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RESUMEN

La soja (Glycine max) es el principal cultivo de grano sembrado en Uruguay, su area
de siembra es cada vez mas extensa, alcanzando zonas no tradicionalmente agricolas.
En el afio 2017 fueron sembradas 1.140.000 hectareas con un rendimiento promedio
de 1940 kg/ha. Es un cultivo inoculado 100 % con inoculantes formulados con dos
cepas de Bradyrhizobium elkanii (U1301 + U1302), de origen brasilero,
recomendadas desde 1984 por el MGAP. Este trabajo tiene como objetivo actualizar
la informacion respecto a la eficiencia y capacidad competitiva de estas cepas y la
existencia en los suelos de poblaciones de rizobios naturalizadas. Para ello se
realizaron muestreos a campo en diferentes zafras, y zonas del pais en suelos con y
sin historia del cultivo, asi como también ensayos bajo condiciones controladas. En
ellos se aplicaron como tratamiento las cepas de rizobios recomendadas en Uruguay
y dos cepas de B. japonicum (SEMIA5080 y E109) comercializadas en paises
limitrofes. De los nddulos de plantas de soja de los suelos con historia de cultivo se
recuperaron las cepas de B. elkanii y la cepa SEMIA5080 de B. japonicum. Esta
Gltima fue recuperada en mayor proporcion, indicando una alta persistencia y gran
capacidad competitiva. La poblacion de rizobios presente en suelos con historia
mostr0 una elevada eficiencia simbiotica. Ademas, en estos suelos existe una
poblacion de rizobios naturalizados que nodulan soja. En cuanto a la competencia
entre las cepas, tanto en suelo como en sustrato esteril, la cepa SEMIA5080 presento
una mayor capacidad competitiva, seguida de la cepa U1302 de B. elkanii y de la
U1301. En sustrato estéril la mezcla U1301 + U1302 y la cepa SEMIA5080 sola o en
mezcla con las cepas de B. elkanii presentaron una alta eficiencia simbiotica. En
suelo estas tres cepas presentaron valores de porcentaje de N derivado de la
atmosfera entre el 90 - 100 %. Estos resultados son prometedores para la bdsqueda

de cepas mas eficients en su simbiosis con soja.

Palabras clave: cepas naturalizadas, fijacion bioldgica de N, Glycine max,

inoculante.
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SYMBIOTIC EFFICIENCY AND COMPETITIVE ABILITY OF
RHIZOBIUM STRAINS NODULATING SOYBEAN IN SOILS WITH AND
WITHOUT HISTORY OF THIS CROP

SUMMARY

Soybean (Glycine max) is the main grain crop cultivated in Uruguay, its planting area
is increasing, reaching areas not traditionally agricultural. In 2017, 1,140,000
hectares were planted with an average yield of 1940 kg/ha. This crop is 100 %
inoculated with two strains of Bradyrhizobium elkanii (U1301 + U1302), original
from Brazil, recommended since 1984 by the MGAP. The aim of this work is to
update the information regarding the efficiency and competitive abilityof these
strains and the presenceof naturalized rhizobia populationsin the soils. Field
samplings were done at different harvests, and areas of the country in soils with and
without crop history, as well as under controlled conditions. Rhizobia strains
recommended in Uruguay and two commercial strains of B. japonicum (SEMIA5080
and E109), were applied as treatments. The strains U1301 and U1302 of B. elkanii
and the strain SEMIAS5080 of B. japonicum were recovered from nodules of soybean
in soils with history of cropping. The latter was recovered in greater proportion,
indicating a high persistence and competitive capacity. This population of rhizobia
present in soils with history of soybean showed a high symbiotic efficiency. In
addition, in these soils there is also a population of naturalized rhizobia that nodulate
soybean. Regarding the competition between the strains, both in soil and in sterile
substrate, the SEMIAS5080 strain presented a greater competitive capacity, followed
by strain U1302 and U1301. Under gnotobiotic conditions, the mixture U1301 +
U1302 and strain SEMIAS5080 alone or in mixture with B. elkanii strains showed a
high symbiotic efficiency. In soil, these three strains showed values of *°N natural
abundance between 90 - 100 %. These results are promising for the search of more

efficient rhizobia strains for soybean.

Keywords: native strains, N2 biological fixation, inoculant, Glycine max.
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1. INTRODUCCION

1.1. CICLO BIOGEOQUIMICO DEL NITROGENO

El nitrégeno (N) es uno de los elementos mas abundantes en la superficie terrestre.
En las plantas es el cuarto elemento de mayor concentracion luego del carbono (C),
hidrégeno (H) y oxigeno (O), siendo un macronutriente esencial ya que forma parte
de biomoléculas fundamentales como proteinas, &cidos nucleicos, clorofila y
alcaloides (Taiz y Zeiger, 1998).

La Figura 1 muestra los principales procesos e interacciones entre el N de la
atmosfera, el suelo y los seres vivos en lo que se conoce como ciclo biogeoquimico
del N. La litosfera dispone de la mayor reserva de dicho nutriente, sin embargo este
N mineral se encuentra atrapado en rocas igneas y tiene una escasa participacion en
el ciclo del N. Por este motivo, la principal forma disponible de dicho mineral en los
ecosistemas es el nitrogeno diatomico (N2), el cual constituye el 78 % de la

atmosfera (Galloway et al., 2004).

Fijacién

Denitrificacion

Figura 1. Ciclo del nitrégeno (Tomado de Madigan, Martinko y Parker, 2006).



En el suelo, el N se encuentra en un 2 % bajo formas inorgéanicas y el 98 % restante
bajo formas organicas. Para poder ser absorbido por las plantas, el N se debe
encontrar mineralizado, es decir, como nitrato (NOs) o amonio (NH4"), pero dado
que se acumula principalmente bajo formas organicas y que es removido por los
cultivos en cantidades superiores al resto de los macronutrientes actia como
limitante para el crecimiento vegetal (Frioni, 2006). Es necesaria la intervencion de
microorganismos para que sea mineralizado y se encuentre disponible para las
plantas; este proceso de mineralizacién lo llevan a cabo algunas especies de
bacterias, hongos y arqueas. Por otro lado, el N atmosférico se reduce a amoniaco
(NHz) mediante el proceso denominado fijacion de N; el cual puede llevarse a cabo
de forma industrial a través de la reaccion de Haber-Bosch, o bioldgica, a traves de
microorganismos fijadores de nitrogeno, tambien llamados diazétrofos (Gruber y
Galloway, 2008).

1.2. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Los diazétrofos son un grupo de microorganismos (bacterias y arqueas) ampliamente
distribuido en grupos parafiléticos con diferentes estilos de vida y metabolismos que
incluyen: bacterias y arqueas, aerobios, anaerobios, autétrofos, heterotofos,
metanotrofos, como células individuales o en filamentos, en vida libre y en simbiosis
(Liu et al., 2011; Raymond et al., 2004). Todos estos grupos tienen en comun que
presentan el complejo enzimatico nitrogenasa, el cual en ausencia de O es capaz de
romper el triple enlace de la molécula de nitrégeno y dar lugar a NHs (Rees et al.,
2005; Yang et al.,, 2011). El complejo enzimatico nitrogenasa consta de dos
subunidades, una proteina hierro-molibdeno (FeMo) de 250 KDa codificada por los
genes nifD y nifK y una proteina-hierro (Fe) de 70 kDa formada por dos subunidades
idénticas codificadas por el gen nifH (Zehr et al., 2003). Esta es la nitrogenasa
convencional pero existen casos en los que la ferro-metaloprotenina contiene vanadio
o hierro en lugar de molibdeno (Arber et al., 1987; Krahn et al., 2002). La expresion

de estos genes esta regulada principalmente por la presencia de NHs y Oz en el



medio, que puede reprimir la transcripcion de los genes (Bolafios et al., 2006). La

reaccion catalizada por la enzima nitrogenasa es la siguiente:

N, +8H"+8¢e +16 ATP =2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi

La agricultura moderna utiliza plantas con potenciales productivos cada vez mayores,
demandando una elevada nutricion nitrogenada, la cual puede ser muy superior al
aporte de N del suelo. Por lo tanto, en la mayoria de los cultivos es necesario
suplementar con fertilizantes nitrogenados. Esto conlleva un considerable incremento
en los costos de produccion y contaminacion ambiental. Sin embargo, existe un
grupo de diazotrofos, capaces de interaccionar con diversos cultivos y proveerlos de
N, a través del proceso de fijacion biologica de nitrogeno (FBN) (Raymond et al.,
2004). La interaccion mas estudiada es aquella que ocurre entre los rizobios y las
leguminosas.

Los microorganismos benéficos del suelo aumentan la disponibilidad de los
nutrientes y como consecuencia, las plantas se ven favorecidas en la toma de
nutrientes alcanzando un mayor crecimiento y obteniéndose mejores rendimientos en
los cultivos (Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Rosenberg et al., 2013; Vance, 2001). La
FBN presenta diversas ventajas frente a la fertilizacion nitrogenada tanto a nivel
econémico, como también ambiental y de salud (Alarcon y Ferrera, 2000). Este
proceso reduce los riesgos de contaminacion ambiental, ya sea por disminucion de
las emisiones de gases nitrogenados o lixiviado de los nitratos no absorbidos por la
planta a los cursos de agua, que pueden ser peligroso para la salud humana y animal
(Jaynes et al., 2001).

1.2.1. Leguminosas

Las leguminosas son una familia compuesta por aproximadamente 19400 especies,
que no sOlo tienen una alta relevancia para la alimentacion mundial, sino que
también son esenciales para regenerar los suelos (Beyhaut et al., 2014; Gepts et al.,

2005). Esto se debe a que la mayoria de ellas ademas de absorber N mineral del



suelo, son capaces de asociarse con bacterias que llevan a cabo el proceso de FBN y
de esta forma obtener N de la atmdsfera (Winter et al., 2004). Por este motivo,
representan una fuente de N para los suelos y son frecuentemente utilizadas en
rotaciones o en asociacion con otros cultivos (Gepts et al., 2005).

Uruguay cuenta con una gran biodiversidad de leguminosas no solo forrajeras sino
nativas, con aproximadamente 290 especies en todo el territorio (lzaguirre, 2005;
Rosengurtt, 1943). Para preservar este recurso es de suma importancia el estudio de
las mismas y de la interaccién de estas con los microorganismos del suelo. A su vez,
también es importante conocer como los cultivos de leguminosas, con gran
incidencia economica a nivel nacional y mundial, se adaptan a las condiciones
climéticas y edafoldgicas del pais, ya que estos factores seran cruciales no sélo en la
interaccion del cultivo con los microorganismos sino que también en el rendimiento

del mismo.

1.2.2. Rizobios

Dentro de los diazétrofos, los rizobios son bacterias capaces de formar nodulos en
raices y tallos de leguminosas. Son bacterias Gram negativas, pertenecientes a los
grupos de las a y B proteobacterias. Este filo cuenta con mas de 500 géneros y mas de
2000 especies (Gupta, 2000; Rosenberg et al., 2013). Las a proteobacterias son en su
mayoria bacterias aerébicas de metabolismo oligotrofico y comprenden 13 géneros
capaces de nodular leguminosas: Aminobacter, Neorhizobium, Rhizobium, Ensifer,
Shinella, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Phyllobacterium,
Ochrobactrum, Methilobacterium y Microvirga (Babu et al., 2014; Delamuta et al.,
2017). Por otra parte, en el afio 2001 Moulin y colaboradores reportaron bacterias
pertenecientes al género Burkholderia, estos rizobios nodulan en su mayoria
leguminosas del género Mimosa (Chen et al., 2001; Moulin, Muniue, y Dreyfus,
2001). Este género junto con Cupriavidus (anteriormente Ilamada Ralstonia),
pertenece al grupo de las B proteobacterias, el cual comprende 12 familias con
caracteristicas similares a las a proteobacterias en cuanto a la FBN (Bournaud et al.,
2013; Gyaneshwar et al., 2011; Suarez-Moreno et al., 2012).



Los rizobios son capaces de establecer relaciones simbidticas con un alto nimero de
especies de leguminosas. Algunas de estas interacciones presentan un alto grado de
especificidad, es decir que un determinado género de rizobio interacciona con una
determinada especie de leguminosa pero en otros casos las cepas son promiscuas,
capaces de establecer simbiosis con diversas leguminosas. Este es el caso de la cepa
NGR234 de Ensifer sp., capaz de nodular a 232 (51 %) de 452 leguminosas probadas
(Pueppke y Broughton, 1999). En otros casos, la interaccion es altamente especifica
y ocurre entre una especie de leguminosa y un determinado género de rizobio, como
es el caso de Medicago sp. y Ensifer meliloti (Bailly et al., 2007).

Durante esta interaccion los rizobios inducen la formacion de un nuevo 6rgano en la
raiz de la leguminosa, llamado nédulo. En €l los rizobios llevan a cabo el proceso de
FBN. A través de este proceso la planta utiliza el amonio sintetizado por los rizobios
y estos, a su vez, reciben esqueletos carbonados de la planta para sus funciones
vitales. Por lo tanto, para que se lleve a cabo la FBN la planta debe invertir mucha
energia en el desarrollo de los nddulos y su posterior mantenimiento (Madsen et al.,
2010). Es por ello, que el hospedero regula el nimero total de nddulos que se forman
en su sistema radical mediante la monitorizacion del aporte que aquellos realizan a su
nutricion nitrogenada (Mortier, Holsters, y Goormachtig, 2012; Reid, Ferguson, y
Gresshoff, 2011).

1.2.3. Interaccion rizobio-lequminosa: proceso de nodulacién

La comunicacion entre los simbiontes comienza con la liberacion a la rizésfera, por
parte de la leguminosa, de metabolitos secundarios contenidos en sus exudados
(Jones et al., 2007). La composicion de estos exudados es diversa y varia en funcion
del estado fisiologico de la planta, disponibilidad de nutrientes y hasta de los
microorganismos presentes. Son principalmente compuestos de naturaleza
flavonoide como naringenina, genisteina y daidzeina, que atraen especificamente a
los rizobios hacia la region apical (punta) de los pelos radicales (Masson-Boivin et
al., 2009).



Una vez que los rizobios reconocen esta sefial se activa en ellos la transcripcion de
los genes de nodulacion (nod) que dardn lugar a la sintesis de lipoquitin-
oligosacéridos, comunmente llamados factores Nod (Gage, 2004; Long, 2001). Tanto
los genes simbidticos como los genes de nodulacion evolucionaron juntos y en la
actualidad se conoce que se ubican agrupados en operones que se localizan en
bloques cercanos unos de otros en el cromosoma en islas simbidticas o
extracromosoma en los plasmidos simbidticos (Long, 2001). En los géneros
Rhizobium y Ensifer y en algunas cepas del género Mesorhizobium, los genes de la
nodulacion se encuentran codificados en plasmidos simbidticos (Sessitsch et al.,
2002). En Bradyrhizobium los genes simbidticos son cromosomales y se encuentran
agrupados en un fragmento de alrededor de 400 Kpb que podria ser mévil (Gottfert
etal., 2001).

La variedad, la naturaleza y la cantidad producida de los factores Nod son
caracteristicas importantes ya que determinan en Gltima instancia la nodulacion y el
rango de hospedero. No todos los rizobios sintetizan los mismos factores Nod, estas
moléculas sufren una serie de modificaciones post-traduccionales que incluyen la
adicion de grupos metilo, acetilo, sulfato, ciertos &cidos grasos y también azucares
modificados (Figura 2). Estas adiciones hacen que la estructura de los factores Nod
sea especifica para cada especie de rizobio, lo cual hace posible a su vez, que se
pueda o no establecer la simbiosis con una especie determinada de leguminosa
(Cardenas et al., 1995; Cullimore, Ranjeva, y Bono, 2001; Wang et al., 2012).
Ademas también intervienen en la especificidad de la interaccién: exopolisacaridos,
lipopolisacaridos, los receptores NFRs de las plantas, B-glucanos ciclicos, proteinas
efectoras del sistema de secrecion T3SS de bacterias y moléculas relacionados a las
respuestas inmunes tanto en la leguminosa como en los simbiontes microbianos
(Berendsen, Pieterse, y Bakker, 2012; Gust et al., 2012; Nelson y Sadowsky, 2015).
Una vez que los factores Nod son reconocidos por la especie hospedera inducen a
concentraciones muy bajas (pico y nanomolares) una serie de cambios morfol6gicos
y fisioldgicos en los pelos radicales de la planta (Figura 3) (Cullimore, Ranjeva, y
Bono, 2001).



oR2 — -

CH20H CHpOH

CH2
2 0 o) O
HO A A
0 0 :
HO HO Ho OH

NH NH NH

1 [ 1

CO co co
I 1
CH3 CHjy

L) dn=1-4
o
R1

Figura 2. Estructura bésica del lipoquitin-oligosacarido. En los sitios marcados con
R se incorporan las modificaciones responsables de la especificidad de los factores

Nod. Imagen tomada de Monza y Marquez, (2004).

Gracias a estos cambios en los pelos radicales (niveles del influjo y eflujo de ciertos
iones como calcio, cloro, potasio y protones; pH intracelular, entre otros) los rizobios
se unen a ellos y dan lugar a la formacion del hilo de infeccion. Esta es una
estructura tubular que se forma con material de la pared del pelo radical, previniendo
de esta manera el contacto directo entre el citoplasma de la célula vegetal y el
rizobio, y en consecuencia, la respuesta de defensa de la planta. A menudo cada
nodulo contiene una Unica cepa bacteriana, sin embargo, en ocasiones mas de una
bacteria es atrapada durante la curvatura del pelo radicular (Gage, 2004).

Simultdneamente con la formacién de este canal de infeccion, se produce la
activacion de la division de las células del cortex de la raiz para formar el primordio
nodular. Una vez que el canal de infeccion alcanza el primordio nodular, las bacterias
son liberadas al citoplasma vegetal por un proceso similar a la endocitosis en el que
la bacteria queda rodeada por la membrana de la célula vegetal (membrana

peribacteroidal).

Finalmente, las células bacterianas comienzan a dividirse y sufren un proceso de

diferenciacion que las convierten en bacteroides capaces de fijar nitrégeno



atmosférico, y en dicho momento el nddulo pasa a estar maduro. Un conjunto de
bacteroides rodeado por una membrana peribacteroidal se denomina simbiosoma
(Gage, 2004; Monza y Méarquez, 2004).
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Figura 3. Infeccion de un pelo radicular, formacion del cordon de infeccion y del

simbiosoma. Imagen tomada de Monza y Marquez (2004).

Durante el proceso de formacion y funcionamiento del nédulo, la planta incrementa
la sintesis de unas proteinas llamadas nodulinas, las cuales estan involucradas en el
desarrollo y funcionamiento del noédulo. Una de ellas es la leg-hemoglobina cuya
funcion es la de mantener bajas las tensiones parciales de oxigeno, lo que crea un
ambiente microaaerobico que permite la actividad de la enzima nitrogenasa en el
bacteroide (Sainz et al., 2015; Pazdernik et al., 1997).

1.2.4. Inoculantes rizobianos

Los inoculantes son formulaciones especificas a base de microorganismos que
promueven el crecimiento vegetal, ya sea porque favorecen la adquisicion de
nutrientes o bien porque actian como control biolégico de patdgenos (Ahmad,
Ahmad, y Khan, 2008; Compant et al., 2005; Rodriguez et al., 2006). La



formulacion y comercializacion de inoculantes comenzo6 en 1930 en Estados Unidos,
y continda en la actualidad abarcando cada vez mas cultivos (Datta et al., 2015). Para
la formulacién de los mismos, uno de los factores mas importantes a tener en cuenta
es como interaccionan con el cultivo, y si contiene microorganismos diazotrofos
entonces, es importante tener en cuenta el grado de especificidad con el hospedero
(Martinez-Romero, 2009). Estas formulaciones pueden estar compuestas por un
Unico microorganismo o combinaciones de mas de una especie procariota para
aprovechar propiedades promotoras del crecimiento vegetal en la rizosfera (Bashan
et al., 2014; Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Dentro de los inoculantes, los mas comercializados son aquellos formulados a base
de rizobios ya que varios de los cultivos de mayor relevancia econdomica a nivel

mundial son leguminosas (Beyhaut et al., 2014; Igbal et al., 2006; FAO, 2016).

1.2.5. Factores que afectan la interaccion

La simbiosis se ve inhibida en primera instancia por falta de especificidad entre el
hospedero vegetal (flavonoides) y la bacteria (factores Nod) (Martinez-Romero,
2009; Wang et al., 2012). Por otro lado, altas concentraciones de N disponible en el
suelo inhiben no sélo la nodulacidn, sino que también inhibe a la nitrogenasa, ya que
la FBN es un proceso costoso a nivel energético y es mas eficiente tomar el N que se
encuentra en forma soluble (Gan et al., 2004). La FBN también se puede ver afectada
por la composicion fisicoquimica del suelo (acidez, toxicidad, salinidad y baja
fertilidad) y las condiciones climaticas (precipitaciones, temperatura) (de Castro
Pires et al., 2018).

La habilidad competitiva es uno de los factores determinantes en el éxito de la
inoculacion rizobiana. La competencia es un fendmeno complejo que depende de
parametros del suelo y de caracteristicas genéticas, tanto del rizobio como de la
planta huésped (Thies, Bohlool, y Singleton, 1992). Si se tiene en cuenta que los

nddulos constituyen un ambiente favorable para los rizobios y por otro lado, que solo



uno de cada mil rizobios de los que colonizan la rizésfera puede penetrar en un
nddulo, la competencia es una consecuencia que se genera entre los rizobios
individuales por abrirse paso hacia ese ambiente protector. Y por este motivo la
presencia de otras poblaciones de rizobios también afectan la simbiosis, ya que se
genera una competencia no solo por la ocupacion de los nddulos sino que también
por los nutrientes presentes en la rizésfera (Liu et al., 2011). Cuando se introduce un
inoculante, las cepas de rizobios que lo componen deben competir por los recursos
del medio con las cepas nativas/naturalizadas presentes en los suelos (Abaidoo et al.,
2000). En muchos casos estas cepas naturalizadas estan mejor adaptadas a las
condiciones nutritivas y edafoldgicas del sitio y por lo tanto son mas eficientes a
nivel de persistencia en los suelos y competitividad por los nddulos, pero no
necesariamente mas eficientes a nivel simbidtico (de Almeida Ribeiro et al., 2015).
Estas poblaciones de rizobios surgen a traves de modificaciones genéticas como
recombinacion o transferencia horizontal de genes entre especies de rizobios nativas
y cepas introducidas a través de los inoculantes (Bailly et al., 2007; Thies, Bohlool, y
Singleton, 1992). Por estos motivos, es clave a la hora de desarrollar inoculantes mas
eficientes, realizar un relevamiento de las poblaciones de rizobios presentes en los

suelos.

