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Evaluacion y desarrollo de herramientas que contribuyen al disefio de un indice de salud del suelo para la siembra
de soja (Glycine max L. Merr)

RESUMEN

El término salud del suelo se refiere a las dindmicas biolégicas que ocurren en él, entre
otras, a la capacidad que tienen las comunidades del mismo de proteger a los cultivos
de enfermedades provocadas por patdgenos. La supresividad, patogenicidad vy ciclado
de nutrientes son propiedades dadas por las comunidades microbianas, quienes a su vez
estan influenciadas por la estructura quimica, fisica y el uso y manejo del suelo. Los
suelos naturalmente supresivos tienen la capacidad de evitar el desarrollo de
enfermedades en los cultivos incluso en presencia del agente fitopatégeno. En los
mismos se suelen encontrar bacterias de los géneros Steptomyces, Bacillus y
Pseudomonas, capaces de producir compuestos supresores de patdgenos como
antibidticos. En nuestro pais, para proteger a la semilla de soja de patdgenos se utilizan
comunmente fungicidas curasemillas. Sin embargo, el uso de curasemillas afecta
negativamente a los rizobios, bacterias responsables de la fijacién bioldgica de nitréogeno
en la soja. Este trabajo buscd identificar caracteristicas bidticas y abiéticas (tipo de suelo,
historia de la chacra) asociadas a la presencia de comunidades microbianas capaces de
reducir el efecto de patdégenos de implantacion, particularmente, del género Pythium.
Se desarrollaron herramientas que contribuirdn para el disefio de un indice de salud del
suelo basado en la capacidad de las comunidades microbianas nativas de reducir las
enfermedades de implantacidn. De esta manera se busca cooperar de forma rapida y
eficaz con la toma de decisiones a la hora de la utilizaciéon de curasemillas.

Los resultados de este trabajo brindaron conocimiento de cédmo las densidades de
bacterias, actinobacterias, e inhibidores de P. irregulare, P. paroecandrum,
Bradyrhizobium elkanii (U1301 y U1302) y B. japonicum (E109) varian entre suelos de
distintas zonas del pais con o sin historia de cultivo de soja. Asi mismo, se encontraron
correlaciones significativas entre variables fisicas, quimicas y bioldgicas, lo cual indica su

potencial como factor indicador de salud del suelo.

PALABRAS CLAVES:

Salud del suelo, comunidades microbianas, indicadores bioldgicos, Pythium, Bradyrhizobium.
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1. INTRODUCCION

1.1 Introduccién general

El suelo es un recurso fundamental para la produccidn agricola que permite producir
alimentos a gran escala y nutrir al ganado. Es el reservorio mas importante de nutrientes
para el crecimiento vegetal y contribuye al mantenimiento de los procesos
ecosistémicos (Warkentin, 2001). Al ser un recurso no renovable a escala humana, se
degrada facilmente y su regeneracion es lenta, dificil y costosa, requiriendo de cuidados
especiales por parte de sus usuarios (FAO, 2011).

El suelo es la interfaz entre la litosfera (rocas), atmdsfera (aire), la hidrésfera (agua), y la
bidsfera (seres vivientes). En él ocurren interacciones entre sus diversos componentes
fisicos, quimicos y bioldgicos (The Cornell Framework Manual, 2016).

Constituye una capa que se ha formado a través de los siglos junto con la desintegracion
de las rocas superficiales por la accién del agua, los cambios de temperatura y el viento.
Las plantas y animales que crecen y mueren dentro y sobre el suelo son descompuestos
por los microorganismos que lo habitan, transformados en materia orgdnica y
mezclados con él (FAO, 1996). Es un sistema que contiene sdlidos, liquidos y gases en
una matriz tridimensional (figura 1). Los componentes sélidos incluyen rocas de varios
tamafios, minerales y materia orgdnica. A su vez, la materia orgdnica se compone de
restos de hojas, raices y animales que sirven como fuente de energia para la biota que
habita el suelo. Los organismos del suelo consumen estos nutrientes y lo transforman
en materia orgdnica, conocida como humus, que se une a los minerales del suelo
formando agregados (fase sélida). Los espacios localizados entre los agregados sélidos,
llamados poros, estan ocupados por agua, aire y biota. La mayoria de las raices de las
plantas y organismos edaficos habitan en ellos; sin embargo, algunas bacterias habitan
en diminutos microporos dentro de los agregados (Whalen y Sampedro, 2009). El agua
(fase liguida) y el aire (fase gaseosa) son fundamentales para la vida en el suelo, porque
la primera permite transportar los nutrientes para que sean tomados por las plantas y
gue los microorganismos se desplacen; por su parte el aire proporciona el oxigeno

necesario para el funcionamiento celular de organismos aerdbicos.



Evaluacidon y desarrollo de herramientas que contribuyen al disefio de un indice de salud del suelo para la siembra
de soja (Glycine Max L. Merr)

Fase sdlida (minerales

y materia orgdnica) l‘
25

= minerales agua

Subsuelo

! Fragmentos de _
rocagmadre @

@330 . Fase gaseosa (aire)
0t

Fase liquida (agua) = aire = materia organica

Figura 1. Capas y componentes del suelo. A: Capas del suelo compuestas por materia orgdnica, capa
superior, subsuelo, fragmentos de la roca madre y roca madre. B. Componentes del suelo. Se observan
tres componentes que corresponde a una fase sélida (minerales y materia orgdnica que representan un
50%), liquida (agua, 25 %) y gaseosa (aire, 25%). Adaptado de: https://www.earthsoils.com/soil-

composition/

El suelo es habitat de una gran diversidad de organismos que forman parte de la red
tréfica del suelo, que incluye desde bacterias, algas, hongos y protozoos, hasta los mas
complejos nematodos, artrépodos, lombrices, pequefios vertebrados y plantas (figura

2; Ingham et al., 2000).

| Latrama trofica del suelo l

Artropodos
Fragmentadores

Nematodos
Fungivoros y
bacteridfagog

7
5 %[ Protozoarios
Materia Organica Na

&
) \/ Amebas,
Desechos, residuos y .‘ flagelados y ciliados
_Bactelias

Artropodos
Depredadores

li.t)llgos
Micorrizas y
saprofitos

metabolitos de plantas,
animales y microorganismos

Otros
Vertebrados

Segundo
Descomponedores, Tarcer
: Primer mutualismos Cuarto Quinto
leeles fotosintetizad patdg fr:grrrl:g;addorgess depredadores depredadores
troficos parasitos y plecaty
herbivoros de raices

Figura 2. Red tréfica del suelo (Soil Food Web, en inglés). El diagrama muestra la comunidad de
organismos que habitan en el suelo y las conversiones (representadas por las flechas) de energia y
nutrientes como un organismo se alimenta de otro. Modificado de: Ingham et al., 2000. Disponible en:
http://www.nrcs.usda.gov
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Muchos suelos representan un ambiente oligotréfico, es decir un medio
nutricionalmente pobre. En consecuencia, los microorganismos y sus actividades no se
encuentran homogéneamente distribuidos, sino que se concentran en ciertos nichos o
manchas hospederas, ricas en nutrientes, tales como la rizésfera, el tracto digestivo de
algunos animales, cerca de substratos orgdnicos e inorganicos disponibles, y, los mas
pequeiios, en los poros del suelo llenos de agua donde sus depredadores se ven
excluidos (England et al., 1993; Hassink, 1994).

Los organismos del suelo se asocian e interactian entre si, realizando diversas
funciones. Cuando hay abundancia de nutrientes y minima perturbacién de este
recurso, la red trofica del suelo ayuda a mantener la auto-regulacién de los organismos
gue forman parte de la misma (Magdoff y van Es, 2009).

La biota microbiana participa en funciones esenciales de los ecosistemas, intervienen en
la descomposiciéon de la materia orgdnica y en los ciclos de nutrientes, suprimen
enfermedades, y regulan el crecimiento de las plantas (Parkinson y Coleman, 1991;
Killham, 1994; van Elsas y Smalla, 1997), (Iglesias, 2008).

Bacterias y hongos cumplen un rol fundamental en el suelo como degradadores
primarios de la materia organica, por lo que determinan los nutrientes disponibles para
las plantas y la cantidad de carbono almacenado en el suelo. Estos microorganismos son
abundantes en la rizésfera en donde regulan el crecimiento de la planta a través de
multiples procesos. Mas del 80 % de las plantas estdn asociadas simbidticamente a
hongos micorriticos que le proporcionan nutrientes a las mismas y éstas compuestos
azucarados de la fotosintesis. Algunas especies de plantas se asocian con bacterias
fijadoras de nitrogeno como las del género Bradyrhizobium proporcionando el nitrégeno
necesario para el crecimiento de la planta (Lavelle et al., 2006, Wurst et al., 2012). Esto
demuestra la importancia de la biota microbiana en el funcionamiento del suelo.
Muchos de los sistemas de manejo del suelo y los cultivos actuales son insostenibles.
Por ejemplo, el uso excesivo de fertilizantes ha dado lugar a la acumulacion de nitrégeno
(N), lo que constituye una amenaza para los sistemas bioldgicos (Hettelingh et al., 2008).
Wagg et al. (2014) demostraron que cambios en comunidades microbianas del suelo y

la pérdida de la biodiversidad a causa de ciertas actividades antropogénicas, como la
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intensificacion de la agricultura y el uso y manejo del suelo tiene consecuencias en el
mantenimiento de la sustentabilidad y funcionamiento del ecosistema.

Por otra parte, la biota microbiana del suelo, ademas de responder a las practicas de
manejo, sufre cambios estacionales que varian segun los tipos de suelos (Dalal, 1998;
Zoog et al.,, 1997). Altier et al. (2006) determinaron cambios en las poblaciones de
actinobacterias y poblaciones microbianas segin el método de preparacion del suelo y
laintensidad de uso de éste. Esto hace que la misma sea un indicador altamente sensible
para determinar el estado de salud del suelo (Powlson et al., 1987; Sparling, 1992,

Iglesias, 2008).

