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Resumen

En el marco de la necesidad de desarrollar sistagrdsolas sostenibles, la fijacion
biologica de nitrégeno (FBN) es vista como una feesencial y potencial de nitrogeno.
La FBN es catalizada por el complejo enzimaticoogitnasa. El primer producto estable
de la fijacion es el amonio, el cual es asimilado lp actuacién conjunta de las enzimas
glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAUe constituyen el denominado
ciclo GS-GOGAT. Dada la estrecha relacion entreniglbbgeno fijado y su posterior
asimilacion en el ciclo GS-GOGAT, la presencia thaks enzimas puede ser usada como
una medida directa de la fijacién de nitrégeno.ddés del nitrégeno, el fésforo es el
elemento mas importante para el desarrollo de ld8vas. En la region semiarida
pampeana, el contenido de fosforo disponible seresiuciendo lenta pero continuamente.
Estudios sobre la influencia del fosforo inorgangola FBN han recibido considerable
atencion en leguminosas, en razon de su alto riegeeto durante las fases de desarrollo
de los nddulos radiculares. En plantas de sojasopnesion de fosforo, la actividad de
enzimas GS y GOGAT no se detectd en estadios ¥egstani reproductivos. En la
literatura se mencionan bacterias del génEseudomonascomo solubilizadoras de
fésforo. La inoculacion con mezcla de bacterias/@eoun mejor balance nutricional para
las plantas; cuando se coinoc@6japonicumy P. putidasobre raices de soja, se registrd
mayor numero de nodulos y peso seco. En este dragaguantifico la actividad de las
enzimas del ciclo GS-GOGAT, empleando la técnicgpesta en la Tesis de Maestria de
Gonnet, con el fin de determinar la influencia @etbrias solubilizadoras de fosforo en
cultivos de soja inoculados cdh japonicum en distintos estadios de crecimiento de la
planta. Las curvas de actividad GS y GOGAT en raxigiguen el patrén de actividad
nitrogenasa en los distintos estadios de desarralloque los valores obtenidos son
inferiores a los que se indican en bibliografia ¢ se observan diferencias entre
tratamientos. Debido a ello se procedid a evalaamhcentracion de potasio en el suelo,
como posible factor limitante para el desarrolloteniéndose concentraciones criticas del
mismo. Debido al rol importante del potasio en BINF deberd considerarse su posible
deficiencia al evaluar sintomatologias del cultieo, regiones que han sido de reciente
incorporacion al area agricola argentina. Para &turopn el objetivo del ensayo, este
deberia repetirse, asegurando que el Unico faichitahte en el suelo, para el desarrollo

del cultivo, sea el fosforo.



Introduccioén

1.1 Aspectos generales de la Fijacion Biologica de Nitgeno (FBN)

El nitrégeno es uno de los elementos mas abundentiesnaturaleza, encontrandose
distribuido en tres reservorios principales: la@fara, donde representa alrededor del 78
%, el suelo, y la biomasa. Las complejas relacialeesmtercambio entre estos constituyen
el denominado ciclo del nitrogeno (figura 1).

Figura 1. Ciclo del Nitrégeno. (Fuente: Azcon-Bigtdalon, 2000, pag 248)
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El nitrégeno es un elemento muy importante paraplastas, ya que tan solo el
carbono, el hidrégeno y el oxigeno son mas abuedanqie él en los tejidos vegetales.
Forma parte de nhumerosas biomoléculas de las plarteno proteinas, acidos nucleicos,
porfirinas y alcaloides.

El dinitrogeno atmosférico es relativamente ingpero puede reaccionar con otros
compuestos y convertirse en nitrdgeno asimilablelg® plantas y otros organismos. La
cantidad de nitrégeno fijado en la naturaleza esnés 2.3 x 19tn por afio, la que puede
derivar de diferentes procesos:



*FBN, la cual se lleva a cabo a temperatura y preambientales, aporta alrededor del 65
% del total.

*Procesos no bioldgicos en la atmésfera, tales como

Ozonizacion del N N+ O3 — DMO+O
Fotdlisis del NO pO — NO+N
Ozonizacion del NO NO4O —» N@+O,
Hidratacion del N@ 3NGO; + HLO — 2HNQ@+ NO
Oxidacion del NH NH; + O, —> N@

Son de importancia cuantitativa menor y aportamdapradamente 10 %.

*Procesos industriales, como el de Haber-Boschjanszlel cual el nitrégeno atmosférico
es reducido a amonio a temperaturas y presionesetewrgdas (500 °C y 350 atm), que
representan aproximadamente el 25%.

En el marco de la necesidad del desarrollo dens&steagricolas sostenibles, es decir
dando especial importancia al incremento de la ymoidn agricola junto con la
preservacion del ambiente, la FBN es vista como fueate esencial y potencial de
nitrogeno, especialmente en las areas de producpitola de bajos insumos que
caracterizan las inmensas superficies que sumarelpsefios productores de los paises en
desarrollo. Esto también se aplica a las grandeaséade suelos fértiles de la pampa
argentina, donde la agricultura es todavia en peate extractiva, como lo demuestra el
bajo consumo de fertilizantes (Urquiagfaal, 2004).

Debido a que la utilizacion de fertilizantes niogdos conlleva un costo econdmico
considerable, al ser dependiente de la energizvadieride los compuestos fésiles, y
constituye ademas un riesgo potencial de contamdimag eutrofizacion de las aguas
dulces por lixiviacion del nitrato de los suel@aFBN constituye una alternativa ecoldgica
y economicamente limpia frente a la fijacion indast desempefiando un papel muy
importante en la practica agricola.

La FBN es un proceso clave en la biosfera, poual microorganismos portadores
de la enzima nitrogenasa, convierten el nitrogenwsférico en nitrdgeno combinado, a
temperatura ambiente y presion atmosférica. El @rdp bacterias al que se conoce
colectivamente como rizobios, inducen en las raflee$as leguminosas la formacién de
estructuras especializadas, los nodulos, dentrosieuales se lleva a cabo la fijacion
(Wanget al, s/f). Debido a que tienen la particularidad de preen el crecimiento vegetal,
se denominan PGPR (Plant Growth Promoting Rhizebagt (Kloepper and Schroth,
1978; Kloeppeket al, 1991).



Un ejemplo de simbiosis establecida por FBN eseestija yBradyrhizobium

japonicum

1.2 Laplanta

El nombre cientifico de la soja dSlycine max pertenece a la familia de las
FabaceassubfamiliaPapilionoidae

El cultivo de soja estad adaptado a un amplio rategtexturas de suelo. Se pueden
producir altos rendimientos tanto en suelos arenha@smno arcillosos, si el agua y los
nutrientes no son limitantes (Shyam and Gite, 19906hsecuentemente, es un cultivo muy
difundido.

El grano contiene dos componentes importanteqrtasinas y el aceite, que tienen
una gran demanda por los diversos usos que pasedn,a nivel industrial como para la
alimentacion animal y humana. Las proteinas tiameexcelente balance de aminoécidos
en comparacion con otras proteinas vegetales,goerade menor calidad que las proteinas
animales, puesto que contienen menor cantidad deoaoidos azufrados esenciales. El
aceite es rico en acidos grasos esenciales, centtmalrededor del 85% de acidos grasos
insaturados. Los principales son: oleico, linoleidinolénico. Debido a esto es el cultivo
de mayor importancia econémica en el mundo, edpsane en Estados Unidos, donde se
obtiene alrededor del 50 % de la produccion t®ahgieriet al, 2000). Actualmente se ha
difundido en la Argentina en forma extraordinadganvirtiendo al sector sojero en el mas
relevante de la agroindustria.

Existen 18 elementos que se consideran esenciales|® soja, los que pueden
clasificarse en:

*Nutrientes esenciales no minerales: carbono (€yobeno (H) y oxigeno (O). Son los
principales componentes de la materia seca dafdaplrepresentado aproximadamente el
92% de la misma. Se obtienen o absorben como did@edcarbono (C£, agua (HO) y
oxigeno atmosférico (p(Mengelet al, 1987)

*Nutrientes esenciales minerales: son obtenidossdelo, y en el caso del nitrégeno,
también del aire por el proceso de fijacion biotdgiRepresentan aproximadamente el 8%
de la materia seca de la planta y pueden subdiei@in:

o Primarios: nitrogeno (N), fésforo (P) y potasio (Kjue alcanzan al 6% de la

materia seca.



