneas (Rodríguez, 1993). Por otra parte, ocasionan 

desequilibrios nutricionales en el suelo que afectan su fertilidad y su uso agrícola 

(Hallberg, 1989; Yepis et al., 1999). A estas desventajas se suma la volatilización 

del N durante su aplicación, lo que ocasiona deterioro de la capa de ozono y efecto 

invernadero por la concentración de óxidos de N en la atmósfera (Miller y Cramer 

2004).  

 

1.2.2.  Fijación biológica de nitrógeno 

El N2 en la atmósfera es muy estable, su triple enlace covalente hace que la 

mayoría de los seres vivos no lo puedan utilizar directamente. Solo un pequeño 

grupo de microorganismos, muy especializados, denominados diazótrofos pueden 

reducir el N2 a amonio (NH4
+), forma asimilable por las plantas (Frioni, 2011). Este 

proceso, conocido como fijación biológica de nitrógeno (FBN) es  un componente 

de gran importancia en el ciclo biogeoquímico del N en el suelo, conjuntamente con 

los diferentes estados de oxidación de ese elemento producto de la actividad 

metabólica de microorganismos, plantas y animales (Taiz y Zeiger, 2010). La 

importancia de la FBN radica en que es responsable de la entrada a los 
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ecosistemas terrestres de unas 250 x 106 toneladas de N anuales, aporte esencial 

para la alimentación humana y animal (Monza y Palacios, 2004). 

Los diazótrofos fijadores de N2 comprenden un grupo de protistas inferiores que 

tienen distintas formas de vida, libre, asociados no simbióticos y simbióticos. Incluye 

bacterias heterótrofas aerobias, anaerobias y anaerobias facultativas; bacterias 

quimioautótrofas y microorganismos fotosintéticos (bacterias y cianobacterias), 

(Ledgard y Giller, 1995; Halbleib y Ludden, 2000). Este grupo de procariotas tienen 

de común el complejo enzimático nitrogenasa que cataliza la reacción de reducción 

del N2 a NH4
+ utilizando energía metabólica (ATP) a temperatura y presión normales 

(Becana y Bedmar, 1991). El proceso de FBN implica un alto costo energético por 

la gran estabilidad que presenta el triple enlace de la molécula N2 como se observa 

en la reacción estequimétrica correspondiente (Rees y Howard, 2000; Taiz y Zeiger, 

2010).   

N2 + 8e- + 8H+ + 16ATP                      2NH3 + H2 + 16 ADP + 16Pi 

La enzima  nitrogenasa (figura 1) está formada por dos componentes 

metaloproteicos y es sintetizada como resultado de la expresión de los genes Nif 

(Dean y Jacobsen, 1992). El componente I denominado proteína Mo-Fe o 

dinitrogenasa codificado por los genes NifD y NifK, es un tetrámero α2β2  de 220 

KDa que presenta dos centros metálicos conocidos como “agrupamientos P” y dos 

cofactores de hierro y molibdeno (FeMoCo). El componente II codificado por el gen 

NifH, es un dímero α2 de 62 KDa con un agrupamiento metálico (4Fe-4S) entre los 

dos monómeros que forman el dímero (Monza y Palacios, 2004).  

El mecanismo de acción de la nitrogenasa requiere de la reducción del componente 

II por donadores de electrones como la ferredoxina o flavodoxina, la transferencia 

de electrones al componente I, y la transferencia interna de electrones desde las 
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agrupaciones P hasta los cofactores de hierro molibdeno (FeMoCo) del 

componente I (Sánchez, 2009). La enzima nitrogenasa es inactivada en presencia 

de O2 sin embargo los microorganismos han desarrollado diferentes estrategias de 

protección (Sanjuán y Olivares, 1991).  

 

Figura 1. Esquema del mecanismo de acción del complejo enzimático nitrogenasa. La 
ferredoxina reduce la proteína Fe. Unión e hidrólisis de ATP a la proteína Fe provocando un 
cambio conformacional en dicha proteína que facilita las reacciones redox. La proteína Fe 
reduce la proteína MoFe y esta reduce el N2. Fuente: Taiz y Zeiger, 2010. 

 

1.3.  Diazótrofos de vida libre, asociativos no simbióticos y 

simbióticos 

Los diazótrofos de vida libre viven en el suelo o agua y fijan el N2 en forma 

asimbiótica (no están asociados ni a plantas ni animales). La mayoría son bacterias 

heterótrofas y en general se encuentran en la zona adyacente a la raíz (rizósfera), 

contribuyen en pequeñas cantidades de N en el suelo (<5 kg N/ha por año) (Mayz-

Figueroa, 2004; Unkovich et al., 2008). Dentro de estas podemos encontrar 

aerobias estrictas (familia Azotobacteriaceae, Pseudomonas); anaerobios 

facultativos (géneros Bacillus, Klebsiella, Enterobacter); microaerofilicos 

(Azospirillum, Mycobacterium, Acetobacter) y anaerobios estrictos (Clostridium, 

Desulfovibrio, Desulfotomaculum) (Baldani et al., 1997). Además, se ha descrito un 
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representante quimioautótrofo Thiobacillus ferrooxidans; el resto de los diazótrofos 

son bacterias fotosintéticas (cianobacterias y bacterias sulfurosas y no sulfurosas 

anaerobias) que contribuyen entre 10-30 Kg N/ha (Ledgar y Giller, 1995; Peoples et 

al., 1995; Unkovich y Pate, 2000; Giller, 2001; Frioni, 2011). 

Por otra parte, las asociaciones no simbióticas comprenden a bacterias que se 

multiplican en la rizósfera de las plantas favorecidas por los exudados radicales que 

proporcionan un ambiente nutricional muy enriquecido y los compuestos 

nitrogenados que dejan las bacterias son aprovechados por las plantas. A su vez, 

hay asociaciones que ocurren en la filósfera de plantas (Mayz-Figueroa, 2004), 

comprende a bacterias pigmentadas como Methylobacterium mesophilicum y 

Pseudomonas syringae. Los compuestos nitrogenados liberados por las bacterias 

son lavados de las hojas por la lluvia y absorbidos por las raíces de las plantas 

(Sanchez, 2009). 

Por último, existen microorganismos que establecen simbiosis muy precisas con 

sus hospederos: a) actinomicetos del género Frankia con no leguminosas b) el 

helecho Azolla con cianobacterias, de importancia en los países asiáticos en el 

cultivo de arroz; y c) entre las bacterias rhizobios y las leguminosas (Franche et al., 

2009; Frioni, 2011). Esta última es la simbiosis más estudiada y de mayor 

importancia en el mundo por la cantidad de N que aporta a los ecosistemas 

naturales y agrícolas, puede alcanzar a los 150 Kg N/há en el suelo, mayor a lo 

aportado por los fertilizantes y sin daño ambiental (Labandera, 2007).  

Los rhizobios son diazótrofos que pertenecen a la familia Rhizobiaceae, habitantes 

naturales en el suelo, bacilos Gram (-), aerobios, quimioorganotrofos, no forman 

esporas y frecuentemente móviles. Se los cultiva en medios de cultivo con N y en 

general crecen a temperaturas de 25 oC – 30oC y pH 6,0- 7,0. (Somasegaran y 

Hoben, 1994; Twornlow, 2004).  



[Fijación de nitrógeno en soja (Glycine max L. Merr.) inoculada con 

cepas comerciales de Bradyrhizobium elkanii y B. japonicum] 
Lucía Núñez Buzó 

 

 
6 

Las leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae, con unas 20.000 especies 

herbáceas y arbóreas, con múltiples usos y productos. Su alto contenido en 

proteínas las hace una familia de gran importancia en la alimentación humana y 

animal, se obtienen numerosos productos industriales, mejoran la fertilidad de los 

suelos, etc. (Mateo-Box, 2005).  

La interacción entre ambos simbiontes lleva a la formación de un órgano nuevo en 

las raíces de la leguminosa, el nódulo, en el cual ocurre la fijación de N2. El primer 

compuesto inorgánico de la fijación simbiótica de nitrógeno (FSN) es el NH4
+, el 

cual es utilizado directamente por la planta (Becana y Bedmar, 1991). La FSN 

puede  suministrar todo o parcialmente el N que requiere la leguminosa para su 

desarrollo (Racca y Collino, 2005; Moreno, 2010). La  asociación entre rhizobios y 

leguminosas es específica y depende de las interacciones moleculares que ocurren 

en las etapas iniciales de la formación de los nódulos (Debellé, et al., 2001); en 

general cada rhizobio coloniza un tipo de leguminosa. 

En la figura 2 se muestra un esquema de la formación del nódulo. El primer paso es 

un reconocimiento específico entre el rhizobio y la leguminosa con adhesión del 

rhizobio al pelo radical. En el reconocimiento actúan moléculas de la planta del tipo 

flavonoide (flavonas, flavononas e isoflavonas) exudadas por las raíces y moléculas 

de los rhizobios, polisacáridos y proteínas específicas (ricadhesinas) (Jones et al., 

2007). Estas proteínas se encuentran en la pared celular bacteriana, captan calcio 

uniéndose a los complejos de calcio en la superficie de los pelos radicales. El 

rhizobio produce los factores Nod o de nodulación (Van Rhijn y Vanderleyden, 

1995), moléculas complejas de lipoquitinoligosacáridos (LQO) que incluyen de 3-6 

residuos de N-acetil glucosamina, unidos a un ácido graso. La síntesis de LQO está 

determinada por los productos de los genes Nod ABC y la transcripción de ellos 

está controlada por la proteína sensora/reguladora Nod D que interacciona con los 
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flavonoides producidos por la leguminosa (Perret, et al., 2000). Como resultado de 

los factores Nod se observa la curvatura de los pelos radicales. La siguiente etapa 

es la invasión del pelo radical por los rhizobios por acción de celulasas y síntesis 

por la planta del tubo de infección. El tubo penetra hasta las células corticales y los 

rhizobios son liberados dentro de ellas por endocitosis quedando envueltos en la 

membrana peribacteroidal de origen vegetal, dando origen a los simbiosomas que 

son vesículas membranosas donde los bacteroides reducen el N2 a NH3. (Madigan 

et al., 2006). 

