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EFECTO DE DIFERENTES INOCULANTES
SOBRE LA NODULACION DE LA SOYA CULTIVADA
EN CONDICIONES DE ESTRES

Effect of different inoculants on soybean nodulation
grown in stress condition

Maria C. Napoles Garcia™, Gustavo Gonzalez-Anta,
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y Daimy Costales Menéndez

ABSTRACT. Soybean is a culture which naturally
associates with Bradyrhizobium bacteria, through a
symbiosis where the plant is a source of nutrients and
energy for the bacteria and this provides nitrogen fixed
from the atmosphere. Besides several molecular signals
which govern the interaction between the plant and the
bacteria, the soil conditions are very important on success
or failure nodulation. In this work the effect of different
Bradyrhizobium japonicum preparations on soybean
nodulation (Pioneer 94M30 variety) in adverse conditions
like low temperatures, low pH and water excess, was studied.
It was observed that the employ of induced inoculants was
positive on nodulation parameters evaluated in the stress
conditions. The effect of different inoculants dose depends
of the stress kind and intensity. These results, although
preliminary, allow supposing a possible antistress effect of
induced inoculants in such environmental conditions.
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RESUMEN. La soya es un cultivo que se asocia
naturalmente con bacterias del género Bradyrhizobium, a
través de una simbiosis en la que la planta garantiza fuente
de nutrientes y energia al microorganismo y este le aporta
nitrogeno que fija de la atmodsfera. Ademas de multiples
sefiales moleculares que rigen la interaccion entre la planta
y el microorganismo, las condiciones del suelo influyen
sobre el éxito o el fracaso en la nodulacion. En este trabajo
se estudio el efecto de diferentes inoculantes a base de
Bradyrhizobium japonicum sobre la nodulacion de la soya,
variedad Pioneer 94M30, ante condiciones adversas como
bajas temperaturas, acidez y exceso de agua. Se observo que
el empleo de inoculantes inducidos influy6 positivamente
sobre los parametros de nodulacion evaluados en las
condiciones de estrés impuestas, asi como que el efecto de
diferentes dosis del inoculante depende del tipo de estrés
y de su intensidad. Estos resultados, aunque preliminares,
mostraron un posible efecto antiestrés de los inoculantes
inducidos ante tales condiciones ambientales.

Palabras clave: Bradyrhizobium japonicum, estrés,
nodulacion

INTRODUCCION

La soya (Glycine max L. Merr) es una leguminosa
altamente valorada por su contenido de proteinas
(38-45 %). Obtiene gran parte del nitrogeno que
necesita para crecer e incrementar su materia
seca de la simbiosis con las bacterias del género
Bradyrhizobium y Sinorhizobium. De esta forma, el
uso de inoculantes se ha convertido en una practica
comun que desplaza al de fertilizantes como forma
de incrementar la produccién de este cultivo (1), lo
que requiere productos de calidad que garanticen la
sobrevivencia y el establecimiento de la bacteria en
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el ambiente del suelo (2, 3). Si bien la simbiosis que
se establece entre estas plantas y los rizobios, es el
resultado de multiples eventos y sefiales moleculares
entre ambos simbiontes (4, 5), otros factores, entre
ellos las caracteristicas fisico-quimicas del suelo,
influyen en el éxito final.

La acidez es uno de los factores edafoclimaticos
que mas afecta los suelos en la actualidad, se estima
que 1,5 millones de hectareas en el mundo presentan
este problema. Su incremento puede estar dado
por las lluvias acidas, la fertilizacidon nitrogenada
excesiva y por procesos naturales (6, 7). Se conoce
que condiciones de acidez en el suelo afectan la
fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) porque limita la
sobrevivencia de las bacterias y reduce la nodulacién”.

En suelos con pH inferior a 5, el aluminio es
disuelto a formas idnicas, lo que provoca otro estrés
por toxicidad que a su vez, causa inhibicién en la
elongacion de la raiz y afecta el flujo de agua y
nutrientes a través de este 6rgano (8, 9, 10).