0 Secundarios: calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufie ¢8e representan el 1,7% de

la materia seca.

o Micronutrientes: hierro (Fe), manganeso (Mn), naidibo (Mo), cobre (Cu), boro

(B), zinc (Zn) y cloro (CI), que reunen el 0,3%ldenateria seca.
A esta lista se agrega el cobalto (Co), que esfio@s® para la fijacion de nitrogeno. El
elemento esencial mas recientemente descubiertolpaoja es el niquel (Ni), requerido
Gnicamente cuando la soja fija nitrégeno simbidtieate (Schrader and Briskin, 1989).

El nivel critico de un nutriente en el suelo, esiigda cantidad por debajo de la cual
comienzan a producirse respuestas a la fertilimacdépende del cultivo, del cultivar, del
pH y del contenido relativo de los demas nutrieritassoja presenta un nivel critico de 10
ppm para fésforo y de 130 ppm para potasio. Elesodb de potasio de los suelos de la
region pampeana es muy alto, en cambio, el cordedal fosforo disponible se esta
reduciendo lenta pero continuamente, si bien detato total no es limitante.

El pH del suelo éptimo para soja se encuentra elosueutros o ligeramente acidos,
obteniéndose con un pH de 6 hasta la neutralideddsurendimientos. Este no influye
tanto sobre la planta como sobre la bacteria figdi@ nitrogeno, que es mas eficiente en
ambientes levemente acidos. La mayor influenciaptteldel suelo es ejercida sobre la
disponibilidad de los elementos nutritivos (fig@a

Figura 2. Influencia del pH en la disponibilidadrdérientes. (Fuente: C. de Edafologia, F.Agron-Bisin)
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Las temperaturas Optimas para el desarrollo délvoude hallan comprendidas entre
20y 30 °C, ya que en proximidades a los 10 °@etimiento disminuye, y temperaturas
por encima de los 40 °C provocan un efecto indessaldre la velocidad de crecimiento.

Respecto a la humedad, durante su cultivo la sgjaiere al menos 300 mm de agua,
ya sea en forma de riego o de lluvia.

Para obtener altos rendimientos del cultivo es s&@® un adecuado conocimiento
de la influencia de los factores edafoclimaticosredos distintos estados de desarrollo.
Existen varias clasificaciones de los estados darddlo en soja, la mas difundida es la
propuesta por Fehr y Caviness (1977), que emplesaedoalas: una para los estados
vegetativos, identificados con la letra V, y oteaalos reproductivos, identificados con la
letra R (tabla 1).

Tabla 1. Estados de desarrollo del cultivo de g6jaente: Fehr y Caviness, 1977)

Estados vegetativos Dias Estados reproductivos Dias promedio
promedio desde la
desde la siembra
siembra
VE Emergencia 10 R1 Inicio de la floracion 40
VC Cotiledonar 15 R2 Plenitud de floracion 43
V1 Primer nudo 20 R3 Inicio de formacion de vainas 53
V2 Segundo nudo 25 R4 Plenitud de formacion deasi 62
V3 Tercer nudo 30 R5 Inicio del llenado de granos 71
V(n) (N) nudo R6 Plenitud del llenado de granos 86
R7 Inicio de madurez 102
R8 Plenitud de madurez 111

Debe prestarse especial atencion al estado R5,edordrren varios eventos
importantes: la planta alcanza su maxima altureyand de nudos e indice de area foliar;
se producen las mayores tasas de FBN, que luegeezanmpa caer abruptamente; las

semillas inician un periodo rapido de acumulaciémteria seca y nutrientes.

1.3 La bacteria

En referencia a los microorganismos que formanepad la simbiosis, ellos
pertenecen al génelradyrhizobium,dentro de la familidRhizobiaceae. Dicho género
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incluye bacterias de crecimiento lento, productal@silcali. Las colonias son circulares,
rara vez traslucidas, blancas, con un diametro medonm luego de 7 dias de incubacion.
Las tres especies definidas en este gérigrgaponicum, B. elkanii y B. liaoningense
pueden nodular sojeéB. elkanii se distingue deéB. japonicumpor diferencias en sus
secuencias de ADN, en patrones de enzimas metabdtie exopolisacaridos, en su
contenido de &cidos grasos y hemoproteinas al queapor diferencias en sus patrones de
resistencia a antibiéticos. Se desconoce la posidiigenética exacta dB. liaoningense
porque no se dispone de una secuencia completedd6S rRNA de esta especie (Wang
et al, s/f). B. japonicum la especie tipo dentro del género, es una baajeam negativa,
con forma de bastén, aunque pleomorfica en contisi@dversas de crecimiento (Jordan
1984). Presenta movilidad debido a la presencidladglos. Habita en el suelo como
saprofita usando compuestos organicos simples yniamo nitrato como fuente
nitrogenada. A pesar de que puede fijar el nitrogiai aire, solo lo hace en simbiosis con
la planta; aun cuando la disponibilidad de nitr@gelel suelo sea baja; es decir es un

microorganismo que ha evolucionado hacia una exigteen simbiosis.

1.4 Tipo de ndédulos

El desarrollo nodular sigue dos patrones basicpsridéendo de la planta huésped:
nodulos determinados, de forma redondeada, dasdeglulas del centro son mas activas
en fijacion de nitrégeno que las de la periferijdalulos indeterminados, de estructura
alargada cilindrica con cuatro zonas: meristematgimbiosomas en diferenciacion,
simbiosomas fijadores y simbiosomas senescentgdfi3). Los primeros se dan en soja,
lotus y poroto, mientras que los segundos se pia@sem alfalfa, arvejas y trébol (Lodeiro

et al, 2003).
Figura 3. Patrones de desarrollo nodular. (Fudmtdeiroet al, 2003)
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1.5 Enzimas involucradas en la FBN

La FBN es catalizada por el complejo enzimaticoogienasa, el cual consta de dos
ferrosulfoproteinas: la Fe-proteina o dinitrogenaskctasa, un dimero de masa molecular
aproximada 62 kD, que contiene un centro [4Fe — W8] FeMo-proteina o dinitrogenasa,
un tetrdmero de masa molecular 220 kD, que contidnededor de 30 atomos de Fe, 30
atomos de S y 2 de Mo. (Azcon-Bieto y Talon, 200@) nitrogenasa es extremadamente
sensible al oxigeno y se inactiva de forma irrabscuando se expone al aire.

La reaccion de fijacion de nitrdgeno puede expsesar

N, +16 ATP+10H+8eé—> 2NH +H,+16 ADP + 16 P

Dicha reaccién requiere: un donador de ATP-Mg®* y una concentracion
extremadamente baja de oxigeno.

El reductor in vivo de la nitrogenasa es una pmnatede potencial redox muy
negativo, tipo ferredoxina, en bacteroidesBdgaponicum Las ferredoxinas son proteinas
SFe, cuyo potencial redox de -0.43 voltios puedmrvan un determinado rango segun los
componentes de la proteina. En los organismosifisétisos la fuente de poder reductor
proviene del flujo electronico derivado de la cfdeo(Frioni, 1999).

La energia necesaria para la fijacion de nitrégerwiene originariamente de la
fotosintesis. El compuesto carbonado mas importaatsportado desde la parte aérea a
los nddulos, via floema, es la sacarosa. En lagasétiel nddulo la sacarosa es hidrolizada
por la actividad de las enzimas invertasa alcajmmae produce glucosa y fructosa) y
sacarosa sintasa (que produce reversiblemente o$aicty UDP-glucosa). Los
monosacaridos son hidrolizados a través de la glteolitica hasta la obtencién de
fosfoenolpiruvato, este ultimo produce oxalacetétas incorporar COpor accion de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa, una enzima citosoleuy abundante en los nodulos. El
oxalacetato, inestable, es reducido rapidamentealatonpor la malato deshidrogenada.
Este puede ser utilizado como fuente de carborneygéa en los bacteroides, luego de ser
oxidado en el ciclo de los acidos tricarboxilicoshien puede ser reducido a succinato,
otro &cido dicarboxilico que puede ingresar al draide (Azcon-Bieto y Talon, 2000)
(figura 4).
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Figura 4. Sintesis de malato por una via reducticaoaerébica

% Hidrdlisi szog HOCH,
HOCH idrolisis e CH,
H \H PO H H /4 i | e, B
3 2 H HO » Ko u e T 2KH HO
HO \ko«j CH,0H HO \] O—UDP| HO\ CH,—O-
H OH OH H H OH OH H
UDP-glucosa
Sacarosa | fructosa
lucosa
l Via glucolitica
O\\C /O o
(|300_ Reduccion Carboxilacion | I
HO—CH “——  0—C—_C00- «— C~0~1|°—0
Malato | I
CH CH,—C00" ~ CH,
COO~ Oxalacetato Fosfoenolpiruvato

Para lograr bajas concentraciones de oxigeno,aatglsuministra al nédulo una
proteina, la leghemoglobina, que es capaz de cganpléransportar @con gran afinidad,
lo que resulta en muy bajas concentraciones deeogign el nédulo. Dado que la
leghemoglobina es roja, la actividad fijadora d&dgeno en los nodulos es facilmente
detectable por observacion de coloracion rosaddegencia de la coloracion blanca de los
ndédulos inefectivos (Lodeiret al, 2003).