1.2 Salud del suelo

La salud del suelo se define como la capacidad de éste de funcionar como un sistema
vivo, sosteniendo plantas, animales y seres humanos (The Cornell Framework Manual,
2016). Bajo esta definicién subyace la importancia de realizar un manejo del suelo que
asegure su salud para las futuras generaciones. (FAO, 2011; USDA, 2016). Un creciente
interés en la salud del suelo esta asociado al énfasis en una agricultura sustentable.
Cientificos y agricultores son conscientes de la importancia de la salud del suelo y de la
relaciéon de la productividad con la materia orgdnica. Sin embargo, desde el siglo XVII
existen reportes que resaltan la importancia de la materia organica del suelo, asi como
de los organismos que viven en él, para una produccion agricola sustentable. John Evelyn
escribié en Inglaterra durante la década de 1670 acerca de la importancia de la capa
superior del suelo y de cdmo la productividad de los suelos tiende a perderse con el
tiempo. Indicé ademds que su fertilidad podria mantenerse mediante la adiciéon de
compuestos orgdnicos. Charles Darwin, en el siglo XIX desarrollé la teoria moderna de
evolucidn, estudid y escribid sobre la importancia de las lombrices de tierra en el ciclo
de los nutrientes y la fertilidad del suelo (Magdoff y van Es, 2009).

Posteriormente, a finales del siglo XX, surgidé una nueva apreciacién de la importancia
de la salud del suelo, ya que se evidencido el desgaste de los suelos devenido

principalmente por el agotamiento de la materia organica (Hills et al., 1908).
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Coloquialmente, los agricultores utilizan el término salud del suelo para describir su
idoneidad para la produccién agricola, y los agrénomos lo utilizan al describir las
funciones del mismo. Ambos se refieren a la idea de qué tan bueno es el suelo en un rol
de soportar el crecimiento de cultivos de calidad y de alto rendimiento. En general, el
término salud del suelo se comenzé a utilizar al reconocer las funciones de éste (Doran
y Parkin, 1994; Karlen et al., 1997), las cuales son las siguientes:

1. Promover la productividad del sistema sin perder sus propiedades fisicas,

guimicas y bioldgicas (productividad bioldgica sostenible).
2. Atenuar los contaminantes ambientales y los patégenos (calidad ambiental).

3. Favorecer la salud de las plantas, los animales y los humanos.

En otras palabras, el concepto de salud del suelo se esta usando cada vez mas por todos
los integrantes de la cadena productiva y hace referencia a la integracién de los procesos

fisicos, quimicos y biolégicos que permiten una produccién sustentable (figura 3).

QuimIcos SALUD DEL SUELO

Fisicos BIOLOGICOS

Figura 3. Concepto de salud del suelo. El mismo refiere a la integracion de 3 componentes, quimicos,
fisicos y bioldgicos. Adaptado de: Cornell Framework Manual, 2016.

Para que un suelo agricola sea saludable debe tener una extensa poblacién de
organismos benéficos y alta cantidad de materia organica, ademads de un buen drenaje,
suficiente profundidad para el crecimiento de cultivos de alto rendimiento, capacidad

de intercambio de nutrientes, reducida poblacidn de malezas, de insectos plagas y

5|5



Evaluacion y desarrollo de herramientas que contribuyen al disefio de un indice de salud del suelo para la siembra
de soja (Glycine Max L. Merr)

fitopatdogenos (New England Vegetable Management Guide 2016-2017, University of
Massachusetts).

Una elevada densidad microbiana en el suelo aumenta la probabilidad de tener una alta
diversidad de antibidticos en la poblacion y elevadas concentraciones de materia
orgdanica (Schlatter et al., 2009; Kinkel et al., 2011). Existe un especial interés en el
estudio de los suelos supresivos que se definen como aquellos que son capaces de
impedir el desarrollo de enfermedades en las plantas aun en presencia del fitopatdgeno
(figura 4). Kinkel et al. (2011) establecen que suelos con determinadas comunidades
microbianas, caracteristicas fisicoquimicas y manejos pueden tener una mayor
supresividad de patdgenos. Conocer la dindmica de las poblaciones de microorganismos
de suelos supresivos puede determinar el éxito de implementar una estrategia de

control bioldgico (Pérez et al., 2007; Kinkel et al., 2011).

Materia

organica Microorganismos
Suelos supresivos ifiidaes e

Densidad fitopatégenos

microbiana

Diversidad de
antibidticos

Figura 4. Caracteristicas de suelos supresivos. A una mayor concentracidon de materia organica y densidad
microbiana, aumenta la probabilidad de que existan microorganismos inhibidores de fitopatégenos y mas
diversidad de antibidticos.

1.3 Indicadores de salud del suelo

Los indicadores de salud del suelo permiten medir las alteraciones en las funciones del
suelo como resultado de las practicas de manejo aplicadas (Kennedy y Papendick, 1995).
Son una herramienta de mediciéon que brinda informacién sobre las propiedades, los
procesos y las caracteristicas del suelo (USDA, 2016; Astier et al., 2002).

Son indicadores de salud del suelo las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas (Tabla
1), o los procesos que ocurren en él (SQI, 1996; Garcia et al., 2012). Para que las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo sean buenos indicadores deben

cumplir las siguientes condiciones (Masera et al., 1999, Ramirez, 2004):
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N o b~ W N

de soja (Glycine max L. Merr)

. ser integradores de los componentes fisicos, quimicos y bioldgicos,

de medir tanto en condiciones de campo como en el laboratorio,

. estar basados en informacion objetiva y facil de reconocer,
. ser preferentemente aplicables a un rango de ecosistemas y condiciones,

. reflejar el atributo de sostenibilidad que se quiere evaluar,

de entender,

. permitir detectar cambios y diferencias.

Tabla 1. Indicadores fisicos, quimicos y biolégicos de salud del suelo. Modificado de Acevedo et al., 2005.

Indicador

|Re|aci6n con las funciones y condiciones del suelo

Fisicos

Textura del suelo

Retencion y transporte de agua y minerales, erosidn del suelo.

Profundidad del suelo

Estimacion del potencial productivo y de erosién.

Infiltracién y densidad
aparente

Potencial de lixiviacion, productividad y erosion.

Capacidad de retencién
del agua (CRA)

Relacionado con el contenido de humedad, transporte y erosion.

Estabilidad de
agregados

Erosién potencial de un suelo, infiltracion de agua.

Quimicos

Materia organica (Cy N
organico)

Fertilidad del suelo, estabilidad y grado de erosién. Potencial productivo.

pH

Actividad quimica y bioldgica, limites para el crecimiento de las plantas y actividad microbiana.

Conductividad eléctrica

Actividad microbioldgica y de las plantas. Limites para el crecimiento de las plantas y la actividad microbioldgica.

N,Py K extraible

Disponibilidad de nutrientes para las plantas y pérdida potencial de N, indicadores de productividad y calidad ambiental.

Capacidad de
intercambio cationico

(CIC) Fertilidad del suelo, estabilidad y grado de erosién. Potencial productivo.

Metales pesados

disponibles Niveles de toxicidad para el crecimiento de la plantay la calidad del cultivo.
Bioldgicos

Biomasa microbiana (Cy

N) Potencial catalizador microbiano y reposicion de Cy N.

Potencial mineralizable

de N (PMN) Productividad del suelo y aporte potencial de N.

Respiracién edafica,
contenido de agua,
temperatura del suelo

Medicidn de actividad microbiana.

Ndmero de lombrices

Relacionado con la actividad microbiana.

Rendimiento del cultivo

Produccién potencial del cultivo. Disponibilidad de nutrientes.

Un indicador bioldgico es un organismo o un grupo de organismos, que proporcionan

informacién sobre la calidad del ambiente. (Alkorta et al., 2003). Los indicadores

bioldgicos se utilizan para evaluar el efecto de las practicas de manejo agricola sobre la

fertilidad y la salud de los suelos. Algunos investigadores sostienen que reflejan los

cambios con m

ayor sensibilidad que las determinaciones quimicas de carbono vy

nitrégeno (Chaveli et al., 2006). Kapp et al. (2013) consideran que un indicador biolégico
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ademas de indicar los problemas ambientales luego de un hecho, debe predecir
problemas futuros o carencias en el medio edafico.

Algunos de los pardmetros bioldgicos con potencial indicador de la salud del suelo son:
la biomasa microbiana, la respiracién basal, el nitrégeno mineralizable, las actividades
enzimaticas especificas, los grupos funcionales de la microflora, la composicién y
diversidad de las comunidades microbianas, la abundancia y diversidad de macro-,
meso- y microfauna, los patdgenos de raices, el crecimiento y la diversidad de plantas,
etc. (Pankhurst et al.,, 1997). Los microorganismos cuya presencia elevada indica la
supresidon de enfermedades o altas densidades de promotores del crecimiento vegetal,
y los asociados a los ciclos de nutrientes o enfermedades pueden ser adecuados
indicadores bioldgicas.

La presencia de ciertos microorganismos del suelo puede ser indicadora de
determinadas condiciones del mismo. La bacteria Clostridium spp. indica condiciones de
anaerdbiosis, mientras que la presencia de actinobacterias, son indicadoras de salud del
suelo, capaces de descomponer materia organica y de inhibir una variedad de
fitopatdgenos. Por otro lado, la presencia de actinobacterias patégenas (Ramos-Zapata,
2004), como Streptomyces scabies, causante de la sarna de la papa (Acuiia, 2002), es un

indicador del potencial patogénico del suelo.

1.4 Actinobacterias como indicadores biolégicos

Las Actinobacterias es uno de los grupos bacterianos mas cominmente aislados del
suelo, aunque se pueden encontrar en ambientes marinos (Schrey y Tarkka, 2008;
Whalen y Sampedro, 2009; Schneeman et al., 2010). Son bacterias Gram positivas, y el
género Streptomyces es el que tiene el mayor nimero de especies dentro de las

Actinobacterias (Figura 5).
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Proteobacteria

Cyanobacteria
Chloroflexi

Firmicutes Chlorobi

Crenarchaeota Euryarchaeota

Thaumarchaeota

Bacteriodetes

Deinococcusl/
Thermus

Korarchaeota
Thermotogae

Aquificae

LUCA

Figura 5. Arbol filogenético de la vida. En el Dominio Bacteria se representa el grupo
Actinobacteria marcado en rojo. Tomado de Boyd y Peters, 2013.

Muchas especies de actinobacterias cumplen un rol fundamental en la descomposicion
de la materia organica y la fertilidad del suelo, y son responsables del olor a “tierra
humeda” por la produccién de un metabolito secundario denominado geosmina (Sylvia
et al., 2005; Tortora et al., 2007). Se caracterizan por presentar crecimiento micelar,
esporular, y producir un amplio espectro de antibidticos (Valan Arasu et al., 2008;
Duraipandiyan et al., 2010; Yekkour et al., 2012; Solecka et al., 2012).