Las condiciones de humedad del suelo también
juegan un papel importante en la fijacion simbidtica
del nitrogeno (11). Excesos de agua, temporales o
continuos, afectan el rendimiento de las leguminosas
y su FBN. El estrés por exceso de agua inhibe
la absorcion de N y otros minerales, asi como el
crecimiento de las raices y la nodulacién en la
soya (12).

La temperatura del suelo es otra variable que
posee un efecto importante sobre la nodulacion (13)
y sobre la sobreviviencia de la soya (14), que siendo
originaria de Asia subtropical intenta adaptarse
constantemente a climas menos favorables. Esta
especie requiere temperaturas de 25-30 °C para
una actividad simbidtica 6ptima. Registros térmicos
inferiores en el suelo restringen la nodulacion y fijacion
de nitrégeno (15).

Teniendo en cuenta la influencia de factores
ambientales sobre la simbiosis, el objetivo de este
trabajo consistié en evaluar el efecto de diferentes
inoculantes sobre la nodulacion de la soya bajo
condiciones de estrés originadas por acidez, exceso
de agua y bajas temperaturas en el suelo.

MATERIALES Y METODOS

Se empled la variedad de soya Pioneer 94M30,
que se tratd con dos inoculantes, uno inducido (16) y
el otro sin inducir (producto comercial de la empresa
Rizobacter Argentina S.A). Ambos productos contienen
la cepa Bradyrhizobium japonicum a una concentracion
final de 1x10' UFC mL" (unidades formadoras de
colonias por mililitro de medio). Se emplearon dos

APérez, G. Seleccidn de aislados de rizobios provenientes de la leguminosa
forrajera Pueraria phaseoloides (Kudzu tropical), cultivada en condiciones
de acidez. [Tesis de Maestria]. La Habana, 2010.
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dosis del inoculante inducido: 2,74 mL kg de semillay
1,82 mL kg™ de semilla y una sola para el inoculante no
inducido: 2,74 mL kg de semilla. En todos los casos
se utilizé6 como control un tratamiento sin inocular.

Para evaluar la acidez se utilizé suelo con

pH acido, proveniente de dos localidades de la
provincia Buenos Aires, Argentina: Bolivar (pH 4,9)
y Junin (pH 5,6). Para imponer el estrés por bajas
temperaturas, las macetas conteniendo suelo se
colocaron durante dos dias antes de la siembra en dos
cuartos climatizados, a 10 y 16 °C, respectivamente,
para permitir el enfriamiento adecuado de todo el
sustrato. Posteriormente, después de la siembra, la
temperatura de ambos cuartos se fue incrementando
semanalmente 2 °C hasta finalizar el ensayo a las
cinco semanas, de modo que alcanzé registros de
20y 26 °C, respectivamente.
Exceso de humedad: Para sembrar los tratamientos
en condiciones de exceso de humedad, el suelo se
regd hasta capacidad de campo. Al tercer dia de la
emergencia de las plantulas, todas las macetas se
sometieron a condiciones de anegamiento. En un
grupo se mantuvo el exceso de agua (como lamina
constante de 3 mm por encima del suelo) durante 24
horas, luego se llevé a capacidad de campo. El otro
grupo fue anegado de la forma descrita anteriormente,
pero el anegamiento se repitié a los siete dias, con
igual magnitud y duracién.

En todos los casos se emplearon suelos en
los que nunca se habia cultivado soya, libres de
Bradyrhizobium. Se determiné el numero de nédulos
en raiz principal (No. N6d. RP), nimero de nddulos
totales (No. Nod. Tot), y masa seca de ambos (MS Nod.
RP y MS No&d. Tot), a los 35 dias desde la siembra.

Todos los ensayos se repitieron dos veces y los
resultados que se muestran corresponden a la media
de ambas repeticiones. Los tratamientos se asignaron
a las macetas siguiendo un disefio completamente
aleatorizado y las determinaciones realizadas
muestran los intervalos de confianza para a=0,05.
Los datos obtenidos fueron sometidos a la prueba
de normalidad (test de Bartlett) y homogeneidad de
varianza (test de Kormogorov-Smirnov) y se aplicé
analisis de varianza de clasificacion simple. Se utilizd
el programa StatGraphic 5.1 para el procesamiento
estadistico de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los resultados de nodulacion
obtenidos para los diferentes inoculantes (11 e 12) y sus
dosis (d1 y d2) en los dos suelos acidos empleados
(S1y S2).