Una reaccion secundaria del proceso de fijaciomittégeno es la formacion de
hidrogeno; si bien este proceso emplea energiasifdédica, se ha comprobado que el
posterior reciclaje de hidrogeno por la hidrogenasade aumentar la eficiencia de fijacion
(Albrechtet al, 1979).

El primer producto estable de la fijacién de nigdg es el amonio. Dado que los
bacteroides expresan muy poca actividad asimiladi®@monio, éste es excretado hacia el
citoplasma de la célula infectada, donde es ingagmw en compuestos carbonados. El
amonio es asimilado por la actuacion conjunta desf@imas glutamina sintetasa (GS) y
glutamato sintasa (GOGAT), que constituyen el denado ciclo GS-GOGAT (Templet
al, 1998). En plantas superiores existen dos tipoSQ&AT: la Fd-GOGAT, que es la
forma mas abundante en tejidos verdes y se localizéos cloroplastos, y la NADH-
GOGAT, mas abundante en tejidos no fotosintéticais€s, nddulos).

En una primera etapa, el amonio es incorporadonannoolécula del aminoécido
glutamato, reaccion catalizada por GS, para proda@ aminoacido con mayor contenido

de nitrégeno, la glutamina. Esta puede ser expahsilema o bien puede reaccionar con

-13 -



el a-cetoglutarato para dar como producto dos moléadagiutamato, reaccion catalizada
por GOGAT (figura 5).

Figura 5. Ciclo GS-GOGAT. (Fuente: Azcén y Tal6gpQ, pag 239)

COO™ COOo~
H,N(':H éo
CH, (I:H2
(i:H? Fd,., 0 NADH ¢|3Ha
| (2e7) |
COOo_
ADP GLUTAMINA 2-OXOGLUTARATO
:
GLUTAMATO GLUTAMATO
CoOo™ COoO~
H3N(::H (::H
CH, CH,
CH, lCHz
COO~ (l:OO“
Asimilacion del amonio por el ciclo GS/GO-
GAT. GS: glutamina sintetasa; GOGAT: glutamato sintasa.

Ademas, la glutamina puede donar su grupo amidasphrtato para formar
asparagina, dicha reaccion es catalizada por laragipa sintetasa (AS) y requiere
hidrolisis de ATP (Azcon-Bieto y Talon, 2000). Enfigura 6 puede observarse el flujo de
carbono y de nitrégeno, y las enzimas involucradasla sintesis de compuestos

carbonados y aminoacidos en nodulos de raicegdmirosas.

Figura 6. Flujo de carbono y nitrégeno en nédylBaente: Vance and Heichel, 1991)
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Malato deshidrogenada, 6- Aspartato amidotransderasAsparagina sintetasa, 8- GIu
descarbailasa. ¢ Enzima malica. 1- Alanina amidotransfera
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El amonio asimilado puede ser exportado desde ddsilos a la parte aérea de la
planta por el xilema, en forma de amidas o ureitlas.leguminosas de origen templado,
como alfalfa y trébol, exportan el nitrogeno ennfarde amidas, como la glutamina y
asparagina, mientras que las leguminosas de atrigeital, como soja y poroto, exportan
el nitrégeno en forma de ureidos, como la alantgiebhacido alantoico (figura 7). Dichos
ureidos se sintetizan a partir de glutamina y agpaa e implican la sintesis de novo de

purinas y su posterior oxidacion.

Figura 7. Estructura de ureidos. (Fuente: Azcomalpi; 2000, pag 256)

NH, COOH NH,

NH, O NH J\
@ J\ /L
OJ\ I > 07 ™ nu NHT O
NH NH

Alantoina Acido alantoico

La utilizacién de ureidos para el transporte dedg@no conlleva un ahorro de
carbono, ya que la alantoina y el acido alantomsepn una relacion C:N de 4:4 frente a
una 5:2 de la glutamina o una 4:2 de la asparadima.embargo los ureidos son
considerablemente menos solubles que las amidagdopodria explicar por qué son
mayoritariamente exportados en las leguminosascai®s, que presentan nddulos de
crecimiento determinado: se sugiere que el sisteasaular cerrado y sin ramificaciones
de estos puede tolerar un mayor flujo de aguaciente para “arrastrar” durante la

transpiracion de la planta los ureidos producidodos nédulos (Azcon-Bieto y Talon,

2000).

1.6 Medida de la actividad nitrogenasa

Existe gran interés en medir apropiadamente laidatl nitrogenasa, tanto para el
mejoramiento de cepas de rizobios e inoculantesjocpara el mejoramiento de las
leguminosas (Unkovich and Pate, 2000; HerridgeRosk, 2000).

Tanto la inspeccion ocular del color interno de hdslulos como el analisis de la
composicién de los fluidos xilematicos, sirven corastimaciones indirectas de la
actividad nitrogenasa (Lodeimt al, 2003). Mas aun, dada la estrecha relacion entre el

nitrogeno fijado y su posterior asimilacion en iela&c GS-GOGAT, la presencia de dichas
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enzimas puede ser usada como una medida direta&figeion de nitrégeno, y por tanto,
de la actividad nitrogenasa (Reynoé&dsl, 1982).

La nitrogenasa, ademas de catalizar la reduccionitdggeno a amonio, cataliza
otras reducciones, como la de acetileno a etil&ista Ultima se emplea como medida
directa de la actividad nitrogenasa, gracias addilad con que puede medirse la cantidad
de etileno producido, mediante el uso de un crognafé de gases. Sin embargo, debido a
que el acetileno, luego de un corto tiempo de dgws puede actuar como inhibidor
(Minchin. et al, 1994), se ha desarrollado un método alternativoogmsiste en medir la
evolucion de hidrégeno, que siempre acompafa lacod@h de nitrégeno (Lodeiret al,
2003).

Otros métodos consisten en medir el nitrégeno puwrado por las plantas. Estos no
representan medidas de la actividad enzimatica,laiacumulacion del producto de dicha
actividad. Tal es el caso de la medida del contetddal de nitrogeno en relacion a un
testigo sin inocular, ya sea en la parte aéreagrasos, o la planta entera, determinacion
llevada a cabo empleando el método Kjeldahl. Auis mdirecta resulta la medida del
peso seco acumulado, siempre y cuando se asegeirel gitrogeno ha sido el nutriente
limitante (Lodeiroet al,2003).

1.7 Limitaciones para la FBN

El sistema simbidticdB. japonicumsoja requiere que no haya condicionantes por
exceso o por defecto para el desarrollo normatadéio.

Uno de los factores que limitan la FBN en sojaaggrésencia de formas combinadas
de nitrdgeno en el suelo. Los suelos feértiles, rmonlerada o alta disponibilidad de formas
inorganicas de nitrdgeno en el momento de la siem@p importantes tasas de
mineralizacion durante el ciclo del cultivo afectdrestablecimiento de la simbiosis ya que
retardan el inicio de la nodulacién y/o inhiberfugicionamiento del sistema fijador (Lett
et al 1998). Las carencias de fosforo, potasio, calemifre y micronutrientes también
disminuyen la formacién de nédulos y por consigigiéa FBN (Rivercet al, 1995).

En cuanto al clima, los factores mas importantes laadisponibilidad hidrica y la
temperatura. La simbiosis es sensible a condicideemegamiento: con sélo 2 o 3 dias de
inundacion se puede provocar una alta mortandaddelos; por su parte, los efectos del
estrés hidrico por sequia en este cultivo afecatotla nodulacién como la fijacion de
nitrégeno. Con temperaturas cercanas a los 15%€tisesa el proceso de infeccion y la
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nodulacién; no todas las cepas noduladoras det@lejan temperaturas superiores a los
40°C.

1.8 Influencia del fésforo

La principal causa de deficiencia de fosforo eslgaglantas pueden absorberlo solo
como iones HPG y H,POy (Schachtmaret al, 1998). Estos aniones son muy reactivos y
en el suelo forman parte de compuestos como satspipadas, ésteres de foésforo
inorganico, compuestos organicos como fitato. Les@ncia de cada forma no asimilable
de fosforo depende del pH del suelo: en sueloodckl fosforo forma compuestos poco
solubles con aluminio y hierro, mientras que ernasualcalinos precipita como sales de
calcio y magnesio (LOpez-Bucai al, 2000).