1.2.6. Técnicas para la identificacién de cepas de rizobios

La identificacion de rizobios puede realizarse a través de métodos fenotipicos como
la resistencia a antibioticos (Alexandre, Laranjo y Olivera, 2006), analisis serolégico
(Thies, Holmes y Vachot, 2001), y el perfil de proteinas totales (Irisarri et al., 1996).
Por otra parte, los métodos genotipicos son mas precisos que los fenotipicos para
detectar e identificar microorganismos y permiten analizar un alto ndmero de
muestras en poco tiempo. El desarrollo de las técnicas moleculares ha aportado
herramientas Utiles para la identificacion de las especies de bacterias que interactian
con las leguminosas (Lopez y Balatti, 2012). Una de ellas es el uso como marcador
molecular de los genes 16S ARN y 23S ARN vy la secuencia espaciadora (ITS) ARN
16S - ARN 23S (Graham et al., 1991). De manera alternativa, pueden utilizarse otros
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genes housekeeping como es el caso de recA y rpoB, entre otros (Gaunt et al., 2001,
Gevers et al., 2005). Una alternativa para obtener informacion filogenética y
taxondmica son los métodos basados en el andlisis de perfiles de restriccion, en los
que el ADN es digerido con enzimas de restriccion (lIrisarri et al., 1996), y basados
en esta técnica el RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y el ARDRA
(Amplified rDNA restriction analysis) (Zhang et al., 2016; Grange y Hungria, 2004).
En el caso de los rizobios muchas veces es necesario identificar a nivel de cepa. Con
ese proposito se emplean técnicas como el rep-PCR que utiliza como cebadores
secuencias cortas y repetitivas dispersas en el genoma, que resulta en un perfil de
bandas caracteristico de cada cepa en un gel de agarosa (Sawada, Kuykendall,
Young, 2003). Los cebadores més utilizados son elementos repetitivos extra génicos
palindromicos (REP), secuencias consenso intergénicas repetidas de enterobacterias
(ERIC), y elementos localizados en regiones intergénicas (BOX) (Versalovic et al.,
1994). Esta metodologia ha mejorado la precision y rapidez en la identificacion de
cepas. Dado que cada cepa presenta un perfil caracteristico, las técnicas de rep-PCR
son una herramienta util para conocer la diversidad de cepas capaces de nodular una
leguminosa, evaluar el control de calidad de los inoculantes y para conocer la
capacidad competitiva por la ocupacion de los nddulos de una determinada cepa de
rizobio (de Bruijn, 1992; Vinuesa et al., 1988).

1.2.7. Cuantificaciéon de la FBN

Poder determinar la cantidad de N fijado en la agricultura tiene una gran relevancia a
nivel mundial, ya que permite no solo mejorar la produccion de leguminosas sino
que también brinda conocimiento sobre como mejorar la calidad de los suelos.
Existen distintas metodologias para cuantificar el N fijado a través de la FBN;
algunas menos exactas como determinar diferencias en la acumulacion de N total o el
rendimiento en materia seca entre plantas fijadoras y no fijadoras (Vincent, 1970).
Estas metodologias presentan diversas limitantes, ya que no es correcto considerar
solo el N de la parte aérea, ademas la asimilacion no siempre es equivalente entre la

planta fijadora y la control.
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Por otra parte, la técnica de reduccion del acetileno cuantifica la actividad de la
nitrogenasa basandose en la capacidad de la enzima de reducir el acetileno a etileno.
Ambos gases pueden ser detectados y cuantificados por cromatografia de gases (Hardy
et al., 1968). Esta metodologia ha probado ser til para detectar sistemas de fijacion
de N pero también tiene limitaciones debido a que mide la actividad de la enzima

nitrogenasa de manera puntual y en un corto periodo de tiempo.

En la actualidad, las técnicas isotopicas que utilizan °N, tnico isétopo de nitrégeno
estable no radioactivo, se consideran como las Unicas que ofrecen cuantificaciones
globales de la FBN. En la atmdsfera la cantidad de *N es de 0,3663 atomos por 100
del total de N, lo que hace un 99,634 % para el is6topo *N, y por ello es posible el
uso de materiales enriquecidos en N en algunos estudios (Hardarson y Danso,
1990). Estas metodologias permiten distinguir la proporcién de N en la planta que
procede del suelo, de un fertilizante o de la atmosfera, y brindan valores de FBN
integrados para todo un ciclo de crecimiento de un sistema leguminosa-rizobio dado.
La abundancia de N es medida mediante el analisis de una planta de referencia
(nofijadora de N), la cual es totalmente dependiente del N del suelo para su
crecimiento. Dentro de técnicas que utilizan *°N, las mas aplicadas son las basadas en
la dilucién isotépica con N y en la abundancia natural de N (Unkovich et al.,
2008; Valles de la Mora, Cadisch, y Aluja-Schunemann, 2003).

El método de dilucion de *N (DI) permite evaluar cada una de las diferentes fuentes
de N en la planta, y es el mas usado para medir FBN. Esta técnica requiere la
aplicacion al suelo de una pequefia dosis de fertilizante enriquecido con *N previo a
la siembra, tanto de las plantas fijadoras como de las de referencia. Si las plantas solo
obtuvieran N del suelo y del fertilizante marcado con °N, ambas plantas (fijadoras y
de referencia) deberian poseer la misma relacion de "N/*N. Sin embargo, la planta
fijadora presenta una relacion "N/“*N més baja debido a la incorporacion de
nitrégeno del aire no marcado, mientras que esto no ocurre en la planta de referencia.
Esta metodologia supone que: la relacion N/**N de la planta no fijadora es la misma

que la del N del suelo; la leguminosa y la planta de referencia exploran el mismo
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volumen de suelo de idéntica relacion "N/*“N; ambas plantas deben absorber la
misma cantidad relativa del N afiadido y de N del suelo; y que la dindmica de
absorcion es la misma (Danso, Hardarson y Zapata, 1993).

La técnica de abundancia natural de N (AN) es una variacion de la técnica de
dilucién de is6topos, y se basa en las diferencias existentes entre isétopos que
ocurrieron durante la formacion del suelo, y por ello muchos suelos presentan una
abundancia de "N ligeramente superior a la atmésfera. Debido a esta diferencia en
abundancia de N entre el N del suelo y el atmosférico, se ha establecido que las
plantas fijadoras de nitrogeno tienen un enriquecimiento mas bajo de "°N que las no
fijadoras. Estas diferencias se expresan como delta (8) °N o partes por mil (%o)
relativo a la composicion de "®N en el N atmosférico, por definicion el valor de §'°N
del N2 del aire es igual a cero (Shearer y Kohl, 1988). La separacion de los isotopos
>N y *N se puede hacer mediante espectrometria de emisién o de masas. La ventaja
de los espectrometros de alta precision es su capacidad de medir diferencias
extremadamente pequefias en abundancia isotopica entre el material experimental y
un estandar del nitrogeno. Esta metodologia presenta como ventajas que no requiere
la adicion de N, el 8N del N del suelo disponible para las plantas puede ser
relativamente constante con la profundidad y tiempo, y la seleccién de las plantas de
referencia puede ser de menor importancia que en estudios con N enriquecido. Pero
también tiene algunas limitaciones: se requiere un espectrémetro de masas preciso y
procedimientos analiticos meticulosos; se necesita medir el factor de discriminacion
en las leguminosas durante la fijacion de N2; la técnica es insensible si el 51°N del
suelo es cercano al 8N del aire; y la variabilidad en el campo puede ser

considerable en algunos casos (Unkovich et al., 2008).

1.3. EL CULTIVO DE SOJA EN URUGUAY

La soja (Glycine max) es una especie de leguminosa cuyo grano presenta un alto
contenido de proteina y también es rico en aceite, por lo que sus propiedades

nutricionales tanto para humanos como para el ganado son de una alta relevancia

(Hartman, West, y Herman, 2011; Hymowitz y Shurtleff, 2005). Por otra parte, el
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cultivo de soja es muy valioso si se efectia en el marco de un cultivo por rotacién
estacional, ya que fija el nitr6geno en los suelos, agotados tras haberse practicado
otros cultivos intensivos (Capurro et al., 2010; Ernst, Siri-Prieto, & Cadenazzi, 2009;
Porter et al., 1997). Por estos motivos el proceso de expansion agricola hacia zonas
que tradicionalmente no lo eran, se ha dado a nivel mundial y Uruguay no es la
excepcion. El 6 % de la tierra cultivable en el mundo esté dedicado al cultivo de la
soja (100 millones de ha.), area que es la cuarta en tamafio después de los cultivos de
trigo, arroz y maiz (Hartman, West, y Herman, 2011). En nuestro pais, la soja es el
principal cultivo de grano, llegando a cubrir un area de 1.140.000 hectéreas en la
zafra 2016/2017, con un rendimiento promedio de 1940 kg/ha. (DIEA, 2017). Es un
cultivo, altamente dependiente de N, requiere aproximadamente 80 kg N/ha para
producir 1 tonelada de grano. Un factor a destacar es que dependiendo de las
condiciones del suelo la demanda de N por parte del cultivo puede ser cubierta en su
totalidad por la FBN (Rodriguez-Navarro et al., 2011). Por lo tanto, en paises como
Uruguay que no producen fertilizantes nitrogenados, la inoculacién de los cultivos

reduce notoriamente los costos del productor (Hungria et al., 2006).

1.3.1. Inoculacidén del cultivo de soja en Uruguay

Los rizobios que nodulan soja pertenecen a varios géneros diferentes:
Bradyrhizobium (B. canariense, B. dagingense, B. elkanii, B. japonicum, B.
liaoningense, B. yuanmingense, B. diazoefficiens) (Delamuta et al., 2013), Ensifer
(E. fredii, E. sojae, E. xinjiangense) (Chen, Yan, y Li, 1988), Mesorhizobium
tianshanense (Chen et al., 1995) y Rhizobium tropici (Hungria et al., 2006). La
inoculacion del cultivo de soja condujo a la introduccion en los suelos de cepas
exoticas de rizobios cuya dinamica poblacional condujo en muchos casos a su
naturalizacion, esto ha ocurrido tanto en Argentina como en Brasil, donde es dificil
encontrar suelos libres de rizobios. Incluso en suelos que nunca fueron inoculados, se
han aislado rizobios que se cree fueron llevados por el agua y/o el viento (Lodeiro,
2015).
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Las caracteristicas mas relevantes que debe presentar una cepa para conformar un
inoculante son: en primer lugar una alta eficiencia a nivel simbidtico, es decir que
presenta una buena tasa de fijacion de N; debe ser capaz de competir de forma
eficiente frente a otros rizobios presentes en el suelo por la ocupacién de los nédulos;
y por ultimo pero no menos importante, debe tener la capacidad de persistir en los
suelos (Brunel et al., 2009; Lodeiro, 2015; Sessitsch et al., 2002).

En Uruguay el cultivo de soja es 100 % inoculado, por este motivo es de suma
relevancia el mantener actualizada la informacién respecto a nuevas cepas de
rizobios, formulaciones de inoculantes y técnicas de inoculacion (Labandera, 2007).
En nuestro pais la soja ha sido inoculada desde la década del 70; desde 1984 y hasta
la actualidad el Departamento de Microbiologia de Suelos del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) recomienda una mezcla de dos cepas de B.
elkanii, U1301 y U1302 (Punschke, 2010), ambas de origen brasilero. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que durante un tiempo y hasta la zafra 2015/2016 en Uruguay
se utilizo la mezcla U1301/SEMIA5080 en las formulaciones del inoculante
comercial. EI MGAP es el organismo encargado de realizar la seleccion de cepas y el
control de calidad de los inoculantes nacionales y los provenientes de paises
limitrofes. Segln la reglamentacion actual del MGAP, las formulaciones comerciales
de inoculantes contienen ambas cepas a una concentracion de al menos 2x10° ufc/ml

al momento de la elaboracidn, en inoculantes en soporte liquido o solido (turba).

Existen diversas formulaciones de inoculantes para soja en la region, todas ellas
estan basadas en dos especies del género Bradyrhizobium, B. elkanii y B. japonicum.
La cepa E109 de B. japonicum es una de las mas utilizadas en Argentina desde 1970,
dado que ha sido la cepa comercial recomendada por el INTA (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, Argentina) (Torres et al., 2015). Por otro lado, en Brasil
los inoculantes estan formulados por una gran variedad de cepas tanto de B. elkanii
como de B. japonicum. Algunas de las mas empleadas son SEMIA587 y
SEMIA5019 de B. elkanii, y SEMIA5079 y SEMIA5080 de B. japonicum (Delamuta
et al., 2017; Kober, et al., 2004).
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1.4. ANTECEDENTES

El cultivo de soja se ha expandido a nivel mundial en los ultimos afios y en nuestro
pais se estd cultivando en zonas no tradicionalmente agricolas. Desde 1984 en
Uruguay la soja es inoculada con las cepas de B. elkanii, y a pesar de que son cepas
que presentan una alta eficiencia y la tecnologia de la inoculacion de las semillas ha
sido exitosa, no hay estudios actuales a nivel nacional. En las Gltimas décadas, dada
la alta demanda del cultivo, ha aumentado la necesidad de generar nuevos cultivares
como consecuencia de la insercion del cultivo en nuevas zonas del pais y la
necesidad de mejores rendimientos. Diversos estudios en la regidbn muestran que es
muy probable que en suelos con historia del cultivo de soja que cuentan con décadas
de inoculaciones sucesivas, exista una poblacion de rizobios naturalizada. Por estos
factores, surge la necesidad de realizar un relevamiento a nivel nacional sobre la
persistencia y eficiencia de las cepas comerciales utilizadas, su desempefio en
relacion a la variedad en que se inoculan y los suelos en donde estas se cultivan. A su
vez, también es relevante profundizar en el estudio de las poblaciones de rizobios
naturalizadas y que tan eficientes y competitivas son frente a las cepas que

conforman los inoculantes.
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue determinar la persistencia, capacidad
competitiva y eficiencia simbidtica de cepas de rizobios usadas en los inoculantes

comerciales para soja en Uruguay en suelos con y sin historia del cultivo.

1.5.2. Objetivos especificos

1. Determinar la persistencia de las cepas de rizobios usadas en los inoculantes
comerciales para soja.

2. Aislar de suelos con y sin historia de cultivo de soja cepas de rizobios
naturalizadas capaces de nodular soja.

3. Evaluar la capacidad competitiva de las cepas de los inoculantes usadas en
Uruguay entre ellas y frente a cepas usadas en los paises limitrofes tanto en sustrato
estéril como en suelos con y sin historia del cultivo de soja.

4. Conocer la eficiencia simbiotica de las cepas de rizobios para soja utilizadas en

Uruguay y en los paises limitrofes.
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2. MATERIALES Y METODOS

21. CEPAS DE RIZOBIOS USADAS EN LOS INOCULANTES
COMERCIALES

Para este estudio se trabajé con cepas de rizobios recomendadas para la formulacion
de los inoculantes de Uruguay y de los paises limitrofes: las cepas U1301
(SEMIA587) y U1302 (SEMIA5019) de Bradyrhizobium elkanii, de origen brasilero
que conforman el inoculante comercial uruguayo; y dos cepas de Bradyrhizobium
japonicum, U737 (SEMIA5080) y U738 también denominada U742 (E109), usadas
en los inoculantes para soja en Brasil y Argentina respectivamente. Esta
nomenclatura es la utilizada por el MGAP en la Coleccion Nacional de Cepas de
Rizobios (Punschke, 2010), pero en este trabajo se llamara a estas cepas segun la
nomenclatura del pais donde son empleadas, es decir como U1301, U1302,
SEMIA5080 y E1009.

2.2. POBLACIONES DE RIZOBIOS QUE NODULAN SOJA EN SITIOS CON
Y SIN HISTORIA DEL CULTIVO

2.2.1. Sitios muestreados

Para evaluar la persistencia y capacidad competitiva de las cuatro cepas de rizobios
comercializadas en la region para soja, se llevaron a cabo muestreos en distintos
predios considerando 3 variables: la zona, la historia de cultivo de soja y la
inoculacion o no con cepas de rizobios.

Se seleccionaron predios en zonas tradicionalmente agricolas que se extienden por el
litoral platense en los departamentos de Soriano (Dolores e Invernada), San José
(Santa Clara) y Colonia (Ombues de Lavalle); y en zonas no tradicionales para este
cultivo como los departamentos de Treinta y Tres (Estacion Experimental Paso de la

Laguna, INIA), y Cerro Largo (Melo) (Figura 4). Esta distribucién de las
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plantaciones de soja en el territorio de Uruguay puede observarse en el mapa superior

en la Figura 4 (Teledet).

TREINTAY TRES

Tretay Tres *

Figura 4. Mapa politico de la Republica Oriental del Uruguay. Rectangulos de color
violeta indican los departamentos en los que se realizaron muestreos en sitios con y
sin historia del cultivo. Circulos negros indican aquellos departamentos en los cuales
los sitios de muestreo fueron siempre con historia previa del cultivo. Arriba a la
derecha; mapa con la distribucion del cultivo de soja en Uruguay (puntos verdes)

(Imagen satelital obtenida del sitio web Teledet).

Por otra parte, los predios seleccionados fueron en algunos casos con historia previa
de cultivo de soja; como en los departamentos de Cerro Largo, Colonia (Ombues de
Lavalle), Treinta y Tres (Paso de la Laguna y Santa Clara), y San José (Invernada); y
en otros casos nunca habian sido sembrados con soja, como en algunos sitios

muestreados en Cerro Largo, Ombues de Lavalle y Dolores.

19



Cuadro 1. Sitios de muestreos de plantas de soja, en zonas tradicionalmente
agricolas (TA) y no tradicionalmente agricolas (NTA), en predios con y sin historia

del cultivo y con y sin inoculacion con cepas de rizobios comerciales.

ZONA LUGAR SUELO TRATAMIENTO
U1301 + SEMIA5080
sin SEMIA5080
NTA Cerro Largo historia E109
Control ¢/N
Control s/N
U1301 + SEMIA5080
con SEMIA5080
NTA Cerro Largo historia E109
Control ¢/N
Control s/N
U1301 + SEMIA5080
sin SEMIAS5080
TA [olonia (Ombues de Lavalle] historia E109
Control ¢/N
Control s/N
U1301 + SEMIA5080
con SEMIA5080
TA [olonia (Ombues de Lavalle] historia E109
Control ¢/N
Control s/N
NTA Treinta y Tres con U1301 + SEMIA5080
(Paso de la Laguna, INIA) historia
Soriano sin U1301 + SEMIA5080
TA (Dolores) historia
Control s/N
TA San José con SIN INOCULAR
(Santa Clara) historia
TA Mercedes con SIN INOCULAR
(Invernada) historia

A su vez, se muestrearon predios que fueron inoculados durante la zafra y predios sin
inocular. En el caso de Cerro Largo y Ombues de Lavalle, se muestre6 un ensayo
instalado en la zafra 2012/2013 en el marco de un proyecto previo (“Incremento de la

productividad y sustentabilidad del cultivo de soja (Glycine max L. Merr): fijacion
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biologica de nitrogeno en suelos del Uruguay”) donde se trabajé con dos variedades
de soja (IGRA645 e IGRA510); 3 tratamientos de inoculacion, y dos controles, uno
sin fuente externa de nitrégeno y otro con agregado de nitrégeno. Los tratamientos
de inoculacién se realizaron con las cepas: SEMIA5080, E109 y la mezcla comercial
usada en Uruguay en ese momento, U1301/SEMIA5080. La inoculacion se realizé a
campo, inoculando las semillas con la dosis comercial recomendada. Los inoculantes
fueron preparados en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias en
turba estéril con una concentracion de 10° rizobios viables por gramo turba. En Paso
de la Laguna se muestrearon parcelas durante la zafra 2015/2016 con plantas de soja
(Nidera A5909G) inoculadas con la mezcla comercial del momento
U1301/SEMIA5080. En Dolores se obtuvieron muestras de plantas de soja (Nidera
A5909G) inoculadas con de la mezcla comercial uruguaya utilizada en ese momento,
U1301/SEMIA5080 y de plantas sin inocular y sin agregado de nitrogeno. Por otra
parte, se tomaron muestras de dos sitios que no fueron inoculados pero que tienen
historia previa de cultivo de soja, Invernada y Santa Clara. Esta informacion se

resume en la Cuadro 1.

2.2.2. Colecta de nodulos

De cada planta de soja (estadio V5) se colectaron nédulos de dos zonas de la raiz: la
zona superior o primaria (los 3 primeros cm de la raiz principalpor debajo de la
corona) y la zona distal o secundaria (raiz principal y secundaria por debajo de los 3
cm desde la corona). Se consideraron nodulos primarios aquellos presentes en la
zona superior, y secundarios los que se localizan en la zona secundaria. Los nddulos
colectados se conservaron a -20 °C previo a la desinfeccidon y aislamiento de los

rizobios. El nimero de nddulos colectados vario entre los distintos sitios (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Numero de nddulos colectados por sitio y zafra. El total de nédulos esta

conformado en un 50 % por nddulos primarios y en un 50 % por secundarios.

ZAFRA SITIO N2 DE NODULOS
Cerro Largo CH 180
2012/2013 Cerro Largo SH 180
Ombuies de Lavalle CH 180
Ombues de Lavalle SH 180
Paso de la Laguna, INIA 72
2015/2016 Dolores 30
Santa Clara 30
Invernada 30

CH: con historia; SH: sin historia.