 

Figura 2. Infección del pelo radical. A) Adhesión de los rizobios al pelo radical. B) 
Curvatura del pelo radical C) Degradación de la pared del pelo y formación del canal de 
infección. D) Contacto de la membrana del tubo con la célula. E-F) El canal de infección se 
extiende y ramifica, los rhizobios dentro de las vesículas son liberados en el citosol. Fuente: 
Taiz y Zeiger, 2010. 

 

En el nódulo, la proteína leghemoglobina controla la concentración de O2 para que 

no afecte a la nitrogenasa. Para mantener una concentración baja y constante de 

O2 la leghemoglobina realiza un ciclo desde la forma oxidada Fe+3 a la forma 

reducida Fe+2 , funcionando como un “tampón de O2” (Madigan, et al. 2006). 
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1.4.  Promoción del crecimiento vegetal por rhizobios 

En la bibliografía sobre microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PCV) 

predominan las investigaciones con bacterias aisladas de la rizósfera y endófitas de 

plantas (Kloepper et al., 1988; Shabayev et al., 1996; Bashan y Holguín, 1998; 

Vessey, 2003; Kennedy et al., 2008).  

En las últimas décadas las investigaciones se han dirigido a detectar en cepas de 

rhizobios altamente eficientes en fijación de N2, otras características de interés 

agronómico con potencial de PCV. Entre ellas, la producción de fitohormonas, 

sideróforos, control de fitopatógenos en raíces, solubilización de P, etc. (Miethke et 

al., 2007; Joseph et al., 2007). Estos estudios se han realizado con rhizobios con el 

objetivo de detectar nuevas características deseables además de la FSN, por 

ejemplo en cepas de rhizobios eficientes se ha estudiado la producción de 

fitohormonas y sideróforos. Se ha encontrado que algunas cepas de 

Bradyrhizobium japonicum (E-109; USDA110 y SEMIA5080) producen fitohormonas 

como ácido 3- indol acético (AIA), etileno, ácido abscisico (ABA) y giberelinas 

(Boeiro et al., 2007), lo cual podría significar un beneficio adicional para las 

leguminosas. 

 La biosíntesis de sideróforos también ha despertado interés en relación a los 

rhizobios ya que son compuestos de bajo peso molecular con gran afinidad por el 

hierro (Fe), nutriente esencial para las plantas que a veces no está disponible en el 

suelo por su baja solubilidad a pH neutro y alcalino (Gupta, et al., 2000; Frioni, 

2011). Las raíces de las plantas prefieren absorber el Fe en su estado más 

reducido Fe2+, pero el ión férrico Fe3+ es más común en suelos aireados a pesar de 

que fácilmente precipita en formas de óxido de hierro. Se ha determinado que 

algunas bacterias rizosféricas sintetizan sideróforos favoreciendo la asimilación del 

Fe por las plantas en ambientes de baja disponibilidad (Vessey, 2003; García 
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Galavís et al. ,2007). A su vez, es de destacar que este elemento forma parte de 

varias proteínas de gran importancia para fijadores de N2 como los géneros 

Azhorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium. Por lo tanto, en la síntesis de la 

nitrogenasa, leghemoglobina, ferredoxina; hidrogenasa y citocromos, las plantas y 

bacterias necesitan de un adecuado suministro de Fe (Guerinot, et al., 1990). La 

falta de este provoca disminución del número de bacteroides en los nódulos 

(O'Hara, 1988). Asimismo, la producción de sideróforos puede indirectamente 

suprimir enfermedades estimulando la biosíntesis de sustancias antimicrobianas 

(Joseph et al., 2007, Robin et al., 2008).  

 

1.5.  El cultivo de soja en Uruguay 

La soja (Glycine max L. Merr.) es uno de los cultivos más importantes en muchos 

países del mundo. Fue domesticado en China en el siglo XI A.C y utilizado para 

consumo humano (Hymowitz y Shurtleff, 2005). El aumento de la población mundial 

ha llevado a la expansión de la soja y en la actualidad es un cultivo de gran 

importancia por su alto contenido proteico y subproductos industriales. El mismo es 

altamente dependiente de N, requiere 80 kg N/ha para producir 1 tonelada de grano 

y es mayoritariamente cubierta por la FSN (Racca y Collino, 2005, Rodríguez-

Navarro et al., 2011). 

Las numerosas ventajas de la FSN frente a los fertilizantes nitrogenados, han 

llevado al uso extendido de inoculantes de rhizobios (biofertilizantes) como fuente 

de N (Hungria et al., 2006; Ferraris et al., 2006) sobretodo en países como el 

nuestro que no produce fertilizantes nitrogenados (Montañes, et al., 2004). 

En Uruguay, la soja es el principal cultivo de grano y el área de siembra ha ido 

aumentando exponencialmente en los últimos años, alcanzando casi a 1 millón de 

ha en el ciclo 2010/2011 (fuente: Encuesta agrícola “2010” DIEA-MGAP). El 
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rendimiento promedio es de 1,99 t/ha y el cultivo se expande aceleradamente a 

zonas no agrícolas, con suelos de baja fertilidad y condiciones ambientales menos 

favorables. Teniendo en cuenta el alto precio internacional de la soja y el hecho de 

que se le aporta N por vía de la fijación simbiótica se ha reducido el costo de 

producción para los productores rurales que lo consideran uno de  los cultivos más 

viables económicamente (Montañes et al., 2004).  

La soja en nuestro país se siembra inoculada (Labandera, 2003) por lo que se 

mantiene un continuo interés, por todos los participantes de la cadena productiva, 

en ampliar los conocimientos sobre nuevas cepas de rhizobios y formulaciones de 

inoculantes y técnicas de inoculación. Desde la década del 70 se producen 

comercialmente inoculantes de calidad con cepas de rhizobios eficientes para soja 

y la inoculación de su semilla es una tecnología exitosa. El sector agropecuario ha 

obtenido significativos beneficios económicos, calculados en divisas ahorradas para 

el país, por la diferencia entre el costo de los inoculantes y el de los fertilizantes 

nitrogenados (Labandera, 2007). 

El Departamento de Microbiología de Suelos (DMS) del Ministerio de Ganadería 

Agricultura y Pesca (MGAP) es el responsable de evaluar y reglamentar las cepas 

de rhizobios a utilizar en los inoculantes nacionales para todas las leguminosas 

sembradas. Aplica criterios como nodulación, fijación de N2, adaptabilidad 

ecológica, estabilidad genética, compatibilidad interespecífica y comportamiento 

frente a factores limitantes del suelo de carácter químico, físico y biológico 

(Punschke, 2010). El fabricante multiplica las cepas en medio líquido hasta 

concentraciones superiores de 5 x 109  ufc/ml (unidades formadoras de colonia por 

mililitro) y produce inoculantes sólidos (en turba) y líquidos en soporte estéril.  

En Uruguay, los inoculantes para soja contienen dos cepas de Bradyrhizobium 

elkanni identificadas como U-1301 y U-1302 (origen Brasil) y tanto los inoculantes 
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sólidos como líquidos deben tener una población inicial no menor a 2 x 109 

rhizobios/g de turba en el inicio y una población final de 1 x 109 rhizobios/g, con una 

vigencia del producto de 6 meses (fuente: ˂http://www.mgap.gub.uy>). Estos 

estándares de calidad de los inoculantes fueron establecidos por el DMS del MGAP 

y están en vigencia. Uno de los aspectos más importantes en la selección de cepas 

de rhizobios es la evaluación de la fijación de N2 (Bergersen, 1980) por métodos 

cuantitativos. En general se utilizan peso seco de nódulos, parte aérea y métodos 

estimativos como el “método de diferencia de N” entre una planta fijadora y una no 

fijadora en el cual se asume que la planta no fijadora absorbe la misma cantidad de 

N del suelo que la planta fijadora. El método de “balance de N en el sistema suelo- 

planta” es también indirecto y mide todas las entradas y salidas de N en un sistema 

suelo-planta, incluyendo la FBN (Barea, 1991). 

Otro método indirecto es el de “reducción de acetileno” basado en que la 

nitrogenasa cataliza la reducción de acetileno a etileno (Dilworth, 1966); el acetileno 

es un inhibidor competitivo de la FBN y la determinación cuantitativa de etileno es 

por cromatografía gaseosa. El método se usa para comparar gran cantidad de 

muestras como cepas, suelos, plantas noduladas. Además de este método, se 

encuentra otro que determina que el “contenido relativo de ureidos” en la parte 

aérea. Está basado en que leguminosas de clima tropical transportan por el xilema 

ácido alantoico y alantoína (ureidos) como principal producto de la FBN. Estos 

compuestos se acumulan en la planta y se determinan por un método colorimétrico 

(Herridge y Peoples, 1990; Barea, 1991).  

En la determinación de la fijación de N2 se usan los métodos isotópicos de 15N que 

dan una estimación directa de la FBN: distinguen el N del suelo, fertilizante y de la 

atmósfera. El de abundancia natural en 15N (AN) se basa en la abundancia de los 

isótopos 15N y 14N en la atmósfera, cuyos valores son  0,336% y 99,664 %, 

http://www.mgap.gub.uy/
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respectivamente (Hardarson, 1990). Este método determina la diferencia en 15N 

entre plantas fijadoras de N2 y no fijadoras (controles), cuantificando el N2 fijado por 

el cultivo fijador (Unkovich et al., 2008). El dato de la discriminación isotópica en 

plantas totalmente dependientes de la fijación de N2 (valor B) es necesario para una 

mayor exactitud de la estimación del N2 fijado por el cultivo de interés. Se requiere 

que el valor de abundancia del isótopo 15N en el suelo como resultado de las 

transformaciones de N sean más altos que el de la atmósfera (Houngnandan et al., 

2008). Las variaciones en la AN de 15N se expresan  en δ partes por mil relacionado 

al N2 atmosférico. Los valores de δ15N pueden ser positivos (hay más 15N que en N2 

atmosférico) o negativos (hay menos 15N que en N2 atmosférico)  (Unkovich et al., 

2008). 