Los fosfatos mas abundantes en la regién semipadeeana estan ligados a calcio
(Buschiazzoet al, 1994). La agricultura continua durante mas detgeaiiios causé una
disminucién considerable en el fosforo soluble yremor grado en el fosforo inorganico
total (Uriosteet al, 1996). Los niveles de fosforo para el periodo 12986 (Romano y
Roberto, 2007) indican que si bien existen zonasrgumostraron cambios, debido a un
incremento de la fertilizacion fosforada en lasadnmas productivas, otras zonas presentan
niveles criticos de contenidos de fosforo como eomsncia de la menor adopcion de

tecnologia de fertilizacion (figura 8).

Figura 8. Cambio en los niveles de fosforo en eloge 1996-2006. (Fuente: Romano y Roberto, 2007)
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Estudios sobre la influencia del fésforo inorganiea la FBN han recibido
considerable atencién en leguminosas (Goeted 2001), en razon del alto requerimiento
de este elemento durante las fases de iniciaci@ejntiento y funcionamiento de los
nodulos radiculares (Al-Niengt al, 1997). En soja cuyos nodulos presentan crecimient
determinado y transportan principalmente ureidasgéficiencia de fésforo inorgéanico
disminuye la concentracion de nitrdgeno tanto epade aérea como en los nédulos, al
mismo tiempo, el suplemento del mismo resulta anesmtio de la nodulacion, tanto en
namero como en masa nodular (Ribet and Drevon,)12@emas, en plantas de soja con
supresion de fésforo, la actividad de las enzim8syGNADH-GOGAT no se detecté en
estadios vegetativos ni reproductivos. La suprediiiosforo provoca reducciéon en los
valores de ureidos, lo que permite la inferenciagde hubo reduccion de la actividad
nitrogenasa y del sistema GS-GOGAT (Silva, 1998).

1.9 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal gntecedentes de coinoculacion

Numerosos microorganismos, especialmente aqualmsaalos con raices, tienen la
habilidad de aumentar el crecimiento de las playts productividad. Desde las primeras
observaciones de un mejor crecimiento de las manteoculadas con bacterias
solubilizadoras de fosforo, diferentes resultadas marcado la habilidad de las bacterias
del suelo de solubilizar fésforo desde la rocadosé, ya sea en cultivos con medio
nutritivo o en asociaciéon con plantas (Azatral, 1976), debido a la produccion de acidos.

En la literatura se menciona que las principalgaseactivas en la solubilizacion de
fosforo pertenecen a los génem®seudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus,
Flavobacterium, Rhizobium, Mesorhizobium y Sinarbizm (Aseaet al, 1988; Saliket al,
1989; Rodriguez y Fraga999).

La inoculacién con mezcla de bacterias provee upmbalance nutricional para las
plantas, y la mejora en la absorcion radicular iegeno y fosforo es el mecanismo
principal de interaccion entre plantas y bacte(@aslimov et al, 1995). Los efectos
benéficos de bacterias del genfmospirillumfueron observados cuando se coinocul6 con
microorganismos solubilizadores de fésforo, tal colm muestra ElI-Komy (1995) tras
coinocularAzospirillum lipoferum y Bacillus megateriuto, cual provey6é una nutricién
nitrogenada y fosforada balanceada. Hay eviden®@a gde ciertas especies de
Pseudomonaaumentan la absorcion de nutrientes, actian caeotes de biocontrol de

hongos fitopatdgenos y producen fitohormonas enizésfera, lo cual promueve el

-18 -



crecimiento vegetal (O’Sullivan and O’'GarE992). Cepas d@seudomonas putidaan
sido citadas como solubilizadoras de fésforo (Kuarad Sing2001; Villegasand Fortin
2002; Rosast al, 2006).

Cuando se coinoculB. japonicuny P. putidasobre raices de soja, se registré mayor
namero de nédulos y peso seco. Los efectos beséliealicha coinoculacién se asociaron
a la pobre solubilizacion de fosforo y producci@nsiieréforos por parte @ japonicum

en comparacion cdn. putida(Rosast al, 2006)
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2. Hipotesis

A los efectos de lograr una mejora en los renditogerdel cultivo, disminuir la
necesidad de aplicacion de fertilizantes quimicomantener la estructura y materia
organica de los suelos; se requiere la inoculabidldgica de los cultivos a desarrollar,
con cepas bacterianas promotoras del crecimiengetake -PGPR-, tales coma8.

japonicumy bacterias solubilizadoras de fosforo.
3. Objetivo

El objetivo del trabajo es “determinar la influemae bacterias solubilizadoras de
fésforo en cultivos de soja inoculados c@n japonicum en distintos estadios de
crecimiento de la planta, por medio de la cuartfién de la actividad enzimatica del ciclo
GS-GOGAT".
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4. Materiales y métodos

4.1. Microorganismas

4.1.1. Bacterias fijadoras de nitrégeno

Se emplean las siguientes cepasBdadyrhizobium procedentes del cepario del
departamento de Quimica de la Facultad de Cielniastas y Naturales de la UNLPam:
E 109, Semia 5080, Semia 5079, E 5014, Semia 8&&ja 928, Semia 5019 y Semia
587.

4.1.2. Bacterias solubilizadoras de fésforo

Se utilizan dos cepas bacterianas: SP21, una eepmmle la especieseudomona
putida y SP8W, una cepa aislada de rizosfera de aléaifauelos de la zona este de La
Pampa. Para definir la cepa a utilizar en el ensayrealiza la observacién microscopica
de los in6culos respectivos, considerando puremerfologia del cultivo y movimiento
bacteriano, y se determina la disminucion del pHwedio como medida de la capacidad

solubilizadora de foésforo.

4.2. Material vegetal
Se usan semillas de soja NIDERA, cultivar A-3550;RfBoporcionadas por la
Catedra Produccion Vegetal de la Facultad de Agnéae- UNLPam.

4.3. Soporte para el cultivo de las plantas: suelo

4.3.1. Metodologia de toma de muestra

Para la seleccidbn del suelo, se busca que éstepsbee en nutrientes,
principalmente nitrégeno y fosforo, y que no seateetura muy fina para evitar
compactacion en las macetas. El suelo se extram ham profundidad de 20 cm

aproximadamente, luego se procede a su secadazation

4.3.2. Analisis fisico quimico
Se realizan las siguientes determinaciones:
 Humedad a capacidad de campee determina el peso inicial del suelo en el

cilindro, se satura con agua y luego de 24 horapesa nuevamente. Por
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diferencia de pesada se calcula el volumen de egmugerido para mantener el
suelo a capacidad de campo.

* Punto de marchitez permanentese satura el suelo con agua, se deja lixiviar
durante 24 horas y se determina su peso hiumedym Beecalcula el contenido de
agua remanente por diferencia con su peso secoarfy gle una ecuacion
empirica se calcula el punto de marchitez permanent

* pH actual: se realiza la medida por método potenciométricopleando una
suspension de suelo y determinando pH en el satmete previa agitacion
durante treinta minutos.

» Carbono total se emplea el método de Walkley & Black (1934), iavete el cual
el carbono total (organico e inorganico) se oxida dicromato de potasio (en
medio acido) agregado en exceso y en cantidad mmo@lorandose la cantidad
de carbono presente indirectamente, por tituladgindicromato no reducido. El
punto final de la titulacién se observa por virdgecolor de la solucién de pardo
amarillento a verde intenso.

» Fo6sforo disponible:se emplea el método de Bray-Kurtz 1 (1945), enmgleaina
solucion extractiva constituida por fluoruro de aoo 0.03 N en &cido
clorhidrico 0.025 N. El fluoruro tiene la propiedae formar compuestos con los
iones de aluminio y de hierro, con la consecuédhtgdcion del fosforo retenido
en los suelos por estos cationes trivalentes. kagpicia del 4cido conduce a la
liberacion de los fosfatos de calcio mas activespidiéndose la refijacion
durante la extraccion del fosforo por la accionfiedruro. La cuantificacion es
por colorimetria, el molibdato de amonio y el t@iidr de amonio y potasio
reaccionan en medio acido con ortofosfato para dormun A&cido
molibdofosférico, que se reduce a azul de molibdeeocolor azul intenso, por
accion del acido ascérbico. ElI compuesto redugidmloreado presenta dos
picos de maxima absorcion: 660 nm y 882 nm, emglese el segundo para
medidas con espectrofotbmetro.

* Calcio y Magnesioila extraccion del calcio (Ca) y magnesio (Mg) adslms se
realiza con una solucion saturante de acetato dmianl N, pH 7. Para la
cuantificacién se emplea un método volumétrico tifatacion complejométrica
con EDTA disddico, el reactivo EDTA reacciona cas liones Ca y Mg,

formando complejos, se determina primero Ca y Miuggo Ca, utilizando

-22 -



indicadores negro de eriocromo T y murexida re$ygaoente, con viraje de rojo
vinoso a azul. El Mg se obtiene por diferencia.