Del muestreo realizado en la zafra 2012-2013 se utiliz6 una coleccion de nddulos de
plantas de soja, almacenados a -20 °C, colectados de los ensayos de campo instalados
en los departamentos de Cerro Largo y Ombues de Lavalle en sitios con y sin historia
previa del cultivo. Se partié de un total de tres nédulos primarios y tres secundarios
por cada una de las 3 parcelas, por cada una de las 2 variedades de soja y para cada
uno de los 5 tratamientos (3 de inoculacion y dos controles); lo que totalizd 180

nodulos para cada sitio.

Para la colecta de nodulos de la zafra 2015/2016 se realizé el mismo procedimiento
que en la seccion anterior. En la Estacion Experimental Paso de la Laguna, INIA, se
tomaron plantas de 9 parcelas inoculadas, y se reservaron 4 nédulos primarios y 4
secundarios de cada una; es decir un total de 72 nodulos. Para la localidad de
Dolores, se muestre6 en un predio sin historia previa de cultivo de soja, se
cosecharon 7 plantas de cada tratamiento generando una muestra compuesta por
tratamiento. Del tratamiento inoculado se colectaron 20 nddulos y del control 10;
siendo un total de 30 nddulos analizados. En el caso de las localidades de Invernada
y Santa Clara, predios con historia del cultivo de soja pero sin inocular, se tomaron
muestras de 3 parcelas y se colectaron 5 nddulos primarios y 5 secundarios de cada

una; siendo un total de 30 nédulos colectados en cada sitio.

22



2.2.3. Aislamiento de rizobios a partir de nédulos

Para el aislamiento de rizobios, los nddulos fueron desinfectados superficialmente
para remover la mayor cantidad de contaminantes posible. Los nddulos se
mantuvieron un minuto sumergidos en etanol 70 % (v/v), se descartd el etanol, se
agregd hipoclorito de sodio al 2 % (v/v), se dejo entre 2 y 4 minutos (dependiendo
del tamafio del nédulo), y se descarto la solucion. Finalmente, se realizaron 5 lavados
con agua destilada estéril. Con una pinza estéril se tom6 un nodulo, se coloco entre
dos portaobjetos estériles y se presiond. El liquido que sali6é del nddulo se estrié en
una placa con medio YEM (Yeast Extract Manitol), también llamado EMA con
agregado de Rojo Congo (Vincent, 1970) (ver Cuadro 1 del Anexo I). El colorante
permite diferenciar las colonias de rizobios, que no toman el color rojo, de las de
posibles contaminantes. Las placas se incubaron a 28 °C por 5 dias. Una vez
obtenidas colonias aisladas, se consideraron posibles aislamientos de rizobios
aquellas que no incorporan el colorante (Rojo Congo) y presentaron una coloracién
rosada (Figura 5).

T TN

_— _ =2

Figura 5. A: raices de soja con nodulos; B: nddulos aplastados en portaobjetos; y C:

placas de EMA con colonias aisladas de rizobios.
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Los aislamientos obtenidos se nombraron en el caso de Cerro Largo y Ombues de
Lavalle usando la primera letra del sitio seguida de la historia del suelo, un nimero
indicando el tratamiento aplicado, un nimero romano indicando el bloque, una letra
indicando la ubicacion del nédulo (P primario, S secundario) y un nimero indicando
la réplica. En el caso de los demas sitios muestreados se utiliz6 como nomenclatura
la primera letra del sitio seguida de un nimero indicando el tratamiento aplicado, una
letra indicando la ubicacion del nddulo y un nimero indicando la réplica. Cada uno
de los aislamientos se repicaron a medio TY (Triptone-Yeast Extract) liquido (ver
Cuadro 2 Anexo 1) y se incubaron durante 5 dias a 28 °C con agitacion. El cultivo
liquido de cada aislamiento se mezclo con glicerol a una concentracion final del 25

% (v/v) para ser almacenado a -20 °C.

2.2.4. ldentificacion de los rizobios: rep-PCR

Para la obtencion del ADN gendmico, se utilizaron colonias aisladas de rizobios
crecidos en medio EMA solido. Con un tip estéril se pico cada colonia de interés y se
colocd en un tubo con 25 pl de solucion de lisis (NaOH 0.05 % - SDS 0.25 %).
Luego se incub6 a 95 °C por 10 min, y se agregaron 225 pl de agua MiliQ una vez
que la solucién alcanz6 nuevamente temperatura ambiente. Los tubos se invirtieron
un par de veces para mezclar el contenido y se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm.
Finalmente, se tom6 un volumen de 120 ul del sobrenadante, se dividio en dos

alicuotas que se conservaron a -20 °C para su posterior uso.

La identidad de las cepas ocupantes de los nddulos se determind mediante
comparacion de los perfiles de bandas generadas por la técnica de BOX-PCR usando
el primer BOXAIR, de secuencia 5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'
(Versalovic et al., 1994). La reaccion de PCR fue llevada a cabo en un volumen
final de 25 pl compuesto por 1X de Dream Taqg buffer-PCR (ThermoScientific,
Lituania), 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs (QIAGEN, Alemania), 0,5 uM de
primer BOXALR (Macrogen, Corea del Sur), 1 U de DreamTaq polimerasa
(ThermoScientific), 1 pl de lisado y H2O bidestilada hasta completar 25 pl.
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El programa de amplificacion utilizado fue: desnaturalizacion inicial por 7 min a 94
°C; seguido de 30 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina 52 °C y 3 min a 72 °C; y extension
final por 15 min a 72 °C. Los productos de amplificacién generados fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (p/v) con buffer TBE 0.5 X (Tris-Acido
Borico-EDTA) (ver Cuadro 3 del Anexo I). La electroforesis se llevo a cabo con
voltaje constante de aproximadamente 5 VV/cm durante 3 horas y media. Se utilizé el
marcador de peso molecular 100 pb PLUS (ThermoScientific), y el intercalante
GoodView (SBS, China). Los geles fueron fotografiados bajo luz UV utilizando una
camara Canon PowerShotG16.

Para el andlisis de los perfiles genéticos, a partir de la fotografia tomada del gel, se
empleo el software BioNumerics version 7.6 (AppliedMaths). Se consideraron para
el analisis las bandas conservadas en el rango de 300 y 3.000 pb, de buena intensidad
y definicion. El grado de diversidad genética entre los aislados se realizé mediante el
andlisis de conglomerados (cluster andlisis). La similitud genética fue calculada con
el coeficiente de Dice, mientras que la clasificacion jerarquica de los aislados fue
realizada con el método de agrupamiento UPGMA.

Para evaluar el grado de repetitividad de la técnica, se compararon distintos perfiles
de PCR de las 4 cepas de rizobios comerciales evaluadas; éstos fueron generados a
partir de ADN de lisados diferentes del mismo aislado y de diferentes
amplificaciones. Se llevd a cabo un dendrograma con estos perfiles para evaluar la

variabilidad entre ellos.

2.2.5. Autenticacion de cepas de rizobios naturalizadas

Aquellos aislamientos cuyo perfil de BOX-PCR fue diferente al de las cepas de
referencia se consideraron como posibles cepas nativas 0 naturalizadas. Para
descartar una posible contaminacion y autenticar que efectivamente el aislamiento
obtenido es capaz de nodular soja se inocularon plantas creciendo en frascos con150
mL de medio Farharells semi-sélido (ver Tabla 4 del Anexo I). La inoculacién se

realizo por duplicado con cultivos liquidos de las cepas con 107 ufc/mL. Las plantas
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se mantuvieron en camara de crecimiento con condiciones controladas (28 °C de
temperatura y 16 hs de luz y 8 de oscuridad como fotoperiodo) durante 15 dias.
Transcurrido ese tiempo se observd la nodulacion y se colectaron los nddulos. De
cada planta se obtuvo un aislamiento y se analiz6 su perfil genético por BOX-PCR
para verificar que efectivamente se tratara de una cepa diferente a las empleadas en

los inoculantes comerciales.

2.3. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE RIZOBIOS COMERCIALES

Para caracterizar las cepas de comerciales empleadas en este estudio se evalud la
velocidad de crecimiento y se realiz0 un ensayo de nodulacion en bolsas de
crecimiento, en el que se determind la velocidad de nodulacion y la capacidad
competitiva de las cepas. Estos andlisis fueron llevadso a cabo una Unica vez y por

consiguiente no cuentan con analisis estadistico.

2.3.1. Velocidad de crecimiento

Se evaluo la velocidad de crecimiento y el tiempo de generacion de las 4 cepas de
referencia utilizadas en este estudio: U1301 (SEMIA587) y U1302 (SEMIA5019) de
Bradyrhizobium elkanii, que conforman el inoculante comercial uruguayo; y las dos
cepas de Bradyrhizobium japonicum, U737 (SEMIA5080) y U738 también
denominada U742 (E109), utilizadas en los inoculantes para soja en Brasil y
Argentina respectivamente. Para determinar estos parametros de crecimiento se
crecieron las 4 cepas en medio TY liquido y se registré cada 24 hs la densidad 6ptica
a 660 nm con el fin de conocer el crecimiento y determinar si el cultivo se
encontraba en fase exponencial. Para determinar el n° de células por mL de cultivo,
se aplicé el método de recuento por gota (Drop-plate counting) (Howieson y
Dilworth, 2016). Se realizaron diluciones seriadas del cultivo y se depositd una gota
de 25 pl de las diluciones deseadas en un sector de una placa de Petri con medio
EMA. Después de la absorcion del inoculo, las placas fueron invertidas y se

colocaron en estufa a 28 °C durante 5 dias. Las placas se observaron para determinar
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el nimero colonias teniendo en cuenta que el método toma como dilucion apropiada
para el conteo aquella que presente entre 5-50 ufc. Para determinar las ufc/ml se debe
multiplicar el n® de colonias contadas en la gota, por el inverso del volumen de la
misma y el de la dilucion. Este procedimiento se realiz6 al menos en tres tiempos
distintos del crecimiento del cultivo para obtener una curva de crecimiento en fase
exponencial (log ufc/ml vs. tiempo) y asi determinar los pardmetros velocidad de

crecimiento y tiempo de generacion.

2.3.2. Caracteristicas de la nodulacién

Se realizé un ensayo de nodulacion en el cual se evalua la velocidad de formacion de
los nddulos, la ubicacion y la capacidad competitiva de las cepas por la ocupacion de
los mismos (Bhuvaneswari, Turgeon, y Bauer, 1980; Oliveira y Station, 1990). El
disefio experimental se basd en 10 tratamientos con inoculacién y un control sin
inocular, con 4 réplicas cada uno. Los tratamientos consistieron en la inoculacion con
las cepas de referencia U1301, U1302 y SEMIA5080 en forma individual y en
mezclas en iguales proporciones (50:50) de U1301 + U1302, U1301 +SEMIA5080 y
U1302 + SEMIA5080; y mezclas de U1301+ SEMIA5080 y U1302 + SEMIA5080
en proporciones de 20:80 e invertido 80:20.

Se utilizaron semillas de soja (Nidera A5909G transgénica) previamente
desinfectadas 1 minuto en etanol 95 % (v/v), seguido de hipoclorito de sodio al 2 %
(v/v) 3 minutos y 6 lavados con agua destilada estéril. Las semillas fueron pre-
germinadas en medio EMA semi-sélido (agar 7 g/l) por 72 hs para verificar la
eficiencia de la desinfeccidn superficial. Luego de que el largo de la raiz fuera de
aproximadamente 2-3 cm, se sembraron (una por unidad experimental) en bolsas de
16.5 cm x 36 cm (SGP, Seed Germination Pouch), previamente esterilizadas en
autoclave, que contienen un soporte de papel (Figura 6).

Se agreg6 10 ml de medio Farhareus liquido para hidratar el soporte, se cubrid la
zona ddnde estaba la raiz con papel de aluminio y se colocaron en un cuarto de
plantas a 28 °C con un fotoperiodo de 16 hs. de luz y 8 hs. de oscuridad. A las 48 hs.

las plantas se inocularon con 1 ml de cultivo con 1x107 ufc/ml; este volumen y
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concentracion se aplicaron tanto para las cepas individuales como para las mezclas.
Al momento de la inoculacidn se realiz6 una marca en el sitio en donde se ubicaba la

punta de la raiz (root tip, RT).

Figura 6. Raiz de soja en bolsa de crecimiento (SGP). Los nimeros indican los
nddulos que se formaron y la linea negra la localizacion del root tip en el momento

de la inoculacion.

Las plantas se mantuvieron por 19 dias, hidratando con medio Farharelis cada 48 h.
Se controlo diariamente cada bolsa para detectar y registrar la aparicion de los
nodulos. Al cabo de tres semanas se cosecho el ensayo, se contaron los nddulos de
cada unidad experimental, y se midi6 la distancia en mm respecto al RT para cada
nodulo. Se considerd una medida negativa cuando el nddulo se ubicé por debajo del

RT y positiva por encima del mismo, + mm y — mm respectivamente.

Para determinar la capacidad competitiva de las cepas en los tratamientos inoculados
con mezcla de cepas se realizé el aislamiento de rizobios de los nddulos obtenidos de
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cada bolsa y se identifico la cepa ocupante del ndédulo mediante el perfil de BOX-
PCR. Se consideraron como variables a analizar la distancia de cada nddulo respecto
al RT, el tiempo que tardd en aparecer cada nddulo y la cepa que ocup6 cada uno de
ellos. El procedimiento para el aislamiento y la amplificacion fue el mismo descripto
en la seccion 2.2.4.

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 utilizando el software Infostat (Di
Rienzo, 2014). El estudio de las variables analizadas se llevé a cabo aplicando el
Modelo Lineal Generalizado Mixto (MLGM), distribucion binomial. Para la
comparacion de medias se aplico el test de LSD-Fisher, con un nivel de significancia
del 95 %.

2.4. ENSAYOS BAJO CONDICIONES SEMI-CONTROLADAS:
INVERNACULO

2.4.1. Caracteristicas de los suelos

Para este ensayo se colectaron suelos con y sin historia de cultivo de soja del predio
de INIA Las Brujas, Departamento de Canelones. Las caracteristicas quimicas de los
suelos fueron analizadas por el Laboratorio de Suelos de INIA, La Estanzuela.

Para conocer la carga de rizobios capaces de nodular soja se realizd un ensayo de
namero mas probable (NMP) en planta. Se germinaron semillas de soja previamente
desinfectadas en placas de agar-agua a 28 °C por 48 hs. Las semillas se sembraron
sobre el pliegue de un papel filtro colocado en frascos de vidrio con 400 ml de medio
Somasegaran (ver Cuadro 3 del Anexo 1) cubiertos con papel de aluminio para evitar
la exposicién de las raices a la luz. A las 48 hs de la siembra, las plantas se
inocularon por triplicado con 1 ml de diluciones del suelo. En el caso del suelo con
historia se trabajo con las diluciones 103, 10y 107%; y en el caso del suelo sin
historia con 10, 102 y 1073, Las diluciones se realizaron con NaCl al 0.85 %. Se
colocaron tres frascos control, por lo que se tuvo un total de 21 frascos. Se

mantuvieron en cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas, con una
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temperatura de 25 °C y fotoperiodo de 16/8 hs (luz/oscuridad). A los 20 dias después
de la inoculacionse determind la nodulacion y se usaron las tablas de Fisher y Yates
(1963) para estimar el NMP.

2.4.2. Diseno experimental y condiciones de crecimiento de las plantas

El ensayo se instal6 en el inverndculo del Laboratorio de Microbiologia de Suelos de
INIA, Las Brujas (Figura 7), bajo condiciones semi-controladas de temperatura, 28
°C aproximadamente. Al igual que para el ensayo de nodulacién, se utilizaron
semillas de soja (Nidera A5909G transgenica) previamente desinfectadas un minuto
en etanol 95 % (v/v), seguido de hipoclorito de sodio al 2 % (v/v) 3 minutos y 6
lavados con agua destilada estéril. Se sembraron 4 semillas pregerminadas en arena
estéril a 28 °C en macetas con 2 Kg de una mezcla de suelo y arena (1:1) con una
capa de vermiculita estéril en la superficie para controlar la humedad. A los 4 dias de
la siembra se raleo a 2 plantas/maceta y se realizo la inoculacién. Se evaluaron 2
suelos (con y sin historia), 5 tratamientos con inoculacién y 2 controles, cada uno
con 6 réplicas. Los tratamientos de inoculacion fueron con las cepas E109,
SEMIA5080, U1301, U1302, y U1301/U1302 (50:50) (mezcla que conforma el
actual inoculante comercial uruguayo). La inoculacion se realizé con de 1 mL de
cultivo con 1x10” ufc/ml por planta (2 ml por maceta), en el caso del tratamiento con
la mezcla U1301/U1302 se inoculd con una mezcla de 500 ul de cada una de las
cepas. La concentracion de células se ajusté midiendo la D.O. a 660 nm y utilizando
la curva de crecimiento realizada previamente para cada una de las cepas de
referencia (Howieson y Dilworth, 2016). Los controles fueron con y sin agregado de
N, en el caso del primero la fuente nitrogenada fue una solucion de NH4NO3 30 ppm.
Como controles no fijadores de nitrégeno para la evaluacion de la FBN mediante la
técnica de abundancia natural de N se sembraron plantas de sorgo dulce (Tupper),
maiz (Alazan M103930) y tomate (Repique INIA). Se sembraron dos réplicas por
cultivo y se evaluaron también en ambos suelos. Con las semillas de maiz y sorgo se
realizaron los mismos pasos que para soja pero con sélo 2 minutos en hipoclorito; las

de tomate s6lo se enjuagaron con EtOH y se lavaron 6 veces con agua destilada
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esteril. Las plantas se regaron con 100 ml de solucion nutritiva Somasegaran (ver
Cuadro 4 del Anexo 1) una vez por semana durante las dos primeras semanas y luego
se pasé a dos riegos por semana. Los controles con agregado de N se regaron una vez
por semana con 100 ml de solucién de NH4sNO3z 30 ppm. El resto del tiempo las

plantas se mantuvieron hidratadas con agua.

Figura 7. Ensayo en condiciones semi-controladas en invernaculo INIA, Las Brujas,

Canelones. Plantas de soja, maiz, sorgo y tomate.

Se realizaron dos cosechas, la primera a los diez dias luego de la inoculacién y se
tomaron dos réplicas por tratamiento. La segunda cosecha se llevé a cabo a los 40
dias, cuando las plantas de soja comenzaban la fase de floracion, y se cosecharon las

4 réplicas restantes.

2.4.3. Determinacidn de eficiencia simbidtica

Para comparar la eficiencia de los diferentes tratamientos de inoculacién en cuanto al
crecimiento vegetal, para cada unidad experimental se realizaron medidas de peso
seco de biomasa aérea (PSPA), radicular (PSR) y nodular (PSN); para ello las
muestras fueron mantenidas en estufa a 65 °C hasta peso constante. Ademas, se
realizo el conteo del nimero de nodulos primarios (n° NP) y secundarios (n° NS).
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Por otro lado, para determinar la eficiencia de las cepas en FBN se llevé a cabo la
técnica de Abundancia Natural de *°N (AN) (Houngnandan et al., 2008; Unkovich et
al., 2008). Se reservo la biomasa aérea seca de todas las unidades experimentales
(soja, tomate, maiz y sorgo), a excepcidn del tratamiento inoculado con la cepa E109
y el control con agregado de N. Las muestras vegetales fueron molidas finamente (2
mm) (Molino Thomas) y una sub-muestra de aproximadamente 0,5 g se coloco en
capsulas de aluminio para ser enviadas a analizar a la Universidad Davis en
California, mediante el servicio Stable Isotope Facility (SIF).

El porcentaje de nitrogeno derivado de la atmdsfera (% Ndda) para cada tratamiento

fue calculado aplicando la siguiente formula:

015N referencia — 015N leguminosa
%Ndda = - x 100
0 15N referencia

donde 3N referencia y 8®N leguminosa corresponden a los valores de 8°N (%)

para las plantas control (maiz, sorgo y tomate) y las plantas de soja respectivamente.

2.4.4. ldentificacion de las cepas ocupantes de los nddulos

De cada unidad experimental se colectaron 10 nodulos primarios y 10 secundarios
que fueron mantenidos congelados a -20 °C hasta el aislamiento de los rizobios. El
aislamiento se realiz6 como se detalla en la seccién 2.2.3. Luego de obtenidos los
aislamientos se procedi6 a identificar la cepa ocupante del nédulo mediante el perfil
genético a través de la técnica PCR-BOX como se detalla en la seccion 2.2.4. El
andlisis de dichos perfiles se realiz6 al igual que para los muestreos a campo, con el

software Bionumerics de AppliedMath.

2.4.5. Andlisis de datos

El andlisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el software Infostat (Di
Rienzo, 2014). En el caso de las variables que presentaron distribucién normal se

realizé un analisis de varianza (ANAVA) y para la comparacion de medias se aplico
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el test de Tukey, con un nivel de significancia del 95 %. Para aquellas variables cuya
distribucion no fue normal se utilizé un Modelo Lineal General y Mixto, se aplicé el
test de LSD-Fisher también con un nivel de significancia del 95 %.

Por otra parte, el estudio de la ocupacion de los nédulos se llevé a caboaplicando el
Modelo Lineal Generalizado Mixto (MLGM), distribucion binomial. Para la
comparacion de medias se aplicé el test de LSD-Fisher, con un nivel de significancia
del 95 %. Se utiliz6 como variable el namero de nddulos ocupados por las cepas
E109, SEMIA5080, U1301 y U1302 y como co-variable el total de nddulos
analizados en cada caso.

2.5. ENSAYOS BAJO CONDICIONES CONTROLADAS: MAGENTAS

2.5.1. Disefio experimental y condiciones de crecimiento de las plantas

Para complementar los analisis del ensayo en invernéculo se realizaron dos ensayos bajo
condiciones gnotobidticas en sistema Magentas (Figura 8). Se hizo énfasis en el estudio
de la eficiencia simbidtica y capacidad competitiva de las mezclas de las cepas de B.
elkanii utilizadas en los inoculantes uruguayos para soja, U1301 y U1302, en

combinacion con la cepa de B. japonicum SEMIA5080.

