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RESUMEN

El Noroeste Argentino es un area potencialmente apta para el cultivo de la soja, pero debido a que el
Rhizobium japonicum no se encuentra naturalmente presente en esa zona se realizaron estudios destina-
dos ala seleccion de cepas capaces de establecer una simbiosis efectiva para las condiciones de climay sue-
lo de dicha regién.

Las experiencias fueron realizadas en dos etapas, a) en cAmara de clima controlado, y b) a campo
(Cerrillos, Salta). El ensayo a) revela la eficiencia de las 4 cepas de Rhizobium japonicum utilizadas debido
a la adecuada nodulacién obtenida y al aumento de peso y contenido de nitrégeno de parte aérea respecto
de los testigos sin inocular.

En el ensayo a campo se observo una muy buena nodulacion. No se obtuvieron diferencias significati-
vas en peso fresco, nitrégeno en parte aéreay proteina en granos, pero si en rendimiento en granos donde
las cepas 5019 y S100 produjeron un aumento de este pardmetro.

En cuanto a la competitividad en el ensayo en cdmara la cepa 5019 formé el 80 por ciento de los no-
dulos, mientras que en el ensayo a campo la cepa S100 di6 lugar al 54 por ciento de los nodulos y la 5019
al 41 por ciento de los mismos.

SELECTION OF Rhizobium japonicum STRAINS FOR THE INOCULATION
OF SOYBEAN IN THE ARGENTINE NORTHEWEST AREA

SUMMARY

Potentially the Argentinian Northwest is a good cultivation area for soybean but since Rhizobium
japonicum is not naturally present there, studies for selection of effective strains for efficient symbiotic
capacity have been carried out.

Experiments were performed under two conditions: a) in controlled climate chamber, and b) a field
study (Cerrillos, Salta).

The four Rhizobium strains studied under the a) condition produced an increase in weight and nitro-
gen content with respect of controls. All of them showed good nodulation, the best one was the 5019
strain which yield an 80 %anodulation.

Under b) conditions in spite of getting a very good nodulation no differences were observed in weight,
nitrogen contet and protein content of seeds. However 5019 and S100 strains showed a significative in-
crease in grain production.

On the other hand, in competition experiments S100 strain produced a 54 %of nodules while 5019
only 41%.
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INTRODUCCION

El cultivo de las leguminosas en nuestro
pais se ha incrementado sensiblemente en los
altimos afos, principalmente debido al au-
mento del rea sembrada de soja. En la re-
gion del Noroeste este cultivo se ha introdu-
cido con buenos resultados. En razén de que
el Rhizobium japonicum no se encuentra na-
turalmente en esa region, se hace indispensa-
ble, para asegurar buenos rendimientos, la
inoculacién de las semillas con cepas eficien-
tes. Por lo tanto, antes de indicar las cepas a
emplear es necesario efectuar una seleccion
de estirpes que puedan adecuarse a esas con-
diciones ecologicas.

En este trabajo se efectuaron experien-
cias destinadas a la seleccion de microorga-
nismos mediante ensayos en cdmara y a cam-
po, empleando cepas de Rhizobium prove-
nientes de organismos nacionales e interna-
cionales. Para su realizacion se siguieron las
pautas y la metodologia propuestas por Vin-
cent (1970), Somesagaram, et al (1979), Ha-
lliday (1981), Vidor (1981)y de acuerdo alas
conclusiones y recomendaciones de la FAO
(1980).

MATERIALES Y METODOS
1. Cepas utilizadas

Estas fueron E 41 y E 45 provenientes
del INTA Castelar, 5019 proveniente de
MIRCEN (Microbiological Resources Center)
Porto Alegre (Brasil) y S 100 aislada en el
CINDEFI.

2. Semillas

Los cultivares utilizados fueron: Bragg,
SRF 450 y Halesoy 71 (semillas provistas
por el INTA Castelar) para el ensayo en ca-
mara. Para los estudios a campo se utiliz6
Unicamente el cultivar Bragg.

3. Esterilizacion de las semillas

Las semillas fueron esterilizadas en su-
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perficie con HgCl2 al 0,1 por ciento y alco-
hol de 96°, segln lo indicado por Vincent
(1970).

4. Obtencién de las suspensiones bacterianas

Las suspensiones de Rhizobium japoni-
cum fueron obtenidas de acuerdo a la meto-
dologia propuesta por Lopreto et al (1972).