4.4. Medios y condiciones de cultivo para microorgasmos

4.4.1. Bacterias fijadoras de nitrogeno

En la tabla 2 se indica la composicion del mediocditivo empleado par®.
japonicum.

Tabla 2: Composicién del medio de cultivo pBrgaponicum (Fuente: Balatti, 1992)

Componente g/l | Inéculo| Mantenimiento | Crecimiento
K,HPO, 0.50 0.50 0.50
KH,PO, 0.50 0.50 0.50

(NH,),HPO, 0.30 0.30 0.30
MgSQ,7H,0 0.20 0.20 0.20
NaCl 0.10 0.10 0.10
KNO; 0.80 0.80 0.80
MnSQ,4H,0 0.06 0.06 0.06
FeCkE6H,0O 0.06 0.06 0.06
Ext. Levadura 2.00 2.00 4.00
Glicerol 5.00 5.00 10.00
pH 6.8 6.8 6.8

4.4.2. Bacterias solubilizadoras de fésforo

En la tabla 3 se indica la composicion del mediculévo empleado para bacterias
solubilizadoras de fosforo.

Tabla 3: Composicién del medio de cultivo paralsititzadoras de fésforo. (Fuente: Comunicacion peafo

Componente Concentracion (g/l)
Caldo nutritivo 8
Extracto de levadura 2
Glucosa 20
CaHPQ 4
Agar 22

4.4.3. Condiciones de cultivo

Los microorganismos se desarrollan en medio liquetioual se utiliza en relacién
1:5 con el volumen del erlenmeyer, a fin de asedareorrecta aereacion del cultivo, para
lo cual se colocan en agitador rotatorio a 250 npr2.5 cm de excentricidad. La
temperatura Optima para el crecimiento se logracemido los medios en cuarto estufa a 28
°C. El tiempo de desarrollo de los cultivos de pwcganismos es de 48 horas para
Bradyrhizobiumy de 24 horas para bacterias solubilizadoras sferid.
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4.5. Cultivo de plantas
4.5.1. Desinfeccion de las semillas y germinacién

En principio se colocan las semillas en una castbtéril. Para iniciar la
esterilizacion, se sumergen las semillas duraete mrinutos en etanol al 95%, luego se
traslada la cestilla a una solucion desinfectaeHdChL al 1% y se agita otros tres
minutos, finalmente se realizan cuatro o cincodagade aproximadamente un minuto con
agua destilada estéril, el agua del dltimo lavaderaplea para trasladar asépticamente las
semillas hacia una caja de petri con doble cagaagel de filtro, previamente esterilizada.

Las semillas se dejan a germinar durante 48 horasato estufa a 28 °C.

4.5.2. Condiciones de cultivo

Se emplea suelo sin historia sojera. Con el prépdl& asegurar la ausenciakle
japonicum se realiza un ensayo previo en camara climatja#dezando medio Jensen, e
inoculando plantulas con diluciones seriadas deodétielo.

Las plantas se cultivan en macetas de 16 cm deethdm 45 cm de alto, con una
capacidad de 7.5 kg de suelo aproximadamente. la&ggtas se colocan en invernaculo
(figura 9), van rotandose peridodicamente durantepexiodo estudiado para permitir
igualdad de condiciones entre las plantas. Lasicomeés de temperatura y humedad se

controlan a fin de que no resulten limitantes ghidesarrollo del ensayo.

Figura 9. Sistema de cultivo en invernaculo
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4.5.3. Siembray raleo

En cada maceta, que contiene 7.5 kg de suelo, tsbleaen dos plantas.
Inicialmente se siembra el doble de semillas pragerdas (cuatro) en el suelo hiumedo, y
después de una semana, cuando empieza a abrimlergrhoja trifoliada, se ralean las
plantulas menos vigorosas, dejando dos de tamafarme. Para no romper las raices de
estas Ultimas, las plantas raleadas se arrancdadngamente o se cortan a nivel del suelo.

4.5.4. Tratamientos: inoculacion y fertilizacion de plantuas

Los tratamientos elegidos para realizar el ensago s

a. Testigo sin inocular (T)

b. Testigo fertilizado con nitrégeno (N)

c. Testigo fertilizado con nitrégeno y fésforo (N+P)

d. Inoculacion corB. japonicum(B.j)

e. Inoculacioén corB. japonicumy bacterias solubilizadoras de fosforo (B.j+SP)

Se adopta un disefio al azar, con tres repeticideesada tratamiento, en cada
cosecha, es decir que se preparan 45 macetas.

Para proceder a la inoculacion de los tratamiemqt@esio requieren se procede de la
siguiente manera: se siembran en forma asépticarterameyer de 250 ml con 50 ml de
medio inéculo cada uno, con tres ansadas de culterB. japonicumconservado en
heladera a 5°C, posteriormente se colocan en tadagirotatorio a 250 rpm durante 48 hs,
a una temperatura de 28°C. Se procede de la missmaranen la siembra del medio
in6culo para bacterias solubilizadoras de fésfpeyp a diferencia del anterior, se realiza
a partir de cepas conservadas en freezer, en ti@dido con glicerol.

Se realiza un recuento, empleando la técnica dekeriimas probable (NMP) de
microorganismos, al momento de la inoculacion 8onaponicum,para determinar el
nimero de células viables TlPara ello se utiliza el método de dilucién y pleo, que
considera que cada célula viable forma una coldP@tiendo del inéculo se realizan
diluciones sucesivas hasta obtener una dilucién wom concentracién entre “00°
células mf', estas se siembran en placas de Petri con meglizadp, se colocan en estufa
a 29 °C y se incuban durante 7 dias, finalmenteusatan aquellas cuyo nimero de
colonias esta entre 30 y 300.

Para la fertilizacion quimica con nitrégeno y fadsfge emplean soluciones de urea

y fosfato monoéacido de potasio respectivamenteddsas de fertilizante es de 150 kg/ha
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de nitrégeno, a aplicar en tres etapas, una poy ymds 100 kg/ha de fésforo, a aplicar en
dos etapas, durante los dos primeros meses deoensay

4.6. Experiencias realizadas

Para determinar la influencia de bacterias sokddlboras de fésforo en soja
inoculada corB. japonicumen distintos estadios de crecimiento del cultseoprocede a
realizar tres cosechas de plantas enteras deredgaiaiento, a los 44, 74 y 99 dias después
de la siembra, que corresponden a los estadioplBait(d de floracién), R5 (inicio del
llenado de granos) y R7 (inicio de la madurez) eeBpamente, sobre las cuales se

realizan las siguientes determinaciones:

4.6.1. Evaluacion del crecimiento

» Peso seco de parte aérea

4.6.2. Determinaciones analiticas
» Nitrogeno acumulado en planta a los 44 y 74 dias.
» Nitrogeno en semillas a los 99 dias desde la s@mbr
» Contenido de proteinas solubles en nédulos

4.6.3. Actividades enzimaticas en nédulos
> GS
> GOGAT

4.7 .Metodologia

Para la recoleccion del material, cada dia de eecamn, se apartan al azar tres
macetas (es decir seis plantas) de cada tratami&#oseparan parte aérea para
determinacion de peso seco, a 70 °C durante 4§ hisrégeno acumulado en planta; y
raices, las cuales se colocan en agua para elifasireaena y se secan con papel, para

posterior recoleccion de nédulos y determinaciéaalidad enzimatica.
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4.7.1. Determinaciones analiticas

4.7.1.1.Cuantificacion de nitrégeno acumulado en @hta o semilla

La cantidad de nitrogeno acumulado en planta ollse(dependiendo del grado de
madurez al momento de la cosecha) se determina sudiieria seca. Se cuantifica por el
método de Kjeldahl (Bremmer, 1960) en equipo autmado, Tecator-Kjelltec 1030. En
dicho método el nitrégeno de la muestra es comeediamonio por digestion con acido
sulfurico concentrado (oxidacion humeda) y catdiizas que facilitan esta conversion; el
amonio se determina en el digesto por titulacidradeniacdiberado en la destilacion del
digesto tratado con alcali y recogido en acidodmori