En algunos paises europeos se emplean formulaciones comerciales como el Mycostop,
de origen Finlandés, a base de Streptomyces griseoviridis, que actia como fungicida
biocontrolador. Mycostop es utilizado contra enfermedades causadas por Pythium,
Fusarium, Botrytis, Alternaria, Phomopsis, Rhizoctonia y Phytophthora en hortalizas,

hierbas y plantas ornamentales (Mohammadi, 1992).

1.5 Sistema de estudio

La soja es una especie vegetal que pertenece a la familia Fabacea (leguminosas) y dentro
de ésta a la subfamilia Papilionoideae y al género Glycine Willd. Este género incluye el
subgénero Soja que consta de tres especies anuales procedentes de Asia: G. max L.
(Merr), que es la soja cultivada, G. soja Sieb y Zucc, que es su forma silvestre y G. gracilis

Skvortsov, considerada maleza (Hymowitz y Singh, 1987).
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La soja fue domesticada en la mitad oriental de China entre los siglos VII y XI AC
(Hymowitz y Shurtleff, 2005). Esta domesticacidon temprana denota la gran importancia
cultural que tiene este cultivo en la region. (Blum et al., 2008). Este cultivo tiene
importancia por su alto contenido proteico y subproductos comerciales. El incremento
de la poblacién mundial es uno de los factores responsables de la expansion de este
cultivo.

La planta de soja se asocia simbidticamente con bacterias fijadoras de nitrégeno del
género Bradyrhizobium. Es un cultivo altamente dependiente de N, requiere 80 Kg N/ha
para producir una tonelada de grano; este requerimiento se suple mayoritariamente por
la fijacidn simbidtica de nitrégeno (FSN), (Racca y Collino, 2005; Rodriguez-Navarro et
al., 2011). En Uruguay, los inoculantes para soja estdan compuestos por una combinacién
de dos cepas de Bradyrhizobium elkanii identificadas como U1301 y U1302 (originarias
de Brasil), mientras que la cepa recomendada en Argentina es la E109 de
Bradyrhizobium japonicum por su aptitud simbidtica y plasticidad a variadas condiciones
edafoclimaticas (Perticari et al., 2003).

A comienzos del siglo XXI, al igual que lo ocurrido en el resto de los paises sudamericanos
(Argentina, Brasil, Bolivia y Paraguay), en Uruguay comienza un fuerte proceso de
expansién de la agricultura de secano, impulsado principalmente por el crecimiento del
area destinada al cultivo de soja (Pérez et al., 2011). Actualmente, es el principal cultivo
de grano en nuestro pais. En los ultimos 15 afios el drea de siembra ha aumentado
exponencialmente desde 2002 a 2016. En el periodo comprendido entre los afios 2008
- 2016 el promedio de la superficie sembrada fue de 1174,67 miles de hectareas y el
rendimiento promedio fue de 2174 Kg/ha. (DIEA-MGAP). Los rendimientos logrados en
el cultivo de soja son variables pero muestran en general un estancamiento. En los
ultimos anos se ha observado una disminucién en el rendimiento del cultivo por
fendmenos climaticos como el exceso o déficit hidrico (Anuario OPYPA, 2016). Las
enfermedades del cultivo de soja son considerados factores importantes en la reduccién
del rendimiento y pueden incluso provocar la pérdida total de la produccién de un lote

(Gally et al., 2000).
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1.5.1 Microorganismos causantes de enfermedades de implantacion

Un complejo de hongos y oomycetes patdgenos de los géneros Pythium, Phytophtora,
Rhizoctonia y Fusarium son causantes de enfermedades de implantacion (damping-off,
en inglés), (Formento, 2013). Atacan antes de la emergencia de la plantula y luego de
la emergencia de la misma (pre y post emergencia, respectivamente). En el damping-off
de pre-emergencia los patégenos infectan las semillas cuando comienzan a germinar o
poco después de su germinacion, provocando en la mayoria de los casos la muerte de la
plantula. El damping-off de post-emergencia se produce cuando las plantulas han
emergido del suelo y son infectadas posteriormente (Strunk y Byamukama, 2015). Luego
de esta etapa la planta aumenta su resistencia, ya que lignifica sus tejidos y el patégeno
no es capaz de penetrarlos (Altier y Thies, 1995).

En soja, diversas especies de Pythium son responsables del damping-off (Broders et al.,
2007). Las semillas infectadas antes o durante la germinacion muestran una
podredumbre humeda o seca dependiendo del patégeno; aquellas que llegan a
germinar, muestran raices poco desarrolladas y decoloradas. Las plantulas afectadas
que llegan a emerger muestran el hipocétilo en forma de gancho amarronado, este
amarronamiento también puede verse en los cotiledones (figura 6) (Stewart y Rodriguez

2013).

Figura 6. Semillas de soja con sintomas de damping-off. Imagen tomada de: Chilvers et al., 2012, Michigan
State University Extension.
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Pérez et al. (2011) determinaron que en zonas de cultivo de soja se encuentran varios
microorganismos fitopatégenos con potencial de afectar significativamente las plantas
tanto al momento de la implantacién como en etapas mds avanzadas del desarrollo. Las
condiciones éptimas para desarrollo de la enfermedad son suelos anegados, que
favorecen la infeccion por Pythium, mientras que las temperaturas dptimas varian con
la especie que esté presente (Stewart y Rodriguez, 2013). En estas situaciones, el cultivar
y la calidad sanitaria de la semilla son caracteristicas primordiales a tener en cuenta al
momento de la siembra (Distéfano et al., 2015).

Los fitopatogenos pueden ser controlados por métodos culturales, quimicos y/o
bioldgicos. El control cultural considera la rotacion de cultivos, alternando con especies
no leguminosas. Sin embargo patdégenos como Pythium o Rhizoctonia son dificiles de
controlar, ya que infectan y se multiplican en numerosas gramineas y otras familias de
plantas (Formento, 2011). El uso de fungicidas curasemillas es el método de control
guimico comunmente utilizado. Sin embargo, en estudios preliminares del Laboratorio
de Microbiologia de suelos de INIA-Las Brujas se observd que su uso afecta
negativamente la nodulaciéon de la soja con Bradyrhizobium spp. (Beyhaut y Sicardi,
2013). Como consecuencia de la poca efectividad y viabilidad del control cultural y
quimico, el control biolégico se presenta como la mejor alternativa. Existen varias
razones que lo justifican: a) los antagonistas pueden ser introducidos directamente en
la zona de infeccidon de manera sencilla con la tecnologia aplicada para rizobios, b) en la
mayoria de los casos, se requiere proteccidén por un periodo corto hasta que la planta
desarrolle defensas contra patégenos causantes de damping-off (Pérez et al., 2001).

La busqueda de agentes de control bioldgico para enfermedades de implantacién en
soja resulta fundamental para la sustentabilidad de este cultivo. Varios géneros de
bacterias y hongos han sido descriptos como antagonistas y usados como controladores
bioldgicos de patdgenos de plantas. Entre las bacterias rizosféricas capaces de controlar
fitopatdgenos se encuentra el género Pseudomonas (O’Sulllivan y O’Gara, 1992). Otros
ejemplos de control bioldgico para Pythium es el uso de hongos del género Trichoderma
y de algas marinas (Formento, 2011). Se ha reportado inhibicién de Pythium
aphanidermatum causante de damping-off en plantas de Kale utilizando a Trichoderma

spp. como biocontrolador (Intana y Chamswarng, 2007). Por otra parte, se determiné
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gue el uso de algas marinas estimula el crecimiento de hortalizas, frutas y otros cultivos
por su contenido de nutrientes y poseen actividad biocontroladora. Sultana et al. (2011)
demostraron que el uso del alga roja Soliera robusta, redujo la podredumbre de raices
causada por Rhizoctonia solani, Fusarium solaniy F. oxysporum y la accién del nematodo

Meloidogyne javanica.
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La estrategia del presente trabajo es evaluar la capacidad de las actinobacterias edaficas
de inhibir microorganismos patégenos del género Pythium, y cepas de Bradyrhizobium
utilizadas en inoculantes de soja, y explorar la relacién de la capacidad de inhibicidn con

las propiedades fisicas y quimicas del suelo.

2.1 Hipotesis del trabajo

Existe una asociacion entre las comunidades microbianas que participan de la supresion
de enfermedades de implantacidn en soja con otros factores bidticos y abidticos del
suelo.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo general

Desarrollar herramientas que contribuyan al disefio de un indice de salud del suelo para
la toma de decisiones al momento de la siembra del cultivo de soja, teniendo en cuenta
distintos factores bidticos y abidticos que pueden influir sobre las comunidades del
suelo en cuanto a su capacidad de supresidon de enfermedades de implantacion y la

fijacidn bioldgica de nitrogeno (FBN).

2.2.2 Objetivos especificos

1) Desarrollar un indice de patogenicidad de suelo.

2) Evaluar la capacidad de supresion de las actinobacterias del suelo frente a
Pythium.

3) Evaluar la capacidad de inhibicion de las actinobacterias frente a cepas de
Bradyrhizobium utilizadas como inoculantes de soja.

4) Brindar las herramientas para el disefio de un indice integrado de salud del suelo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestreo de suelos

Entre los meses de octubre y diciembre del 2014 fueron muestreados suelos de 13 sitios

en las regiones litoral oeste (Paysandu y Rio Negro) y este (Treinta y Tres y Rocha) del

pais, con y sin historia de siembra de soja el verano anterior (tabla 2 y figura 7).

Tabla 2. Muestreo de los sitios del litoral oeste y este del pais con y sin historia de soja el verano anterior.

Con soja el verano
Sitio Regiéon |Departamento anterior
1 Litoral oeste| Paysandu no
2 Litoral oeste| Paysandu no
3 Litoral oeste| Paysandu no
4 Litoral oeste| Paysandu no
5 Litoral oeste| Paysandu Si
6 Litoral oeste| Rio Negro Si
7 Litoral oeste| Rio Negro Si
8 Este Rocha no
9 Este Rocha Si
10 Este Rocha no
11 Este Treintay tres no
12 Este Treintay tres Si
13 Este Treintay tres Si
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Figura 7. Sitios muestreados. Se observan los departamentos muestreados del litoral oeste (Paysandu y

Rio Negro) y este del Uruguay (Treinta y Tres y Rocha). Imagen satelital de Google Earth.