Figura 8. Ensayo en magentas bajo condiciones semi-controladas en invernaculo

INIA, Las Brujas, Canelones.
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Las tres mezclas evaluadas fueron: la comercializada actualmente en el pais,
U1301/U1302; la mezcla que se estuvo comercializando hasta el afio 2015,
U1301/SEMIA5080; y la mezcla U1302/SEMIA5080.

Para ambos ensayos las semillas de soja utilizadas fueron de la misma variedad que
para el ensayo de invernaculo y se desinfectaron siguiendo el mismo procedimiento,
pero fueron pre-germinadas en placas de agar-agua (7 g/l). Se sembraron dos
semillas por magenta, luego a los 5 dias fueron raleadas a una planta e inoculadas
con 1 ml de cultivo a una concentracion de 1x107 ufc/ml. Se utiliz6 como sustrato en
ambos casos arena estéril y 200 ml de solucién nutritiva Somasegaran (ver Cuadro 4

del Anexo 1), que se cambi0 para cada magenta una vez por semana.

En el primer ensayo se evaluaron 6 tratamientos con inoculacion y 2 controles, y se
realizaron 6 réplicas por tratamiento. Los tratamientos consistieron en la inoculacién
con las cepas E109, SEMIA5080, U1301, U1302, las mezclas U1301/U1302 vy
U1301/SEMIA5080. Los controles fueron con y sin agregado de nitrogeno.

En un segundo ensayo, se evaluaron 4 tratamientos con inoculacion y un control sin
agregado de nitrégeno, y se realizaron 5 réplicas por tratamiento. En este caso, se
evaluaron U1301/U1302, U1301/SEMIA5080, U1302/SEMIA5080, SEMIA5080.
También se evallo el efecto de inocular con una diluciéon 1/10 en NaCl 0.85 % (p/v)

del suelo con historia de cultivo de soja utilizado en el ensayo de invernaculo.

2.5.2. Determinacion de la eficiencia simbiotica y capacidad competitiva

En el primer ensayo se realizaron dos cosechas, la primera a los 22 dias de la
inoculacion y la segunda a los 35 dias de la misma. Mientras que en el segundo
ensayo se realizé una Unica cosecha a los 35 dias de la inoculacion.

Para ambos ensayos, se evaluaron parametros de crecimiento del cultivo: peso seco
de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso seco de nodulos (PSN),

biomasa total, nimero de nédulos primarios (n°® NP) y secundarios (n° NS).
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Para evaluar la capacidad competitiva de las cepas, en cada cosecha se guardaron a -
20 °C 10 nddulos de cada una de las repeticiones de los tratamientos inoculados con
mezcla de cepas. La identificacion de las cepas ocupantes de los nddulos se realiz6

mediante PCR-BOX, siguiendo los mismos pasos que en las secciones 2.2.3-4.

2.5.3. Andlisis de datos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando los mismos modelos aplicados

para el ensayo de invernaculo (Seccion 2.4.5).
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3. RESULTADOS

3.1. IDENTIFICACION DE LAS CEPAS COMERCIALES: BOX-PCR

Para determinar la identidad de los rizobios aislados de n6dulos se compard el perfil
de BOX-PCR obtenido de cada aislamiento con el de las cuatro cepas de referencia
utilizadas en este estudio. Previamente, para evaluar la variabilidad de la técnica, se
obtuvieron perfiles de BOX-PCR de las 4 cepas de referencia con los que se realiz6
un dendrograma (Figura 9).
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Figura 9. Dendrograma obtenido a partir de perfiles de BOX-PCRde las cepas de B.
japonicum (SEMIA5080 y E109) y de B. elkanii (U1301 y U1302). Las fechas
indican diferentes reacciones de PCR vy las letras indican diferentes lisados de una

misma cepa.

Se obtuvieron perfiles con entre 9 y 14 bandas cada uno, comprendidas en un rango
de 400 y 3.000 pb. Puede observarse que existen variaciones en el perfil de BOX-
PCR cuando se usaron lisados diferentes de la misma cepa y cuando se hicieron
reacciones de PCR en distintas fechas. Teniendo en cuenta esa variabilidad de la

metodologia, se consideraron iguales los aislados con igual 0 mas de un 70 % de
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similitud. Como resultado de éste andlisis puede observarse que las cepas se agrupan
en dos ramas, una con las cepas de B. Japonicum (SEMIA5080 y E109) y otra con
las de B. elkanii (U1301 y U1302). Las dos cepas de B. elkanii presentaron alta

similitud entre ellas.

3.2. POBLACIONES DE RIZOBIOS QUE NODULAN SOJA EN SITIOS CON
Y SIN HISTORIA DEL CULTIVO

3.2.1. Aislamiento de rizobios a partir de los nédulos colectados a campo

De los 720 nodulos colectados en los muestreos realizados en la zafra 2012/2013 se
obtuvieron 310 aislamientos de los cuales 100 provienen delsitio Cerro Largo con
historia y 50 del sitio sin historia; 112 de Ombues de Lavalle con historia y 48
delsitiosin historia. La diferencia entre el nimero de nddulos colectados y los
aislamientos obtenidos podria ser consecuencia de que los nodulos fueron
almacenados a -20 °C durante los tres afios que transcurrieron entre el fin del
proyecto Alianza en el 2013 y el afio 2016 cuando comenzd este trabajo de tesis.

De los nddulos colectados en los muestreos realizados en la zafra 2015/2016 se
obtuvieron 130 aislamientos de los cuales 34 se obtuvieron de Dolores, 56 de Paso de

la Laguna, 17 de Santa Clara y 23 de Invernada.

3.2.2. Persistencia vy capacidad competitiva de las cepas de rizobios empleadas

en los inoculantes de Uruguay v la regién

En las Cuadros 3 y 4 se detalla el nimero de aislamientos identificados utilizando la
técnica PCR-BOX para cada sitio, suelo y tratamiento del muestreo 2012/2013. En
los controles sin inocular de ambos sitios con historia se obtuvieron aislamientos de
las cepas U1301, U1302 y SEMIA5080. Por otro lado, destaca la cantidad de
nodulos ocupados por la cepa SEMIA5080 aun en los tratamientos inoculados con la

mezcla U1301/U1302, E109 y controles sin inocular. La cepa E109 sélo fue aislada
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de 6 nddulos lo que significa la casi nula capacidad de ocupacién de los nddulos por

la misma; incluso en el tratamiento que fue inoculado con esta cepa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de aislamientos identificados en sitios con historia de cultivo de

soja, para cada uno de los 4 tratamientos y las 2 variedades de soja evaluadas
(IGRA510 e IGRAG45).

Sitio Tratamiento U1301 | U1302 | E109 | SEMIA 5080 | Naturalizadas | Total de aisl.
Cerro Largo control 4 2 0 12 0 18
U1301+U1302 0 0 0 8
Var. IGRA510 | E109 2 1 3 11 0 17
SEMIA5080 2 1 0 9 1 13
Cerro Largo control 2 1 0 13 0 16
U1301+U1302 0 2 0 1 4 7
Var. IGRA645 | E109 1 5 0 8 0 14
SEMIA5080 1 1 0 3 2 7
Ombtues control 7 4 0 2 0 13
de Lavalle U1301+U1302 5 8 0 7 2 22
E109 0 2 2 14 1 19
Var. IGRA510 | SEMIA5080 5 0 0 3 0 8
Ombtues control 4 3 0 4 2 13
de Lavalle U1301+U1302 3 2 0 8 2 15
E109 6 3 1 2 0 12
Var. IGRA645 | SEMIA5080 2 0 0 3 7 12

Control: plantas de soja sin inocular. Naturalizadas: aislamientos cuyo perfil genético

es diferente al de las cuatro cepas de referencia utilizadas.

Por otra parte, se obtuvieron un total de 23 aislamientos que presentaron un perfil

genético distinto al de las cuatro cepas de referencia evaluadas en este estudio

(Cuadro 3); por lo que en principio se trata de posibles cepas naturalizadas.

Del andlisis de los perfiles genéticos de los aislamientos obtenidos de nddulos

colectados en la zafra 2012/2013 en suelo sin historia se observa que no se
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recuperaron rizobios de las plantas controles (Cuadro 4). Por otro lado, los resultados
muestran que no necesariamente es la cepa con la que se inoculd la que se recupera

de los nédulos.

Cuadro 4. Numero de aislamientos identificados en sitios sin historia de cultivo de

soja, para cada uno de los 4 tratamientos y las 2 variedades de soja evaluadas

(IGRA510 e IGRAG45).

Sitio Tratamiento | U1301 | U1302 | E109 | Semia5080 | Naturalizadas | Total de aisl.
Cerro Largo control 0 0 0 0 0 0
U1301+U1302 0 0 0 1 8
Var. IGRA510 | E109 0 1 3 0 0 4
SEMIA5080 2 1 0 7 11
Cerro Largo control 0 0 0 0 0 0
U1301+U1302 7 1 0 1 1 10
Var. IGRA645 | E109 3 2 4 2 0 11
SEMIA5080 4 0 0 2 3 9
Ombtues control 0 0 0 0 0 0
de Lavalle U1301+U1302 0 4 0 2 2 8
E109 0 0 0 0 1 1
Var. IGRA510 | SEMIA5080 3 0 0 2 0 5
Ombtes control 0 0 0 0 0 0
de Lavalle U1301+U1302 5 3 0 5 2 15
E109 0 0 1 4 5 10
Var. IGRA645 | SEMIA5080 1 1 0 7 0 9

Control: predio sin inocular. Naturalizadas: aislamientos cuyo perfil genético es

diferente al de las cuatro cepas de referencia utilizadas.

En casi todos los casos de los tratamientos de inoculacion con E109 y la mezcla
U1301/U1302 se obtuvieron aislamientos de igual perfil que la cepa SEMIA5080, asi
como también de las cepas U1301 y U1302 cuando se inoculé con SEMIA5080. Esto
pudo ser consecuencia de contaminacion al momento de la siembra, o por el relieve

del terreno que haya ocurrido contaminacion entre parcelas debido al flujo de agua

39



de lluvia. Al igual que en los suelos con historia se obtuvieron 15 aislamientos que
en principio presentaron un perfil genético distinto al de las cuatro cepas de

referencia evaluadas en este estudio (Cuadro 4).

Los resultados de la identificacion de los aislamientos obtenidos de nddulos del
muestreo 2015/2016 muestran que si bien las cepas que conforman el inoculante
comercial uruguayo (U1301 y U1302) pueden estar presentes o no, la cepa
SEMIA5080 se recuper6 en todos los sitios (Figura 10).
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Figura 10. Aislamientos identificados a partir de los muestreos realizados en 2016

en los sitios: Dolores, Paso de la Laguna, Santa Clara e Invernada.

En el caso de Dolores se obtuvieron 34 aislamientos, de los cuales la mayor
proporcion presentd igual perfil que la cepa SEMIA5080, y una muy baja proporcion
con igual perfil al de la cepa U1301. De los 56 aislamientos obtenidos en Paso de la
Laguna, la mayoria fueron identificados como SEMIA 5080 y un porcentaje bajo fue
identificado como U1301 y U1302 (Figura 10). Por otra parte, de los 40 aislamientos

obtenidos en las localidades de Santa Clara e Invernada (con historia y sin inocular
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respectivamente), una gran proporcion de nddulos fue ocupado por la cepa SEMIA
5080, y casi no se obtuvieron aislamientos con perfiles iguales al de las cepas U1301
y U1302 (Figura 10).En los 4 sitios se aislaron rizobios con perfiles distintos a las
cepas empleadas en la inoculacion (Figura 10). En total se identificados 39

aislamientos como cepas naturalizadas.

3.2.3. Cepas de rizobios naturalizadas

En este trabajo se obtuvieron 78 aislamientos cuyo perfil fue diferente al de las 4
cepas de rizobios comerciales utilizadas. Un total de 44 aislamientos fueron
autenticados utilizando el procedimiento detallado en la seccion 2.2.5 y se confirmo
que efectivamente eran capaces de nodular soja y presentaron perfiles distintos al de
las cepas de referencia. Entre estos 44 aislamientos se identificaron 9 perfiles
genéticos distintos (Cuadro 5), lo que corresponde a 9 cepas de rizobios
naturalizadas. Considerando iguales aquellos aislados cuyos perfiles tuvieron una
similitud de bandas igual o mayor al 70 %, se determiné que varios de ellos son
iguales entre si. En la localidad de Dolores todos los aislamientos presentaron el

mismo perfil, y lo mismo ocurrié en Santa Clara (Cuadro 5).

Cuadro 5. Grupos de aislamientos con perfil genético diferente al de las cepas de

referencia.

PERFIL AISLAMIENTOS SITIO SUELO
1 CCIVS3 Cerro largo | con historia
I CC101S3, CC81VS2
n 0S8IVP1, 0S8IS2 Ombues cony sin
\") 0S9lIP2, OC8I1S2 de Lavalle historia
Y S3P3, S3P4, S3P5, S4P1, Dolores sin historia

S4P3, S4P5 , S4P6, S4P7, S4S3
Vi ilP1,ilP2,ilP4,ilP5,ilS1,ilS2, Invernada con historia
i1S3,ilS5,illP1,illP2,illP3,illP5,
il1S2,il1S3,illS5, illlIS1, illlIS2, illIS5
Vil illP3,ilIP4
Vil SJIP4, SIIP5, SJIS1, SJIIP2, Santa Clara | con historia
SIS, SIIHIP3, SIIIS2

IX T2P2 Treintay Tres | con historia
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Cabe destacar que en Invernada 20 de los 23 aislamientos fueron cepas naturalizadas
que se diferenciaron en 2 perfiles. En los sitios de Ombdes de Lavalle y Cerro Largo
se identificaron 4 perfiles distintos.

Con el objetivo de evaluar la similitud entre los perfiles de las cepas naturalizadas y
las cepas de B. japonicum y B. elkanii utilizadas como referencia, se generé un
dendrograma (Figura 11). Se diferencian dos ramas, una con aquellas cepas cuyo
perfil se asemeja al de las cepas de B. elkanii y otra con las cepas que comparten

mayor similitud con las cepas de B. japonicum.
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Figura 11. Dendrograma construido con los perfiles de BOX-PCR de 9 de las cepas
naturalizadas junto con las 4 cepas de referencia (SEMIA5080, E109, U1301 y

U1302). Se consideraron iguales cuando la semejanza entre perfiles fue igual o

mayor al 70 %.
Las cepas S4P1, ilP5 y OS8IVP1 se agrupan en la misma rama que las cepas E109 y

SEMIA 5080; siendo el perfil de la cepa OS8IVP1 de Ombues de Lavalle muy

similar al de la cepa E109. Mientras que las otras 6 cepas se agrupan con las cepas de
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referencia de B. elkanii, y entre ellos pueden diferenciarse 4 grupos: uno con las
cepas U1301 y U1302; otro conformado por CC1VS3 y illP3; el tercer grupo con las
cepas OC101S3, OS9lIP2 y T2P2; y separado del resto el SJIIIS1.

Los restantes 34 aislamientos de cepas naturalizadas, se estudiaran en profundidad en
un trabajo posterior durante el tercer afio del proyecto en el que se enmarca el

presente estudio.

3.3. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE RIZOBIOS COMERCIALES

3.3.1. Velocidad de crecimiento

Para conocer la velocidad de crecimiento y el tiempo de generacion de las cepas
comerciales utilizadas en este trabajo se llevaron a cabo curvas de crecimiento del
log UFC/ml vs. tiempo (hs.). En la Cuadro 6 se observan los valores de la velocidad
de crecimiento y el tiempo de generacion para cada una de las cuatro cepas. La cepa
SEMIA5080 de B. japonicum presentd el menor tiempo de generacion, y mayor
velocidad de crecimiento quelas demas cepas. Por otra parte, las cepas de B. elkanii,
U1301 y U1302 utilizadas en el inoculante comercial nacional, presentaron mayor

velocidad de crecimiento que la cepa E109 de B. japonicum (Cuadro 6).

Cuadro 6. Velocidad de crecimiento (vc) y tiempo de generacion (tg) para las cuatro

cepas de rizobios comerciales evaluadas.

vC Tg

Cepa (Generaciones/hs) (hs)
U1301 (B. elkanii) 0,0862 11,60
U1302 (B. elkanii) 0,0919 10,88
SEMIAS5080 (B. japonicum) 0,1113 8,981
E109 (B. japonicum) 0,0713 14,03
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3.3.2. Caracteristicas de la nodulacion de las cepas comerciales de B. elkanii

usadas en Uruguay v B. japonicum SEMIA5080

La velocidad de nodulacion de cada cepa se correlaciona con una buena capacidad
competitiva, por este motivo se realizé un ensayo en bolsas de crecimiento (Figura
12), en el cual se evaluaron las cepas U1301, U1302 y SEMIA5080 en forma

individual y mezcladas en distintas proporciones.

Figura 12. Ensayo de nodulacion en bolsas de crecimiento. Arriba a la izqg.:

disposicion del ensayo. Abajo a la izq.: nédulo en corona de la raiz, encima del

roottip (RT). Derecha: raiz con marca del RT y nodulos desarrollados.

La Cuadro 7 muestra el tiempo de aparicion del primer y tercer nédulo ya que para el
segundo nddulo no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados. EIl primer nédulo se formé entre 8 y 13 dias luego de la inoculacién, con
diferencias significativas entre los distintos tratamientos. El tratamiento inoculado
con la cepa U1301 y la mezcla U1301+SEMIA5080 (20:80) fueron los que
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presentaron el mayor tiempo de aparicion. Mientras que los tratamientos inoculados
con las cepas U1302, SEMIA5080, y las mezclas U1301/U1302 (50:50),
U1301+SEMIAS5080 (80:20) y U1302+SEMIA5080 (80:20); fueron los que
presentaron menor tiempo de aparicion del primer nédulo. El resto de los
tratamientos no difieren significativamente entre ellos y presentan un tiempo de

aparicion del primer nédulo intermedio.

Cuadro 7. Tiempo en dias que tardan en aparecer el primer y tercer nédulo en
plantas de soja inoculadas con cepas de B. elkanii U1301 y U1302 y B. japonicum
SEMIA5080.

Tiempo de aparicion (dias)

Tratamiento 12 nédulo 32 nédulo
U1301 13 a 14 a
U1302 8 e 10 ab
SEMIA5080 9 cde 11 ab
U1301+U1302 8 e 9 ab
U1301+SEMIA5080 50:50 11 bc 12 ab
U1301+SEMIA5080 20:80 11 ab 13 a
U1301+SEMIA5080 80:20 9 de 7 b
U1302+SEMIA5080 50:50 11 bcd SD -
U1302+SEMIA5080 20:80 11 bc SD -
U1302+SEMIA5080 80:20 10 bcde 10 ab

SD: sin dato, no presenté tercer nddulo. Los valores representan la media de 4 repeticiones.
Las diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (Modelo Lineal
Generalizado Mixto (MLGM), distribucién binomial, Test de LSD, p<0.05).

En cuanto el tercer nddulo, el menor tiempo de aparicién se dio en el tratamiento
inoculado con la mezcla U1301+SEMIA5080 (80:20), la cual difirié
significativamente del tratamiento con la cepa U1301 y la mezcla
U1301+SEMIA5080 (20:80), el resto de los tratamientos no difirieron entre si.

Otro parametro analizado fue el nimero de nédulos ubicados por encima del RT para

cada tratamiento. Como se planteé en la metodologia aquellas cepas que presenten

una buena capacidad de nodulacion, formaran nédulos en la zona de la raiz cercana a

45



la superficie y por lo tanto por encima del RT. Puede observarse en la Cuadro 8 que
los tratamientos se diferenciaron significativamente y formaron tres grupos; uno
conformado por las cepa U1301 y las mezclas U1301+SEMIA5080 (80:20),
U1302+SEMIAS5080 (50:50 y 20:80) con el menor promedio de nédulos por encima
del RT. En otro grupo esté el tratamiento con la mezcla U1302+SEMIA5080 (80:20),
el cual presentd el mayor promedio de nimero de nddulos por encima del RT. El
resto de los tratamientos conforman el tercer grupo y presentan promedios de nimero

de nddulos intermedios entre los otros dos grupos.

Cuadro 8. Numero de nodulos ubicados por encima del root tip (RT) en los diez

tratamientos evaluados.

Tratamiento n2 de nédulos
U1301 1 a
U1302 3 b
SEMIA5080 4 b
U1301+U1302 3 b
U1301+SEMIA5080 50:50 4 b
U1301+SEMIA5080 20:80 4 b
U1301+SEMIA5080 80:20 2 a
U1302+SEMIA5080 50:50 1 a
U1302+SEMIA5080 20:80 2 a
U1302+SEMIA5080 80:20 6 C

Los valores representan la media de 4 repeticiones. Las diferentes letras en cada columna
indican diferencias significativas (Modelo Lineal Generalizado Mixto (MLGM), distribucién
binomial, Test de LSD, p<0.05).

Si se tiene en cuenta los resultados obtenidos en éste analisis y en el del tiempo de
aparicion de los primeros nddulos, podemos resaltar que la mezcla
U1302+SEMIA5080 (80:20) tiene menor tiempo de aparicién del primer nodulo y
ademas es la que presenta el mayor namero de nddulos por encima del RT. Por su
parte, el tratamiento inoculado con la cepa U1301 presenta el mayor tiempo de
aparicion del primer nddulo y ademas es el que presenta el menor nimero de nédulos

por encima del RT.
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De los 10 tratamientos, se colectaron 156 nddulos, de los cuales, el 61 % se ubicd por
encima del RT (Figura 13). De los 47 nodulos colectados ocupados por la cepa
U1301, el 60 % se ubicd por encima del RT (Figura 13A). De los 43 nddulos
ocupados por la cepa U1302, el 49 % de los mismos se ubicd por encima del RT
(Figura 13B) y de los 66 nédulos ocupados por la cepa SEMIA5080 el 70 % se ubica
por encima del RT (Figura 13C).
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Figura 13. Distribucion de los nddulos en la raiz para cada cepa evaluada. EI 0 en el
eje de las y representa la ubicacién del root tip al momento de la inoculacion. A: cepa
U1301; B: cepa U1302; C: cepa SEMIA5080.
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Estos resultados indican que las tres cepas son eficientes en la colonizacién de la raiz
ya que los nédulos se ubican en la corona de la misma (encima del RT).