4.7.1.2.Contenido de proteinas solubles en nédulos

Las proteinas solubles en nddulos se determinaelpoétodo de Bradford (1976)
gue se basa en la medida espectrofotométrica enBB8e coloracion desarrollada por
union del azul de Coomassie a las proteinas. Rlarase agregan 5 ml del reactivo de
Bradford a 0.05 ml de extracto enziméatico (procéelele la cuantificacion de enzimas);
luego de agitar se mide la absorbancia entre Ipdo8 60 minutos luego de iniciada la
reaccion. Se utiliza un blanco con tampdn de egithacy la concentracion de proteina se

calcula a partir de una curva de calibracion prgeicon seroalbumina bovina

4.7.2. Actividades enzimaticas en nédulos

Para determinar las actividades enzimaticas seartih las técnicas desarrolladas
en la Tesis de Maestria de Gonnet (1994). EstaicBautiliza un mismo extracto
enzimatico para determinar las actividades de GSOGAT, empleando el buffer de

extraccion que se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Buffer de extraccion. (Fuente: Gonnet,4)99

Componente Sol. madrg Concentracion final | V. en 30 ml
Buffer K;HPO/KH PO, (pH 7.5) 0.5 M 50mM hasta enrase
EDTA 05M 5mM 0.3 ml

KCI 1M 100 mM 3ml
Sacarosa (s6lido) 14.6 mM (5%) 15¢g
B-mercaptoetanol (so6lido) 0.2% 0.06 g

El B-mercaptoetanol se agrega el mismo dia de ensayo.
En mortero y pilbn frios se macera la mezcla ndé&lbldfer de

extraccion/polivinilpirrolidona (PVP) en relaciéons5g/5ml/0.25g. EI homogenado se filtra
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a través de gasas frias, embebidas en tampdn, fitratlo se centrifuga a maxima
revolucion a 4°C. En el sobrenadante, con protesoasbles del interior del nédulo, se
realiza primero la determinaciéon de actividad GOG#@Adbido a la gran inestabilidad de la
misma; las actividades de ambas enzimas son medidagpre dentro de las 3 horas

siguientes a la extraccion.

4.7.2.1. Medida de la actividad GOGAT

La actividad GOGAT se mide siguiendo la disminucitenabsorbancia a 340 nm
por oxidacion del NADH, propuesta por Gonnet (1994a disminucion de la
concentracion de NADH se debe a que la enzima lizautcomo sustrato en la
transaminacion reductiva que cataliza, al transtarigrupo amida de la glutamina al 2-

oxoglutarato, como lo indica la siguiente reaccion:

B-NADH + Glutamina + 2-oxoglutarato— 2 Glutamato + NAD

Para llevar a cabo la determinacion se preparancisoles de los reactivos en
buffer de extraccion y se mantienen a temperater@d08C en bafio termostatizado, salvo
el NADH gue se mantiene a temperatura de refriggmatna vez listas, las soluciones se
agregan a la cubeta de medida en el orden quaiitaliabla 5, la reaccion se inicia con el

agregado de glutamina.

Tabla 5. Mezcla de reaccién. (Fuente: Gonnet, 1994)

Reactivos Sol. madre | Concentracion final Volumen (ul)
Buffer de extraccior 200
2-cetoglutarato 0.018549g/10ml 12.5 mM 200
Aminooxoacetato 0.01093g/10ml 5mM 200
B-NADH 6mg/2mi 15 mM 20
Extracto enzimatico 200
Glutamina 0.036549/10ml 25 mM 200

Una vez homogeneizada la mezcla, se coloca laz@net| espectrofotometro y se
mide la absorbancia a 340 nm en el modo cinétimmiducion de absorbancia a 30 °C
cada 60 seg durante 8 min).

Antes de realizar la medida de la muestra se prapamiden dos blancos, uno sin
a-cetoglutarato y otro sin glutamina, para correcaé la posible oxidacién endoégena del

NADH. Ademas se corrobora que la solucion de NADkspnte una absorbancia
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comprendida entre 0.2-0.8, para ello se mezclandendgua destilada y @ilode solucion
de NADH.
La actividad se calcula empleando la siguienteesipn:

Actividad GOGAT especifica = (AAbs/min - AAbs blanco/min) V /€ 10°d v (V/ng
proteina)
Unidades: umol NADH ox miri* ng proteind. AAbs/min: variacién media de la
absorbancia por minuto, minV: volumen de buffer empleado para realizar etazto,
ml; v: volumen de extracto usado en la medida,emtoeficiente de extincion molar del
NADH, 6.22 10° cn? mol; d: ancho de la cubeta, cm; ng proteina: protesnasles en

el extracto, ng/ml.

4.7.2.2. Medida de la actividad GS

La actividad enzimatica se mide por el ensayo sesiitiético también llamado
sintetasa. En la reacciéon enzimatica se progugietamilhidroxamato, este al entrar en
contacto con una solucién acida de hierro desarrafia coloracién rojo-marrén que
permite realizar medidas espectrofotométricas anbd.0

La reaccion enzimatica es la siguiente:

ATP + L-glutamato + hidroxilamina= y-glutamil hidroxamato + ADP +;P

En las tablas 6 y 7 se indican la mezcla de reacci@ solucion de corte empleadas para

la determinacién colorimétrica.

Tabla 6: Mezcla de reaccién

Reactivo Concentracion final| Sol. final
Tris-HCI (pH: 7.8) 100 mM 10 ml
hidroxilamina 5mM 0.00347 g
L-glutamato 50 mM 0.07856 g
MgSO, 50 mM 0.50000 g
ATP 20 mM 0.11022 g

Tabla 7: Solucién de corte

Reactivo Concentraciéon| Volumen (ml)
FeCk 10 % (HCI 2 N) 33
Acido tricloroacético 24 % 33
HCI 50 % 33
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Para realizar la determinacion, a 5@0de mezcla de reaccion (tabla 6) se le
adiciona 200l de extracto enzimatico y se incuba a 30 °C derd&f@t minutos. La
reaccion se detiene al afiadir 10Gle solucién de corte (tabla 7). La mezcla serifagha
a maxima velocidad durante 5-10 min y se mide dlasmia a 540 nm en
espectrofotometro.

Para determinar la actividad GS se construye unaale calibrado (figura 10)
con patron de-glutamilhidroxamato preparado en solucién de exita a concentracion
de 10 mM (8.1 mg/ 5 mL de buffer de extraccionyaR&alizar la curva se preparan diez
patrones (tabla 8) utilizando 500 ul de mezclaedecion sin ATP ya que previamente se
determiné por barrido espectral que la absorbaheimezclas de reaccién con y sin ATP
es la misma. A este volumen se le adiciona 200 yg sg obtienen por mezcla de
cantidades crecientes de patron mas solucion tiaceddn. Luego de la incubacion se le
adiciona 700 pl de solucion de corte y se lee Boddancia a 540 nm utilizando como
blanco una mezcla en las mismas proporciones deciéol de reaccion, solucion

extraccion y corte.

Tabla 8. Patrones GS

micro mol GH | Abs
0,40 0,133
0,60 0,195
0,80 0,264
1,00 0,318
1,20 0,419
1,40 0,484
1,60 0,553
1,80 0,614
2,00 0,694
2,20 0,772

Figura 10. Curva de calibracion GS
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La actividad total GS se expresa empleando lasesitgs expresiones:

Actividad GS especifica =zApmol y-GH V / t 0.2 ml extracto ng proteina
Unidades: umol de-GH min* ng proteind. Aumol y-GH: variacién en micromoles de
glutamilhidroxamato; t: tiempo de incubacion, mir2 ml extracto: volumen empleado en
el desarrollo de la reaccion; V: volumen de bu#ierpleado para realizar el extracto; ng

proteina: proteinas solubles en el extracto, ng/ml.

4.8.Andlisis estadistico
Para realizar el analisis estadistico se emplsafetare SAS (1999). Los resultados
son comparados por analisis de varianza (ANOVA)erAds se realizo un test Duncan

para evaluar diferencia de medias entre dos tratdos.
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5. Resultados y discusion

5.1. Microorganismos

5.1.1. Bacterias fijadoras de nitrégeno

Se logro purificar las cepas: E109, Semia 938, 8&8v7 y Semia 5019. Luego se
procedié a su conservacion en heladera en tubosdgidlauta. Debido a que E109, es la
cepa patron recomendada para soja a nivel nacgmaptd por ella para la inoculacién en
el ensayo a realizar. Para ello se sembraron désulms deB. japonicum E109,
denominados 1 y 2, luego del periodo de incubaegios presentaron valores de pH de
7.52 y 6.70 respectivamente. Ambos inéculos sereasmn al microscopio como cultivos
puros, con bacterias en movimiento y tipica forraabdston, con la diferencia de que el
indculo 1 presenté un mayor crecimiento, a esimalpodria atribuirse el mayor aumento
del pH de éste, esta diferencia podria explicapsaip arrastre de mayor masa microbiana
con el ansa al momento de la siembra. Para redhzamoculaciéon de las plantas se
mezclaron previamente ambos indculos obteniéndogdHuinal de 7.05. La aplicacion de
la técnica del NMP, arrojo un numero de microorgamus viables, al momento de la

inoculacion, de 2.35 x ¥DUFC mI. Se inoculé cada plantula con 1 ml de cultivo.