Por otra parte, numerosos estudios utilizan parámetros fisiológicos correlacionados 

con la FSN, tales como la determinación del área foliar, biomasa foliar, 

carbohidratos solubles totales, etc. El área foliar es una de las principales variables 

que incide en el crecimiento de las plantas y permite conocer las respuestas 

fisiológicas de las plantas frente a factores bióticos y abióticos (Awal, et al., 2004). 

Las plantas con un área foliar mayor son más demandantes de luz, realizan más 

fotosíntesis y contienen altas concentraciones de N (Pérez- Amaro, et al., 2004), 

relacionando la capacidad fotosintética con la eficiencia simbiótica de los rhizobios 

para fijar el N2. Para que los bacteroides puedan mantener la actividad de la 

nitrogenasa necesitan un suministro continuo de carbohidratos aportados por la 

planta. Estos son imprescindibles para generar ATP y poder reductor para la 

nitrogenasa (Nelson y Cox, 2002; Monza y Palacios, 2004). Por lo tanto se asume 

que una leguminosa con mayor área foliar suministrará más energía para la 

nitrogenasa y es de esperar una mayor fijación de N2.  
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Como se mencionó la inoculación de soja en Uruguay alcanza a un 100% de los 

cultivos sin aplicación de fertilizante nitrogenado. Podemos decir que el empleo de 

inoculantes en leguminosas ha sido exitoso, sin embargo en la última década se 

detectan varias interrogantes en relación a la FSN con especial interés en la 

optimización de ese proceso para lograr un aumento en la productividad. Llama la 

atención el bajo rendimiento promedio, cuando en países de la región por ejemplo 

Argentina se alcanzan a las 3 ton/ha con suelos y condiciones ambientales 

similares. Por otra parte, han surgido nuevas cepas de Bradyrhizobium spp. y 

tecnologías de inoculación, en particular la pre-inoculación de las semillas (Perticari, 

2003; Hungria et al., 2005; Zilli, et al., 2010). Este término significa inocular las 

semillas 10-20 días antes de la siembra, sin reducción del número de 

bacterias/semilla y en la nodulación en el campo. Los fabricantes de inoculantes 

que promueven la pre-inoculación, lo hacen en base al agregado de nuevos 

componentes en el adherente que aumentan la sobrevivencia de los rhizobios en la 

semilla. La pre-inoculación según los fabricantes facilita la comercialización de las 

semillas de soja ya que el distribuidor inocula y facilita las tareas del agricultor 

(fuente: ˂http://biagrosa.com.ar>). Sin embargo, también se sabe que tiene sus 

inconvenientes como la rápida disminución de los rhizobios en las semillas en las 

primeras 24 horas y en días sucesivos, con aumento de los riesgos de no tener una 

nodulación suficiente en campo (Thompson et al., 1980). Si bien es recomendable 

inocular y sembrar inmediatamente en el momento hay trabajos en ejecución para 

evaluar científicamente los riesgos que se corren y tratar de definir si es o no 

recomendable la pre-inoculación (Brockwell et al., 1995; Hungria et al., 2005). 

En este trabajo se planteó: a) conocer si las cepas U-1301, U-1302 y U-741 

producen sideróforos in vitro como característica adicional a la fijación de N2. b) 

http://biagrosa.com.ar/
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determinar su eficiencia simbiótica en condiciones de invernáculo incluyendo la 

mezcla de U-1301+U-1302 y la pre-inoculación de U-741 y de U-1301+U-1302. 

La finalidad del trabajo fue aportar información sobre la respuesta en soja a la 

inoculación con una o dos cepas de rhizobios y a la pre-inoculación de las semillas. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

El objetivo general del trabajo es caracterizar cepas de Bradyrhizobium spp. 

recomendadas para soja y evaluar su comportamiento simbiótico en  invernáculo 

por diferentes métodos.  

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Conocer las características del cultivo y el potencial de promoción del 

crecimiento vegetal in vitro de Bradyrhizobium elkanii U-1301, U-1302 y B. 

japonicum U-741. 

2. Conocer la eficiencia en fijación de N2 de las cepas U-1301, U-1302,  U-741, la 

mezcla U-1301+U-1302, y la pre-inoculación de semillas de soja en ensayo en 

invernáculo.  

3. Determinar la contribución de la fijación de nitrógeno de las cepas en estudio 

por la técnica de abundancia natural de 15N.    
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Cepas de rhizobios 

Las cepas de rhizobios utilizadas en este trabajo se obtuvieron del Departamento 

de Microbiología de Suelos (DMS) del Ministerio de Ganadería Agricultura y Pesca 

(MGAP) (Lic. Bioquímica Karina Punschke). Esta institución es responsable del 

curado de la colección nacional de rhizobios y del control de calidad de los 

inoculantes nacionales y extranjeros. Se utilizaron dos cepas de Brasil, 

Bradyrhizobium elkanii U-1301 y U-1302 recomendadas en Uruguay (Tabla 1) y una 

cepa Bradyrhizobium japonicum U-741, recomendada en Argentina. 

Las tres cepas recibidas del MGAP se repicaron y guardaron en tubos con medio 

EMA (extracto de levadura-manitol-agar) a 4oC (Vincent, 1970), (anexo 1) para el 

trabajo diario y en glicerol 50 % a -80 oC como cultivos respaldo. 

Tabla 1. Origen y denominación de las cepas de Bradyrhizobium spp. utilizadas en 

el trabajo. 

 

 

3.2. Características de las colonias  

Las características de las colonias U-1301, U-1302 y U-741  (Somasegaran y 

Hoben 1994) se observaron luego de sembradas (triplicado) en placas de Petri con 

medio EMA (anexo 1). Las placas se colocaron a 30oC por 7 días. Las colonias se 

describieron según: tiempo (días) en visualizarse, tamaño, color, superficie y 

elevación. 

Cepa Origen y denominación 

Bradyrhizobium elkanii U-1301 SEMIA 587 (Brasil) 

Bradyrhizobium elkanii U-1302 SEMIA 5019; IAC 29W; U-732.(Brasil) 

Bradyrhizobium japonicum U-741 E-109. (Argentina) 
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3.3.  Producción de sideróforos in vitro  

Las cepas en estudio se evaluaron por su capacidad de producir sideróforos in vitro. 

Se sembró por picadura (palillo estéril) cada cepa en placa con medio CAS 

(Schwyn y Neilands, 1987) conocido como Cromo Azurol Sulfonato (anexo 2), las 

placas se incubaron a 30o C por 7 días. Se observó el cambio en el color del medio 

de cultivo (de azul intenso a naranja) y la formación de un halo alrededor de las 

colonias. 

 

3.4. Capacidad de promoción del crecimiento vegetal por U-1302 en 

medio líquido  

Con el propósito de evaluar la posible capacidad de promoción del crecimiento por 

la cepa U-1302, se obtuvo el peso seco de la parte aérea (PSPA) de las plántulas 

de soja inoculadas con esa cepa. El ensayo in vitro se realizó debido a que se 

observó un rápido crecimiento de las plantas inoculadas con U-1302 durante el 

ensayo en invernáculo. 

El inóculo de U-1302 se preparó en matraz con 100 ml de medio EMA (anexo 1). 

Siembra de la cepa en el medio e incubación a 30 oC por 48 horas y a 150 rpm 

(revoluciones por minuto) en agitador mecánico.  

Se determinó la densidad óptica (D.O) a los 620 nm de los inóculos antes y 

después de su inoculación y preparación.  

A partir del matraz donde creció U-1302 (D.O= 1,704) se realizaron 2 diluciones, 

una al ½ (25 ml del inóculo original madre mas 25 ml de agua destilada estéril) 

(D.O=0,999) y otra al ¼ (12,5 ml del inóculo original madre mas 37,5 ml de agua 

destilada estéril) (D.O=0,498) en un volumen total de 50ml. Se esterilizaron 

superficialmente semillas de soja con hipoclorito al 4% por 5 minutos, luego se 

realizaron 6 lavados con agua destilada estéril. Las semillas fueron pre-germinadas 
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en recipientes con arena estéril (autoclave 121oC por 1 h) y colocados en estufa a 

30 oC  por 48 horas.  

Se eligieron semillas pre-germinadas con radícula emergente de tamaño 

homogéneo (5 mm) y se las colocó asépticamente en los inóculos de U-1302 

(matraces) dejándolas embeber por 40 min. Luego de la imbibición, las semillas se 

colocaron asépticamente en tubos gruesos (220 mm x 20 mm) que tienen una 

“estrechez” a los 50 mm de la base del tubo, para sostén de la semilla. Los tubos 

contenían solución nutritiva estéril (Fahraeus, 1957) sin N (anexo 3). Los 

tratamientos fueron: inoculo original, diluido al ½, diluido al ¼ y control (medio de 

cultivo sin inocular) con 8 repeticiones por tratamiento. Los tubos se colocaron en 

cuarto de crecimiento de plantas a 20 oC, con 14 hrs. luz y 10 hrs. oscuridad. A los 

15 días de instalado el ensayo se extrajeron las plántulas y se determinó el peso 

seco de raíces (PSR) y parte aérea (PSPA) después de la siembra, a 60oC, hasta 

peso seco constante. 