Para realizar los analisis fisicoquimicos y biolégicos se tomaron en cada sitio tres
muestras de suelo de 2500 g cada una, con calador a 10 cm de profundidad. En el
laboratorio, las muestras fueron tamizadas (< 2mm) y secadas a temperatura ambiente,
y luego conservadas en heladera a 4°C hasta ser utilizadas. Ademads, en cada sitio, con
un cilindro de 100 cm? se obtuvo otra muestra a efectos de determinar la curva de
retencion de agua y la densidad del suelo (figura 8). Los analisis fisicos y quimicos de

cada sitio se muestran en el anexo B.
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Figura 8. Esquema del muestreo. Se tomaron tres muestras por sitio (area 1, drea 2 y area 3). Los puntos verdes
corresponden a las muestras tomadas con calador y los cuadrados azules a las muestras para la determinacion
de la curva de retencién de agua y densidad del suelo.

3.2 Aislamientos de Pythium spp.

Para obtener los aislamientos de Pythium spp. fueron utilizadas todas las muestras de
suelos de los 13 sitios (3 muestras por sitio). El método empleado fue una modificacién
de la técnica de baiting descripta por Altier y Thies (1995). Sobre papel toalla estéril, se
esparcié una fina capa (2-3 mm de espesor) de la muestra de suelo y se humedecié con
10 ml de agua destilada estéril. Sobre la muestra de suelo fueron colocadas 8 semillas
de soja previamente desinfectadas con etanol 90% por 1 minuto, hipoclorito 10% por 3
minutos y enjuagadas 5 veces con agua destilada estéril. El papel con las semillas se
enrolld y colocd en una bolsa de nylon, posteriormente estos permanecieron en
incubacién a 22°C hasta que se observé crecimiento de micelio blanco en las semillas.
Luego, las semillas infectadas se enjuagaron con agua durante 3 minutos hasta remover
la tierra. Cada semilla fue colocada en una placa con medio PDA comercial (Potato
Dextrose Agar, Oxoid) y se incubd a 22°C hasta observar crecimiento de micelio blanco.
Los aislamientos se identificaron mediante la observacion al microscopio (40x) de
estructuras reproductivas caracteristicas de Pythium spp. surgidas en los micelios (figura
9). Aquellos donde se observd las estructuras caracteristicas del género Pythium, fueron

purificados mediante cultivos sucesivos en medio PDA.
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Estos aislamientos fueron utilizados posteriormente en el ensayo de Herr como

organismos blanco frente a las actinobacterias (seccion 3.6.1)

Figura 9. Estructuras reproductivas de Pythium spp. Cuerpos hifales terminales (a-d); cuerpos hifales
intercalares (e—g); cuerpos hifales germinando (h—k); oogonia terminal (I, m); oogonia catelunada (n);
oogonia provista de diferentes tipos de anteridios (0o—s); oosporas (t—w). Escala de todas las figuras 35
mm. Tomado de Bernard, 2009.

3.3 Extraccion de ADN de aislados de Pythium spp.

Se extrajo ADN de los Pythium obtenidos a partir de las muestras de suelos y de la
coleccion de INIA-Las Brujas utilizando el kit DNeasy Plant Mini (QIAGEN). Con bisturi
estéril se tomd micelio blanco crecido en placas de PDA durante 3 dias a temperatura
ambiente. Se coloco el micelio en un tubo estéril de 1,5 ml. Se continud con la extraccion
siguiendo las indicaciones del proveedor. Todas las centrifugaciones se realizaron en una
centrifuga Heraeus Biofuge Pico; Max. RCF 16,060 x g. La concentracion de ADN fue
determinada utilizando el espectrofotémetro NanoDrop 8000 a 260 nm (Thermo

Scientific) y su calidad fue determinada por la relacion 0D260/0D280.
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3.3.1 Amplificacion por PCR

Se realizd la amplificacidon por PCR de las regiones ITS del ARNr a partir del ADN
gendmico de los aislados de Pythium spp. La mezcla de reaccién para la PCR fue la
siguiente: 14 pl de H,O milliQ; 2,5 pl buffer 10X (Thermo Scientific); 3,75 ul MgCl,
(Thermo Scientific). 0,5 ul dNTPs (Thermo Scientific); 1 pl primer ITS4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’); 1ul primer ITS5 (5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGY'),
(White et al., 1990); 0,25 ul tag polimerasa (Thermo Scientific); 1 ul ADNg (50ng/ul). La
amplificacién fue llevada a cabo en un termociclador Eppendorf utilizando el siguiente
ciclado: desnaturalizacién inicial a 94° C por 5 minutos, 30 ciclos de 30 s a 94°C,30s a
55°C y 1 minuto a 72°C y una extension final de 3 minutos a 72°C. Los productos de PCR
se visualizaron en gel de agarosa 1,5 % (p/v) en buffer Tris-Acido Bérico-EDTA (TBE) 5X
(Anexo A). Se agregaron 3,5 pl de Goodview (SBS Genetech Co., Ltd.) por cada 100 ml
de gel. Para la corrida electroforética, se cargd 1 ul de buffer de carga 6X (Thermo
Scientific) junto con 5 ul ADN. Se utilizaron 3 pl de marcador de PM AccuRuler 100 bp
Plus DNA RTU Ladder (MAESTROGEN). Las muestras se corrieron a 100 V durante 30
minutos. Los productos obtenidos fueron visualizados en un transiluminador UV vy

fotografiados; el tamafio de estas bandas fue entre 900 y 1000 pb.

3.3.2 Secuenciacion, alineamiento y drbol filogenético

Los productos de PCR de la regién ITS del ARNr se enviaron a Macrogen (Corea) para su

secuenciacion. Se utilizd el programa NCBI BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov) para su

comparacion con secuencias similares en la base de datos. Finalmente se realizd el
analisis filogenético de secuencias para la identificacién de los aislados por el método
de maxima verosimilitud, utilizando el software MEGA 6

(http://www.megasoftware.net).

3.4 Microorganismos utilizados

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron los patdgenos de implantacion
Pythium irregulare (ILB322) y Pythium paroecandrum (ILB315), las cepas U1301 y U1302
de Bradyrhizobium elkanii, empleadas en los inoculantes comerciales para soja en

Uruguay y la cepa E109 de Bradyrhizobium japonicum, empleada en Argentina.
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Las caracteristicas de los microorganismos utilizados en este trabajo se detallan a

continuacion en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los microorganismos utilizados.

Especie Codigo Origen Descripcion Coleccion

Pythium irregulare ILB322 patdgenos de INIA Las Brujas, Plataforma
Pythium paroecandrum ILB315 Uruguay implantacion en soja de Bioinsumos

cepas utilizadas en los

1301 inoculantes para soja en

Bradyrhizobium elkanii U1302 Brasil Uruguay

cepas utilizadas en los

inoculantes para soja en INIA Las Brujas, Laboratorio
Bradyrhizobium japonicum | U741 (E109) Argentina Argentina de Microbiologia de Suelos

3.5 Ensayo para la determinacion del indice de patogenicidad en suelo (IP)

Previo a la ejecucién de los ensayos, se evalué el porcentaje de germinacién de las
semillas de soja. En placas con agar-agua fueron colocadas ocho semillas desinfectadas
con etanol 90% por 1 minuto, hipoclorito 10% por 3 minutos y enjuagadas 5 veces con
agua destilada estéril. Las placas fueron incubadas durante 4 dias a 22 °Cy 27 °C, dado
gue estas temperaturas favorecen la infeccidn por Pythium spp. y la de germinacion de
la soja, respectivamente. Posteriormente, se evalud el nimero de semillas germinadas.
Los experimentos con la técnica baiting y de evaluacién de la patogenicidad de los suelos
fueron realizados a 22°C a los efectos de favorecer la infeccidon por Pythium, a pesar que
con esta temperatura hay una disminucién en la velocidad de la germinacion.

La patogenicidad de los suelos muestreados fue determinada con dos métodos, en
macetas y en papel.

Para poder realizar el calculo del indice, el suelo de cada sitio recibe dos procedimientos,
uno es el suelo natural (sin microondas) y el otro es suelo esterilizado con microondas
(Altier y Zerbino, 2012). Para el proceso con microondas, en bolsas de polietileno se
colocd 2kg de suelo y se agregaron 180 ml de agua destilada estéril. La mezcla se
homogeneizd y se permanecié en reposo toda la noche. Al dia siguiente las bolsas se

colocaron en microondas por 10 minutos a potencia maxima (1450W).
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En el fondo de cada maceta de siete centimetros de didmetro por ocho centimetros de
alto, se coloco un disco de papel de filtro estéril. Cada suelo se mezclé con 1/5 (v/v) de
vermiculita estéril. Fueron sembradas 10 semillas de soja desinfectadas por maceta. Las
macetas fueron colocadas en una sala de crecimiento a 22°C con 12 horas de luz. Las
macetas fueron regadas por la parte inferior con 25 ml de agua destilada una vez a la
semana. Se registré el nimero de plantas emergidas a los 10 y 15 dias en ambos
tratamientos en todos los suelos. Para la obtencion del indice cada procedimiento de
cada sitio fue repetido dos veces

Para determinar el IP en papel se utilizd una modificacién de la técnica de baiting
descripta por Altier y Thies (1995). Se esparcié una fina capa (2-3 mm de espesor) de la
muestra de suelo sobre papel toalla estéril y se humedecié con 10 ml de agua destilada
estéril. Sobre la muestra de suelo se colocaron 8 semillas de soja previamente
desinfectadas con etanol 90% por 1 minuto, hipoclorito 10% por 3 minutos y enjuagadas
5 veces con agua destilada estéril. Se enrollé el papel con las semillas y se colocé en una
bolsa de nylon. Luego se incubaron a 22°C. Se registré el nimero de plantas emergidas

a los 10 dias de incubacion en ambos tratamientos.