Para este ensayo también fueron evaluadas la distancia promedio de cada nodulo de
cada tratamiento respecto al RT, y la ocupacién de los nddulos dentro de cada
tratamiento mezcla y no se observaron diferencias significativas en ninguno de los
dos casos (dato no mostrado). Cabe resaltar que se cont6 sélo con cuatro réplicas por

tratamiento.
3.4. EFICIENCIA SIMBIOTICA Y CAPACIDAD COMPETITIVA DE CEPAS
DE RIZOBIOS COMERCIALES USADAS EN LA REGION: ENSAYO EN

MACETAS

3.4.1. Caracteristicas de los suelos

Al analizar el NMP de rizobios de los suelos con y sin historia se obtuvo que el suelo
con historia de cultivo de soja presentd al menos 1000 veces mas rizobios por

gramos de suelo, que el suelo sin historia (Cuadro 9).

Cuadro 9. Numero Mas Probable (NMP) de rizobios en los suelos con historia de
soja (CH) y sin historia de soja (SH).
Rizobios/g. suelo

CH 1,5x10*
SH 3,6

Los datos fisicoquimicos de los suelos se muestran en la Cuadro 10. El suelo CH
presentd un pH cercano a la neutralidad (6,2) y una alta concentracion de calcio y
potasio. Mientras que el suelo SH presentd un pH levemente méas acido (5,9), y un
mayor porcentaje de carbono organico que el suelo CH y lo mismo ocurrié con la
concentracion de fosforo inorganico. Estos valores de fésforo pueden ser debido a
que en dicho suelo se vierten efluentes de tambo. En cuanto al porcentaje de

nitrégeno, el suelo SH (0,34 %) tuvo un valor mayor al del suelo CH (0,26 %).
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Cuadro 10. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos empleados en el ensayo de

maceta en invernaculo. CH: con historia de soja, SH: sin historia de soja.

pH N C.0Org Bray | Ca K
Suelo | (H20) % % ug P/g | meg/100g | meq/100g
CH 6,2 0,26 2,87 70,2 24,9 0,89
SH 5,9 0,34 3,84 87,6 4,0 0,12

3.4.2. Eficiencia simbidtica

En el suelo CH, el control sininocular y sin N fue el tratamiento que presenté mayor
PSPA, PSR y biomasa total, y difirié significativamente del resto de los tratamientos
(Cuadro 11). Estos resultados permiten afirmar que el suelo CH cuenta con una
poblacion de rizobios consecuencia de anteriores inoculaciones y/o de cepas
naturalizadas que favorece de forma significativa el crecimiento vegetal. Los datos
obtenidos para el PSN mostraron diferencias significativas entre el tratamiento
inoculado con la cepa U1301 (menor media) respecto al tratamiento inoculado con la
cepa E109 y el control s/N. Los tratamientos inoculados con las cepas U1302 y E109
presentaron mayor n° NP que el resto de los tratamientos. Para el n°® NS no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Los resultados del
control ¢/N no se muestran ya que no difieren significativamente del control s/N, en
ninguna de las variables analizadas (dato no mostrado); lo que indica que la cantidad

de N agregado no fue suficiente para promover el desarrollo vegetal.
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Cuadro 11. Peso seco de biomasa aérea (PSPA), radicular (PSR), nodular (PSN) y
namero de nddulos primarios (n° NP), secundarios (n° NS) y biomasa total de plantas
de soja de suelo CH inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum, y control sin

inocular, cosechadas a los 40 dias.

Tratamiento PSPA (grs)* PSR (grs)* PSN (grs) ** n2 NP ** n2 NS ** Biomasa tot. (grs)*

U1301 770 a |19 a | 054 «c| 45 b| 286 a 10,1 a
uU1302 770 a |1,80 a | 063 bc| 69 a | 300 a 10,2 a
U1301+U1302 7,80 a |[160 a | 0,64 abc| 48 b | 274 a 10,3 a
SEMIA5080 780 a |200 a | 062 bc| 35 b| 29 a 10,3 a
E109 810 a |210 a | 0,74 ab| 71 a | 312 a 11,0 a
Control s/N 12,00 b |270 b | 082 a| 39 b |38 a 15,3 b

Los valores representan la media en gramos por maceta (c/u con dos plantas). Las diferentes
letras en cada columna indican diferencias significativas (*Modelo Factorial Simple — Test
de LSD-Fisher, p<0,05; **Modelo Lineal Generalizado y Mixto, Test de LSD-Fisher,

p<0,05). s/N: control sin agregado de nitrégeno.

En el suelo SH las plantas presentaron una nodulacion menor y un mayor contraste
entre los tratamientos aplicados (Cuadrol2), debido a que la poblacion de rizobios
presentes en dicho suelo es casi nula (resultados de NMP, Cuadro 9). Los
tratamientos inoculados con las cepas SEMIA5080, U1301, U1302, y la mezcla
U1301/U1302 presentaron mayor n° NS, n® NP y PSN vy difirieron significativamente
del tratamiento inoculado con la cepa E109 y el control s/N, que presentaron una
nodulacién nula o muy baja. En cambio, para el parametro PSR, los tratamientos
inoculados con las cepas de B. elkanii en forma individual o la mezcla U1301/U1302
presentaron mayores valores quelos tratamientos inoculados con las cepas de B.
japonicum SEMIA5080 y E109; sélo el tratamiento inoculado con la mezcla
U1301/U1302 difirid significativamente del control. Por otra parte, para los
parametros PSPA y biomasa total no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos. La biomasa obtenida del tratamiento del control ¢/N no se muestran
ya que no difieren significativamente del control s/N, para las variables de biomasa y

la nodulacion fue nula (dato no mostrado).
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Cuadro 12. Peso seco de biomasa aérea (PSPA), radicular (PSR), nodular (PSN) y

namero de nddulos primarios (n° NP), secundarios (n° NS) y biomasa total de plantas

de soja en suelo SH inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum, y control sin

inocular, cosechadas a los 40 dias.

Tratamiento

PSPA (grs)* PSR (grs)* PSN (grs)** n2 NP**

n2 NS**

Biomasa tot. (grs)*

uU1301

U1302
U1301+U1302
SEMIA5080
E109

Control s/N

6,80
6,10
6,90
6,30
3,60
4,70

a

Q0 0 9 o

a

2,30
2,30
2,50
1,60
1,50
1,80

bc
bc

ab

0,56
0,48
0,58
0,50

0 0 O o

126
85
135
83
3
0

T o 0 0 o

b

203
162
194
195
6
4

T o0 0 0 o

b

9,70
8,90
10,0
8,40
5,10
6,50

a

Q9 9 909 9

a

Los valores representan la media en gramos por maceta (c/u con dos plantas). Las diferentes

letras en cada columna indican diferencias significativas (*Modelo Factorial Simple — Test
de LSD-Fisher, p<0,05; **Modelo Lineal Generalizado y Mixto, Test de LSD-Fisher,

p<0,05). s/N: control sin agregado de nitrégeno.

Las diferencias entre los suelos con y sin historia se vieron reflejadas no sélo en la

biomasa aérea y radicular de las plantas sino también en la coloracién foliar de las

mismas. Los ejemplares de los controles s/N en el suelo sin historia presentaron un

verde-amarillento que respalda la falta de nitrdgeno por no estar inoculado y por lo

tanto no realizar la FBN (Figura 14). Estas diferencias en el efecto de los suelos en la

coloracion y tamafio se observan también en los tratamientos inoculados (Figura 15).
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Figura 14. Plantas de soja bajo tratamiento control sin agregado de nitrgeno. Las 4
de la izquierda son en suelo con historia de cultivo de soja y las 4 de la derecha sin

historia.

Figura 15. Plantas de soja bajo tratamiento de inoculacion con la cepa U1301. Las 4
de la izquierda son en suelo con historia de cultivo de soja y las 4 de la derecha sin

historia.
La cantidad de N derivado de la atmosfera para cada tratamiento fue estimada

empleando el método de abundancia natural de N. Aplicando cualquiera de los tres

cultivos no fijadores (tomate, sorgo y maiz) usados como planta de referencia, o bien
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el promedio de los mismos se llega a los mismos resultados tras el andlisis
estadistico. En la Figura 16, puede observarse que el N fijado en las plantas crecidas
en suelo con historia es mayor que en las crecidas en suelo sin historia, para todos los
tratamientos analizados. En el suelo con historia no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos; mientras que en el suelo sin historia el control
sin agregado de N y el tratamiento inoculado con la cepa E109 presentaron menores

valores de % Ndda que el resto de los tratamientos.

120

100 -
W Con Historia

80 -
B Sin Historia

60 -

%Ndda

40 -

U1301 U1302 mezcla SEMIA5080 E109 Control

Figura 16. Porcentaje de N derivado de la atmdsfera (% Ndda) presente en plantas
de soja inoculadas con las cepas U1301, U1302, SEMIA5080, E109, mezcla
U1301/U1302 y un control sin agregado de nitrégeno creciendo en macetas con
suelo con historia y sin historia de soja, cosechadas a los 40 dias Las diferentes letras
en cada columna indican diferencias significativas (Modelo Lineal Generalizado y
Mixto, Test de LSD-Fisher, p<0,05).

Estos resultados demuestran que el suelo con historia presenta una poblacion de
rizobios con un alto nivel de eficiencia simbiotica, esto se ve reflejado tanto en los
valores de biomasa como en los de N atmosférico fijado. Por otra parte, los analisis
de biomasa y de abundancia natural de *°N en los suelos sin historia reflejan el efecto

de la inoculaciéon en un suelo con escasa presencia de rizobios. Bajo estas
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condiciones de crecimiento de las plantas de soja, destaca la eficiencia de las cepas
de B. elkanii y de la cepa SEMIA5080 de B. japonicum, las cuales aportan mediante
la FBN casi el 100 % del N presente en la planta. En cuanto a la inoculacioncon la
cepa E109, fue la menos eficiente en la FBN, aportando menos del 40 % del N
presente en planta (Figura 16), lo que se explica por la baja nodulacién que

presentaron las plantas.

3.4.3. Capacidad competitiva

Para evaluar la capacidad competitiva entre las cepas de referencia usadas en la
inoculacion y la poblacion de rizobios del suelo que persiste de inoculaciones
anteriores, se identificaron las cepas ocupantes de los nédulos. Asimismo, se busco
conocer si las cepas se diferencian en la ocupacion de los nddulos en suelo con
historia previa de cultivo de soja, y también conocer si hay alguna relacion entre la
cepa inoculada y la ubicacion del nddulo en la raiz (primarios/secundarios), es decir
conocer que tan competente es en la colonizacion de la misma. Al analizar el efecto
de la cepa, la ubicacion del nddulo y la interaccion entre ambos se obtuvo que sélo la
cepa inoculada afecté de forma significativa a la variable. En ambas cosechas se
observaron diferencias significativas en la ocupacion de nodulos entre la cepa
SEMIA5080 (mayor media) Y el resto de los tratamientos. Al inocular con esta cepa,

la misma ocup6 una gran proporcion de los nddulos en ambas cosechas (Cuadro 13).

Por otra parte, también se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
nodulos ocupados por la mezcla 1301/1302 (41 %) del ocupado por la cepa E109,
ésta se recuperd en tan sélo el 13 % de éstos en la primera cosecha y en un 9 % en la
segunda. En cuanto a la ocupacion de los noédulos por las cepas de B. elkanii que
componen la mezcla del inoculante comercial uruguayo no difieren
significativamente entre si en la primera cosecha. En cambio, en la segunda cosecha

la cepa U1302 ocup6 una mayor cantidad de nddulos que la U1301 (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Ocupacion de nddulos en suelo con historia de cultivo de soja para
ambas cosechas del ensayo en invernaculo, para los tratamientos de inoculacién con
las cepas de U1301, U1302, SEMIA5080, E109 y la mezcla U1301/U1302.

12 COSECHA 22 COSECHA

Tratamiento % de nédulos ocupados % de nédulos ocupados
por la cepainoculada por la cepainoculada
U1301 34 bc 22 ¢
U1302 27 bc 52 b
U1301/U1302 41 b 41 b
SEMIA5080 85 a 82 a
E109 13 c 9 c

*1° cosecha a los 10 dias, n=3. ** 2° cosecha a los 40 dias, n=3. Las diferentes letras
en cada columna indican diferencias significativas (Modelo Lineal Generalizado
Mixto (MLGM), distribucion binomial, Test de LSD-Fisher, p<0,05).

Por otra parte, para conocer que cepa fue mas competitiva en ocupar los nédulos
primarios al inocular con la mezcla de las cepas U1301 y U1302, se evallo el efecto
de la cepa y la ubicacion y del suelo. Existe efecto de la interaccidén cepa*suelo en la
ocupacion de nddulos para el tratamiento de inoculacion con la mezcla
U1301/U1302 en ambas cosechas. En suelo SH la cepa U1302 fue recuperada en
mayor proporcion que la cepa U1301. Mientras que en suelo CH, no se observan

diferencias significativas entre ambas cepas (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Ocupacion de nddulos primarios por las cepas B. elkanii U1301 y U1302

al inocular con la mezcla de ambas en suelos con (CH) y sin historia (SH) de cultivo

de soja.
12 COSECHA 22 COSECHA
Tratamiento % de nédulos ocupados % de nédulos ocupados
por la cepainoculada por la cepainoculada
U1301 SH 29 b 29 b
U1302 SH 72 a 72 a
U1301CH 22 b 16 b
U1302 CH 19 b 24 b

*1° cosecha a los 10 dias, n=3. ** 2° cosecha a los 40 dias, n=3. Las diferentes letras en cada
columna indican diferencias significativas entre cepas en cada suelo (Modelo Lineal
Generalizado Mixto (MLGM), distribucion binomial, Test de LSD-Fisher, p<0,05).

Dado que en este estudio se observé que varios de los aislamientos de nodulos
recuperados en suelos CH e inoculados con la mezcla U1301/U1302 corresponden a
la cepa SEMIA5080 se evalud la ocupacion de los nodulos por la cepa SEMIA5080
cuando se inocula con la mezcla de cepas de B. elkanii U1301/U1302 en suelo CH.
La cepa SEMIA5080 ocupo6 la mayoria de los nodulos colectados en ambas cosechas,

y difirio significativamente de las cepas U1301 y U1302 (Cuadro 15).

Cuadro 15. Ocupacion de nddulos por las cepas de B. elkanii y SEMIA5080 de B.

japonicum cuando se inocula con la mezcla U1301/U1302 en suelo CH en ambas

cosechas.
12 COSECHA 22 COSECHA
Tratamiento % de nédulos ocupados % de nédulos ocupados
porlacepa por lacepa
SEMIA5080 59 a 57 a
U1301 22 b 24 b
U1302 19 b 14 b

*1° cosecha a los 10 dias, n=3. ** 2° cosecha a los 40 dias, n=3. Las diferentes letras en cada
columna indican diferencias significativas entre cepas en cada suelo (Modelo Lineal
Generalizado Mixto (MLGM), distribucion binomial, Test de LSD-Fisher, p<0,05).
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Estos resultados indican la presencia y capacidad competitiva de esta cepa en los
suelos con historia del cultivo de soja. A su vez, en la segunda cosecha se observo
también interaccion significativa entre la cepa inoculada y la ubicacion de los
nddulos. La cepa SEMIA5080 ocupdla mayoria de los nédulos secundarios (71 %) y
difirié significativamente de las cepas de B. elkanii. En cuanto a la ocupacion de los
nddulos primarios no se observaron diferencias significativas entre las tres cepas

(datos no mostrados).

Para conocer la capacidad competitiva de las cepas de inoculantes remanentes de
anteriores siembras, se analizé la ocupacion de los nddulos del tratamiento control en
suelo CH (Cuadro 16). Se observan diferencias significativas entre la ocupacion de
los nodulos en la primera cosecha; la cepa SEMIA5080 ocupd la mayoria de los
nodulos en comparacion con las cepas U1301 y U1302. En la segunda cosecha
contintan existiendo diferencias significativas entre la cepa SEMIA5080 (69 %) y
las otras, pero la ocupacion de los nodulos por la cepa U1302 es mayor y difiere
significativamente de la U1301. Estos resultados muestran que en el suelo CH estan
presentes las cepas SEMIA5080, U1301 y U1302 pero que la cepa SEMIA5080 es

mas competitiva que las cepas de B. elkanii en la ocupacion de los nddulos.

Cuadro 16. Ocupacién de nddulos por las cepas de B. elkanii y SEMIA5080 de B.

japonicum en el tratamiento control en suelo CH en ambas cosechas.

12 COSECHA 22 COSECHA
Tratamiento % de nédulos ocupados % de nédulos ocupados
por la cepa por lacepa
SEMIA5080 81 a 69 a
U1301 9 b 7 b
U1302 9 b 24 ¢

*1° cosecha a los 10 dias, n=3. ** 2° cosecha a los 40 dias, n=3. Las diferentes letras en cada
columna indican diferencias significativas entre cepas en cada suelo (Modelo Lineal
Generalizado Mixto (MLGM), distribucion binomial, Test de LSD-Fisher, p<0,05).
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Cabe destacar que en el caso de los porcentajes de ocupacion de los nddulos, no
siempre se alcanza el 100 % debido a la existencia de aislamientos cuyo perfil
genético difiere del de las cepas de referencia, los cuales se estudiaran en detalle en
el tercer afio del proyecto y no en este trabajo.

3.5. EFICIENCIA SIMBIOTICA Y CAPACIDAD COMPETITIVA DE CEPAS
DE RIZOBIOS COMERCIALES USADAS EN LA REGION: ENSAYO EN
MAGENTAS

3.5.1. Primer ensayo

En el primer ensayo se realizaron dos cosechas. Para la primera no se observo
diferencias entre los tratamientos inoculados mientras que en la segunda se observo
efecto del tratamiento sobre los cuatro parametros analizados (Cuadro 17). En el caso
del PSPA y la biomasa total los tratamientos inoculados con la cepa SEMIA5080,
E109, U1302 y las mezclas U1301/U1302 y U1301/SEMIA5080 no difieren entre
ellos y presentaron medias significativamente mayores a las del tratamiento
inoculado con la cepa U1301 y el control s/N. En cuanto al pardmetro PSN, el
tratamiento inoculado con la cepa U1301 difirié significativamente de todos los
tratamientos, menos del inoculado con la cepa E109. Todos los tratamientos
inoculados presentaron diferencias significativas respecto al control. En el caso del
PSR, el tratamiento inoculado con la cepa U1301 presentd la menor media y difirio
significativamente de todos los demas tratamientos inoculados con excepcion de la
mezcla U1301/U1302 y la cepa E109. De estos resultados se destaca la capacidad de
las cepas U1302 y SEMIA5080 solas o en combinacion con la cepa U1301, de

promover el crecimiento vegetal y generar una mayor biomasa aérea.

Para evaluar la competencia entre cepas se analizé la ocupacion de los nédulos en los
tratamientos inoculados con las mezclas U1301/U1302 y U1301/SEMIA5080. Para
la primera cosecha no se observo efecto de la cepa sobre la ocupacién de los ndédulos

en ninguna de las dos mezclas evaluadas. En cambio, en la segunda cosecha se
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observaron diferencias significativas en el tratamiento inoculado con la mezcla
U1301/SEMIA5080, en el cual la cepa SEMIA5080 fue recuperada en el 87 % de los

nédulos analizados (datos no mostrados).

Cuadro 17. Peso seco de parte aérea (PSPA), radicular (PSR), nodular (PSN) y
biomasa total de plantas de soja inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum, y

un control s/N y sin inocular.

Tratamiento PSPA (grs)* |PSR (grs)** PSN (grs)* Biomasa tot. (grs)*
u1301 0,80 a 0,30 c 0,10 a 1,20 a
u1302 1,00 a 0,30 bc 0,12 a 1,50 a
12 U1301+U1302 1,00 a 0,40 bc 0,10 a 1,50 a
COSECHA|U1301+SEMIA5080 | 1,00 a 0,50 bc 0,11 a 1,60 a
SEMIA5080 1,10 a 0,50 ab 0,10 a 1,70 a
E109 1,00 a 0,30 bc 0,10 a 1,40 a
Control s/N 0,70 a 0,80 a SD - 1,50 a
u1301 1,68 a 0,22 a 0,10 b 2,00 a
u1302 2,69 b 0,36 bc 0,19 a 3,20 b
22 U1301+U1302 2,67 b 0,34 abc 0,16 a 3,20 b
COSECHA]U1301+SEMIA5080 | 2,98 b 0,43 c 0,16 a 3,00 b
SEMIA5080 2,91 b 0,36 bc 0,16 a 3,40 b
E109 2,65 b 0,29 ab 0,15 ab 3,10 b
Control s/N 1,59 a 0,39 bc 0,02 c 2,00 a

1° cosecha a los 22 dias, n=3. 2° cosecha a los 35 dias, n=3. Los valores representan la media
en gramos por planta. Las diferentes letras en cada columna indican diferencias
significativas: *datos analizados mediante Modelo Factorial Simple — Test de LSD-Fisher,
p<0,05; **datos analizados mediante Modelo Lineal Generalizado y Mixto, Test de LSD-
Fisher, p<0,05). SD: no hubo nddulos para peso seco, sélo para aislamientos. s/N: control sin

agregado de nitrégeno.

3.5.2. Sequndo ensayo

En el segundo ensayo de magentas, se realizd una Unica cosecha, y se evalud la
mezcla U1302/SEMIA5080 ademas de las evaluadas en el ensayo anterior. Puede
observarse en Cuadro 18 que existe efecto de los tratamientos sobre todos los
parametros evaluados. En el PSPA, se observan diferencias significativas entre los

tratamientos inoculados y el control s/N. A su vez las plantas inoculadas con las
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mezclas U1301/U1302 y U1302/SEMIA5080 presentaron menor PSPA que las
plantas inoculadas con la cepa SEMIA5080. Para los pardmetros PSN, PSR y
biomasa total, los tratamientos inoculados no presentaron diferencias significativas
entre ellos pero si con respecto al control s/N. A partir de estos resultados obtenidos
de biomasa total se observa que tanto la cepa SEMIA5080 como las tres mezclas

evaluadas destacan en su promocion del crecimiento vegetal.