 

3.5. Eficiencia simbiótica de Bradyrhizobium spp. en invernáculo 

La eficiencia en fijación de N2 de las cepas en estudio se determinó en un ensayo 

en invernáculo utilizando una variedad comercial de soja obtenida en la 

distribuidora CALVASE (Cooperativa Agraria de Responsabilidad Limitada 

Varelense de Semillas), José Pedro Varela, departamento de Lavalleja, Uruguay. 

Se utilizaron macetas (3 kg) con una mezcla estéril de arena y suelo, 2:1 

respectivamente. El suelo elegido presentaba un bajo contenido de N (0,017%, 

Laboratorio Análisis de Suelo, Facultad de Ciencias). El diseño fue en bloques 

completos al azar, con 8 tratamientos (tabla 2) y 6 repeticiones de cada uno. 
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            Tabla 2.  Tratamientos evaluados en el ensayo en invernáculo. 

 

 

 

 

 

*70 ppm de N aplicado como una solución de 0,05% de KNO3 en el momento de la siembra 
y posterior (cada 10 días). 
 

 

3.5.1.  Inoculación de semillas 

Una empresa comercial suministró los inoculantes individuales (turba) de las cepas 

U-1301, U-1302 y U-741, y dos adherentes en polvo: a) S1 que es comercial y 

utilizado en las siembras en general, y  b) S2 producto recomendado por la 

empresa, aumenta la adhesión del inoculante a la superficie de la semilla, protege a 

las bacterias de condiciones ambientales adversas, mejorando la sobrevivencia de 

los rhizobios en la semilla. Por lo tanto, se recomienda usar en la pre-inoculación de 

la misma. 

Se realizó el control de calidad de los 3 inoculantes (ufc rhizobios viables/g) 

(Somasegaran, 1994). Los tratamientos 3, 4, 5 y 6 se inocularon con la técnica 

clásica recomendada para soja en Uruguay. Para una hectárea de soja 60 Kg de 

semilla, 200 g de inoculante y 30 g de adherente S1 disuelto en 300 ml agua. Los 

tratamientos pre-inoculados (7 y 8) se prepararon 16 días antes de la siembra del 

ensayo, con S1 más el aditivo S2 y las mismas proporciones que en la técnica 

clásica. Las semillas pre-inoculadas se mantuvieron en condiciones de laboratorio 

hasta la siembra. Los tratamientos control incluyeron, un control sin inocular (1) y un 

Tratamientos  

1. C (-) control sin inocular 

2. C (+) control sin inocular + N-fertilizante* 

3. inoculado con U-1301  
4. inoculado con U-1302  

5. inoculado con U-741  
6. inoculado con U-1301 + U-1302 

7. pre-inoculado U-741 

8. pre-inoculado U-1301 + U-1302 
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control sin inocular + N-fertilizante (2) 70 ppm de N aplicado como solución de 

0,05% de KNO3 en el momento de la siembra y luego aplicaciones cada 10 días. 

Se realizó el recuento de rhizobios viables en muestras de semillas de todos los 

tratamientos inoculados siguiendo la metodología usada para los inoculantes 

(Somasegaran, 1994) pero con modificaciones. Se prepararon diluciones seriadas 

al décimo a partir de 90 semillas en 90 ml de solución salina 0,85% + tween 0,01% 

estéril y agitación por 15 min. El recuento se expresó en unidades formadoras de 

colonias por semilla  (ufc/semilla). 

En la siembra se colocaron 3 semillas por maceta y luego de 15 días (1ra hoja 

trifoliada) se realizó el raleo dejando 1 plántula por maceta como unidad 

experimental. Las macetas fueron colocadas en invernáculo y fueron regadas 

según sus necesidades día por medio con agua destilada y una vez por semana 

con solución nutritiva Farhaeus (Fahraeus, 1957) sin nitrógeno (anexo 3). Se realizó 

una rotación de las macetas de cada bloque cada 15 días. 

 

3.5.2.  Determinaciones 

Con el fin de obtener datos más específicos y precisos de los tratamientos, se 

realizó la determinación de variables en 2 etapas del crecimiento de las plantas: 1) 

a los 44 días después de la siembra (T1) fase de crecimiento V5 quinto nudo y 2) a 

los 60 días (T2) inicio de la floración R1 (Fehr y Cavinese, 1971). 

 

3.5.2.1. Área foliar 

Con el objetivo de conocer si ocurren diferencias en el área fotosintéticamente 

activa (AFA) entre las plantas de los tratamientos inoculados con U-1301, U-1302, 

U-1301+U-1302 y U-741, y controles sin inocular con y sin N (c+ y c-, 

respectivamente), se obtuvo el área fotosintéticamente activa (cm2/pl.) de una 
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planta elegida al azar para cada tratamiento, debido a que las determinaciones se 

realizaron manualmente y en el mismo momento. Se midió el largo y ancho de cada 

hoja (cm) de la planta seleccionada una vez por semana, comenzando siempre 

desde la base (primer nodo) hacia el ápice. Los resultados se expresaron como 

AFA/planta a los 31,39, 45 y 53 días después de la siembra (Ryle, et al., 1977). 

 

3.5.2.2. Peso seco de nódulos y parte aérea (44 días y 60 días) 

A los 44 días de la siembra (T1) y a los 60 días (T2) se realizó la determinación de 

peso seco de nódulos (PSN) y parte aérea (PSPA) de cada tratamiento (4 

repeticiones). Se quitaron las plantas cuidadosamente de la maceta y se extrajeron 

los nódulos de las raíces. Se determinó el número nódulos/ planta, ubicación (raíz 

primaria o en todo el sistema radical) y su color interno indicador de efectividad (rojo 

o blanco). Todo el material preparado se secó en estufa a 65oC hasta peso 

constante. Los resultados se expresaron en g/pl. para PSN y PSPA 

respectivamente.  

 

3.5.2.3. Carbohidratos solubles totales 

Con el objetivo de conocer la energía directamente disponible en las plantas de los 

diferentes tratamientos, se determinó los carbohidratos solubles totales (CST) en 

extractos de muestras de biomasa aérea seca obtenidas a los 60 días después de 

la siembra, (T2), por el método colorimétrico de la Antrona, (Yemm y Willis, 1954). 

 

Preparación de extractos 

Se pesó 0,1 g de muestra seca de la parte aérea (foliolos + tallo), se molió en 

molino eléctrico (Foss Cyclotec 1093) y colocó en tubo de centrifuga con agregado 

de 3 gotas de etanol 80% a temperatura ambiente y 2,5 ml de agua destilada. Se 
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agitó en vortex por 2 min y se centrifugó a 3000rpm por 30 min a 20 oC. Se filtró el 

sobrenadante en un matraz aforado de 50 ml y se agregó lentamente al precipitado 

15 ml de etanol 80% casi a ebullición. Este procedimiento se repitió 2 veces antes 

de aforar el matraz a 50 ml con etanol 80% a temperatura ambiente.  

Desarrollo de color 

Se colocaron en hielo tubos con 10 ml de la solución antrona-H2SO4  y se agregó a 

cada tubo 2 ml de extracto vegetal. Para la preparación de los blancos se agregó 

2ml de etanol 80% en sustitución de los extractos. Se agitaron en vortex los tubos  y 

se dejaron reposar por 5 min antes de colocarlos en baño de agua a 100oC por 10 

min. Se midió la absorbancia a 625 nm en espectrofotómetro (Shimadzu UV-1603) 

antes de 1h de finalizada la reacción. Para el desarrollo de color de los estándares 

y blanco se realizó por duplicado y para los extractos por triplicado. Para la 

construcción de la curva patrón se utilizaron distintas concentraciones de la 

solución estándar glucosa (10, 25, 50, 75 y 100 mg/L) a partir de una solución 

madre de 100 mg/L. Los resultados de CST se expresaron en mg/pl. 

 

3.5.2.4. Fijación de nitrógeno por abundancia natural de 15N  

Se estimó el aporte de N obtenido por las plantas de los diferentes tratamientos 

inoculados a los 60 días después de la siembra (T2) por la técnica de abundancia 

natural de 15N (Hardarson, 1990). El material seco de la parte aérea (tallo + hoja) de 

las plantas de cada tratamiento se molió en molino eléctrico (Foss Cyclotec 1093). 

Submuestras de 3g del material vegetal (mezcla de todas las repeticiones) se 

enviaron al Departamento de Producción vegetal, Facultad de Agronomía, para 

determinar el %N y δ15N por espectrometría de masa (VG Prism Series II, Facultad 

de Ciencias). Se calculó el porcentaje de nitrógeno derivado de la atmósfera 

(%Nda) según la fórmula: 
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 %Nda=100*(δ15N trat.control(-) - δ15Ntrat.inoculado/ δ15N trat.control(-) – valor B. 

Se tomo como valor B= -2,58 para B. elkanni (U-1301 y U-1302) y B= -2,6 para 

B.japonicum (U-741), (Unkovich, et al., 2008). 

Con los datos de PSPA y %N se calculó la acumulación de N (mg/pl.) y 

concentración de N (mg/g p.seco). 

 

3.6. Análisis estadísticos 

Se realizó análisis de varianza (ANOVA) de los datos de PSPA, PSR, PSN, 

(InfoStat, 2011) y el test de Fisher (P˂ 0,05). Se calcularon valores de correlación 

(Pearson) y de regresión entre variables. 

 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Las cepas de Bradyrhizobium spp. utilizadas en este trabajo tienen gran 

importancia microbiológica e industrial por su empleo en los inoculantes uruguayos 

(U-1301 y U1302) y argentinos (U-741) para soja (Glycine max L. Merr.). Las dos 

primeras cepas son Bradyrhizobium elkanii y la argentina es B. japonicum.  