El IP fue determinado siguiendo la definicidn de Altier y Zerbino (2012):

IP = N° plantas emergidas en suelo M* — N° plantas emergidas en suelo sin M

N° plantas emergidas en suelo M

*M=microondas

3.6 Densidad bacteriana, de actinobacterias e inhibidores

Las determinaciones de la densidad bacteriana, de actinobacterias y de inhibidores se
realizé6 mediante el método de Herr con algunas modificaciones (Herr, 1959). Con cada
muestra se realizd una suspension de 5 g de suelo en 50 ml de agua destilada estéril y
se agitd a 175 rpm durante una hora a 4°C. Posteriormente, fueron realizadas diluciones
seriadas en agua estéril y se plaquearon 100 pl de las diluciones 102, 10%°, 103y 103>,
en placas de petri con 15 ml de medio SCA (Starch-Casein Agar, Anexo A) por triplicado,
cubriendo toda la placa. Se dejaron secar las placas, luego se agregaron sobre ellas 5 ml

de SCA fundido y enfriado a 40°C, y se incubaron a 28°C por 3 dias.
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Se determind el nimero de bacterias totales y actinobacterias en todas las placas en las
cuales se encontré un nimero de entre 20-100 colonias. Las colonias de actinobacterias
se diferenciaron del resto de las bacterias por su opacidad y por presentar un color
crema claro, forma redondeada y borde regular y bien definido. Luego de los recuentos
se sembré el organismo blanco correspondiente en todas las placas (ver 3.6.1).

Los organismos blanco seleccionados fueron dos especies de Pythium, una
perteneciente a la coleccién de INIA-Las Brujas (P. irregulare 1LB322) y otra aislada de
suelo del sitio 2 del litoral oeste (P. paroecandrum ILB315) las cuales presentaron
elevada virulencia frente a soja en ensayos de patogenicidad realizados en el laboratorio
de Bioproduccidon- Bioinsumos agricolas de INIA-Las Brujas, y tres cepas de
Bradyrhizobium spp.: dos de B. elkanii, U1301 y U1302, que son utilizadas en los
inoculantes para soja en Uruguay, v la cepa B. japonicum E109 utilizada en inoculantes
para soja en Argentina.

Los valores de densidad de bacterias, actinobacterias e inhibidores fueron calculados en
funcién del espacio que ocupaban (UFC/cm?3), teniendo en cuenta para cada suelo su

densidad.

3.6.1 Siembra de organismos blanco:

Para los ensayos con Pythium spp. como organismo blanco se agregaron sobre las placas
descriptas en las seccién 3.6, 10 ml de PDA fundido y enfriado a 40°C. Una vez sdlida la
sobrecapa, se colocaron 3 indculos equidistantes de un cultivo sdélido de P. irregulare
(ILB322) y P. paroecandrum (ILB315) crecidos en PDA durante 3 dias a temperatura
ambiente. Se incubaron las placas a 28 °C por 48 horas. Se cuantificaron y midieron las
zonas de inhibicidn sobre la placa cubierta de Pythium (figura 10 A).

Para los ensayos con Bradyrizobium spp. como organismo blanco, fueron utilizados
cultivos en TY liquido (Anexo A) de U1301, U1302 y E109 incubados por 5 dias a 28°C.
Fue ajustada la D.O. a ~ 0,7 y se diluyeron 10 ml de inéculo en 60 ml de medio TY
conteniendo 1 % agar. A las placas crecidas se agregaron 10 ml de la suspensién

resultante y luego fueron incubadas durante 48 horas a 28°C. Posteriormente, fueron
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cuantificadas y medidas las zonas de inhibicidn, que se visualizaron como zonas

translucidas (figura 10 B).

A.
Zonas de
inhibicién
Colonias de
actinobacterias
B.

Zonas de inhibicion

Figura 10. Zonas de inhibicién causadas por actinobacterias A. sobre P. irregulare ILB322 (izquierda) y de
P. paroecandrum ILB315 (derecha). B. sobre Bradyrhizobium spp. U1301, U1302 y E109, de izquierda a
derecha.

3.7 Propiedades fisicoquimicas de los suelos

Las determinaciones de Ca y Mg (acetato de amonio pH 7 y absorcién atémica); Ky Na
(acetato de amonio pH 7 y emisién atémica); acidez titulable (Ca(C2H302), y titulacion
potenciométrica); CICpH7 (Bases + Acidez titulable); pH en agua (potenciométrico),
bases titulables; % de saturacién; N total (combustidn a 9002C y posterior deteccion de

N, por conductividad térmica), PMN (incubacién anaerdbica); carbono
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organico (combustion a 9002C y posterior deteccién de CO; por infrarrojo); fosforo por
los métodos: Bray |, resinas, y citrico (extraccién y colorimetria), de las muestras
obtenidas de los 13 sitios fueron realizadas en el Laboratorio de Andlisis de Suelos,
Plantas y Aguas de INIA-La Estanzuela .

Por su parte, en el Laboratorio de Analisis Fisicos de Suelos de INIA-Las Brujas fueron
determinadas la textura (% arena, limo y arcilla) por el método de la Pipeta (USDA Soil
Conser.- Serv. Report n.1-Washington 1972 63p.), la densidad del suelo que se calculd
como el cociente entre la masa de la muestra de suelo (g) y el volumen del cilindro (cm3)

y la capacidad de retencidn del agua que se determind por el método Ollas de Richards.

3.8 Analisis estadisticos

Las variables bioldgicas determinadas (bacterias totales, actinobacterias, densidad e
intensidad de inhibidores de ILB322, ILB315, U1301, U1302 y E109; indice de
patogenicidad en macetasy papel) fueron analizadas por modelos lineales generalizados
(PROC GENMOD, SAS Institute, version 9.4) con distribucién Poisson o binomial negativa
y funcién logaritmica. Para las distintas variables fueron realizados contrastes entre los
sitios del litoral y del este; con y sin historia de soja el verano anterior; litoral con y sin
historia; este con y sin historia; litoral y este con y sin historia.

Para explorar la relacién entre las variables bioldgicas y fisicoquimicas se realizd un
analisis de componentes principales (ACP) (Di Rienzo et al., 2008). La seleccién de las
variables a utilizar en este andlisis se realiz6 mediante un estudio de las correlaciones

entre todas las variables.
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4. RESULTADQOS
4.1 Aislados de Pythium spp.

De la totalidad de muestras de suelo analizadas (3 muestras por sitio), fueron obtenidos
dos aislados de Pythium en muestras de suelos del litoral oeste. La comparacion de las
secuencias ITS de los mismos y de la coleccidn depositada en INIA-Las Brujas sugiere que
los aislados de las muestras de suelos de los sitios del litoral oeste (2 y 6) pertenecen a
especies diferentes, con similitudes a P. cryptoirregulare (ILB313, 87% similitud) y P.
paroecandrum (ILB315, 97% similitud). En cuanto a los aislados de la coleccion INIA-Las
Brujas también se obtuvieron diferentes especies, con similitudes a: P. irregulare
(ILB322, 88% similitud), P. sylvaticum (ILB323, 74% similitud) y P. ultimum (ILB317, 100%
similitud) (figura 11).
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- Pythium irregulare strain CBS 250.28 AY598702 SS
Pythium irregulare SS AY907914
—ILB 322 *
Pythium irregulare BR1005 HQ643662
P> ILB 314
[+ Pythium irregulare 13-29 AY907915 GI60100328 SS
los | Pythium cryptoirregulare 13-12 AY907902
Pythium cryptoirregulare P50 AY907893
20| ILB 316
g7 || Pythium (crypto)irregulare strain 74-22 AB107995
BLLB313
ILB 315 *
Pythium paroecandrum PPRI8611
Pythium paroecandrum CBS 157 64 AY598644 2
LB 323
Pythium sylvaticum CBS 453 67 (2) AY598645
58 74 Pythium debaryanum CBS 752 96
Pythium debaryanum CBS 752 96 AY598704
Pythium irregulare IIl Py63 AB108003
46 Pythium irregulare IV Py64 AB108004
Pythium takayamanum strain: 1D3S153.
10:{%'"'“ takayamanum strain 1D2S013.
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= Pythium ultimum 32231 AF452160
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Pythium ultimum var. ultimum CBS 398 51

Pythium iwagamai strain CBS 156 64 AY598648
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Figura 11. Arbol filogenético de las especies de Pythium. Los aislados analizados se encuentran marcados
en rojo y fueron identificados como ILB 322 que corresponde a P. irregulare; ILB 313 P. crytoirregulare;
ILB 315 P. paroecandrum; ILB 323 P. sylvaticum; ILB 317 P.ultimum. Obtenido por el método de maxima
verosimilitud, MEGA 6.
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4.2 indice de patogenicidad en suelo (IP)

A la temperatura éptima para la germinacion de semillas de soja (27°C), la media fue de
7 semillas, que equivale a un 88% de germinacion (x?=11,021, p-valor= 0,0009).
Con la temperatura optima para la infecciéon por Pythium (22°C) en promedio

germinaron cinco semillas, que corresponde a 63% de germinacion (tabla 4).

Tabla 4. Germinacidn de semillas de soja en placas de agar agua por triplicado a 22°Cy a 27°C. n=8.
Letras distintas indican diferencias significativas segun el test MDS (p-valor < 0,05).

Temperatura Placa N° Semillas % germinacion

1 4 50

22°C 2 5 63

3 6 75

| Media | 52 | 6

1 7 88

27°C 2 7 88

3 7 88

Media 7b 88

En la figura 12 A y B son presentados los valores de IP obtenidos con los métodos en
papel y macetas para los suelos de los distintos sitios. En el mismo se puede apreciar
gue en general los valores obtenidos para los dos métodos fueron semejantes.

La mayoria de los suelos del litoral oeste registraron valores menores que los del este.
El rango de IP papel estuvo entre 0,95 (sitio 9) y 0,17 (sitio 5) y el de IP macetas entre
0,95 (sitio 9) y 0,21 (sitio 5), (figura 12 Ay B)). Hubo una correlacién positiva significativa

entre los valores de IP de ambos métodos (r= 0,90, p-valor=1, 8E-3) (figura 13).
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Figura 12. indice de patogenicidad (IP) de los suelos de los 13 sitios. A. Valores obtenidos por la técnica
en papel. B. valores obtenidos en macetas. Letras distintas indican diferencias significativas segun el test
MDS (p-valor<0,05).
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Figura 13. Correlacion entre el indice de patogenicidad (IP) en macetas y en papel.
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Los resultados de los contrastes realizados en el nimero de semillas germinadas en
suelos sin microondas para ambos métodos (papel y macetas) indican que hubo
diferencias significativas entre los suelos de los sitios del litoral oeste y los del este (p-
valor =0,0027 y 0,0289, respectivamente); y entre los suelos de los sitios con historia de

soja (p-valor=0,0007 y 0,0206, respectivamente) (tabla 5).