Cuadro 18. Peso seco de parte aérea (PSPA), nodular (PSN), radicular (PSR) y
biomasa total de plantas de soja inoculadas con cepas de B. elkanii, B. japonicum y

control s/N y sin inocular.

Tratamiento PSPA (grs)* PSR (grs)* PSN (grs)** Biomasa tot. (grs)*
Control s/N 1,10 a 0,46 a 0 b 1,50 a
SEMIA5080 2,90 c 0,88 b 0,30 a 4,10 b
U1301+U1302 1,90 b 0,96 b 0,37 a 3,20 b
U1301+SEMIA5080 2,30 bc 0,96 b 0,37 a 3,60 b
U1302+SEMIA5080 2,20 b 1,0 b 0,32 a 3,60 b

Los valores representan la media en gramos por planta. Las diferentes letras en cada columna
indican diferencias significativas: *datos analizados mediante Modelo Factorial Simple —
Test de LSD-Fisher, p<0,05; **datos analizados mediante Modelo Lineal Generalizado y

Mixto, Test de LSD-Fisher, p<0,05). s/N: control sin agregado de nitrégeno.

Se evalud la capacidad competitiva de las cepas en los tratamientos inoculados con
las mezclas U1301/U1302, U1301/SEMIA5080 y U1302/SEMIA5080 (Cuadro 19).
En el caso de la mezcla comercial uruguaya, U1301/U1302, la cepa U1302 fue
recuperada en mayor % de nodulos. En el caso de la mezcla U1301/SEMIA5080, se
recupera de la mayoria de los nddulos la cepa SEMIA5080. No se obtuvieron
diferencias significativas entre cepas en el caso de la mezcla U1302/SEMIA5080 (43

% y 57 % respectivamente).
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Cuadro 19. Ocupacion de nodulospor las cepas de B. elkanii y SEMIA5080 de B.

japonicum en los tratamientos inoculados con las mezclas U1301/U1302 vy
U1301/SEMIA5080.

% de nddulos ocupados por la cepainoculada

Tratamiento Mezcla U1301/U1302 Mezcla U1301/SEMIA5080
SEMIA5080 - 66 a

U1301 36 b 34 b

U1302 64 a -

Las diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (Modelo Lineal

Generalizado Mixto (MLGM), distribucion binomial, Test de LSD-Fisher, p<0,05).
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4. DISCUSION

Desde la década del 70, en Uruguay se producen inoculantes de rizobios para soja
con cepas recomendadas por el Departamento de Microbiologia de Suelos, del
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), organismo encargado de
realizar la seleccién de cepas y el control de calidad de los inoculantes nacionales y
los provenientes de paises limitrofes. Desde 1984 hasta el presente, las cepas U1301
y U1302 de B. elkanii se utilizan para las formulaciones del inoculante comercial
nacional (M. Mayans, comunicacion personal). La informacion sobre la fijacion de
nitrégeno en el cultivo de soja es escasa, no esta actualizada y no hay reportes de
cepas de rizobios nativas eficientes que nodulen soja. Las cepas nativas-naturalizadas
constituyen la base en la basqueda de cepas para nuevos inoculantes; por lo tanto el
primer paso es establecer la diversidad genética de estas cepas (Lindstrém, Willems,
y Altier, 2010). Muchas veces esta poblacion nativa es mas abundante, mas
competitiva 0 con una mejor capacidad de adaptarse a las condiciones del suelo que
las cepas usadas en la inoculacion, pero no necesariamente mas eficiente en la
fijacion de nitrégeno y por consiguiente causan un descenso en el rendimiento del
cultivo (de Almeida Ribeiro et al., 2015). Por este motivo, uno de los objetivos de
este trabajo fue evaluar las poblaciones de rizobios que nodulen soja en los suelos de
Uruguay Yy detectar la presencia de cepas naturalizadas, relevamiento que no se
realiza hace ya varias décadas. En este estudio, se obtuvieron 78 aislamientos con
perfiles genéticos distintos a las 4 cepas de referencia utilizadas para la inoculacion
de las plantas en los sitios y ensayos muestreados. Mediante la técnica de PCR-BOX
se analiz6 la similitud de 44 de estos aislamientos entre ellos y con las cepas de
referencia y se obtuvieron 9 perfiles distintos a los de las cepas comerciales
evaluadas. Para diferenciar los aislamientos se tomé el 70 % como corte de similitud;
este mismo valor también fue sugerido en otros trabajos que utilizan técnicas de rep-
PCR para el estudio de la diversidad en rizobios (Delamuta et al., 2017). Estos
resultados permiten afirmar que existe una poblacion de rizobios
nativos/naturalizados en los suelos del pais capaz de persistir y competir por la

ocupacion de los nddulos.
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Diversos trabajos han mencionado que en suelos con historia de cultivo de soja la
diversidad de rizobios es mayor a la que podria esperarse, en algunos suelos se han
encontrado poblaciones de rizobios naturalizados de entre 10° y 10° rizobios por
gramo de suelo (Melchiorre et al., 2010; Hungria et al., 2006). Si se consideran los
valores obtenidos en el ensayo de NMP para los suelos con historia, dichas
proporciones son bastante elevadas. En algunos sitios de Brasil luego de 18 afios de
inoculacion se observaron cepas con perfiles genéticos distintos a las cepas de los
inoculantes (Loureiro et al., 2007). Estudios realizados en la regién demuestran que
las poblaciones nativas pueden llegar a ser eficientes a nivel competitivo y
simbiodtico (Salvucci et al., 2012; Urzua, 2005). Esto puede deberse a que aunque un
determinado genotipo inicialmente se encuentre en una baja concentracion, podria
aumentar si consigue invadir de manera eficiente los nddulos de la leguminosa. Esta
adaptacion podria ocurrir por medio de transferencia horizontal de material genético,
lo cual permitiria la dispersion de la capacidad competitiva de la mano de una alta
diversidad genotipica (Barcellos et al., 2007; Delamuta et al., 2017). Un estudio
llevado a cabo en la zona de Cerrado, Brasil, mostré que en comparacion con las
cepas comerciales de B. japonicum y B. elkanii con las que se venia inoculando por
una década, las cepas naturalizadas presentaban diferencias en sus propiedades
morfologicas, seroldgicas, fisiologicas, genéticas y simbioticas; y eran competitivas
en la ocupacion de los nodulos de soja (Mendes, Hungria, y Vargas, 2004; Nishi et
al., 1996). Estudios posteriores mostraron que los cambios observados en las cepas
naturalizadas son consecuencia de la transferencia horizontal de genes, y que el
genoma de las cepas naturalizadas era una mezcla del genoma de B. japonicum
comercial y del genoma de otra cepa no conocida (Barcellos et al., 2007). La
eficiencia simbiotica y capacidad competitiva de cepas naturalizadas puede ser
consecuencia de este intercambio genético. Algunas de las cepas naturalizadas
aisladas en el presente trabajo presentaron elevada homologia en su perfil de BOX-
PCR con las cepas de B. elkanii y con la cepa de B. japonicum con las que se ha
inoculado la soja en Uruguay. Estos resultados reafirman la necesidad de un estudio
constante sobre las poblaciones de rizobios de los suelos uruguayos en los que se

planta no so6lo soja, sino leguminosas en general.
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Este trabajo permitié aislar de los suelos de Uruguay cepas de rizobios naturalizadas
que nodulan soja. Cabe destacar que, de los 23 aislamientos obtenidos del sitio con
historia Invernada, 20 tuvieron perfiles diferentes a los de las cepas comerciales, y a
su vez 18 fueron iguales entre si. Estos resultados indican que en este sitio no solo
existe una poblacién de rizobios nativos, sino que ademas hay una cepa naturalizada

con buena capacidad competitiva.

Por otra parte, al momento de seleccionar una cepa para la formulacién de un nuevo
inoculante es importante no sélo la eficiencia con la que fija el nitrégeno atmosférico
sino también la habilidad de permanecer en los suelos y colonizar la raiz de forma
mas efectiva que el resto de los rizobios presentes en los suelos (Zahran, 2009). Los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, de los nodulos de las plantas de
soja crecidas en suelos con historia del cultivo, se recuperd una alta proporcion de la
cepa SEMIA5080 de B. japonicum tanto en los controles sin inocular como en los
tratamientos inoculados con la mezcla comercial uruguaya U1301/U1302. La
presencia de la cepa SEMIA5080 en los suelos uruguayos con historia de soja se
debe a que ésta fue introducida en los suelos ya que se estuvo comercializando como
inoculante uruguayo en conjunto con la cepa U1301 de B. elkanii. En el afio 2015 el
MGAP detect6 una discrepancia en el perfil de BOX-PCR de la cepa U1302. Dado
que el perfil genético detectado presento elevada homologia con la cepa de referencia
SEMIA5080 podria suponerse que existi0 una contaminacion del cultivo del
inoculante original (U1301/U1302) con esta cepa. A partir de dicho afio el MGAP
solicito repiques nuevos de las cepas U1301 y U1302 a la coleccion de origen,
Fepagro (Brasil) y se retomd la fabricacion del inoculante comercial uruguayo
original.

La supervivencia y persistencia de las cepas de rizobio dependen de diversos factores
tanto de la cepa como del suelo y del ambiente. En el caso de las condiciones
ambientales y edafoldgicas, la persistencia se ve afectada por el pH, salinidad,
temperatura, toxicidad y deficiencia de nutrientes, también las practicas agricolas son
importantes (Zahran, 2009; Sadowsky, 2005; Brockwell, Pilka, y Holliday, 1991). Se

ha observado que es vital en la supervivencia el contenido de arcilla, porcentaje de
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carbono y humedad que presente en el suelo (Zengeni y Giller, 2007). En el caso de
las caracteristicas intrinsecas de la cepa, la formacion de biopeliculas ha demostrado
ser esencial para su persistencia en los suelos por largos periodos de tiempo (Hirsch,
2010), y la misma esté ligada a la produccion de exopolisacaridos. La sintesis de
estas macromoléculas ha demostrado ser esencial no solo para la persistencia en los
suelos sino también para la colonizacion de las raices y posterior formacién de
nédulos (Leigh y Coplin, 1992). Los resultados obtenidos pueden deberse no sélo a
la capacidad de la cepa SEMIAS5080 de adaptarse a las condiciones edafol6gicas y
climaticas del pais, sino también a sus caracteristicas fisioldgicas ya que se observd
en esta cepa una mayor produccién de exopolisacaridos evidenciada por la apariencia
mucosa de la colonia. Esta caracteristica puede explicar en parte la capacidad de esta
cepa de sobrevivir en el suelo y colonizar las raices de soja. Por otro lado, la cepa
SEMIA5080, presentd menor tiempo de generacion y mayor velocidad de
crecimiento que las otras tres cepas evaluadas (sin analisis estadistico), lo que podria
conferirle ventajas en la proliferacion en el suelo, competencia saprofitica y

colonizacion de la rizosfera (Lloret y Martinez-Romero, 2005).

Dado que tanto las caracteristicas fisiologicas de la cepa, como la presencia de
poblaciones de rizobios naturalizadas y las condiciones ambientales afectan la
capacidad de una cepa de nodular (Ji et al., 2017), en este estudio se evalud la
capacidad competitiva de las cepas utilizadas para la formulacion de los inoculantes
en el pais. En los suelos con historia, la cepa SEMIA5080 fue recuperada en la
mayoria de los nodulos, tanto en los controles como cuando el tratamiento de
inoculacion fue con la mezcla U1301/U1302, lo que indica una mayor capacidad
competitiva por parte de esta cepa de B. japonicum (van Rensburg y Strijdom, 1985).
Estos resultados se observaron también en los suelos sin historia y en los ensayos en
magentas. El orden de las tres cepas en la proporcion en que ocupan los nddulos es:
SEMIA5080 > U1302 > U1301. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que
la cepa SEMIA5080 es capaz de persistir en los suelos luego de la inoculacion y que
posee una mejor capacidad competitiva, en relacion a las cepas de B. elkanii bajo las

condiciones evaluadas. Estos resultados concuerdan con diversos estudios realizados
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en Brasil que demuestran que esta cepa junto con otras de B. japonicum presentan
una alta capacidad competitiva por la ocupacion de los nddulos y por ello es utilizada
en las formulaciones comerciales de este pais (Kober et al., 2004; Hungria et al.,
1998). La elevada capacidad competitiva de la cepa SEMIA5080 ha sido reportada
en diversos trabajos en Brasil y Canada (Thilakarathna y Raizada, 2017; Hungria et
al., 1998; Hungria et al., 2008). Se ha observado que la presencia de dos flagelos en
cepas de B. japonicum influye en gran medida en la competencia por la ocupacion de
los nédulos (Althabegoiti et al., 2008; Althabegoiti et al., 2011), no han sido
reportados en las cepas de B. elkanii.

En cuanto a la capacidad competitiva entre las dos cepas de B. elkanii que componen
los inoculantes para soja en Uruguay, la cepa U1302 fue mas competitiva que la cepa
U1301 en la ocupacion de los nodulos tanto en sustrato estéril como en suelo. Por
otra parte, al analizar el n° de nodulos formados por encima del RT, factor que se
relaciona con la capacidad competitiva de la cepa (Oliveira y Station, 1990), se
observé que la cepa U1301 fue la que presentd menor n° de nodulos. Ademas, la
cepa U1301 presentd una nodulacion tardia respecto a las otras dos cepas evaluadas,
lo que podria estar explicando su menor capacidad competitiva. Por otro lado, los
resultados obtenidos para tiempo de generacion y velocidad de crecimiento (sin
andlisis estadistico) mostraron que entre las dos cepas de B. elkanii la U1301 fue mas
lenta que la U1302; caracteristica que también podria influir en la colonizacion y
capacidad competitiva.

Por otro lado, en este estudio la cepa E109 de B. japonicum, comercializada para soja
en Argentina, casi no fue recuperada aun cuando se la inocul6 en suelos sin historia,
lo que indicaria que si bien nuestras condiciones edafocliméticas son similares a
algunas zonas de Argentina, esta cepa no se adaptdé a las condiciones de los suelos
muestreados ya que es recomendada como buena a nivel competitivo en los suelos de

la pampa Argentina (Salvucci et al., 2012; Torres et al., 2015)
Como se menciond anteriormente la eficiencia con la que una cepa de rizobios es

capaz de fijar el nitrégeno atmosférico en simbiosis con una leguminosa es clave

para su seleccibn como inoculante. Esta caracteristica no solo estd dada por la
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fisiologia y genética de la cepa, su interaccion con el cultivo pero también por las
condiciones edafoldgicas y climéticas (Cuadrado, Rubio y Santos, 2009; Weaver y
Wright, 1987). Para evaluar la eficiencia simbidtica de las 4 cepas comerciales
utilizadas en este trabajo se llevd a cabo un ensayo en macetas con suelo con y sin
historia de soja y dos en magentas con sustrato estéril bajo condiciones controladas.
La produccion de materia seca de la parte aérea y la determinacion del contenido de
nitrogeno fijado en plantas inoculadas y no inoculadasen un medio libre de
nitrégeno, es la forma mas sencilla y directa para evaluar la eficiencia en la simbiosis
(Houngnandan et al., 2008). En cuanto a la biomasa total en los suelos con historia,
ningun tratamiento con inoculacion presentd mejores resultados que el tratamiento
control sin inocular y sin agregado de nitrogeno, pudiendo ser esto consecuencia de
la persistencia, eficiencia simbiotica y capacidad competitiva de la poblacion de
rizobios presente en dicho suelo, en el cual los nédulos fueron ocupados en mayor
proporcion por la cepa SEMIA5080.

En el suelo sin historia tanto los tratamientos con inoculacion como el control no se
diferencias significativamente en cuanto a PSPA y biomasa total. Al comparar estos
resultados con el suelo con historia, destaca nuevamente la importancia de la
poblacion de rizobios que permanece en los suelos luego de sucesivas zafras de soja.
Los resultados de biomasa obtenidos en el ensayo en macetas fueron reafirmados por
los porcentajes de nitrogeno derivado de la atmdsfera. En los que se observé que en
el suelo con historia no hay diferencias entre los tratamientos inoculados y el control
con valores cercanos al 100 % de nitrégeno fijado. Estos valores son realmente
elevados y prometedores, otros estudios han encontrado entre un 50-60 % de %Ndda
(Houngnandan et al., 2008; Herridge y Holland, 1992). Estos resultados estarian
indicando que el suelo con historia de sucesivas inoculaciones es un inoculante en si.
Estos resultados podrian cuestionar la necesidad de inocular todos los afios en suelos
que cuentan con sucesivas zafras de soja, pero debido al bajo costo de la inoculacion
y que no se puede asegurar que estos resultados se repitan siempre bajo todas las
condiciones del cultivo (variedad, clima, suelo), lo recomendable es inocular cada
zafra. Los resultados obtenidos concuerdan con trabajos llevados a cabo en Francia y

Polonia que reportan cepas de B. japonicum con una alta estabilidad en los suelos,
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por periodos de hasta 10 afios que mantienen su capacidad de fijar nitr6geno en
forma efectiva (Narozna et al., 2015; Obaton et al., 2002).

En cuanto a los resultados obtenidos para la cepa E109, esta mostro ser eficiente en
cuanto a valores de PSPA y biomasa total en los ensayos con sustrato estéril
(magentas), pero estos resultados no se reflejan cuando se la inocula en suelo. Si bien
es una cepa recomendada paralos suelos de la Pampa Argentina (Cassan et al., 2009;
Lindstrom, Willems, y Altier, 2010), en los suelos evaluados de nuestro pais no se
adapto ya que la nodulacion fue escasa.

Dado que en el pais se inocula con una mezcla de dos cepas en este estudio se
evaluaron las posibles combinaciones de las dos cepas de B. elkanii y la cepa
SEMIA5080 de B. japonicum. Se hizo énfasis en la evaluacion de las mezclas ya que
cada cepa puede presentar diferentes mecanismos de promocién del crecimiento
vegetal y/o resistencia frente a patdgenos (Boiero et al., 2007; Molina-Romero et al.,
2015; Zimmer et al., 2016). Pero tambien utilizar mezclas de cepas puede ocasionar
una disminucion en el rendimiento del cultivo como consecuencia de la competencia
entre ellas por la ocupacién de los nodulos (Thompson, 1980).

Los resultados obtenidos son congruentes con los de los analisis anteriores, cuando
se inocula con las cepas U1302 de B. elkanii y la cepa SEMIA5080 de B. japonicum
de forma individual o en combinacion con una de las dos cepas de B. elkanii se
obtiene una mayor eficiencia simbiotica (biomasa total). Estudios llevados a cabo en
Brasil, pais de origen de las cepas U1301, U1302 y SEMIA5080 afirman que si bien
las tres cepas son eficientes en el establecimiento de la simbiosis con soja,
SEMIA5080 presenta mejores resultados (Barbosa et al., 2017; Chibeba et al., 2017,
Hungria et al., 1998). En este estudio, bajo las condiciones evaluadas se obtuvo que
esta cepa no solo persiste en los suelos sino que ademas presenta una alta capacidad
competitiva y eficiencia en su capacidad para fijar nitrégeno atmosférico en
simbiosis con soja. A su vez, los resultados obtenidos para los ensayos en magentas
muestran que la cepa SEMIA5080 es tan eficiente a nivel simbi6tico cuando se la
inocula en mezcla con las cepas de B. elkanii como si se la inocula en forma
individual. Si bien es necesario llevar a cabo mas ensayos con dicha cepa, estos

resultados sugieren que podria formularse un inoculante sélo con esta cepa, y esto
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presenta diversas ventajas no sélo a nivel de produccién del inoculante sino también
a nivel econdmico si se considera que puede existir competencia entre cepas y

disminucion del rendimiento del cultivo, como se menciond anteriormente.

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos realizados para conocer la eficiencia
simbidtica y capacidad competitiva de las 4 cepas comerciales de rizobios evaluadas
indican que la cepa SEMIA5080 es promisoria para ser utilizada como inoculante, ya
sea en forma individual o en combinacion con una de las dos cepas de B. elkanii. Es
necesario continuar realizando evaluaciones de esta cepa tanto en condiciones

controladas como en ensayos a campo bajo diversas condiciones edafoclimaticas.
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5. CONCLUSIONES

De los nddulos de plantas de soja de los suelos con historia de cultivo se recuperaron
las cepas U1301 y U1302 de B. elkanii y la cepa SEMIA5080 de B. japonicum. Esta
poblacién de rizobios presente en suelos con historia del cultivo de soja demostro
elevada eficiencia simbiodtica. La cepa SEMIA5080 fue recuperada en mayor
proporcién, indicando una alta persistencia y gran capacidad competitiva, aun
cuando se inoculan las plantas de soja con las cepas U1301 y U1302.

En los suelos con historia del cultivo de soja existe una poblacion de rizobios
naturalizados que nodulan soja, siendo este un material genético promisorio para la

seleccion de nuevas cepas.

En cuanto a la competencia entre las cepas, tanto en suelo como en sustrato estéril, la
cepa SEMIA5080 presentd una mayor capacidad competitiva, seguida de la cepa
U1302 de B. elkanii y luego de la U1301.

Bajo condiciones controladas y en suelola mezcla U1301/U1302 y la cepa
SEMIA5080 sola o en mezcla con las cepas de B. elkanii presentaron una alta
eficiencia simbidtica. Las plantas inoculadas con estas cepasobtienen casi el 100 %

del nitrogeno a través de la FBN.

Si bien es necesario continuar el estudio con ensayos a campo de la cepa
SEMIA5080 sola y en combinacidén con las cepas de B. elkanii, a partir de los
resultados obtenidos en este estudio podria proponerse a futuro un inoculante para

soja formulado s6lo con esta cepa.
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7. ANEXOS
7.1. ANEXO I: Medios de cultivo

Cuadro 1. Medio de cultivo YMA (Vincent, 1970) con agregado de Rojo Congo.