En una primera etapa del estudio se evaluaron características del cultivo y de 

producción de sideróforos de esas cepas y en una segunda etapa se complementó 

la información con la determinación de sus características simbióticas en ensayo en 

condiciones de invernáculo (figura 3), con introducción de la metodología de 

abundancia natural 15N. 
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Figura 3. Plantas de soja, ensayo en macetas con suelo en invernáculo, 60 días (T2).  

 

 

4.1. Características de las cepas de Bradyrhizobium spp. 

Actualmente, los estudios en general de rhizobios y su taxonomía se basa en un 

enfoque polifásico, es decir una caracterización morfológica, bioquímica, fisiológica, 

y genética (Cuadrado et al., 2009). Con el objetivo de determinar rasgos distintivos 

de las cepas en estudio, se evaluaron algunas características de cultivo útiles, 

como poderlas distinguir por la forma, color, tiempo de aparición, etc. de sus 

colonias en medio de cultivo clásico EMA (anexo 1) así como la producción de 

sideróforos in vitro.  

A los 3 días de la siembra en medio EMA sólido se visualizaron colonias 

únicamente de la cepa U-741. Se observó crecimiento de la cepa U-1301 a los 4 

días y luego de 24 h se visualizaron las colonias de U-1302. Las colonias de la cepa 

U-741 eran de color blanco rosáceo muy brillosas y elevadas con una textura más 
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gomosa (mayor producción de exopolisacáridos) y borde entero. Las cepas U-1301 

y U-1302 presentaban colonias de color blanco, menos brillosas, gomosas y 

elevadas con borde entero. No se observó una diferencia marcada entre las cepas 

en su mayor o menor rapidez de crecimiento en medio sólido EMA, quizás la 

característica que las diferencia visualmente es el color de la colonia y la mayor o 

menor producción de gomosidad. El orden por rapidez de crecimiento sería U-

741>U-1301>U-1302, resultados que deben ser confirmados por crecimiento en 

medio líquido con recuento de rhizobios viables. 

Con el propósito de detectar en las cepas utilizadas mecanismos vinculados con la 

promoción del crecimiento vegetal (PCV) se determinó la producción de sideróforos 

encontrándose que no producen sideróforos en las condiciones experimentales y 

metodologías utilizadas. 

La búsqueda de mecanismos vinculados con la PCV en cepas de soja (Glycine 

max. L.Merr.) altamente eficientes, se ha realizado con el objetivo de lograr nuevos 

inoculantes y mayores rendimientos (Antoun y Prévost, 2006; Kennedy et al., 2008). 

De ahí que la producción de sideróforos, compuestos de bajo peso molecular con 

afinidad por el Fe, se ha relacionado a los rhizobios (Frioni, 2011).  El Fe forma 

parte de enzimas específicas de bacterias fijadoras de N2  y a su vez es 

imprescindible para el crecimiento de las plantas (Guerinot, et al., 1990). Además, 

la producción de sideróforos está relacionada a mecanismos de supresión indirecta 

de enfermedades provocadas por patógenos en la agricultura (Winkelmann et al., 

1987; Winkelmann, 1991; Neilands, 1995).  

Recientemente se ha determinado que algunas cepas de B. japonicum, utilizadas 

en inoculantes para soja y no leguminosas (USDA 110, SEMIA 5080 y E-109) 

producen fitohormonas, característica adicional de gran importancia para el 

crecimiento de las plantas. Sin embargo, no se ha observado la producción de 
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sideróforos o solubilización de fosfato por parte de estas cepas (Boiero et al., 2007), 

lo cual en parte concuerda con los resultados de este trabajo 

 Fukuhara y colaboradores (1994) determinaron en cepas de B. elkanii la capacidad 

de producir fitohormonas como ácido-indol acético (AIA) que promueve la formación 

de raíces y nódulos. 

Es de mencionar que, si bien las cepas estudiadas no produjeron sideróforos, no es 

de descartar que alguna de ellas los sintetice bajo otras condiciones y técnicas 

experimentales.   

Por otra parte, en el ensayo en invernáculo, las plántulas de soja inoculadas con U-

1302 mostraron un llamativo crecimiento inicial, con marcada diferencia visual en 

tamaño de las plántulas, comparadas con las de los otros tratamientos inoculados. 

Por lo tanto, se decidió estudiar en sistemas estériles (tubos) la posibilidad de que 

el crecimiento tuviera alguna relación con la producción de un “metabolito” por la 

cepa en presencia de la plántula (figura 4). En la Gráfica 1 se observa los valores 

de peso seco de raíces (PSR) y parte aérea (PSPA) de las plántulas a los 15 días 

de colocadas las semillas de soja en tubos con inóculo de U-1302 sin diluir y 

diluido.   

El inóculo diluido al medio produjo un PSPA significativamente mayor que los otros 

tratamientos. El inóculo sin diluir y el diluido al cuarto no produjeron diferencias 

significativas en PSPA, este resultado podría deberse a que el “metabolito” puede 

tener un efecto variable según si el inóculo está o no diluido o a la concentración del 

inóculo. De los datos obtenidos con el inóculo diluido al medio se puede suponer la 

presencia de algún compuesto que estaría incidiendo en el crecimiento inicial de 

soja. Este resultado motiva a realizar otros estudios en el futuro, como determinar si 

se trata de un compuesto como una fitohormona que promueva el crecimiento y 

analizar más profundamente esa característica de la cepa. 
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Figura 4. Tubos con plántulas de soja inoculadas con U-1302, (ensayo en cuarto de 

crecimiento de plantas, 20
o
C, 14 hrs. luz y 10 hrs. oscuridad). De izquierda a derecha: 

inóculo sin diluir (S/D), diluido al medio (D.al medio), diluido al cuarto (D. al cuarto) y control 
sin inocular (c-). (n=6). 

 

Gráfica 1. Peso seco de raíces (PSR) y parte aérea (PSPA) de las plántulas inoculadas con 

U-1302. Inóculo de rhizobios sin diluir (S/D), diluido al medio (D.al medio) y diluido al cuarto 
(D. al cuarto) y control sin inocular (c-). Las barras corresponden a la desviación estándar de 
las medias (5%). Letras diferentes indican diferencias significativas  entre los tratamientos 
(p< 0.05, LSD Fisher Test). (n= 6). 

 

 

S/D D. al medio 
D. al cuarto 

C(-) 
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4.2. Eficiencia simbiótica de Bradyrhizobium spp. en invernáculo 

Previo a la siembra del ensayo en macetas con suelo en invernáculo, se determinó 

el número de rhizobios viables en turba y en semillas de cada tratamiento (luego de 

inoculadas). Así se conoció la calidad de los inoculantes utilizados y la presencia de 

poblaciones de rhizobios similares (el mismo orden de magnitud) que avalan las 

comparaciones entre tratamientos. 

 El número de rhizobios en los inoculantes U-1301, U-1302, U-741, la mezcla U-

1301+U-1302 y los pre-inoculados U-1301+U-1302 y U-741 dieron valores 

superiores a 2 x 109 ufc /g de turba, validando su utilización por contener rhizobios 

viables con el mismo orden de magnitud. El número de rhizobios sobre las semillas  

al momento de la siembra fue para U-1301 de 1,09 x 105 ufc/semilla, U-1302 de 

1,64 x 105 ufc/semilla, U-741 de 0,53 x 105 ufc/semilla, pre-inoculado U-1301+U-

1302 de 6,0 x 104 ufc/semilla, y para pre-inoculado U-741 de 2 x 104 ufc/semilla. En 

los dos tratamientos pre-inoculados (16 días antes de la siembra) se obtuvieron 

diferencias en el número de rhizobios/semilla presentando 1 orden de magnitud 

menor con respecto a los tratamientos inoculados en momento de la siembra.  

En el ensayo se comparó la respuesta de los tratamientos inoculados U-1301, 

U1302, U-741, U-1301+U1302, pre-inoculación U-741 y pre-inoculación U-

1301+U1302, control absoluto (c-) y control + N fertilizante (c+). Las variables que 

se determinaron fueron parámetros fisiológicos relacionados a la fijación biológica 

de N2 (FBN) y simbióticos. 
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4.2.1 Parámetros fisiológicos relacionados a la fijación de N2  

 Área foliar  

Se determinó el área foliar de las plantas de soja como variable asociada a la FBN 

con el objetivo de conocer posibles diferencias entre los tratamientos en superficie 

foliar para captar la luz, realizar fotosíntesis y fijar N2. Se obtuvo el área 

fotosintéticamente activa (cm2/pl.) de una planta elegida al azar en todos los 

tratamientos, con excepción de las plantas de los pre-inoculados debido a su poco 

crecimiento. En la gráfica 2.a. se muestra el área foliar medida cada día y en la 

gráfica 2.b. los valores acumulados en el tiempo. Se observó que las plantas control 

sin inocular + N (c+) (265g/pl.) tuvieron, un área foliar mayor al resto de los 

tratamientos desde los 31 días después de la siembra. En cuanto a los tratamientos 

inoculados, U-1302 (213 g/pl.) mostró mayor área foliar que  U-1301 (179 g/pl.), U-

1301+U-1302 (171 g/pl.) y U-741 (151 g/pl.) (gráficas 2.a y 2.b). 

A los 53 días, inicio de floración, se observó un área foliar de 898 cm2/pl. (U-1301), 

873 cm2/pl. (U-1302), 608 cm2/pl., (U-1301+U-1302), 469 cm2/pl. (U-741) y 355 

cm2/pl. para c(-). La tendencia mostró que, de todos los tratamientos inoculados, el 

U-741 fue el que presentó menor  área foliar.  A su vez, el c(-) mostró una  menor 

área foliar ya que no tenía ninguna fuente de N extra para el crecimiento de la 

planta (gráfica 2.a y 2.b ). 
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Gráfica 2. a. Área foliar (cm
2
/planta) a los 31, 39, 45 y 53 días luego de la siembra para los 

tratamientos inoculados con las cepas U-1301, U-1302, U-1301+U1302 y  U-741 y controles 

sin inocular con y sin N (c + y c - respectivamente), ensayo en macetas con suelo en 

invernáculo, (n=1). Las barras de error representan el error típico de la media. 