Tabla 5. Resultados de los contrastes en el nimero de semillas germinadas sin microondas en papel y
maceta. Valores de p-valor < 0,05 indican diferencias significativas.

Nro. semillas germinadas s/m papel |Nro. semillas germinadas s/m maceta
Contraste X2 p-valor X2 p-valor
litoral oeste vs. este 8,97 0,0027 4,77 0,0289
c/historia vs. s/historia 0,74 0,3911 0,14 0,7104
litoral oeste: c/historia vs. s/his|1,46 0,2277 0,7 0,4013
este: c/historia vs. s/historia 2,82 0,0929 0,79 0,3749
c/historia: litoral oeste vs. este |11,43 0,0007 5,36 0,0206
s/historia: litoral oeste vs. este (0,75 0,3877 0,65 0,4203

4.3 Densidad e intensidad de inhibicidn de bacterias totales y actinobacterias

A partir de las placas utilizadas en el ensayo de Herr se realizaron recuentos de bacterias
totales y de actinobacterias para cada uno de los suelos de los 13 sitios (figuras 14 y 15,
respectivamente). Hubo diferencias significativas en la densidad de bacterias totales (x?=
33,60, p-valor=0,0008) y de actinobacterias (x*>= 35,57, p-valor=0,0004) entre los suelos
de los sitios. Estas variables estuvieron correlacionadas positivamente (r=0,96, p-valor=
8,7E-4). Los valores extremos de bacterias totales y actinobacterias, fueron registrados
en los sitios 6 y 11 con la mayor y menor densidad respectivamente (6,59 y 5,70 log10
UFC/cm3, respectivamente; figura 14) y (6,58 y 5,69 log10 UFC/cm?, respectivamente;
figura 15)
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Figura 14. Recuento en placa de bacterias totales (log10 UFC/cm?3) para los 13 sitios. Valores con letras
distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-valor < 0,05).
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Figura 15. Recuento en placa de actinobacterias (log10 UFC/cm?3) para los 13 sitios. Valores con letras
distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-valor < 0,05).
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Los resultados de los contrastes muestran que los valores de densidad de bacterias
totales y actinobacterias fueron significativamente diferentes entre los suelos de los
sitios del litoral oeste y los del este (p-valor=0,0035 y 0,0131, respectivamente) y entre

los suelos de ambas regiones con historia de soja (p-valor=0,0034 y 0,0115,
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respectivamente). Por otra parte, dentro del grupo de suelos del litoral oeste hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los suelos con y sin historia de soja en
la densidad de bacterias totales (p-valor=0,0448) (tabla 6).

Tabla 6. Resultados de los contrastes de bacterias totales y actinobacterias. Valores de p-valor < 0,05
indican diferencias significativas.

Bacterias totales Actinobacterias
Contraste X2 p-valor X’ p-valor

litoral oeste vs. este 8,5 0,0035 6,16 0,0131
c/historia vs. s/historia 1,88 0,17 1,53 0,216
litoral oeste: c/historia vs. s/historia 4,03 0,0448 3,18 0,0745
este: c/historia vs. s/historia 0,03 0,8597 0,03 0,8636
c/historia: litoral oeste vs. este 8,56 0,0034 6,39 0,0115
s/historia: litoral oeste vs. este 2,1 0,1474 1,0 0,1474

4.4 Densidad e intensidad de inhibidores para Pythium spp.

Los resultados de los analisis indican que hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los suelos de los 13 sitios en cuanto a la densidad de inhibidores de
P. irregulare (ILB322) y de P. paroecandrum (ILB315) (x*> = 27,82 y 20,66, p-valor=0,0059
y 0,0555, respectivamente). La densidad de inhibidores de los aislados en los suelos
vario entre 5,32 log10 UFC/cm?3 (sitio 7) y 3,60 log10 UFC/cm? (sitio 11) para el aislado
ILB322 y entre 5,18 log10 UFC/cm?3 (sitio 9) y 3,45 log10 UFC/cm? (sitio3) para el aislado
ILB315 (figuras 16 y 17, respectivamente).

La densidad de inhibidores de ambos aislados estuvieron significativamente
correlacionadas (r=0,43, p-valor=0,01). Particularmente, la densidad de inhibicién de P.
paroecandrum (ILB315) se correlaciond significativamente con la intensidad de
inhibicién de P. irregulare (ILB322) (r=0,50, p-valor= 1,7 E-3).

Los contrastes realizados indican que la densidad de inhibidores de P. irregulare (ILB322)
en el conjunto de los suelos del litoral oeste fue significativamente mayor que en los del
este (p-valor=0,0029). Al comparar los suelos con historia de soja de ambas regiones se
obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p-valor=0,0004). Los suelos de los
sitios del litoral oeste registraron valores de densidad de inhibidores de P. irregulare
(ILB322) mayores que los del este, con maximos de 5,19 log10 UFC/cm? (sitio 7) y 4,46

log10 UFC/cm3 (sitio 9), respectivamente (p-valor= 0,0004).
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Para los inhibidores de P. paroecandrum (ILB315) entre los suelos con y sin historia de
soja se obtuvo un p-valor de 0,0560. Los suelos del este con historia de soja presentaron
menores valores de densidad de inhibidores de P. irregulare (ILB322) y P. paroecandrum

(ILB315) que aquellos sin historia (p-valor = 0,035y 0,0355, respectivamente) (tabla 7).
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Figura 16. Densidad de inhibidores de Pythium irregulare (ILB322) en los suelos de los 13 sitios. Valores
con letras distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-valor <0,05).
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Figura 17. Densidad de inhibidores de Pythium paroecandrum (ILB315) en los suelos de los 13 sitios.
Valores con letras distintas indican diferencias significativas segln test de MDS (p-valor <0,05).
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Tabla 7. Resultados de los contrastes de densidad de inhibidores de P. irregulare (ILB322) y P.
paroecandrum (ILB315). Valores de p-valor <0,05 indican diferencias significativas.

inhibidores ILB322 inhibidores ILB315
Contraste Ve p-valor X2 p-valor

litoral oeste vs. este 8,89 0,0029 2,17 0,1407
c/historia vs. s/historia 0,18 0,6677 3,65 0,056

litoral oeste: c/historia vs. s/historia  |3,29 0,0698 0,23 0,6294
este: c/historia vs. s/historia 4,4 0,0359 4,42 0,0355
c/historia: litoral oeste vs. este 12,57 0,0004 3,26 0,0709
s/historia: litoral oeste vs. este 0,18 0,6715 0,01 0,9162

La intensidad de inhibicién frente a P. irregulare (ILB322) fue semejante en todos los
suelos muestreados (p-valor=0,2943). Por el contrario, hubo diferencias
estadisticamente significativas en la intensidad de inhibicidn frente a P. paroecandrum
(ILB315) entre los suelos de los sitios del litoral oeste y este (p-valor=0,0138) y entre los
suelos con y sin historia de soja (p-valor=0,0172). En promedio el tamaio de halo en los
suelos del litoral oeste fueron mayores que los del este (figura 18 y tabla 8). A su vez,
dentro del grupo de sitios del este hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los con y sin historia de soja (p-valor= 0,0347) y entre todos los suelos con historia del
litoral oeste y este (p-valor=0,0325), (tabla 8).
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Figura 18. Valores promedio de intensidad de inhibicion (mm) de Pythium paroecandrum (ILB315) en los
suelos de los 13 sitios. Valores con letras distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-
valor <0,05).
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Tabla 8. Resultados de los contrastes de intensidad de inhibicidon de P. paroecandrum (ILB315). Valores
de p-valor <0,05 indica diferencias significativas.

intensidad ILB315
Contraste X2 p-valor
litoral oeste vs. este 6,07 0,0138
c/historia vs. s/historia 5,68 0,0172
litoral oeste: c/historia vs. s/historia 1,06 0,3023
este: c/historia vs. s/historia 4,46 0,0347
c/historia: litoral oeste vs. este 4,57 0,0325
s/historia: litoral oeste vs. este 1,3 0,255

4.5 Densidad e intensidad de inhibicidn para Bradyrhizobium spp.

Hubo diferencias significativas entre suelos en la densidad de inhibidores de las cepas
U1301 y U1302 (x*= 26,44 y 26,52, p-valor=0,0093 y 0,0091), figuras 19 y 20. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas para la cepa E-109 en los suelos
muestreados (x> = 12,38, p-valor= 0,4155).

El rango de la densidad de inhibidores del blanco U1301 estuvo entre 5,97 y 3,41 logl0
UFC/cm? (sitios 3 y 8, respectivamente, figura 19), el de U1302 entre 6,34 y 5,17 log10
UFC/cm? (sitios 2 y 6, respectivamente, figura 20), y el de E109 entre 6,30 y 3,41 log10
UFC/cm? (sitios 5 y 8, respectivamente). los valores registrados de la densidad de
inhbidores en las tres cepas estuvieron significativamente correlacionados con un rango

derentre 0,58 y 0,66 y una probabilidad para las tres correlaciones de p-valor < 0,0002.
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Figura 19. Densidad de inhibidores de B. elkanii U1301 (UFC/cm3) en los suelos de los 13 sitios. Valores
con letras distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-valor <0,05).
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Figura 20. Densidad de inhibidores de B. elkanii U1302 (UFC/cm?3) en los suelos de los 13 sitios. Valores
con letras distintas indican diferencias significativas segtn test de MDS (p-valor <0,05).

Los resultados de los contrastes realizados en la densidad de inhibidores de
Bradyrhizobium spp. permitieron establecer diferencias significativas entre los suelos de
los sitios del litoral oeste y del este para las cepas U1301 y U1302 (p-valor= 0,0009 y
0,0001,respectivamente), con valores mas altos en el litoral oeste respecto al este en
ambas cepas. Hubo variaciones en la densidad de inhibidores de U1301 y U1302 en los

suelos sin historia de soja del litoral y este (p-valor= =<0,0001 y <0,0001
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respectivamente, tabla 9). Para los suelos del este, en los inhibidores de estas mismas
cepas, fueron determinadas diferencias entre los grupos con y sin historia de soja (p-
valor=<0,0001 y 0,0026 respectivamente). En el caso de los suelos del litoral oeste con
y sin historia sélo hubo diferencia respecto a la densidad de inhibidores de la cepa U1302

(p-valor=0,0026), con valores mas altos los que tenian historia de soja.