Compuesto Cantidad
K,HPO, 0,5¢
MgS0,.7H,0 02¢g
NaCl 01g
Manitol 10g
Extracto de levadura 04¢g
Agua 990 ml
Sol. De Rojo Congo (1/400, p/v) 10 ml
Agar 18¢g
pH 6,8-7

Cuadro 2. Medio de cultivo TY (Triptone-YeastExtract)

Compuesto Cantidad
Triptona 5g
Extracto de levadura 3g
Cl,Ca.2H,0 087¢g
Agua 1000 ml

Cuadro 3. Buffer de corrida TBE 5X

Compuesto | Cantidad

Tris base 54 ¢g
Ac. Bérico 27,5¢
EDTAOQ,5M 20 ml

Agua 980 ml

pH 8




Cuadro 4. Medio de cultivo para plantas Farhareus

Compuesto

Cantidad

Na;HPO4.2H,0
FeCitrato
CaCl,
MgS0..7H,0

K2HPO4
pH
Agar

15 g/l
0,5 g/l
10 g/l
12 g/l

10 g/l
7,5

7 g/

Se agregan 10 ml de las siguientes soluciones y 1 ml de solucidén de micronutrientes,

que se detalla a continuacion:

Compuesto Cantidad
CuS04.5H,0 0,04g
ZnS04.7H,0 0,012¢g
H3BOs 0,140 g
Na;Mo04.2H,0 01lg
MnSQ4.H,0 0,150 g
Agua 100 ml
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Cuadro 5. Solucion nutritivaSomasegaran para Soja

Cantidad
Compuesto (/1)
CaCl,.2H,0 294,1
K;HPO, 136,1
FeEDTA 4,47
FeCitrato 6,7
MgS0,.7H,0 123,3
K2S04 87
MnSQO4.H,0 0,338
H3BOs 0,247
ZnS04.7H,0 0,288
CuS04.5H,0 0,1
Co0S04.7H,0 0,056
NaMo0,.7H,0 0,048

Se agregan 100 ml de cada solucion stock presente en la tabla, en 8.8 | de agua
destilada y se ajusta el pH a 6.6-6.8. De esta solucion se utilizan 500 ml en 9.5 | de

agua destilada.



7.2. ANEXO II: Eficiencia simbidtica y capacidad competitiva de cepas de
Bradyrhizobium elkanii y B. japonicum usadas en los inoculantes para soja
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Resumen

Uruguay posee una larga trayectoria de inoculacion de soja con cepas de rizobios altamente
eficientes en Fijacion Bioldgica de N2. Evaluaciones previas realizadas a campo demostraron
que en suelos con historia de cultivo de soja existe una poblacién constituida por las cepas
SEMIA5080 de Bradyrhizobium japonicum, U1301 y U1302 de B. elkanii, asi como cepas
naturalizadas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia simbidtica y la capacidad
competitiva de las cepas de B. elkanii recomendadas para la formulacion de los inoculantes
uruguayos y la cepa SEMIAS080. Se realizaron ensayos con sustrato estéril (magentas) y con
suelo con y sin historia de soja. Los tratamientos de inoculacion incluyeron inoculaciones
simples y mezclas de las tres cepas en distintas proporciones. Se determiné la identidad de
las cepas ocupantes de nédulos (BOX-PCR) y eficiencia simbiética. Tanto en suelo como en
sustrato estéril la cepa SEMIA5080 presenté mayor capacidad competitiva que las cepas de
B. elkanii. A su vez, la cepa U1302 super6 a la cepa U1301 en el porcentaje de nddulos
ocupados. La cepa U1301 resulté ser menos eficiente a nivel simbiético cuando se la inocula
en forma individual; mientras que la cepa SEMIA5080 resultd ser tan eficiente a nivel
simbidtico cuando se la inocula en forma individual o en mezcla con las cepas de B. elkanii.
La cepa SEMIA5080 de B. japonicum mostrd ser eficiente, persistente y competitiva lo que
sugiere que podria formularse un inoculante sélo con esta cepa. Estos resultados deben ser
comprobados en diferentes condiciones agronomicas.

Palabras clave: fijacion bioldgica de N2, Glycine max, inoculante, BOX-PCR

Nota: articulo para ser enviado a la revista Agrociencia Uruguay

Summary

Symbiotic efficiency and competitive capacity of Bradyrhizobium elkanii and B.
japonicum strains used in soybean inoculants

Uruguay has a long history of soybean inoculation with highly efficient strains in Biological
Fixation of N2, recommended in 1984. Previous evaluations carried out in the field showed
that in soils with a history of soybean cultivation there is a rhizobial population constituted by
strains SEMIA5080 of Bradyrhizobium japonicum, U1301 and U1302 of B. elkanii, as well as
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naturalized strains. The objective of this work was to evaluate the symbiotic efficiency and
competitive capacity of the SEMIA5080 strain and the B. elkanii strains that make up the
formulations of the Uruguayan inoculants. Tests were carried out with sterile substrate
(magentas) and in soils with and without soybean history. The inoculation treatments included
simple inoculations and mixtures of the three strains in different proportions. The identity of the
nodule-occupying strains (BOX-PCR) and symbiotic efficiency were determined. In both soil
and in sterile substrate the strain SEMIA5080 presented greater competitive capacity than the
strains of B. elkanii. In turn, the strain U1302 outperformed the strain U1301 in the percentage
of occupied nodules. Strain U1301 was found to be less efficient at symbiotic level when
inoculated individually; whereas the strain SEMIA5080 was efficient at the symbiotic level
when it was inoculated individually or mixed with the strains of B. elkanii. The B. japonicum
strain, SEMIA5080 showed to be efficient, persistent and competitive, which suggests that an
inoculant could be formulated only with this strain. These results must be checked in different

agronomic conditions.

Key words: N2 biological fixation, Gycine max, inoculant, BOX-PCR

Introduccién

La soja es el principal cultivo de grano de Uruguay, llegando a cubrir un area de 1.140.000
hectareas en la zafra 2016/2017, con un rendimiento promedio de 1.94 ton/ha (DIEA, 2017).
Es un cultivo, altamente dependiente de nitrégeno, requiere aproximadamente 80 kg N/ha
para producir 1 tonelada de grano. Dependiendo de las condiciones del suelo la demanda de
nitrégeno por parte del cultivo puede ser cubierta en su totalidad por la fijacién bioldgica de
nitrogeno (FBN) (Rodriguez-Navarro et al., 2011), ya que esta leguminosa establece
simbiosis con rizobios.

Las caracteristicas mas relevantes que debe presentar una cepa para conformar un
inoculante son: en primer lugar una alta eficiencia a nivel simbidtico, es decir que presente
una buena tasa de fijacién de nitrogeno y debe tener la capacidad de persistir en los suelos
(Brunel et al., 2009; Lodeiro, 2015). A su vez, cuando se introduce un inoculante, las cepas
de rizobios que lo componen deben competir por los recursos del medio con las cepas
nativas/naturalizadas presentes en los suelos (Abaidoo et al., 2000), es por ello que conocer
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la eficiencia simbidtica y capacidad competitiva de las poblaciones presentes en los suelos es
de suma importancia. La técnica de rep-PCR es una de las herramientas que se puede
aplicar para identificar las cepas de rizobios que ocupan los nodulos. Esto permite estudiar la
diversidad de cepas que nodulan una leguminosa asi como evaluar la capacidad competitiva
de las cepas de los inoculantes comerciales, conocer si persisten en los suelos y también si
existen cepas naturalizadas capaces de nodular de forma eficiente el cultivo de soja
(Thilakarathna y Raizada, 2017). Por otra parte, como herramienta para cuantificar el
nitrdgeno atmosférico fijado y determinar la eficiencia simbidtica de las cepas se utiliza el
método isotopico de abundancia natural de *N (AN) (Shearer y Kohl, 1988; Unkovich et al.,
2008).

Existen diversas formulaciones de inoculantes para soja en la region, todas ellas estan
basadas en dos especies del género Bradyrhizobium, B. elkanii y B. japonicum. En nuestro
pais la soja ha sido inoculada desde la década del 70, desde 1984 el Departamento de
Microbiologia de Suelos del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP)
recomienda una mezcla de dos cepas de B. elkanii, U1301 y U1302 (Punschke, 2010), ambas
de origen brasilero. Debe tenerse en cuenta que durante un tiempo y hasta la zafra
2015/2016 en Uruguay se utilizd la mezcla U1301/SEMIA5080 en las formulaciones del
inoculante comercial. En Uruguay el cultivo de soja es 100 % inoculado y hace unas décadas
su siembra se ha extendido hacia zonas del pais cuyos suelos no son tradicionalmente
agricolas, como consecuencia de la alta demanda mundial. Por este motivo es de suma
relevancia el mantener actualizada la informacion respecto a nuevas cepas de rizobios,
formulaciones de inoculantes y técnicas de inoculacién (Labandera, 2007).

El uso de fertilizantes nitrogenados, ademas de ser costoso implica riesgos a nivel
medioambiental y de salud (Alarcén y Ferrera, 2000). Por lo tanto, la inversion en
investigacion sobre nuevas y mas eficientes formulaciones de inoculantes es de suma
importancia. Por estos motivos, este trabajo tiene como objetivo realizar un relevamiento de la
eficiencia y capacidad competitiva de las cepas que componen el inoculante comercial

nacional y compararlas con cepas utilizadas en la region.
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Materiales y métodos

Cepas de rizobios

Se trabajé con cepas de rizobios recomendadas para la formulacion de los inoculantes de
Uruguay y de los paises limitrofes: las cepas U1301 (SEMIAS87) y U1302 (SEMIA5019) de
Bradyrhizobium elkanii, de origen brasilero que conforman el inoculante comercial uruguayo;
y dos cepas de Bradyrhizobium japonicum, U737 (SEMIA5080) y U738 también denominada
U742 (E109), usadas en los inoculantes para soja en Brasil y Argentina respectivamente.
Repiques de estas cepas, obtenidos de sus paises de origen, fueron crecidos por el
Laboratorio de Microbiologia de Suelos de INIA, Las Brujas, quien se encarga del
mantenimiento de la coleccién de cepas de rizobios usadas en los inoculantes de Uruguay.
Las cepas fueron cultivadas en medio sélido YEM (Yeast Extract Manitol), también llamado
EMA con agregado de Rojo Congo (Vincent, 1970), y se pasaron a medio TY (Triptone-Yeast

Extract) liquido, para luego ser conservadas en glicerol (25 % v/v) a -20 °C.

Ensayo en Invernaculo

Caracteristicas de los suelos

Se colectaron suelos con y sin historia de cultivo de soja del predio de INIA Las Brujas,
Departamento de Canelones. Se considerd un suelo con 3 afios de cultivo de soja como con
historia, y sin historia uno en el cual no se sembré dicho cultivo. Las caracteristicas
fisicoquimicas de los suelos (pH, C. org., Ca, N, P, K) fueron analizadas por el Laboratorio de
Suelos INIA, La Estanzuela. Para conocer la carga de rizobios capaces de nodular soja se
realizo un ensayo de numero mas probable (NMP) en planta. Se utilizaron semillas de soja
(Nidera A5909G transgénica) desinfectadas un minuto en etanol 95 % (v/v), seguido de
hipoclorito de sodio 2 % (p/v) 3 minutos y 6 lavados con agua destilada estéril. Luego fueron
germinadas en placas de agar-agua a 28 °C por 48 hs y se sembraron sobre el pliegue de un
papel filtro colocado en frascos de vidrio con 400 ml de medio Somasegaran (Somasegaran,
1994), cubiertos con papel de aluminio para evitar la exposicién de las raices a la luz. A las
48 hs. de la siembra, las plantas se inocularon por triplicado con 1 ml de diluciones del suelo.
En el caso del suelo con historia se utilizaron las diluciones 10-3, 104y 10-5; y en el suelo sin
historia 10-, 102 y 10-3. Las diluciones se realizaron con NaCl al 0.85 %. Se colocaron tres

frascos control. Se mantuvieron en cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas
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(temperatura de 25 °C y fotoperiodo de 16/8 hs luz/oscuridad). A los 20 dias de la inoculacién
se determiné la nodulacién y se usaron las tablas de Fisher y Yates (1963) para estimar el
NMP.

Condiciones de crecimiento de las plantas y disefio experimental

Se sembraron 4 semillas de soja (Nidera A5909G transgénica) previamente desinfectadas
(igual procedimiento que en el ensayo anterior) y pregerminadas en arena estéril a 28 °C, en
macetas con 2 Kg de una mezcla de suelo y arena (1:1) con una capa de vermiculita estéril
en la superficie para controlar la humedad. A los 4 dias de la siembra se raleo a 2
plantas/maceta y se realiz6 la inoculacion. Se evaluaron 2 suelos (con y sin historia de cultivo
de soja), 5 tratamientos con inoculacién y 2 controles, cada uno con 6 réplicas. Los
tratamientos de inoculacién fueron con las cepas E109, SEMIA5080, U1301, U1302, y
U1301/U1302 (50:50) (mezcla que conforma el inoculante comercial uruguayo). La
inoculacion se realizd con de 1 mL de cultivo con 1x107 ufc/ml por planta, en el caso del
tratamiento con la mezcla U1301/U1302 se inoculd con una mezcla de 500 pl de cada una de
las cepas. La concentracién de células se ajustdé midiendo la D.O. a 660 nm y utilizando la
curva de crecimiento realizada previamente para cada una de las cepas utilizadas (Howieson
y Dilworth, 2016). Los controles fueron con y sin agregado de nitrdgeno, en el caso del
primero la fuente nitrogenada fue una solucién de NHsNO3 30 ppm.

Para evaluar la Abundancia natural de ®N, se utilizaron cultivos no fijadores de nitrégeno,
siendo estos sorgo dulce (Tupper), maiz (Alazan M103930) y tomate (Repique INIA), en este
caso se realizaron dos réplicas por cultivo y se evaluaron también en ambos suelos. Para las
semillas de maiz y sorgo se realizaron los mismos pasos que para soja pero con solo 2
minutos en hipoclorito; las de tomate sdlo se enjuagaron con EtOH y se lavaron 6 veces con
agua destilada estéril. Las plantas se mantuvieron en el invernaculo del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos de INIA Las Brujas, bajo condiciones semi-controladas de
temperatura, 28 °C aproximadamente. Las plantas se regaron una vez cada 7 dias con 100
ml de solucién nutritiva Somasegaran las dos primeras semanas y luego se pasé a dos riegos
por semana. Los controles con agregado de nitrdgeno se regaron una vez por semana con
100 ml de solucién de NHsNO330 ppm. El resto del tiempo las plantas se mantuvieron
hidratadas con agua. Se realizaron dos cosechas, la primera a los diez dias luego de la

94



inoculacion y se tomaron dos réplicas por tratamiento. La segunda cosecha se llev a cabo a
los 40 dias, cuando las plantas de soja comenzaban la fase de floracion, y se cosecharon las

4 réplicas restantes.

Eficiencia simbidtica

Para comparar la eficiencia de los diferentes tratamientos de inoculacion, para cada unidad
experimental se realizaron medidas de peso seco de biomasa aérea, radicular y nodular; para
ello las muestras fueron mantenidas en estufa a 65 °C hasta peso constante. Ademas, se
realiz6 el conteo del nimero de nédulos primarios y secundarios. Se consideraron nédulos
primarios aquellos ubicados en los 3 primeros cm de la raiz principal por encima de la corona,
y secundarios aquellos ubicados en la raiz principal y secundaria por debajo de los 3 cm
desde la corona. Por otro lado, para determinar la eficiencia de las cepas en la fijacion
bioldgica de nitrégeno se llevd a cabo la técnica de Abundancia Natural de N (AN)
(Houngnandan et al., 2008; Unkovich et al., 2008). Se reservo la biomasa aérea seca de
todas las unidades experimentales (soja, tomate, maiz y sorgo). Las muestras vegetales
fueron molidas finamente (2 mm) (Molino Thomas) y una sub-muestra de aproximadamente
0.5 g se colocd en capsulas de aluminio para ser enviadas a analizar a la Universidad Davis

en California, mediante el servicio Stable Isotope Facility (SIF).

Identificacion de las cepas ocupantes de los nddulos

De cada unidad experimental se colectaron 10 nddulos primarios y 10 secundarios que fueron
mantenidos a -20°C hasta el aislamiento de los rizobios. Para el aislamiento de rizobios los
nodulos fueron desinfectados superficialmente (un minuto en etanol 70 % (v/v), seguido de
entre 2 y 4 minutos (dependiendo del tamafio del nédulo) en hipoclorito de sodio al 2 % (2
g/l), y 5 lavados con agua destilada estéril). Con una pinza estéril se tomd un nddulo, se
coloco entre dos portaobjetos estériles y se presiond. El liquido que salio del nddulo se estrid
en una placa con medio EMA. Las placas se incubaron a 28°C por 5 dias.

Para la obtencion del ADN gendmico, se utilizaron colonias aisladas de rizobios crecidos en
medio EMA sdlido. Con un tip estéril se pico cada colonia de interés y se colocé en 25 pl de
solucion de lisis (NaOH 0.05 %-SDS 0,25 %). Luego se incubd a 95 °C por 10 min, y se
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agregaron 225 ul de agua MiliQ. Finalmente se centrifugaron por 5 min a 4830 g y se reservd
el sobrenadante a -20 °C.

La identidad de las cepas ocupantes de los nodulos se determind mediante comparacion de
los perfiles de bandas generadas por la técnica de rep-PCR usando el primer BOXA1R
(Versalovic et al., 1994). La reaccion de PCR se realizd con 1X de DreamTaq buffer-PCR
(ThermoScientific, Lituania), 2,5 mM de MgClI2, 0,2 mM de dNTPs (QIAGEN, Alemania), 0,5
MM de primer BOXATR (Macrogen, Corea del Sur), 1 U de DreamTaq polimerasa
(ThermoScientific), 1 ul de lisado y H20 bidestilada hasta completar 25 pl. El programa de
amplificacion utilizado fue: desnaturalizacién inicial por 7 min a 94 °C; seguido de 30 ciclos de
1 mina94 °C, 1 minab2°y3mina 72 °C; y extension final por 15 min a 72 °C. Los
productos de amplificaciéon generados fueron separados por electroforesis en gel de agarosa
al 1,5 % (p/v) con buffer TBE 0,5 X (Tris-Acido Borico-EDTA). La electroforesis se llevé a
cabo con voltaje constante de aproximadamente 5 V/cm durante 3 horas y media. Se utiliz6 el
marcador de peso molecular 100 pb PLUS (ThermoScientific), y el intercalante GoodView
(SBS, China), y se revelaron los geles bajo luz UV. Para el anélisis de los perfiles genéticos, a
partir de la fotografia tomada del gel, se empled el software BioNumerics version 7.6
(AppliedMaths). Se consideraron para el analisis las bandas conservadas en el rango de 300
y 3.000 pb, de buena intensidad y definicion. EI grado de diversidad genética entre los
aislados se realizd mediante el analisis de conglomerados (cluster analisis). La similitud
genética fue calculada con el coeficiente de Dice, mientras que la clasificacion jerarquica de

los aislados fue realizada con el método de agrupamiento UPGMA.

Ensayo en camara de crecimiento-Magentas

Condiciones de crecimiento de las plantas y disefio experimental

Se realizaron dos ensayos bajo condiciones gnotobidticas (en sistema Magentas). Para
ambos ensayos las semillas de soja utilizadas fueron de la misma variedad que para el
ensayo de invernaculo y se esterilizaron siguiendo el mismo procedimiento, pero fueron pre-
germinadas en placas de agar-agua (7 g/l). Como sustrato se utilizd en ambos casos arena
estéril y solucion nutritiva Somasegaran, la cual se cambi6 para cada magenta una vez por
semana. Se sembraron dos semillas por magenta, luego a los 5 dias fueron raleadas a una

planta e inoculadas con 1 ml de cultivo con 1x107 ufc/ml. En el primer ensayo la inoculacién
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se realizd con las cepas E109, SEMIA5080, U1301, U1302, las mezclas U1301/U1302 y
U1301/SEMIA5080 y 2 controles (con y sin agregado de nitrgeno), 6 réplicas por
tratamiento. En un segundo ensayo, se evalu6 la inoculacion con la cepa SEMIA5080 y las
mezclas U1301/U1302, U1301/SEMIA5080, U1302/SEMIA5080, y un control sin agregado de

nitrégeno, y 5 réplicas por tratamiento.

Eficiencia simbidtica y capacidad competitiva

En el primer ensayo se realizaron dos cosechas, la primera a los 22 dias de la inoculacion y
la segunda a los 35 dias de la misma. Mientras que en el segundo ensayo se realizé una
Unica cosecha a los 35 dias de la inoculacion. Para ambos ensayos, al igual que en el ensayo
en invernaculo, se evaluaron parametros de crecimiento del cultivo: peso seco de parte aérea
(PSPA), peso seco de raiz (PSR), peso seco de nddulos (PSN), biomasa total, nimero de
nddulos primarios (n° NP) y secundarios (n° NS).

Para evaluar la capacidad competitiva de las cepas, en cada cosecha se guardaron a -20 °C
10 nodulos de cada una de las repeticiones de los tratamientos inoculados con mezcla de
cepas. La identidad de las cepas ocupantes de los nddulos se realiz6 mediante PCR-BOX,

siguiendo los mismos pasos que en el analisis de nddulos del ensayo en Invernaculo.

Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el software Infostat (Di Rienzo,
2014). En el caso de las variables que presentaron distribucion normal se realiz un analisis
de varianza (ANAVA) y para la comparacion de medias se aplic6 el test de LSD-Fisher, con
un nivel de significancia del 95 %. Para aquellas variables cuya distribucién no fue normal se
aplico el Modelo Lineal Generalizado y Mixto y para la comparacion de medias el test de LSD-
Fisher, con un nivel de significancia del 95 %. Por otra parte, el estudio de la ocupacion de los
nddulos se llevd a cabo aplicando el Modelo Lineal Generalizado Mixto (MLGM), distribucién
binomial y para la comparacion de medias el test de LSD-Fisher, con un nivel de significancia
del 95 %. Se utilizd como variable el nimero de nddulos ocupados por las cepas E109,

SEMIA5080, U1301 y U1302 y como co-variable el total de nédulos analizados en cada caso.
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Resultados

Ensayo en Macetas

El suelo con historia de cultivo de soja presentd al menos 1000 veces mas rizobios por gramo
de suelo que el suelo sin historia (Cuadro 1). Del andlisis fisicoquimico se obtuvo que el pH
de ambos suelos es &cido, las cantidades de N y C. Org. son similares, mientras que el suelo

SH presenta un alto contenido de Ca y P (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas y Numero Mas Probable (NMP) de rizobios en los
suelos con historia de soja (CH) y sin historia de soja (SH) empleados en el ensayo de

maceta en invernaculo.

pH N C.Org Brayl Ca K NMP
Suelo (H20) % % pg P/g meq/100g meq/100g rizobios/g suelo
CH 62 03 287 702 249 0,89 1.5x 10*
SH 59 03 384 876 4 0,12 3.6

Los parametros de eficiencia simbidtica en la segunda cosecha, mostraron que en el suelo
CH, el control s/inocular y s/N fue el tratamiento que presenté mayor PSPA, PSR y biomasa
total, y difirié significativamente del resto de los tratamientos (Cuadro 2). Los datos obtenidos
para el PSN mostraron diferencias significativas entre el tratamiento inoculado con la cepa
U1301 (menor media) respecto al tratamiento inoculado con la cepa E109 y el control s/N.
Los tratamientos inoculados con las cepas U1302 y E109 presentaron mayor n° NP que el
resto de los tratamientos. Para el n® NS no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 2). Los resultados del control ¢/N no difieren significativamente del
control s/N, en ninguna de las variables analizadas (dato no mostrado); lo que indica que la

cantidad de N agregado no fue suficiente para promover el desarrollo vegetal.
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Cuadro 2. Peso seco de parte aérea (PSPA), radicular (PSR), nodular (PSN) y numero de
nddulos primarios (n° NP), secundarios (n°® NS) y biomasa total de plantas de soja crecidas en
suelo con historia e inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum, y control sin inocular,

cosechadas a los 45 dias.

Tratamiento  PSPA (grs)*PSR (grs)PSN (grs) ** n° NP ** n°NS ** Biomasa tot. (grs)*

U1301 7,70 a 190 a 054 c 45 b 286 a 10,1 a
u1302 7,70 a 180 a 063 bc 69 a 300 a 10,2 a
U1301+U1302 780 a 160 a 0,64 abc 48 b 274 a 10,3 a
SEMIA5080 780 a 200 a 062 bc 35 b 294 a 10,3 a
E109 810 a 210 a 074 ab 71 a 312 a 11,0 a
Control s/N 1200 b 270 b 082 a 39 b 380 a 15,3 b

Los valores representan la media por maceta (c/u con dos plantas). Las diferentes letras en
cada columna indican diferencias significativas (*Modelo Factorial Simple — Test de LSD-
Fisher, p<0.05; **Modelo Lineal Generalizado y Mixto, Test de LSD-Fisher, p<0.05). s/N:

control sin agregado de nitrégeno.

En el suelo SH las plantas presentaron menor crecimiento y un menor contraste entre los
tratamientos aplicados en relacién al suelo CH (Cuadro 3). Los tratamientos inoculados con
las cepas SEMIA5080, U1301, U1302, y la mezcla U1301/U1302 presentaron mayor n° NS,
n° NP y PSN Yy difirieron significativamente del tratamiento inoculado con la cepa E109 y el
control s/N. Debido a que la poblacion de rizobios presentes en dicho suelo es casi nula
(resultados de NMP, Cuadro 1) el control presenté una nodulacién nula o muy baja. En
cambio, para el parametro PSR, los tratamientos inoculados con las cepas de B. elkanii en
forma individual o la mezcla U1301/U1302 presentaron mayores valores que los tratamientos
inoculados con las cepas de B. japonicum SEMIA5080 y E109; s6lo el tratamiento inoculado
con la mezcla U1301/U1302 difirié significativamente del control. Por otra parte, para los
parametros PSPA y biomasa total no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. La biomasa obtenida del tratamiento control ¢/N no difieren significativamente

del control s/N, y la nodulacién fue nula (dato no mostrado).
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Cuadro 3. Peso seco de biomasa aérea (PSPA), radicular (PSR), nodular (PSN) y numero de
nddulos primarios (n° NP), secundarios (n°® NS) y biomasa total de plantas de soja en suelo
SH inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum, y control sin inocular, cosechadas a
los 45 dias.

Tratamiento PSPA (grs)* PSR (grs)* PSN (grs)*™  n°® NP* n° NS**  Biomasa tot. (grs)*

U1301 6,80 a 230 bc 05 a 126 a 203 a 970 a
U1302 6,10 a 230 bc 048 a 8 a 162 a 89 a
U1301+U1302 6,90 a 250 ¢ 058 a 135 a 194 a 100 a
SEMIA5080 6,30 a 160 a 050 a 83 a 195 a 840 a
E109 3,60 a 150 a - - 3 b 6 b 510 a
Control s/N 4,70 a 180 ab - - 0 b 4 b 6,50 a

Los valores representan la media por maceta (c/u con dos plantas). Las diferentes letras en
cada columna indican diferencias significativas (*Modelo Factorial Simple — Test de LSD-
Fisher, p<0.05; **Modelo Lineal Generalizado y Mixto, Test de LSD-Fisher, p<0.05). s/N:

control sin agregado de nitrégeno.

En la Figura 1, puede observarse que el nitrdgeno fijado en las plantas crecidas en suelo con
historia es mayor que en las crecidas en el suelo sin historia, para todos los tratamientos
analizados. En el suelo con historia no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos; mientras que en el suelo sin historia se diferencian significativamente el control
sin agregado de nitrogeno y el tratamiento inoculado con la cepa E109 respecto al resto de
los tratamientos, siendo estos dos los de menor media.

Bajo estas condiciones de crecimiento de las plantas de soja, destaca la eficiencia de la
inoculacion con las cepas de B. elkanii y la cepa SEMIA5080 de B. japonicum, las cuales
aportan casi el 100 % del nitrégeno presente en la planta. En cuanto a la inoculacién con la
cepa E109, fue la menos eficiente en la fijacion del nitrogeno atmosférico, aportando menos
del 40 % del nitrdgeno presente en planta, explicada por la escasa nodulacién que

presentaron las plantas.
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Figura 1. Porcentaje de >N derivado de la atmédsfera (% Ndda) presente en plantas de soja
inoculadas con las cepas U1301, U1302, SEMIA5080, E109, mezcla U1301/U1302 y control
sin agregado de nitrégeno creciendo en macetas con suelo con historia y sin historia de soja.
Las diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (Modelo Lineal
Generalizado y Mixto, Test de LSD-Fisher, p<0.05).

Al evaluar la capacidad competitiva por la ocupacion de los nodulos entre las cepas de
referencia y la poblacion de rizobios del suelo, se analizé si el porcentaje de ocupacion de los
nddulos varia con el tratamiento, segun la ubicacion del noédulo y si hay interaccion entre
ambos. Se obtuvo que sélo la cepa inoculada afecta de forma significativa a la variable. Al
inocular con cepa SEMIA5080, la misma ocupd una gran proporcién de los nédulos en ambas

cosechas (Cuadro 4).

En cuanto a los resultados obtenidos en la primera cosecha, se observo que las cepas de B.
elkanii que componen la mezcla del inoculante comercial uruguayo no difieren
significativamente entre si. En cambio, en la segunda cosecha la cepa U1302 ocupd una

cantidad de nddulos significativamente mayor que la U1301 (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Ocupacion de nddulos en suelo con historia de cultivo de soja para ambas
cosechas del ensayo en invernaculo, para los tratamientos de inoculacion con las cepas de
U1301, U1302, SEMIA5080, E109 y la mezcla U1301/U1302.

1°© COSECHA 2° COSECHA
Tratamiento % de nddulos ocupados % de nddulos ocupados
por la cepa inoculada por la cepa inoculada
U1301 34 bc 22 ¢
U1302 27 bc 52 b
U1301/U1302 41 b 41 b
SEMIA5080 85 a 82 a
E109 13 ¢ 9 ¢

*1° cosecha a los 22 dias, n=3. ** 2° cosecha a los 35 dias, n=3. Las diferentes letras en cada
columna indican diferencias significativas (Modelo Lineal Generalizado Mixto (MLGM),
distribucion binomial, Test de LSD-Fisher, p<0.05).

Por otra parte, al analizar la capacidad competitiva de las cepas en ocupar los nodulos al
inocular con una mezcla de las cepas 1301 y 1302, se obtuvo que existe efecto de la
interaccion cepa*suelo en la ocupacion de nodulos en ambas cosechas. En suelo SH la cepa
U1302 fue recuperada en el 72 % de los nddulos, mientras que la cepa U1301 tan sélo en el
29 % (Figura 2A). En el suelo CH, no se observan diferencias significativas entre ambas
cepas (Figura 2B). Dado que los suelos con historia presentan otras cepas ademas de 1301y
1302, se evalué la ocupacion de los nddulos por la cepa SEMIA5080 cuando se inocula con
la mezcla U1301/U1302. La cepa SEMIA5080 ocup6 méas del 50 % de los nddulos colectados
en ambas cosechas. Por otra parte, al analizar la ocupacion de los nodulos del tratamiento
control en el suelo CH, se obtuvo que mas del 65 % de los mismos fueron ocupados por la
cepa SEMIA5080 en ambas cosechas (Figura 2C). Los nddulos ocupados por las cepas de B.
elkanii fueron menos del 10 % en ambas cosechas (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de nodulos ocupados por las cepas U1301, U1302 y SEMIA5080. A:
Suelo sin historia inoculado con la mezcla U1301/U1302; B: Suelo con historia inoculado con
la mezcla U1301/U1302; C: suelo con historia sin inocular. Las diferentes letras en cada
gréfica indican diferencias significativas entre cepas (Modelo Lineal Generalizado Mixto
(MLGM), distribucién binomial, LSD-Fisher, p<0.05).

Ensayos en magentas

En el primer ensayo de magentas se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos s6lo en la segunda cosecha (Cuadro 5). En el caso del PSPA los tratamientos
inoculados con la cepa SEMIA5080, E109, U1302 y las mezclas U1301/U1302 vy
U1301/SEMIA5080 no difieren entre ellos. Sin embargo, presentaron medias
significativamente mayores a las del tratamiento inoculado con la cepa U1301 y el control s/N.
En cuanto al parametro PSN, el tratamiento inoculado con la cepa U1301 present6 el menor
valor de media y difiri6 significativamente de todos los tratamientos, menos el inoculado con
la cepa E109. Todos los tratamientos inoculados presentaron diferencias significativas

respecto al control.
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Cuadro 5. Peso seco de parte aérea (PSPA), radicular (PSR), nodular (PSN) y biomasa total
de plantas de soja inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum, y un control s/N y sin

inocular, segunda cosecha.

Tratamiento PSPA (grs)* PSR (grs)* PSN (grs)* Biomasa tot. (grs)*

u1301 1,68 b 0,22 a 0,10 b 2,0 a
U1302 2,69 a 0,36 bc 0,19 a 32 b
U1301+U1302 2,67 a 0,34 abc 0,16 a 32 b
U1301+SEMIA5080 2,98 a 0,43 c 0,16 a 36 b
SEMIA5080 2,91 a 0,36 bc 0,16 a 34 b
E109 2,65 a 0,29 ab 0,15 ab 3,1 b
Control s/N 1,59 b 0,39 bc 0,02 c 2,0 a

Los valores representan la media en gramos por planta para tres réplicas. Las diferentes
letras en cada columna indican diferencias significativas: *datos analizados mediante Modelo
Factorial Simple —Fisher, p<0.05; **datos analizados mediante Modelo Lineal Generalizado y

Mixto, Fisher, p<0.05). s/N: control sin agregado de nitrégeno.

En el caso del PSR, el tratamiento de inoculacién con la cepa U1301 presentd la menor
media y difiere significativamente de todos los demés tratamientos inoculados con excepcién
de la mezcla U1301/U1302 y la cepa E109. Destaca la capacidad de las cepas U1302 y
SEMIA5080 solas o en combinacion con la cepa U1301, de promover el crecimiento vegetal y

generar una mayor biomasa aérea.

Para evaluar la capacidad competitiva se analiz6 la ocupacion de los nodulos en las mezclas
de cepas de referencia U1301/U1302 y U1301/SEMIA5080. Para la primera cosecha no se
observaron diferencias significativas entre las cepas en la ocupacion de los nodulos en
ninguna de las dos mezclas evaluadas. En cambio, en la segunda cosecha se observo que
para el tratamiento inoculado con la mezcla U1301/SEMIA5080, la cepa SEMIAS080 fue
recuperada en el 87 % de los nddulos analizados.

En el segundo ensayo de magentas, se realizd una unica cosecha, y se evalud la mezcla
U1302/SEMIA5080 ademas de las evaluadas en el ensayo anterior (Cuadro 6). En el PSPA,
se observan diferencias significativas entre los tratamientos inoculados y el control s/N. A su
vez las plantas inoculadas con las mezclasU1301/U1302 y U1302/SEMIA5080 presentaron
menor PSPA que las plantas inoculadas con la cepa SEMIA5080. Para los parametros PSN,
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PSR y biomasa total, los tratamientos inoculados no presentaron diferencias significativas
entre ellos, pero si con respecto al control s/N. A partir de estos resultados obtenidos de
biomasa total se observa que tanto la cepa SEMIA5080 como las tres mezclas evaluadas

destacan en su promocion del crecimiento vegetal.

Cuadro 6. Peso seco de parte aérea (PSPA), nodular (PSN), radicular (PSR) y biomasa total

de plantas de soja inoculadas con cepas de B. elkanii y B. japonicum y control s/N y sin

inocular.
Tratamiento PSPA (grs)* PSR (grs)™* PSN (grs)* Biomasa tot. (grs)*
Control s/N 1,06 a 0,5 a 0,01 b 1,54 a
SEMIA5080 2,88 c 0,9 b 0,30 a 4,05 b
U1301+U1302 1,88 b 1,0 b 0,37 a 3,22 b
U1301+SEMIA5080 2,29 bc 1,0 b 0,37 a 3,62 b
U1302+SEMIA5080 2,24 b 1,0 b 0,32 a 3,60 b

Los valores representan la media en gramos por planta. Las diferentes letras en cada
columna indican diferencias significativas: *datos analizados mediante Modelo Factorial
Simple, Fisher, p<0.05; **datos analizados mediante Modelo Lineal Generalizado y Mixto,

Fisher, p<0.05). s/N: control sin agregado de nitrdgeno.

Se evalud la capacidad competitiva de las cepas, en este caso sélo en las mezclas de cepas
de referencia U1301/U1302, U1301/SEMIA5080 y U1302/SEMIA5080. En el caso de la
mezcla comercial uruguaya U1301/U1302, la cepa U1302 fue recuperada en el mayor % de
los nodulos. En el caso de la mezcla U1301/SEMIAS080, se recupera de la mayoria de los
nodulos la cepa SEMIA5080 (66 %). En el caso de la mezcla U1302/SEMIA5080, no se

obtuvieron diferencias significativas.

Discusion

Desde 1984 hasta el presente, las cepas U1301 y U1302 de B. elkanii se utilizan para las
formulaciones del inoculante comercial nacional (M. Mayans, comunicacion personal). La
informacion sobre el desempefio de estas cepas en el pais no esta actualizada. Dado que
tanto las caracteristicas fisiologicas de la cepa, como la presencia de poblaciones de rizobios
naturalizadas y las condiciones ambientales afectan la capacidad de una cepa de nodular (Ji
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etal., 2017), es necesario realizar relevamientos de las poblaciones de rizobios presentes en
los suelos. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, de los nddulos de las
plantas de soja crecidas en suelos con historia del cultivo, se recuper6 una alta proporcidn de
la cepa SEMIA5080 de B. japonicum tanto en los controles sin inocular como en los
tratamientos inoculados con la mezcla comercial uruguaya U1301/U1302. La presencia de la
cepa SEMIA5080 en los suelos uruguayos con historia de soja se debe a que ésta fue
introducida en los suelos ya que se estuvo comercializando como inoculante uruguayo en
conjunto con la cepa U1301 de B. elkanii. En el afio 2015 el MGAP detectd una discrepancia
en el perfil de BOX-PCR de la cepa U1302. Dado que el perfil genético detectado presentd
elevada homologia con la cepa de referencia SEMIA5080 podria suponerse que existié una
contaminacién del cultivo del inoculante original (U1301/U1302) con esta cepa. A partir de
dicho afio se retomd la fabricacidn del inoculante comercial uruguayo original. Los resultados
obtenidos pueden deberse no solo a la capacidad de la cepa SEMIA5080 de adaptarse a las
condiciones edafoldgicas y climaticas del pais, sino también a sus caracteristicas fisiologicas.
En este trabajo se observd que esta cepa presenta una mayor produccion de
exopolisacaridos evidenciada por la apariencia mucosa de la colonia (dato no mostrado). Esta
caracteristica puede explicar en parte la capacidad de esta cepa de sobrevivir en el suelo y
colonizar las raices de soja (Hirsch et al., 2001; Leigh y Coplin, 1992).

Al evaluar la capacidad competitiva entre las cepas, tanto en suelo como en sustrato esteéril,
se determind que el orden de las tres cepas en la proporcion en que ocupan los nodulos es:
SEMIA5080 > U1302 > U1301. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la cepa
SEMIA5080 es capaz de persistir en los suelos luego de la inoculacién y que posee una
mejor capacidad competitiva, en relacion a las cepas de B. elkanii bajo las condiciones
evaluadas. Estos resultados concuerdan con diversos estudios realizados en Brasil y Canada
que demuestran que esta cepa junto con otras de B. japonicum presentan una alta capacidad
competitiva por la ocupacién de los nédulos y por ello es utilizada en las formulaciones
comerciales de estos paises (Thilakarathna y Raizada, 2017; Hungria et al., 2008; Kober et
al., 2004; Hungria et al., 1998). Se ha observado que la presencia de dos flagelos en cepas
de B. japonicum influye en gran medida en la competencia por la ocupacion de los nddulos
(Althabegoiti y Lopez-Garcia, 2008; Althabegoiti et al., 2011), estas estructuras no han sido
reportados en las cepas de B. elkanii. En cuanto a la capacidad competitiva entre las dos
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cepas de B. elkanii, la cepa U1302 fue mas competitiva que la cepa U1301 en la ocupacién
de los nddulos tanto en sustrato estéril como en suelo. Por otro lado, en este estudio la cepa
E109 de B. japonicum, comercializada para soja en Argentina, casi no fue recuperada aun
cuando se la inoculd en suelos sin historia, lo que indicaria que esta cepa no se adapto a las
condiciones de los suelos muestreados (alto contenido de fosforo y carbono organico) ya que
es recomendada como buena a nivel competitivo en los suelos de la pampa Argentina
(Salvucci et al., 2012; Torres et al., 2015).

Para evaluar la eficiencia simbiética se analizaron los valores de biomasa y % Ndda. En el
suelo CH, ningun tratamiento con inoculacién presento mejores resultados que el tratamiento
control sin inocular y sin agregado de nitrégeno, pudiendo ser esto consecuencia de la
persistencia, eficiencia simbidtica y capacidad competitiva de la poblacién de rizobios
presente en dicho suelo, en el cual los nddulos fueron ocupados en mayor proporcion por la
cepa SEMIA5080.En el suelo CH no se observaron diferencias entre los valores de % Ndda
entre los tratamientos inoculados y el control con valores cercanos al 100 % de nitrégeno
fijado, en otros estudios han encontrado entre un 50-60 % de %Ndda (Houngnandan et al.,
2008; Herridge, y Holland, 1992).Si el cultivo de soja requiere un promedio de 80 kg de
nitrdgeno por tonelada de grano y se estima que el 50 % es cubierto por la FBN, entonces los
valores obtenidos en los suelos CH son realmente elevados y cubren lo que el cultivo
necesita de este nutriente. Por otra parte, estos resultados no sélo son prometedores a nivel
economico, ya que el costo de la fertilizacion nitrogenada es elevado, sino que también la
FBN evita efectos negativos por exceso de nitratos en los suelos, en la biodiversidad y en la
calidad de las aguas superficiales y profundas (Jaynes et al., 2001; Alarcon y Ferrera, 2000).
A su vez, estos resultados podrian cuestionar la necesidad de inocular todos los afios en
suelos que cuentan con sucesivas zafras de soja, pero debido al bajo costo de la inoculacién
y que no se puede asegurar que estos resultados se repitan siempre bajo todas las
condiciones del cultivo (variedad, clima, suelo), lo recomendable es inocular cada zafra. En el
suelo SH no se observaron diferencias significativas en cuanto a PSPA y biomasa total entre
los tratamientos con inoculacion y el control. Sin embargo, los valores de % Ndda, mostraron
que en el control y el tratamiento inoculado con la cepa E109 menos del 40 % del nitrogeno
deriva de la FBN, mientras que en el resto de los tratamientos mas del 80 % deriva de la
FBN. Estos resultados son concordantes con la falta de poblaciones de rizobios nativas en
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estos suelos y refleja la eficiencia de las cepas con las que se inocula, algo que no ocurre con
la cepa E109.

Dado que en el pais se inocula con una mezcla de dos cepas, en este estudio se evaluaron
las posibles combinaciones de las dos cepas de B. elkanii y la cepa SEMIA5080 de B.
japonicum. De estas tres cepas la U1301 de B. elkanii resulté ser menos eficiente a nivel
simbidtico y present6 una menor capacidad competitiva, mientras que la cepa U1302
present6 un mejor desempefio. Por otro lado, la cepa SEMIA5080 resulté ser mas competitiva
que las cepas de B. elkanii, y los resultados obtenidos para los ensayos en magentas
muestran que es tan eficiente a nivel simbidtico cuando se la inocula en mezcla con las cepas
de B. elkanii como si se la inocula en forma individual. Estos resultados sugieren que podria
formularse un inoculante sélo con esta cepa, y esto presenta diversas ventajas no sélo a nivel
de produccion del inoculante sino también a nivel econémico si se considera que puede
existir competencia entre cepas y disminucion del rendimiento del cultivo, como se menciond

anteriormente.
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