Gráfica 2.b. Área foliar acumulada (cm
2
/planta) a los 31, 39, 45 y 53 días luego de la 

siembra para los tratamientos inoculados con las cepas U-1301, U-1302, U-1301+U1302 y 
U-741 y controles sin inocular con y sin N (c + y c - respectivamente), ensayo en macetas 
con suelo en invernáculo (n=1). 
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Como se mencionó, las diferentes simbiosis pueden generar en la etapa vegetativa 

de soja, según la interrelación de los genomas del micro y macrosimbionte, 

diferencias en área foliar que evidentemente se traducen en plantas más eficientes 

en FBN y con mayores rendimientos. Como se sabe, el área foliar es un parámetro 

fisiológico, con una alta correlación con la tasa de crecimiento de las plantas a 

través de la capacidad fotosintética que estas presentan (Pérez- Amaro et al., 

2004). Existe una marcada relación entre el N por unidad de área foliar y la 

fotosíntesis (Salvagiotti et al., 2008). El N absorbido del suelo o fijado del aire, se 

incorpora primariamente en las hojas en forma de aminoácidos. A medida que la 

cantidad de N es mayor, las proteínas sintetizadas a partir de los aminoácidos 

aumentan el crecimiento de la planta incrementando la superficie fotosintética 

(Hernández, 2002). Las plantas de soja con un área foliar mayor presentan una 

capacidad fotosintética superior porque captan mas la luz obteniéndose más 

energía (ATP y NADPH) para fabricar compuestos orgánicos como glúcidos, lípidos 

y proteínas (Nelson y Cox, 2000).  

Es de destacar que las plantas inoculadas con U-1302 a los 31 días presentaron un 

área foliar mayor  comparada con la de los otros tratamientos inoculados (gráfica 2. 

a. y 2. b.), lo que llevó a realizar el estudio de la capacidad de promoción del 

crecimiento vegetal por parte de esta cepa el cual ya fue mencionado anteriormente 

Según los valores de área fotosintéticamente activa acumulada, las cepas se 

ordenan así: U-1302 >  U-1301 > U-1301+U-1302 > U-741. 
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 Carbohidratos solubles totales  

Como otro parámetro fisiológico relacionado a la FBN en soja, se determinó en la 

parte aérea (hojas+tallos) de las plantas los carbohidratos solubles totales (CST) a 

los 60 días después de la siembra, inicio de floración. Esta variable permite conocer 

la actividad metabólica de las plantas en un momento determinado de su desarrollo. 

Una mayor o menor disponibilidad de CST en la planta es un indicativo de mayor o 

menor energía disponible para las reacciones bioquímicas, incluyendo el 

metabolismo del carbono y del N en los nódulos, base de la FBN (Monza y 

Palacios, 2004).  

Es de destacar, que el metabolismo del C en la FSN es sumamente importante ya 

que los nódulos necesitan ese elemento, producto de la fotosíntesis, como fuente 

de energía para los bacteroides (nitrogenasa) y disponibilidad de esqueletos de C 

para la síntesis de aminoácidos (Cardoso y Massena, 2008). 

No se tuvieron diferencias significativas de CST entre los tratamientos aún cuando 

las plantas inoculadas con U-1301 y U-1302 presentaron una menor disponibilidad 

de CST (0,96 y 0,98 mg/pl respectivamente) que las inoculadas con U-741 (1,26 

mg/pl.) y U-1301+U-1302 (1,20 mg/pl.). Se puede inferir que  las plantas con U-

1301 y U-1302 fijan más N2 ya que hay un mayor uso (menor valor) de los 

carbohidratos en la parte aérea, probablemente por mayor demanda de los nódulos. 

Los tratamientos U-741 y U-1301+U-1302 indican menor fijación de N2 por mayor 

concentración de CST (1,26 mg/pl. y 1,20 mg/pl. respectivamente) El tratamiento c 

(+) presentó una mayor concentración de CST (1,39 mg/pl.) que el resto de los 

tratamientos (tabla 3), debido a un metabolismo del N y del C diferente al de la 

FSN. La correlación entre CST y área foliar (AF) alta y negativa (R=-0,99). 
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Tabla 3. Carbohidratos solubles totales (CST) de la parte aérea de plantas de soja para los 

tratamientos inoculados con las cepas U-1301, U-1302, U-1301+U1302 y U-741 y controles 
sin inocular con y sin N (c+ y c- respectivamente). Ensayo en macetas con suelo en 
invernáculo). Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05, LSD Fisher Test).  

 

 

 

 

 

 

4.2.2. Parámetros simbióticos: peso seco de  nódulos, raíces y 

parte aérea 

 

En general, la eficiencia simbiótica de cepas de rhizobios utilizadas en ensayos en 

invernáculo, se determina por el peso seco de nódulos, raíz y parte aérea. Los 

investigadores utilizan parámetros que permiten estimar directa e indirectamente la 

FSN, según la precisión, equipos y facilidades disponibles (Somasegaran y Hoben, 

1994).  

En este trabajo se determinó el peso seco de nódulos (PSN) y parte aérea (PSPA) 

de las plantas en dos momentos del ensayo: a los 44 días desde la siembra (T1) 

fase de crecimiento V5 quinto nudo y a los 60 días (T2) inicio de la floración R1 

(Fehr y Cavinese,1971). 

   Peso seco de nódulos y parte aérea (T1) 

 
En T1 no se observaron diferencias significativas en PSN entre los tratamientos 

inoculados. Se observó que la cepa U-1302 (0,29 g/pl.) tuvo una tendencia a 

producir más biomasa nodular comparada con U-1301 (0,09 g/pl.), U-741 (0,1 g/pl.) 

y la mezcla U-1301+U-1302 (0,21 g/pl.) (gráfica 3). La inoculación con U-1302 

presentó un 69% más de biomasa nodular que U-1301, 66% mayor que U-741 y un 

Tratamiento CST (mg/pl.) 

U-1301 0,96  A 

U-1302 0,98  A 

U-1301+U-1302 1,20  A 

U-741 1,26  A 

C+ 1,39  A 

C - 1,07  A 
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28% más que la mezcla. La inoculación con la mezcla de cepas mostró un valor 

intermedio de PSN comparado con el de las cepas individuales (gráfica 3).  

La rapidez de nodulación y una mayor formación de biomasa nodular es una 

característica importante en una cepa de rhizobio ya que indica potencial de 

eficiencia en fijación de N2 (Somasegaran y Hoben, 1994).  

En T1 no se obtuvo diferencias significativas en PSPA entre los tratamientos 

(gráfica 4). La cepa U-1302 (2,42 g/pl.) mostró el valor más alto de PSPA, inclusive 

al compararlo con el c (+) (2,02 g/pl.), lo cual coincide con los valores más altos de 

PSN obtenidos (gráfica 3).  

El tratamiento mezcla (2,16 g/pl.), al igual que en el PSN, presentó un valor de 

PSPA intermedio entre las dos cepas individuales U-1301 (1,63 g/pl.) y U-1302 

(2,42 g/pl.) indicando que no ocurre un “sinergismo” por la presencia de las dos 

cepas en el mismo inoculante (gráfica 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 3. Respuesta en peso seco nódulos (PSN) de los tratamientos inoculados, U-1301, 

U-1302, U-1301+ U-1301 y U-741 (ensayo en macetas con suelo en invernáculo, 44 días, 
T1, n=4). Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05, LSD Fisher Test).  
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Gráfica 4. Respuesta en peso seco parte aérea (PSPA) a la inoculación con, U-1301,  U-

1302, U-1301+ U-1302, U-741 y controles sin inocular con (C+) y sin N (C-).Ensayo en 
macetas con suelo en invernáculo, 44 días, T1, n=4. Letras diferentes indican diferencias 
significativas entre los tratamientos (p< 0.05, LSD Fisher Test). 

 

  Peso seco de nódulos y parte aérea (T2) 

La evaluación realizada a los 60 días después de la siembra (T2) mostró diferencias 

significativas en PSN entre los tratamientos (gráfica 5). La inoculación con U-1302 

(2,22 g/pl.) difirió significativamente del resto de los tratamientos, dio una media de 

PSN significativamente más alto que U-1301 (1,72 g/pl.), que U-741 (1,26 g/pl.) y U-

1301+U-1302 (1,25 g/pl.) (gráfica 5). Estos resultados muestran que la cepa U-1302 

fue capaz de formar un 25% más de nódulos con respecto a  U-1301, un 44% 

mayor a  U-1301+U-1302 y un 48% más que U-741. No hubo diferencias 

significativas entre los tratamientos U-1301, la mezcla U-1301+U-1302 y  U-741. A 

diferencia de lo observado en T1 la inoculación con el tratamiento mezcla presentó 

un valor de PSN menor al de las dos cepas individuales, lo cual indicaría un efecto 

adverso en el PSN cuando ambas cepas de rhizobios están presentes en el 

inoculante. Por lo general, en los inoculantes comerciales se recomienda una cepa 

de rhizobio. Los que tienen múltiples cepas se usan en diferentes huéspedes como 
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trébol (Trifolium spp.) y alfalfa (Medicago sativa) o para un único huésped como 

soja (Roughley, 1970; Keyser et al., 1993). Si bien, la inoculación de más de una 

cepa puede ser útil en aumentar el número de variedades noduladas  en soja, trae 

al mismo tiempo problemas de competencia entre ellas, debido a diferencias en su 

número en los caldos de cultivo y en los inoculantes preparados. Teniendo en 

cuenta que, las cepas crecen en diferentes fermentadores antes de ser mezcladas 

en el soporte, sigue siendo difícil asegurar un crecimiento balanceado de ambas 

cepas o una ocupación de nódulos similar. Esta situación probablemente explica las 

variaciones en fijación de N2 cuando se usan inoculantes con más de una cepa 

(Bailey, 1988; Somasegaran y Bohlool, 1990). Los beneficios del uso de inoculantes 

con una sola cepa serian evitar los efectos antagonistas entre las cepas, 

diagnosticar con mayor facilidad la pérdida de efectividad, y un control de calidad 

más accesible y confiable (Thompson, 1980). Por otro lado, es importante tener en 

cuenta que las cepas recomendadas en los inoculantes deben además ser 

competitivas con las cepas naturalizadas en los suelos (Bizarro et al., 2011). 