Tabla 9. Resultados de contrastes de densidad de inhibidores de las cepas B. elkanii U1301 y U1302 entre
sitios. Valores de p-valor < 0,05 indican diferencias significativas.

densidad de inhibidores U1301 densidad de inhibidores U1302
Contraste X2 p-valor X2 p-valor
litoral oeste vs. este 10,99 0,0009 14,75 0,0001
c/historia vs. s/historia 8,98 0,0027 0,05 0,8158
litoral oeste: c/historia vs. s/historia 0,19 0,6645 4,96 0,0259
este: ¢/historia vs. s/historia 17,52 <0001 9,09 0,0026
c/historia: litoral oeste vs. este 0,2 0,6566 0 0,9661
s/historia: litoral oeste vs. este 17,8 <,0001 19,37 <,0001

Los valores registrados en la intensidad de inhibicion (tamafio de las zonas de inhibicion)
sobre las tres cepas de Bradyrhizobium fueron similares entre si. La intensidad de
inhibicién sobre la cepa U1302 varid significativamente entre los suelos muestreados
(x*> =35,33 p-valor=0,0004, figura 21), mientras que para la cepas U1301 y E109 se
registraron valores de x> =19,21 y 15,81 y un p-valor=0,0837 y 0,1999, respectivamente
(figura 22).

El rango de los valores de la intensidad de inhibicion para la cepa U1301 fue de 5,0a 0,7
mm, mientras que para la cepa U1302 fue de 4,8 a 1,4 mm y para la cepa E109 de 4,7 a
1 mm.

La intensidad de inhibicidn de las tres cepas U1301, U1302 y E109 estuvo correlacionada
significativamente, con un rango de valores de r de 0,51 a 0,59 y una probabilidad con

un p-valor< 0,02.
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Figura 21. Intensidad de inhibicién de B. elkanii U1301 (mm) en los suelos de los 13 sitios. Valores con
letras distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-valor <0,05).
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Figura 22. Intensidad de inhibicion de la cepa U1302 (mm) en los suelos de los 13 sitios. Valores con letras

distintas indican diferencias significativas segun test de MDS (p-valor <0,05).

En la tabla 10, son presentados los resultados de los contrastes en la intensidad de

inhibicién de las cepas de B. elkanii U1301 y U1302. En los suelos de los sitios del litoral

oeste se registraron intensidades de inhibicién significativamente mayores que los del

este, para las cepas U1301 y U1302 (p-valor=0,0005 y 0,0001, respectivamente). Hubo

diferencias entre los suelos del litoral oeste y este sin historia en la intensidad de
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inhibicion de U1301 (p-valor=0,0001) y U1302 (p-valor=0,0009). Los valores de
registrados en ambas cepas fueron mayores en suelos del litoral oeste que en los del

este.

Tabla 10. Resultados de los contrastes de la intensidad de inhibicién de las cepas U1301 y U1302 entre
sitios. Valores de p-valor < 0.05 indican diferencias significativas.

intensidad de inhibicion U1301 intensidad de inhibicion U1302
Contraste X2 p-valor X2 p-valor
litoral oeste vs. este 12,08 0,0005 14,94 0,0001
c/historia vs. s/historia 5,33 0,0209 1,16 0,2815
litoral oeste: c/historia vs. s/historia 0,01 0,9049 0,1 0,7504
este: c/historia vs. s/historia 9,53 0,002 2,26 0,1331
c/historia: litoral oeste vs. este 0,61 0,4333 3,93 0,0474
s/historia: litoral oeste vs. este 14,46 0,0001 11,13 0,0009

4.6 Relacidn entre las variables bidticas y abiéticas de los suelos

En la tabla 11 se presentan los resultados de la correlacion y su probabilidad de
significancia entre algunas variables fisicoquimicas y bioldgicas que estuvieron

significativamente correlacionadas entre si (p <0,05).
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A partir de los resultados obtenidos y para realizar el analisis de componentes
principales (ACP) fueron seleccionadas 9 variables fisicoquimicas y bioldgicas [pH;
carbono orgdnico; P (resinas); PMN; % arcilla; IP (papel); densidad de inhibidores ILB322;
densidad de inhibidores U1302; actinobacterias]. Los criterios de seleccién fueron para
las variables biolégicas las que presentaron correlacidn significativa con variables
fisicoquimicas y estuvieron asociadas a diferentes procesos (inhibicion de patdgenos:
d.inh. ILB322; inhibicién de rizobios: d. inh. U1302; densidad de microorganismos:
actinobacterias), y para las variables fisicas y quimicas que estuvieran correlacionadas
significativamente entre si y/o con variables biolégicas y que sean indicadoras de
distintas condiciones del suelo (arcilla; CO; PMN; pH)

Los resultados del ACP indican que los dos primeros ejes, explican el 61,5 % de la

variabilidad de los datos (figura 23).
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Figura 23. Anadlisis de componentes principales (ACP). Componentes 1 y 2 del analisis de las variables
fisicoquimicas y bioldgicas analizadas sobre los 13 sitios. Los puntos naranjas representan los sitios del
litoral oeste y los verdes a los del este.
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En el eje 1 las variables responsables de la ordenacion de los sitios (suelos), fueron
arcilla, pH y PMN, mientras que en el eje 2 fueron el IP p y d. inh. U1302. En el eje 1 los
suelos de los sitios quedaron ordenados de acuerdo a la regién de la cual provenian,
hacia la izquierda del grafico se ubicaron los suelos de los sitios del este que se
caracterizaron por registrar mayores valores de PMN y de IP p que los suelos del litoral,
mientras que a la derecha se ordenaron los suelos de los sitios del litoral que se
caracterizaron por tener mayor contenido de P, arcilla, CO, un pH mas alto, y registraron
mayores densidad de actinobacterias y de inhibidores de U1302 y de P. irregulare

(ILB322). En el anexo C se muestran las salidas del ACP.
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5. DISCUSION

5.1 indice de patogenicidad en suelo (IP)

Con ambos métodos (macetas y papel) la variabilidad registrada en el IP entre sitios fue
semejante. En futuros estudios se recomienda utilizar la metodologia en papel dado que
es menos laboriosa se utiliza menor cantidad de suelo y requiere menor tiempo de
incubacidn, lo cual permite obtener resultados con mayor rapidez.

En general, los suelos de sitios del litoral oeste presentaron menores indices de
patogenicidad que los del este. Altier y Zerbino (2012) establecieron que la intensidad
de uso del suelo tenia efectos en el IP. En sistemas de agricultura continua los valores
de IP fueron mas altos que en sistemas de rotaciones cultivo-pasturas, mientras que los
sistemas con pasturas estuvieron asociados a valores altos de densidad poblacional
microbiana. Estas autoras encontraron que de los grupos bacterianos, las
actinobacterias fueron las mas sensibles a la intensidad de uso del suelo.

Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con los obtenidos por estos autores
en que los suelos con IP bajos se caracterizan por tener altas densidades bacterianas.
Son necesarios futuros estudios de IP en otras regiones del pais que permitan
determinar la patogenicidad de diferentes suelos y su asociacion con el uso y manejo

del sistema de produccidn.

5.2 Densidad de bacterias totales y actinobacterias

El tipo de suelo, fundamentalmente la textura fue un factor determinante en los
resultados obtenidos, para las variables analizadas (densidad de bacterias totales y
actinobacterias e inhibidores) hubo diferencias entre los suelos de las regiones
consideradas. El segundo factor considerado, historia del cultivo de soja, tuvo diferentes
efectos segln las variables consideradas y las regiones.

La densidad de bacterias totales y de actinobacterias se correlacionaron positivamente

con otras propiedades bioldgicas y fisicoquimicas de los suelos como la densidad de
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inhibidores de P. irregulare (1LB322), contenido de arcilla, carbono organico, Ca, CIC,
bases titulables y pH. Estos resultados concuerdan con otros estudios realizados
anteriormente donde observaron correlaciones significativas entre algunos pardmetros
fisicoquimicos asociados a nutrientes del suelo y poblaciones de hongos y bacterias
(Lauber et al., 2008). Ritz et al. (2009) visualizaron la importancia de la biota del suelo
por su relacidn con los procesos fisicoquimicos que ocurren en el mismo.

Diversos estudios demostraron que cambios en la densidad, estructura y actividad de
las comunidades microbianas como consecuencia de factores de manejo del suelo, con
la historia de cultivo (Buckley y Schmidt, 2003; Pérez et al., 2007), el empleo de técnicas
de laboreo convencional o minimo laboreo (Kirk et al., 2004) y por la concentracién de

los nutrientes exudados por las raices de las plantas (Wamberg et al., 2003).

5.3 Densidad e intensidad de inhibidores para Pythium spp.

Los resultados de densidad de inhibidores de P. irregulare (ILB322) entre los 13 sitios se
ajustan al marco tedrico propuesto por Kinkel et al. (2011), ya que los suelos del litoral
oeste, con mas densidad de bacterias totales, actinobacterias e inhibidores, también
fueron los menos patogénicos (bajo IP).

En los suelos del litoral oeste, la historia de cultivo de soja establecié diferencias
significativas, lo que indica la influencia de las caracteristicas de los suelos y el manejo
en la densidad de las comunidades bacterianas, mas aun, en las caracteristicas
fenotipicas de sus integrantes y de la totalidad de la comunidad. Vaz (2013), establecié
que la capacidad de supresion de patdgenos por parte de los Streptomyces del suelo
estd significativamente influenciada por la historia del cultivo y el manejo de las chacras.
La densidad de inhibidores de P. paroecandrum (ILB315) fue similar en ambas regiones,
esto podria sugerir que la densidad de inhibidores de P. irregulare (ILB322) es un
indicador de supresividad mas sensible que la densidad de inhibidores de P.
paroecandrum (ILB315).

Con respecto a la intensidad de inhibicién no hubo diferencias frente a P. irreqgulare
(ILB322) pero si hubo diferencias significativas frente a P. paroecandrum (ILB315), con

mayor intensidad de inhibicion del patégeno en el litoral oeste que en el este. Este
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resultado puede ser atribuido a que son especies distintas, el aislado de P.
paroecandrum (ILB315) fue de suelo del litoral oeste, mientras que P. irregulare (ILB322)
pertenece a la coleccion de INIA-Las Brujas, y sugiere que puede existir una alta
influencia de los aislados patdgenos sobre la produccion de antibidticos por
Streptomcyces. Estos datos pueden reflejar lo propuesto por algunos investigadores
(Davelos et al., 2004; Vaz y Kinkel 2014) que tanto los inhibidores de patdgenos que
producen una amplia gama de antibidticos como las propiedades de sefalizacion de las
comunidades son responsables de las practicas de manejo de los cultivos.