Se observa que la condicion de mayor acidez
de suelo (correspondiente a la region de Bolivar: S1)
influyd significativamente en menor produccion de
noédulos.
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No. Nod. RP
14 1

12 4

ab ab

10 4

cd
de

MS Nod. RP

I1d1s1 I1d2s1 I2d1s1 Csl T1d1s2 I1d2s2 12d1s2 Cs2

No. Néd. Tot

45 1
40 4
35 4

- MS Néd. Tot

80 1 a
70 1
60 4
50 4
40 4 de

30 1 € c
20 1
10 4
04

bc
cd

I1d1s1 I1d2s1 12d1s1 Cs1 11d1s2 I1d2s2 I2d1s2 Cs2

I1: inoculante inducido; I12: inoculante no inducido; C: control sin in6culo; d1: dosis mayor de inoculante; d2: dosis menor de inoculante;
s1: suelo de Bolivar; s2: suelo de Junin; No. N6d. RP: numero de nédulos en raiz principal; No. Nod. Tot: nimero de nédulos totales;
MS Noéd. RP: masa seca de nédulos en raiz principal; MS Nod. Tot: masa seca de nédulos totales

Las barras indican intervalos de confianza para 0=0.05 y n=10

Figura 1. Nodulacion de la soya bajo condiciones de acidez en el suelo

En ambos suelos, de forma general, se observa
un mejor comportamiento del inoculante inducido con
respecto al inéculo sin inducir.

Para diferentes dosis del inoculante inducido no
se presentaron diferencias en general, ni tampoco para
el suelo mas acido entre la menor dosis del inoculante
inducido y la dosis del no inducido. Sin embargo, en el
suelo menos acido, se comporté mejor el inoculante
inducido en su menor dosis.

El control sin in6dculo no mostrd diferencias con
el inéculo sin inducir, excepto para el nimero de
nodulos total en el suelo de Bolivar, que fue menor
en el no inoculado y para la masa seca de nédulos
en raiz principal en el suelo de Junin, variable que
exhibié mayores valores para el control (Cs2). El
inoculante inducido resulto significativamente superior
al no inducido a pH mas bajos del suelo, con registros
mayores para las cuatro variables estudiadas.
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Varios autores han descrito el efecto adverso de
la acidez sobre la multiplicacion de los rizobios en el
suelo, que influye negativamente en la colonizacion
de la rizosfera por estas bacterias y por lo tanto, en el
proceso de infeccién y formacion de los nédulos en las
raices de las leguminosas (5, 8, 17)*. En este trabajo
se aprecia, de igual forma, un efecto negativo de este
estrés y la posibilidad de disminuir sus consecuencias
cuando se usa un buen inoculante.

El comportamiento de la nodulacion frente a la
temperatura del suelo se presenta en la Figura 2. Las
variables evaluadas acusaron valores superiores para
registros térmicos iniciales de 16 °C, o sea cuando
el estrés fue menor, excepto para el numero de
nodulos en raiz principal, donde no hubo diferencias
apreciables entre ambas condiciones de este estrés.
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No. Nod. RP

MS Nod. RP

I1d1e1l 11d2¢1 I2d1t1  Cil

11412 Mad2e2 12412 Ci2

No. Nod. Tot

0 - MS Nad. Tot
ab

I1d1t1 I1d2t1 12d1t1 Cil

I1d12 Id22 12di2 Ci2

I1: Inoculante inducido; 12 Inoculante no inducido; C: control sin in6culo; d1: dosis mayor; d2: dosis menor; t1: 10°C; t2: 16°C
No. Nod. RP: nimero de nédulos en raiz principal; No. Néd. Tot: nimero de nddulos totales; MS Nod. RP: masa seca de nédulos en raiz principal

MS Nod. Tot: masa seca de nddulos totales
Las barras indican intervalos de confianza para a=0,05 y n=10

Figura 2. Nodulacién de la soya bajo condiciones de bajas temperaturas

La inoculacién supero en la mayoria de los casos
al control sin indculo, excepto a la menor temperatura
para el numero de nédulos totales, donde el inoculante
no inducido no se diferencio del control.