Por otra parte, se observó que los tratamientos pre-inoculados (16 días antes de la 

siembra)  U-1301+U-1302 (0,45 g/pl.) y U-741 (0,47 g/pl.) presentaron los valores 

de PSN más bajos (gráfica 5).  Estos evidencian un menor número de rhizobios 

sobre la semilla o algún efecto negativo, durante el almacenamiento de la semilla 

inoculada, en su potencial de nodulación. Los resultados concuerdan con los 

valores detectados de menor número de rhizobios vivos sobre la semilla al 

momento de la siembra (pre-inoculado U-1301+U-1302 = 6,0 x 104 ufc/semilla, y  

pre-inoculado U-741= 2 x 104 ufc/semilla) en comparación con los tratamientos 

inoculados (U-1301 = 1,09 x 105 ufc/semilla, U-1302 = 1,64 x 105 ufc/semilla y  U-

741 = 0,53 x 105 ufc/semilla). De acuerdo con nuestros resultados, se sugiere 

profundizar los conocimientos sobre la pre-inoculación de la semilla de soja. Esa 
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tecnología debe garantizar un número suficiente de rhizobios viables/semilla al 

momento de la siembra, de tal manera de obtener una buena nodulación. Ese 

número de bacterias está sujeto a múltiples factores adversos difíciles de controlar. 

El análisis de correlación entre PSN y área foliar dio un valor alto y positivo 

(R=0,87). 

 

Gráfica 5. Respuesta en peso seco nódulos (PSN) de los tratamientos inoculados U-1301, 

U-1302, U-1301+U-1302, U-741 y de los pre-inoculados U-1301+U-1302 y U-741 (ensayo 
en macetas con suelo en invernáculo, 60 días, T2, n=4). Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0.05, LSD Fisher Test).  

 

En cuanto a los datos de PSPA observamos que la cepa U-1302 y el c (+) 

produjeron los valores más altos, sin diferencias significativas entre ellos (gráfica 6). 

U-1302 también mostró valores más altos y diferencias significativas en PSPA 

(figura 5) con los tratamientos U-1301+U-1302 y U-741, pero no con U-1301 

(gráfica 6). Se desprende de este resultado que la cepa U-1302 es altamente 

eficiente en fijación de N2 en condiciones de invernáculo y que supera a U-741 y a 

la mezcla. Nuevamente el PSPA nos muestra un mejor rendimiento de U-1302 y U-

1301 cuando se usan en inoculantes individuales que en mezcla, la cual presentó 
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un valor de PSPA menor que las cepas individuales y difirió significativamente de U-

1302. Este resultado concuerda con lo mencionado por Thompson (1980) en cuanto 

a que el uso de cepas individuales en los inoculantes evita la competencia entre 

ellas (efecto de antagonismo).Los pre-inoculados no difirieron entre sí ni con el c (-) 

(gráfica 6) ratificando los resultados de PSN.  

El análisis de correlación entre PSPA y área foliar dio alta y positiva (R=0,76) al 

igual que entre PSPA y PSN (R=0,95). 

 

 
 
Figura 5. Plantas de soja ensayo en macetas en invernáculo (T2), de izquierda a derecha: 

tratamiento sin inocular+N fertlizante (c+), mezcla U-1301+U-1302, U-1301, U-1302 y U-
741. 
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Gráfica 6. Respuesta en peso seco parte aérea (PSPA) a la inoculación con U-1301, U-

1302, U-1301+U-1302 y U-741, de los pre-inoculados U-1301+U-1302, U-741 y controles 
sin inocular con (C+) y sin N (C-), (ensayo en macetas con suelo en invernáculo, 60 días, 

T2, n=4). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0.05, 
LSD Fisher Test).  

 

 

Con la finalidad de determinar si hubo un efecto de los tratamientos inoculados en 

inducir diferencias en la composición de la biomasa aérea por separado de hojas y 

tallos, se obtuvieron los valores de peso seco (gráfica 7).  Hubo diferencias 

significativas entre hojas de U-1302, U-741 y U-1301+U-1302. No hubo diferencias 

significativas entre U-1302 y c(+) ni en hojas ni en tallos, sin embargo otras cepas 

en tallo (U-741 y U-1301+U-1302) que difirieron con el c(+). Los pre-inoculados en 

tallos y hojas no difirieron entre sí ni con el control c(-). 

En todos los tratamientos se mantuvo la relación de mayor peso de tallo que de 

hojas, excepto en el c (+) que mostró una mínima diferencia a favor de las hojas. 

Estos resultados indican que la composición de la biomasa aérea es más bien una 

característica de la variedad de soja utilizada más que del microsimbionte utilizado. 
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En el caso del c(+) la diferencia puede deberse al metabolismo del N en una planta 

dependiente de fertilizante químico (gráfica 7). 

 

 

Gráfica 7. Respuesta en peso seco de hojas y  tallos (g/pl.) de los tratamientos inoculados 

U-1301, U-1302, U-1301+U-1302 y  U-741 y de los pre-inoculados U-1301+U-1302, U-741 
(ensayo en macetas con suelo en invernáculo, 60 días T2, n=4). Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los tratamientos (p< 0.05, LSD Fisher Test). 
 
 
 
 
 

El análisis de regresión entre el PSN y PSPA muestran una alta relación dada por el 

coeficiente de determinación (R2=0.87) (gráfica 8). En otros trabajos se han 

encontrado altas correlaciones entre éstas variables (Montero et al., 2001; Unkovich 

et al., 2008; Salvucci et al., 2012) por lo cual el PSN es incluido siempre en la 

evaluación de la eficiencia simbiótica de cepas de rhizobios en invernáculo.  
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Gráfica 8.  Análisis de regresión entre el PSN y PSPA de los tratamientos inoculados U-

1301, U-1302, U-1301+U-1302 y U-741 (ensayo en macetas con suelo en invernáculo, 60 
días, T2).  
 

Con los datos de PSPA de los tratamientos inoculados (T2), se calculó el índice de 

eficiencia relativa (ER) de las cepas en relación al c(+) a los efectos comparativos 

(Tabla 4). La cepa U-1302 presentó el valor más alto de ER (91%) seguida de U-

1301 (74%), U-741 (67%) y el tratamiento mezcla (59%) confirmando los resultados 

de PSPA.  

Tabla 4. Índice de eficiencia relativa (ER) de las cepas U-1301, U-1302, U-1301+U-1302 y  

U-741 en relación al c(+)=100% en base a PSPA (ensayo en invernáculo, 60 días, T2). 
 

Tratamiento  ER (%) 

U-1301 74 

U-1302 91 

U-1301+U-1302 59 

U-741 67 
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Los resultados de PSN, PSPA y ER, indican que la inoculación de soja con U-1302 

produce una simbiosis más eficiente en fijación de N2 que la inoculación con U-

1301,  la mezcla U-1301+U-1302 y U-741. 

 

4.2.3.  Estimación de la FSN por la técnica de abundancia natural 

15N  

Existen numerosos métodos para evaluar la FSN en las leguminosas. Además de 

los métodos utilizados en este trabajo, hay estudios que emplean la reducción de 

acetileno (ARA), concentración de ureidos, N total (%), métodos isotópicos como el 

de dilución y abundancia natural de 15N y también el rendimiento de semillas 

(Unkovich et al., 2008). Los  métodos isotópicos como el de abundancia natural de 

15N proporcionan información de mayor exactitud (Graham et al.1988) aunque todo 

depende del cultivo fijador, del cultivo control, de los objetivos planteados y del 

lugar en donde se realizan los ensayos, laboratorio, invernáculo y campo (Witty, 

1983; Chalk, 1986; Shearer y Kohl, 1986; Giller, 2001; Wanek y Arndt, 2002; 

Houngnandan et al., 2008).  

En este trabajo se determinó por abundancia natural 15N (AN) la contribución de la 

FSN a la nutrición nitrogenada de las plantas de soja, con el propósito de introducir 

esta metodología en un ensayo en invernáculo y con expectativas de su aplicación 

en campo. El método de AN se basa en el proceso de discriminación isotópica que 

ocurre entre el nitrógeno atmosférico y el 15N natural de los suelos durante las 

transformaciones del N (Shearer y Kohl, 1986; Peoples et al., 1997). Se obtuvieron 

los valores de δ15N y de N total (%) de la parte aérea (tallo + hojas) de las plantas 

de soja (T2) de todos los tratamientos y se calculó el % de N derivado de la 

atmósfera (%Ndda), la acumulación de N (mg/pl.) y la concentración de N (mg/g p. 

seco aéreo) (tabla 5). 
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Las variaciones en la abundancia natural de 15N se expresan  en δ unidades, en 

partes por mil relacionado al N2 atmosférico. Los valores de δ15N pueden ser 

positivos (hay más 15N que aquel en la atmósfera) o negativos (hay menos 15N que 

en la atmósfera)  (Unkovich et al., 2008). Estudios previos han demostrado que 

valores negativos de δ15N son frecuentes en la mayoría de los tallos de 

leguminosas dependiendo de la fijación de N2 para su crecimiento, indicando una 

preferencia de 14N sobre 15N (Yoneyama et al., 1986; Unkovich et al., 1994; 

Gathumbi et al., 2002)  

Las plantas inoculadas con U-1302 presentaron el valor más bajo de δ15N 

comparado con el de las plantas con U-1301, U-1301+U-1302  y U-741. Este 

resultado indica que la cepa U-1302 es la más fijadora de N2 (tabla 5) ya que la 

mayor proporción de su N proviene de la atmósfera en forma de 14N. El tratamiento 

U-1301+U-1302 mostró un valor de δ15N mayor al obtenido con las cepas 

individuales, siendo la mezcla la menos fijadora de N2.  En el caso del tratamiento U-

741 presentó un valor de  δ15N  menor  que la mezcla y U-1301 (tabla 5). El c(+) 

presentó un valor δ15N (0,25) mayor que las cepas debido a diferencias metabólicas  

y de distribución de N dentro de la planta (entre la fijadora y la no fijadora c +), así 

como una disimilitud en asimilación y transporte de N (Shearer et al., 1980). El c(-) 

mostró el mayor valor de δ15N (6,25) en comparación con el c(+) y las cepas 

indicando la falta de utilización de 14N proveniente de la atmósfera (no fijadora), 

(tabla 5). 