Los resultados de este trabajo pueden ser mejorados y detectar mayor significancia
estadistica, si se incrementara el nimero de situaciones muestreadas.

La densidad de inhibidores de P. irregulare (ILB322) y P. paroecandrum (ILB315) estuvo
altamente correlacionada con propiedades edaficas. Esto podria significar como
determinadas caracteristicas de los suelos como CO, P, pH y densidad de
actinobacterias, influyen en la densidad de comunidades de bacterias inhibidoras de
patégenos. Estos resultados son semejante a otros estudios como el de Schlatter et al.
(2009) donde se determind una mayor densidad de bacterias inhibidoras en suelos ricos
en nutrientes.

De acuerdo a los resultados obtenidos y algunos antecedentes (Kernaghan et al., 2009;
Schroeder et al., 2013) acerca de la relevancia de P. irregulare (ILB322) como patégeno
causante de damping-off en diversos cultivos, en futuros trabajos para determinar un

indice de supresividad del suelo para Pythium se deberia utilizar esta especie.

5.4 Densidad e intensidad de inhibidores para Bradyrhizobium spp.

A partir de los resultados obtenidos se pude inferir que las diferencias en la densidad de
inhibidores de U1301 y U1302 entre sitios esta influenciada por las caracteristicas de los
suelos muestreados del litoral oeste y este. La historia del cultivo de soja tuvo efectos
mayores en los suelos del litoral oeste que en los del este. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en los inhibidores de Pythium, siendo los suelos del litoral oeste los
gue presentaron mayores densidades de inhibidores. Wiggins y Kinkel (2004) realizaron

un estudio similar al de este trabajo, en el que mostraron el efecto antagonista de las
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comunidades de Streptomyces frente a diferentes patégenos (V. dahliae y S. scabies, F.
oxysporum y R. solani) de la papa.

En los suelos del litoral oeste registraron mayores intensidades de inhibicién hacia las
cepas U1301 y U1302 con respecto los del este. La historia de cultivo también influyé
sobre las diferencias, observandose una mayor intensidad de inhibidores de las cepas
U1301 y U1302 en los sitios del litoral y este con historia de soja. Estos resultados
muestran el efecto antagonista de las actinobacterias sobre algunas cepas de
Bradyrhizobium. Sin embargo, existen estudios que demostraron que algunos
organismos del género Streptomyces, ademds de actuar como biocontroladores de
patégenos, son capaces de promover la nodulacién y ayudar a los bacteriodes de
Rhizobium en la asimilacidn del hierro para la fijaciéon de nitréogeno en leguminosas, lo
cual contribuye indirectamente a la promociéon de crecimiento vegetal (Tokala et
al.,2002). De acuerdo a los resultados obtenidos se puede establecer que hay una
tendencia a que los suelos con mayor nimero de inhibidores también presenten una
mayor intensidad de inhibiciéon, lo cual concuerda lo determinado por Vaz (2013). Es
necesario realizar mdas estudios sobre la diversidad de las comunidades de
actinobacterias y su efecto sobre las cepas de Bradyrhizobium que se utilizan en los

cultivos.

5.5 Relacion entre las variables bidticas y abidticas de los suelos

A través del ACP fue posible conocer la relaciéon entre las variables bioldgicas y
fisicoquimicas. En el componente 1 la ordenacion de los sitios fue debida a una
propiedad quimica (P), una fisica (arcilla) y una bioldgica (d. inh. ILB322 P. irregulare),
mientras que en componente 2 fueron dos propiedades bioldgicas (IP p y d. inh. U1302).
Los resultados obtenidos indican que los suelos con mayor fertilidad (mayor contenido
de CO, Py arcilla) y actividad microbiana (mayor densidad de actinobacterias y d. inh.
ILB322 P. irregulare) presentan una patogenicidad del suelo menor (< IP p). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Vaz (2013) quien registré mayores
densidades bacterianas y de actinobacterias en suelos con alto contenido de arcilla y

nutrientes.
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El PMN estuvo asociado negativamente con las variables indicadoras de fertilidad. Una
explicacion posible de este resultado es la técnica utilizada para cuantificar el N
mineralizado. El PMN brinda informacién sobre la capacidad de la biota microbiana de
transformar (mineralizar) el nitrégeno de compuestos organicos en formas disponible
para las plantas (Cornell Framework Manual, 2016). La misma no discrimina entre la
actividad bacteriana o fungica y quizas los hongos tengan un rol importante en esta
medida.

La adicidn de nuevas medidas al andlisis, a partir de datos que se recaben de muestreos
posteriores podria brindar informacién mas precisa acerca de la relacién entre

propiedades bidticas y abidticas de los suelos.
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6. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES

Los suelos presentaron distintos valores de IP y se observé una alta correlacion positiva
entre los métodos de IP papel y macetas, lo cual permite seleccionar el método del
papel, debido a que presenta mds ventajas que el de macetas para subsecuentes

experiencias.

Los resultados de este trabajo contribuyeron al conocimiento de cémo las densidades
de bacterias, actinobacterias, e inhibidores de P. irregulare, P. paroecandrum y de B.
elkanii U1301 y U1302 varian entre suelos de distintas regiones del pais y con la historia

de cultivo de soja.

Se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre variables fisicas,
quimicas y bioldgicas, lo cual indica su potencial como factor indicador de salud del
suelo. Esto sugiere que dichas variables podrian utilizarse para el disefio del indice de

salud del suelo.

Se validd la hipétesis planteada, ya que se determind que existe una asociacién entre
factores bidticos y abidticos de los suelos y las comunidades microbianas que participan

de la supresion de enfermedades de implantacién en soja.

El desarrollo de herramientas que ayuden a un manejo que contribuya a la

sustentabilidad de las actividades agricolas y conservacion de los suelos, es posible.
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de soja (Glycine Max L. Merr)

8. ANEXO

A. Medios de Cultivos y soluciones

Starch Casein Agar (SCA) *Solucidn A

Almiddn
Caseina

Solucion A*
Solucion B*

H,O c.s.p

10g KNO3 20g

03¢ NaCl 20¢g

0,02 g K2HPO4 20g
H,Oc.s.p 1L

158 *Solucion B

100 ml MgS04-7H20 0,5 g

100 ml FeSO4-7H20 0,1g

800 ml ZnS04-7H20 0,02 g
H,O c.s.p 1L

10g
1g
0.3g
20g
1000 ml

Triptona

Extracto de levadura

CaCl2.2H20

Buffer TBE (Tris-Acido
Borico-EDTA)
Tris 108 g
acido bodrico 55g
EDTAQ,5M 40 ml
pH 8

*EDTA 0,5 M: 186,1 g Na;EDTA.;H,0 en 700 ml de H,0 destilada
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B. Analisis fisicoquimicos

En las tablas 12 y 13 se muestran los resultados de los analisis fisicos y quimicos

realizados sobre las muestras de suelos de los 13 sitios.

Tabla 12. Propiedades fisicas de los suelos de los 13 sitios. Textura del suelo; en % de arena, % limo, %
arena total; potencial de retencidn del agua (Pot.Ret. H20) y densidad del suelo.

Sitio Textura Pot. Ret. H,0 |Densidad del suelo
% arcilla % limo % arena | (m®agua/m?’suelo) (g/cm’)
1 22,54 45,12 32,34 0,14 1,12
2 23,11 40,65 36,24 0,13 1,19
3 9,0 44,71 46,29 0,15 1,26
4 6,13 63,04 30,38 0,15 1,25
5 18,86 42,69 38,45 0,13 1,18
6 15,25 56,77 27,98 0,17 1,25
7 16,50 53,43 30,07 0,17 1,37
8 6,13 71,57 22,29 0,24 1,18
9 6,13 69,09 24,78 0,16 1,14
10 7,74 60,03 32,23 0,27 0,97
11 6,12 49,77 44,11 0,13 0,91
12 2,03 43,15 54,82 0,16 1,09
13 6,12 47,42 46,46 0,11 1,15
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C. Salidas de ACP

Analisis de componentes principales

Datos estandarizados
Casos leidos 14
Casos omitidos O

Variables de clasificacidn

=zitio

Antovalores

Lambda Valor Proporcidn Prop Acum
1 3,74 0,42 0,42
2 1,79 0,20 0,61
3 1,08 0,12 0,73
4 0,939 0,11 0,84
53 0,84 0,09 0,94
6 0,29 0,03 0,87
T 0,24 0,03 1,00
g 0,02 2,7E-03 1,00
9 0,02 1,9E-03 1,00

Antovectores

Variables el el

Arcilla 0,42 -0,02

d.inh. ILB322 0,3% 0,23

d.inh. TU1302 0,22 -0,30

IFP p -0,20 0,55

Actino. 0,24 0,38

pH 0,42 -0,15

E 0,3% 0,06

PMN -0,31 0,35

co 0,30 0,51

Pagina 57|57



Evaluacion y desarrollo de herramientas que contribuyen al disefio de un indice de salud del suelo para la siembra
de soja (Glycine Max L. Merr)

9. ABREVIATURAS

ACP Analisis de componentes principales

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNg Acido desoxirribonucleico genédmico

ANNI Agencia Nacional de Investigacidn e Innovacién
ARNr Acido Ribonucleico ribosomal

DIEA Direccién de Estadisticas Agropecuarias

dNTPs Desoxinucledtidostrifosfato

FBN Fijacion Bioldgica de Nitrégeno

FSN Fijacidn Simbidtica de Nitrégeno

INIA Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria
IP indice de patogenicidad

ITS Internal transcribed spacer

MGAP Ministerio de Ganaderia Agriculturay Pesca
NBCI National Center for Biotechnology Information
0. D Optical density

OPYPA Oficina de Programacion y Politicas Agropecuarias
pb Pares de bases

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa

PDA Potato Dextrose Agar

PM Peso molecular

PMN Potencial de mineralizacion del nitrégeno
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RCF Relative Centrifugal Force

r.p.m revoluciones por minuto

SCA Starch Casein Agar

UFC Unidades formadoras de colonias
USDA United States Department Agriculture

UV ultravioleta
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