En igualdad de dosis, el inoculante inducido se
comportd mejor que el inoculante sin inducir para todas
las variables a 10 °C. Sin embargo, a la temperatura
de 16 °C no se presentaron diferencias entre estos
indculos para ninguna de las variables analizadas.

En el caso del inoculante inducido, no hubo
diferencias entre ambas dosis del mismo para las
variables numero de nédulos en raiz principal ni su
masa, asi como tampoco para la masa de nddulos
totales, a la menor temperatura ensayada. Si las hubo
para el nimero de nédulos totales, a favor de la menor
dosis. Tampoco hubo diferencias a 16 °C entre ambas
dosis del inoculante inducido para nimero de nédulos
sobre raiz principal y para la masa de nédulos totales;
sin embargo, la mayor dosis resulté mas favorable para

masa seca de nddulos en raiz principal y la menor
dosis para numero de nédulos total.

No se presenté nodulacion en raiz principal para
el control, a ninguna de las temperaturas iniciales
probadas y el nimero y masa seca de nddulos totales
fue significativamente inferior a 16 °C, aunque sin
diferencias con respecto al indculo sin inducir para 10 °C.

Se aprecia un efecto negativo de las bajas
temperaturas sobre los parametros de la nodulacién en
general, resultando el indculo inducido mas ventajoso
bajo condicion de mayor estrés. Resultados similares
para efecto sobre la nodulacion y contenido de
nitrégeno en diferentes leguminosas, fueron hayados
por otros autores (18) al evaluar temperaturas entre
5y 15 °C.

Ha sido planteado por diversos autores que las
temperaturas inferiores a los 25 °C tienen efectos
negativos sobre el desarrollo de la soya, retardando
significativamente su crecimiento y evolucion, asi
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como sobre la nodulacién (19, 20) y consiguientemente
sobre los rendimientos del cultivo. Otros trabajos han
encontrado que las bajas temperaturas disminuyen
la excrecidon de sefiales quimicas por parte de la
planta, lo que conlleva un efecto sobre la simbiosis y
la nodulacion (21, 22).

Por cada grado de disminucion en el rango de
25 a 17 °C, el desfasaje entre la inoculacién y el
inicio de la fijacion de nitrégeno es de dos a tres
dias. A temperaturas del suelo por debajo de 17 °C,
la fijaciéon de nitrogeno se retrasa aproximadamente
en una semana por cada grado de disminucion en la
temperatura (15).

El efecto del exceso de agua en una o dos
ocasiones no marcé diferencias importantes en la
nodulacion de este cultivar como los estrés anteriores
(Figura 3).

No. Nod. RP

ab
be

6 4 bed

MS Nod. RP

I1dlal I1d2al I2d1al Cal Il1dla2 I1d2a2 I2d1a2 Ca2

Enigualdad de dosis, ambos inoculantes tuvieron
un comportamiento similar para ndédulos en raiz
principal (nUmero y masa seca), pero para nddulos
totales el inoculante inducido superé al inéculo sin
inducir. Dosis diferentes del inoculante inducido con
un solo anegamiento indujeron igual nodulacion
en raiz principal. Cuando el tratamiento fue de dos
anegamientos, el inoculante inducido en su menor
dosis tuvo efecto mas favorable que el in6culo sin
inducir para los nddulos en raiz principal y en ambas
dosis con respecto al no induicido para masa seca de
noddulos totales.

Solo hubo diferencias entre ambas dosis del
inoculante inducido para nédulos en raiz principal y al
efectuar dos anegamientos, siendo la menor la mas
ventajosa. Todos los tratamientos superaron al control
sin inéculo para todas las variables y condiciones del
estrés evaluadas.