5.1.2. Bacterias solubilizadoras de fésforo
Tanto el in6culo de SP21 como el de SP8W se ohservamo cultivos puros,

con bacterias en movimiento, con la diferencia de gl in6culo de SP8W presentd
microorganismos de menor tamafio. La disminuciomptietiel medio para SP21 y SP8W,
alcanzé valores de 3.88 y 3.79 respectivamentgplde 24 horas de incubacion. Si bien
ambas cepas presentan similares cualidades delizalkcibn de fésforo, debido a que el
empleo de la cepa SP21 en ensayos previos de atoamn con E109 arrojé un
incremento en los rendimientos (Rosdsal, 2006), se optd por esta para inocular los

tratamientos del ensayo que asi lo requieran.
5.2. Andlisis fisico quimico de suelo

En la tabla 9 se detallan los resultados del siséiisico quimico del suelo empleado

como soporte en el ensayo
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Tabla 9. Andlisis fisico quimico de suelo

Determinacion Resultado
Humedad a capacidad de campo 23.1%
Punto de marchitez permanente 4.49 %
pH actual 6.90
Materia organica 1.11%
Fosforo disponible 7.44 ppm
Calcio 7.50 meq/100 g suelo
Magnesio 1.50 meqg/100 g suelo

El suelo empleado para el ensayo se caracterizpnesentar niveles muy bajos de
fésforo disponible, inferiores al nivel critico d®@ ppm, es por ello que hay probabilidad
de obtener respuesta a la fertilizacion fosforgdasea quimica o biolégica. El suelo tiene
bajo contenido de nitrégeno total (Comunicacionspeal), ello puede deducirse
considerando la baja proporcion de materia organfk@emas, esta Ultima puede
relacionarse indirectamente con el contenido d®tni proveniente de mineralizacion,

indicando deficiencia del mismo en dicho suelo.

5.3. Ensayo en camara climatizada
No se observé desarrollo nodular en un period8Qddias, en las raices de plantas
inoculadas con solucion de suelo (figura 11). Baiahto se procede a su empleo para el

desarrollo del ensayo en invernaculo.

Figura 11. Ensayo en camara climatizada.
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3.2. Experiencia realizadas

3.2.1. Evaluacion del crecimiento

En la tabla 10 pueden observarse los resultadgsesie seco de parte aérea para
cada tratamiento, en cada una de las etapas dealesanalizadas (letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos). |Bnfigura 12 se muestra un gréfico de

barras con la distribucion de dichos resultados.

Tabla 10. Peso seco de parte aérea

N° corte | Tratamiento | Peso seco de parte aérea
1 T 0.42 +0.01c
N 0.50 +0.09c
N+P 0.86 40.14a
B.j 0.48 +0.01c
B.j+ SP 0.67 4.15b
2 T 1.55 +0.10d
N 4.53 +0.24b
N+P 5.69 +1.10a
B.j 3.08 +0.30c
B.j+SP 3.10 4.33c
3 T 4.85 +0.67d
N 6.32 +0.56¢C
N+P 8.17 40.40a
B.j 5.99 +0.19c
B.j+ SP 7.11 40.49b

Figura 12. Distribucion de PS por tratamiento y gante
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El andlisis estadistico ANOVA arrojo diferenciagrsficativas en el peso seco
entre los tratamientos de cada cosecha. Luegoosedi6 a realizar un test Duncan para
diferencia de medias entre dos tratamientos. Eriler corte se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos coinoculaddestigo fertilizado con nitrégeno y
fésforo, siendo este ultimo el que arroj6 mejoesuitados. Los tratamientos testigo sin
inocular, testigo fertilizado con nitrégeno e inaelo conB. japonicumno presentaron
diferencias significativas entre si, y fueron me&son los primeros. Si bien los valores
obtenidos son inferiores a los citados por Radaal. (2006), deberia considerarse que
dicho ensayo se realiz6 empleando como soportégparena estéril, y por lo tanto sin
competitividad con microorganismos externos a leslumdos. En el segundo corte se
observé una diferencia significativa de los tratmos fertilizados quimicamente respecto
de los inoculados, estos ultimos fueron superiatésstigo. Finalmente en el tercer corte
se obtuvo una acumulacion de materia seca simildose tratamientos testigo fertilizado
con nitrégeno e inoculado c@&h japonicum que difieren significativamente del testigo sin
inocular; el testigo fertilizado con nitrégeno wforo siguié arrojando resultados elevados,
superiores al tratamiento coinoculado.

En las siguientes fotografias se indica el estaddesdarrollo de las plantas en cada

cosecha.

Figura 13. Primer corte. Tratamientos B.j+SP; B4P; N y T respectivamente.
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Figura 14. Segundo corte. Tratamientos B.j+SP;NBtP; N y T respectivamente.

3.2.2. Determinaciones analiticas

3.2.2.1.Porcentaje de Nitrégeno total y Nitrégenorpteico
En la tabla 11 se indican los porcentajes de retnogotal en parte aérea para cada
cosecha, y el porcentaje de nitrégeno proteicceearilss para el tercer corte.
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Tabla 11. Porcentaje de nitrdgeno y nitrégeno total

N° corte | Tratamiento % N % N proteico (factor 5.71) | N total
1 T 3.91 +0.25a 0.02
N 4.48 +0.53a 0.02

N+P 4.66 +0.44a 0.04

B.j 3.96 +0.46a 0.02

B.j+ SP 4.11 ©.01a 0.03

2 T 2.19 +0.31b 0.03
N 2.92 +0.62ab 0.13

N+P 2.78 40.22ab 0.16

B.j 2.93 +0.33ab 0.09

B.j+ SP 3.23 4.59a 0.10

3 T 4.49 +0.41ab 25.64 +2.46 0.22
N 4.68 +0.38ab 26.72 +1.81 0.30

N+P 4.38 40.16b 25.01 +1.64 0.36

B.j 5.26 +0.34ab 30.03 +1.79 0.32

B.j+ SP 5.91 #0.17a 33.75+1.77 0.42

Figura 16. Distribucién de % N por tratamiento,emisas 1 y 2
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No se observaron diferencias significativas erasettatamientos a los 44 y 74 dias
después de la siembra. Los bajos %N registrades sagundo corte, inferiores al primero,
estarian asociados a las altas tasas de trasloa#eigitrogeno en el estadio R5, en el cual

las semillas inician un periodo rapido de acumalacie materia seca y nutrientes.
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Figura 17. Distribucion de % N proteico en semillas
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En el tercer corte, solo se observé diferenciaifsigitiva en el %N proteico entre
los tratamientos coinoculado y fertilizado con dgeno y fésforo. Sin embargo
considerando los resultados de nitrogeno total euedlicarse que no existieron
diferencias entre los tratamientos inoculados yresgectivos testigos positivos. El aporte
de nitrégeno y fosforo, ya sea mediante fertiliaacguimica o biologica, arrojo los

mejores resultados.

3.2.2.2.Contenido de proteinas solubles en nédulos

En la tabla 12 se indican los resultados de absorade los patrones de
concentracién conocida, empleados para constraiunea de calibrado (figura 18). En la
tabla 13 se muestran los resultados de contenigwaleinas en extracto de ndédulos, que

se requieren para el célculo de actividades espasife GS y GOGAT.

Tabla 12. Patrones

ng proteina Abs
150 0,171
300 0,293
450 0,377
600 0,501
900 0,677
1200 0,795
1500 0,910
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Figura 18. Curva de calibracion para determinad®proteinas
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Tabla 13. Contenido de proteinas en extracto dalagd

Cosechd Muestra Abs ng proteina
1% |Bj 0,421 575,8
B.j + SP 0,430 593,8
2% B 0,457 647.8
B.j+ SP 0.481 695.8
3% |B,] 0.411 555.8
B.j+ SP 0.338 409.8

3.2.3. Actividades enziméaticas en nédulos

3.2.3.1.GOGAT
La tabla 14 indica los resultados de la actividddGAT especifica, en cada

tratamiento, la cual esta representada mas abajacpda etapa de desarrollo (figura 19).