Estos resultados coinciden con los datos obtenidos de área foliar, carbohidratos 

solubles totales, PSN, PSPA y EF, concluyendo que U-1302 es la cepa más eficaz 

en fijar N2 en condiciones de invernáculo.  

En cuanto al %Nda (usando al valor de c(-) como control y teniendo en cuenta los 

valores negativos de δ15N), la cepa U-1302 presentó el valor más alto (91,17%) con 
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respecto a U-1301+U-1302 (48,41%), U-1301 (57,95%) y U-741 (58,61%), (tabla 5). 

Este resultado pone en evidencia que las cepas de rhizobios evaluadas son altas 

fijadoras de N2, sin desestimar las diferencias encontradas entre ellas en las 

condiciones experimentales del ensayo. Los resultados mencionados concuerdan 

además con los datos de mayor acumulación de N en las plantas inoculadas con U-

1302, así como en el c(+) (tabla 5). 

En la literatura se encuentran estudios que han demostrado una relación 

directamente proporcional entre el %Ndda y la concentración de N; y el PSPA y 

acumulación de N  (Wanek y Arndt, 2002; Salvagiotti et al., 2008), al igual que los 

resultados obtenidos en el presente estudio.  

 

Tabla 5.  Valores de δ
15

N, %N derivado de la atmósfera (%Ndda), N total%, peso seco parte 

aérea PSPA (g/ pl.), acumulación de N (mg/pl.) y concentración N (mg/g p.seco) en parte 

aérea de plantas de soja inoculadas y sin inocular (ensayo en macetas con suelo en 

invernáculo, T2).  

1. Valor B= -2,58 B. elkanni. 2.  Valor B= -2,6 B. japonicum. Tomado de: Unkovich, 2008. 

 

 

 

Tratamiento delta
15

N %Ndda
  

%N PSPA (g) CST (g/ml) 
Acumulación 
de N (mg/pl) 

Concentración 
de N (mg/g 

p.seco) 

U-1301 -1,39 57,95 
1 

2,50 19,64 1,88 490,89 25,00 

U-1302 -2,33 91,17 
1 

2,71 24,07 1,96 652,31 27,10 

U-1301+U-
1302 -1,12 48,41 

1 
2,70 15,64 2,40 422,28 27,00 

U-741 -1,42 58,61
 2 

3,01 17,63 2,70 530,76 30,10 

c(-) 6,12 __ 1,48 3,98 2,01 58,91 14,80 

c(+) 0,25 __ 2,51 26,37 3,20 662,67 25,13 
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Se realizó un análisis de regresión entre la acumulación de N en la planta y los 

valores de δ15N de los tratamientos inoculados. En la gráfica 9 se observa una 

relación inversa entre las variables. Estos resultados concuerdan con los 

encontrados en otras leguminosas como habas (Vicia faba) y garbanzos (Cicer 

arietinum) (Unkovich et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gráfica 9. Análisis de regresión entre la acumulación de N y  δ

15
N de los tratamientos 

inoculados U-1301, U-1302, U-1301+U-1302 y U-741) (ensayo en macetas con suelo en 

invernáculo, T2).  
 

En la regresión lineal se obtuvo un coeficiente de determinación alto (R2 = 0,94) 

indicando el porcentaje de la variación de acumulación de N que se explica a través 

del modelo lineal que se ha estimado, es decir a través del δ15N.  

Los resultados sugieren que U-1302 fue la cepa más eficiente en fijación de N, 

verificados con las variables fisiológicas de la planta así como las simbióticas, entre 

estas el PSN, PSPA, valor de  δ15N, acumulación y concentración de N en la planta. 

Sin embargo, los ensayos de evaluación deben repetirse en suelos con diferentes 

propiedades, en especial en ensayos en campo. A su vez, no se debería dejar de 
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lado el estudio de otras características de estas cepas de rhizobios recomendadas 

ya que pueden ser de utilidad agrícola adicional a la fijación de N2.  

Finalmente, cabe mencionar, que los resultados de este trabajo hacen un llamado 

de atención sobre los beneficios de seguir recomendando dos cepas de rhizobios 

en los inoculantes para soja en Uruguay.  

 

5. CONCLUSIONES 

De este trabajo se obtuvieron  las siguientes conclusiones: 

1. La caracterización de las cepas de Bradyrhizobium spp. para soja (Glycine 

max L. Merr) no mostró una diferencia marcada entre las cepas en su mayor 

o menor rapidez de crecimiento en medio sólido EMA. Tal vez, la 

característica que las diferencia visualmente es el color de la colonia y la 

mayor o menor producción de gomosidad. Las cepas en estudio no 

produjeron sideróforos. Por otro lado, U-1302 podría producir un “metabolito” 

vinculado probablemente con promoción del crecimiento vegetal, resultado 

que justificaría nuevos estudios. 

2. Las plantas inoculadas con U-1302 mostraron mayor área fotosintéticamente 

activa al estado vegetativo de 31 días. La inoculación con la mezcla U-

1301+U-1302 produjo menor área foliar (desde los 31 días hasta los 53 

días) que las dos cepas individuales y que U-741. A su vez, U-1302 dio  una 

menor cantidad disponible de carbohidratos solubles totales (CST). La 

mezcla presentó una mayor cantidad de CST que las cepas U-1301 y U-

1302. El tratamiento U-741 mostró el mayor valor de CST de todos los 

inoculados. 

3.  Las plantas inoculadas con la cepa U-1302 produjeron mayor peso seco de 

nódulos y parte aérea con diferencias significativas de las otras cepas. La 
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inoculación con U-1302 aporta mayor cantidad de N2 y se corrobora con el 

valor más alto de acumulación de N en las plantas.  

La mezcla U-1301+U-1302 fue la menos eficiente en fijar el N2 en 

condiciones de invernáculo en comparación con  las cepas U-1301 y U-1302 

individuales quedando en evidencia la falta de sinergismo cuando ambas 

cepas están juntas. La cepa argentina U-741 fijó más N2 que el inoculante 

mezcla y menos que la inoculación con  U-1301 y U-1302 por separado.  

4. Las plantas de semilla pre-inoculada con la mezcla U-1301+U-1302 y con U-

741, mostraron un menor desarrollo, por lo tanto, los resultados de la 

tecnología de la pre-inoculación deben analizarse con precaución.  

5. A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se concluye que la cepa 

U-1302 fue la más eficiente en fijación de N2 en soja en invernáculo.  En el 

futuro se debe continuar con la evaluación de las cepas en ensayos en 

campo, en condiciones agroecológicas diferentes, de manera de sumar 

información sobre la conveniencia o no de seguir recomendando dos cepas 

en los inoculantes para soja en Uruguay.  
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6. ANEXOS 

1. Medio de cultivo: EMA (Extracto de Levadura Manitol y Agar, Vincent, 1970) 

Componentes: 

Manitol 
 

10 g 

K2HPO4 
 

0,5 g  

MgSO4.7H2O 
 

0,1 g 

Extracto de levadura 0,5 g  

Agua destilada 1 L 

Rojo congo 
 

10 ml 

Agar   15 g 
*pH 6,8 

 

2. Preparación medio CAS (Chrome Azurol S) para la determinación de sideróforos  

 

Disolver 60,5mg de CAS en agua y mezclar con 10 ml de solución A (1mM de 

cloruro férrico ,10mM HCl). Bajo agitación agregar lentamente 72.9 mg HDTMA 

disuelto en 40 ml de agua. Autoclavar la solución azul resultante. 

Por otro lado autoclavar una mezcla de 750 ml de agua, 100ml de sales MM9(X10), 

15 g de agar, 30.24 g de Pipes (6.8). Luego de enfriar agregar 30 ml de solución de 

Casamino Acids al 10% y la fuente de carbono elegida (ej. 10 ml de solución de 

glucosa al 20%) como soluciones estériles. Agregar a solución azul obtenida 

anteriormente, por las paredes con suficiente agitación para lograr la mezcla pero 

no formar espuma. 

Tomado de:  http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/Curso_CB/Anexo_practicos.pdf 
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3. Solución Nutritiva Fahraeus sin N (Fahraeus, 1957) 

Componentes: 

CaCl2  0,100 g 

MgSO4.7H2O  0,120 g 

KH2PO4  0,100 g 

NaHPO4  0,100 g 

Citrato Férrico  0,005 g 

solución stock de 
oligoelementos* 

 1,0 ml 

  

Agua   1 L 
 
 
* 
Componentes por litro de 
agua:   

H3BO3  2,86 g 

MnSO4.4H2O  2,03 g 

ZnSO4.7H2O  0,22 g 

CuSO4.5H2O  0,08 g 

Na2MoO4.2H2O   0,14 g 
**pH 7
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