No. Nod. Tot
50 -

45 1 ab

40 1 be

35 4 cd

30 4 d

25 1

20 4

15 -

10 -
54 e e

04

cd

MS Ndd. Tot
90 1 a a

I1dlal I1d2al I2d1al Cal I1dla2 I1d2a2 12d1a2 Ca2

I1: inoculante inducido; 12: inoculante no inducido; C: control sin indculo; d1: dosis mayor; d2: dosis menor; al: suelo anegado una vez;
a2: suelo anegado dos veces; No. Nod. RP: niimero de nodulos en raiz principal; No. Nod. Tot: nimero de nodulos totales;
MS Nod. RP: masa seca de nddulos en raiz principal; MS Nod. Tot: masa seca de nddulos totales

Las barras indican intervalos de confianza para 0=0,05 y n=10

Figura 3. Nodulacion de la soya bajo condiciones de exceso de agua
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A partir de los resultados obtenidos bajo
condiciones de exceso de agua, se deduce que el
efecto del mismo es un estrés ligero. Sin embargo,
dichas condiciones fueron impuestas durante las
primeras etapas del cultivo. El efecto anegamiento
debera evaluarse en estadios posteriores del cultivo
y en intervalos mas prolongados. De todos modos,
es conocido que la soya es sensible al anegamiento
durante la implantacién y las primeras etapas del
cultivo (23) causando una rapida mortalidad de
semillas en germinacién y plantulas en crecimiento.
Una disminucién progresiva y significativa en los
atributos del rendimiento fue encontrada en otras
investigaciones (24), al evaluar diferentes excesos de
agua sobre la soya como cultivo predecesor de trigo.

El efecto del estrés por exceso de agua es
conocido como estrés por aireacion (25). El dafio que
sufre la planta es atribuido a un suministro insuficiente
de oxigeno. Esto se manifiesta en el amarillamiento
y la caida de las hojas, se reduce la masa seca y el
rendimiento.

A pesar de constituir estos resultados un punto
de partida para analizar con mayor profundidad y
en detalle el efecto de estas condiciones adversas
sobre la simbiosis Bradyrhizobium-soya, los mismos
indican un posible efecto antiestrés de los inoculantes
inducidos. Resultados similares fueron encontrados
por otros autores (26), pero ante el estrés producido
por déficit hidrico. Profundizando en estos resultados
otros autores encontraron un incremento significativo
en los niveles de ureidos en hojas y en nodulos de
plantas con estrés hidrico por defecto e inoculadas
con inéculo sin inducir (27). Sin embargo, el empleo
de inoculantes inducidos permitié contrarrestar
este efecto, sugiriendo que estos podrian actuar
indirectamente sobre el catabolismo de los ureidos.

La formacion de los nddulos es un evento
fuertemente afectado por condiciones adversas
del suelo. Estudios anteriores han evidenciado
que la introduccion de genotipos y cepas con alta
tolerancia a estos estreses puede mejorar la eficiencia
simbidtica y la productividad de los cultivos (28,
29). Estos resultados muestran ademas, que una
alternativa importante es el empleo de inoculantes
inducidos en la sintesis y excreciéon de sefales que
determinan la simbiosis. Se conoce que el empleo
de elementos inductores en la sintesis y excrecion
de sefales que rigen los eventos de la nodulacion,
garantizan biopreparados de calidad que establecen
una simbiosis eficiente (8, 30) y permiten disminuir los
efectos adversos de determinados estreses (26, 27).
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CONCLUSIONES

De las tres condiciones de estrés estudiadas,
la acidez del suelo y las bajas temperaturas fueron
las que tuvieron un efecto mas pronunciado sobre
la nodulacién, segun las condiciones impuestas en
estos experimentos. Es posible que la forma en que
se aplico el estrés por anegamiento no haya sido
suficientemente drastica como para observar un
efecto significativo sobre las variables analizadas.
Resulta importante utilizar inéculos de calidad, que
puedan ayudar a disminuir los efectos negativos del
estrés. En este sentido, el empleo de inoculantes
inducidos permitié obtener los mejores resultados,
siendo suficiente incluso dosis mas bajas que en el
inoculante tradicional.
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