Tabla 14. Actividad GOGAT

N° corte | Tratamiento | GOGAT(nmol/minmgproteina)
1 E109 22.896
E109 + SP21 3.520
2 E109 23.378
E109 + SP21 16.893
3 E109 9.287
E109 + SP21 14.855
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Figura 19. Actividad GOGAT especifica vs. tiempo
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La actividad NADH-GOGAT en los nédulos de plantasnoculadas fue menor
que en los ndédulos de plantas con inoculacion smgh el primer corte. Esta
diferenciacion tan abrupta no es un resultado adocilirectamente a la diferencia entre
los tratamientos, sino que mas bien se relaciomour@ escasa recoleccion de ndédulos
para el tratamiento coinoculado en dicho period@ue conllevé al empleo de una menor
proporcion de estos para la cuantificacion, en @agdn con los requeridos por la
metodologia enzimatica. En el segundo corte senabsaievamente el comportamiento
mencionado. Finalmente en el tercer corte se vie lgu actividad GOGAT en el
tratamiento coinoculado superé al inoculado Bojaponicum.

En bibliografia se menciona que la actividad NADB®AT en nodulos de alfalfa
con supresion de fésforo inorganico, fue signifiGahente menor que el tratamiento
control en todos los estadios de desarrollo (Gomteal, 2001). Asimilando este
comportamiento para nodulos de soja deberiamosaegpee la actividad en el tratamiento
coinoculado fuese superior en todos los estadiatesarrollo, lo cual no se observé en el

ensayo.
3.2.3.2.GS

En la tabla 16 se muestran los resultados de tadaxd GS especifica para cada

tratamiento y en cada cosecha, los cuales se enaneepresentados en la figura 20.
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Tabla 16. Actividad GS

N° Tratamiento | GS esp. (nmoly-GH / min mg z) *0.05
corte
1 E109 3.095

E109 + SP21 1.821
2 E109 3.290

E109 + SP21 3.470
3 E109 1.525

E109 + SP21 2.110

Figura 20. Actividad GS especifica vs. tiempo
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Se observé que la actividad GS especifica en taintiianto coinoculado fue menor
al tratamiento con inoculacién simple en el pringerte, lo cual como se mencioné
anteriormente, puede atribuirse a una escasa cecmede nodulos en dicha etapa. En el
segundo corte, asociado al periodo de mayor aativehzimatica (R5), pudo observarse
que la actividad GS fue similar en ambos trataromnEn el estadio R7 se observo una
disminuciéon de la actividad GS especifica, lo gaeasocidé a una caida abrupta de la
fijacion de nitrégeno como consecuencia de la semesa nodular.

Es interesante observar que los resultados deidadivGS obtenidos durante
estadios tempranos son aproximadamente un terciosdeefialados por Reynolds al
(1982), lo que lleva a suponer que existe algumofalimitante no considerado en el

ensayo.

5.5.Consideracion del potasio como factor limitantadicional

Ante la reducida actividad registrada para lasmeagiGS y GOGAT, se procedio a

evaluar posibles limitantes adicionales para eheBo 6ptimo del cultivo de soja. Con
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dicho fin, se llevd a cabo la cuantificacién degsit en el suelo remanente de las macetas,
teniendo en cuenta que este nutriente es el se@mdoden de importancia (después del
nitrogeno) para el desarrollo de las plantas (Themdand Plaxton, 1993). Se obtuvo un
valor de 0.2 meq potasio/100g suelo, es decir T8 g potasio.

Los suelos de la region pampeana se consideeanplbovistos de potasio (Rivero
et al, 2006). Los lotes con mayor frecuencia de soja amotaciéon seran los que
demuestren mayor disminucion de potasio dispongaegl alto requerimiento e indice de
cosecha del mismo. En la region sojera de EE.Udindican niveles criticos de potasio
extractable de 100 a 150 ppm (0.25-0.40 meq/10€gjirs la capacidad de intercambio
cationico del suelo (Vitosket al, 1996); mientras que en el sur de Brasil, los ewel
criticos indicados son de 80 a 120 ppm (0.2-0.3/1@8gy) (Comissao de Fertilidade do
Solo RS/SC, 1994). Por su parte, en la region &@egentina se propone un valor de 130
ppm como nivel critico. Observando los resultadeksamhalisis para dicho elemento, se
evidencido que el suelo empleado para el ensayo ol esentaba deficiencia de
nitrogeno Yy fésforo, sino también de potasio.

Aunque el potasio no es constituyente de ningutctsra o compuesto, esta
involucrado en la mayoria de los procesos necespem el desarrollo de las plantas. En
el interior de las células participa en la actidacenzimética, fotosintesis, transporte de
azucares, sintesis de proteinas y carbohidratosal$® que ayuda a un mejor desarrollo
ante condiciones de estrés por agua, a travésrdguéacion de la tasa de apertura y cierre
estomaticos. Se conoce también su rol en la resist&n enfermedades en las plantas.
Ademas esta involucrado en muchas vias metabd@imsfectan la calidad de los granos,
por lo que es frecuentemente llamado “el elemealidadd” (Tiwariet al, 2002).

Los sintomas de deficiencia de potasio en sojadstn definidos. Las plantas
tienden a tener tallos débiles y son mas susceptilalgunas enfermedades. En estados
tempranos de crecimiento, un moteado irregular dlergo aparece en los margenes de las
hojas. Las areas amarillas se unen para formaordebrregular, mas o menos continuo.
Este sintoma es frecuentemente seguido por ned®sss areas cloréticas y curvatura de
los margenes de las hojas. Ello puede implicaraldacde mas de la mitad de las hojas
(Sinclair and Backman, 1989). Estos sintomas sefessaron en las plantas del ensayo lo
cual puede observarse en las figuras 23 y 24.
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Figura 23. Necrosis de las areas cloréticas ershigdas plantas del ensayo (A) y hojas que denamest

deficiencia de K (Fuente: Sinclair and Backman,2098)

Figura 24. Hoja trifoliada del ensayo (A) y hojédiiada que indica deficiencia de K (Fuente: Saichnd
Backman, 1989) (B)

La deficiencia de potasio en leguminosas puedeaaltes procesos de fijacion de
nitrogeno (Abolhassan, 2006). Se ha publicado dglocelemento puede mejorar el peso
nodular y la actividad nitrogenasa especificaldéolium vesiculosunfLynd et al, 1984;
citado por Abolhassan, 2006). La mejora de la aidini potasica incrementa el nUmero de
nddulos y la actividad nitrogenasa, medida comageidn de acetileno, en alfalfa (Collins
et al, 1986; citado por Abolhassan, 2006), también nasgpnimero de ndédulos por planta
en soja (Tiwariet al, 2002). Aunque ha sido bien reportado que hay una difesenci
genotipica en la capacidad y eficiencia de lastatade absorber, transportar y utilizar
nutrientes minerales (Yin and Vyn, 2003), la respaiede las plantas de soja a la
deficiencia de potasio podria asimilarse a la nwvadia en literatura para otros cultivos.
En funcion de ello, y tal como se obtuvo en el dfabrealizado, es de esperar una
disminucion abrupta en la actividad de las enzi@8sy GOGAT, debido a su estrecha

relacion con la actividad nitrogenasa.
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6. Conclusiones

El testigo fertilizado con nitrégeno y fosforo gérdos resultados mas favorables,
en cuanto a peso seco de parte aérea, en estagmsiries de desarrollo, no ocurrio asi
con el % de nitrégeno en parte aérea, el cual mifexencio de los demas tratamientos. Al
final del ciclo del cultivo, el peso seco en logtamientos inoculados fue comparable al
testigo fertilizado con nitrégeno, todos ellos iidees al testigo fertilizado con nitrégeno y
fésforo. Sin embargo considerando los resultadosniti®geno total, no existieron
diferencias entre los tratamientos inoculados y sespectivos testigos positivos,
resultando mas favorable el aporte de nitrégendsfofo, ya sea mediante fertilizacion
quimica o biologica.

Las curvas de actividad GS y GOGAT en nodulos srgmi el patron de actividad
nitrogenasa en los distintos estadios de desarmlioque los valores obtenidos fueron
inferiores a los que se indican en bibliografi@oy otro lado no se observaron diferencias
entre tratamientos.

A partir de la baja actividad de las enzimas GSQGAT, se procedié a evaluar la
concentracion de potasio en el suelo, como poddior adicional, limitante para el
desarrollo, obteniéndose concentraciones critiehsnitsmo. Debido al rol importante del
potasio en la FBN, debera considerarse su poséfleiehcia al evaluar sintomatologias
del cultivo, en regiones que han sido de recierderporacion al area agricola argentina.

Para poder determinar la influencia de bacteridshgizadoras de fosforo en cultivos
de soja inoculados cd®. japonicum en distintos estadios de crecimiento de la plata
medio de la cuantificacion de la actividad enzigstdel ciclo GS-GOGAT deberia
repetirse el ensayo, asegurando que el Unico fhatidante en el suelo, para el desarrollo

del cultivo, es el fésforo.
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