5. Obtencion de los antisueros especificos

Estos fueron obtenidos por inocula-
cién de conejos albinos machos de 2,5 kg de
peso y de acuerdo a la metodologia propues-
ta por Schimidt et al (1968).

6. Disefio del experimento en cdmara de
clima controlado

Se utiliz6 un disefio factorial 3x8 don-
de incluyeron 3 cultivares de soja sometidas
a 8 tratamientos: jarras inoculadas con las
cepas E 45, E 41, S-100 y 5019 individual-
mente, jarras inoculadas con mezcla de las
cepas mencionadas, jarras inoculadas con la
mezcla de cepas adicionadas con 50 ppm de
Nitrégeno y testigos sin inocular, con y sin la
adicion de Nitrdgeno. En todos los trata-
mientos se incluyeron 3 repeticiones.

7. Disefio del experimento a campo
(Cerrillos, Salta)

Se empled un disefio en bloques al azar
con 3 repeticiones de los siguientes trata-
mientos: parcelas inoculadas con la cepa E 45,
parcelas inoculadas con la cepa S-100, parce-
las inoculadas con la cepa 5019, parcelas ino-
culadas con la mezcla de cepas y testigo sin
inocular. Para la distribucién de los bloques
se realizaron 8 analisis de suelos, tomando
las muestras en el sentido de la pendiente lo-
cal. Sobre un sector que posee textura fran-
ca, mayor contenido de Nitrogeno (0,133 g
por ciento) y menor pH (6,73) se distribuyo
el primer bloque. En el sector restante con
textura franco arcillosa, menor cantidad de
Nitrogeno (0,121 g por ciento) y un valor de
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pH (7,20) superior al anterior, se distribuye-
ron los 2 bloques restantes. Debido a que el
contenido de fdsforo soluble era muy varia-
ble entre los distintos sectores (el valor me-
dio segin Bray y Kurtz N° 1 fue de 2,65
ppm) se fertilizé con 60 kg/ha de P2 Os en el
surco a la emergencia para uniformar las par-
celas.

8. Unidades experimentales, siembray
recoleccién de las plantas en cAmara

Se utilizaron jarras tipo Leonard modi-
ficadas (Vincent 1970) cubiertas exterior-
mente con papel de aluminio y llenas de una
mezcla de arena (95 por ciento) y carbon ve-
getal (5 por ciento). Estas unidades fueron
esterilizadas durante 1 hora a 121°C. En ca-
da jarra se colocaron 2 semillas desinfectadas
y pregerminadas. Las condiciones empleadas
en la camara fueron: temperatura diurna
28°C; temperatura nocturna 14°C; fotope-
riodo 13,5 horas y humedad superior al 60
por ciento (coincidentes con valores medios
del area de cultivo).

Las macetas fueron regadas con 1 litro
de solucion nutritiva de Norris (1968) dos
veces durante el experimento (al inicio y a
los 20 dias). Los restantes riesgos fueron rea-
lizados con agua destilada cada vez que fue
necesario variando la frecuencia de los mis-
mos con el desarrollo vegetal. En el caso del
tratamiento adicionado con Nitrégeno las ja-
rras fueron regadas al inicio del ensayo (Uni-
camente) con una solucién de Nitrato de Po-
tasio de forma tal de obtener una concentra-
cién de 50 ppm de Nitrégeno en las macetas.
Las plantas fueron recogidas para su evalua-
cién a los 45 dias de la siembra (en preflora-
cion) y los resultados se expresan por jarra.

9. Unidades experimentales, siembray
recoleccion de las plantas a campo

Se emplearon parcelas con 6 surcos de
5 m de largo distanciados 70 cm. Las parce-
las fueron sembradas a mediados de diciem-
bre; sobre un surco previamente humedeci-
do, con una sembradora manual, ajustandose

la densidad, por raleo, a 20 plantas por m
(280.000 plantas/ha). Los utensilios utiliza-
dos se desinfectaron con alcohol. Durante el
desarrollo del cultivo se realiz6 el manejo
cultural recomendado para esta especie. A
los 45 dias de la siembra (prefloracion) se
determind sobre 15 plantas del segundo y
quinto surco de cada parcela: nimero de no-
dulos, identificacion de la cepa que le dio
origen por serologia y el peso fresco y por-
centaje de Nitrégeno de la parte aérea. Poste-
riormente se evalud el rendimiento, nimero
de plantas y porcentaje de Nitrégeno en gra-
no sobre los dos surcos centrales, dejando 50
cm de bordura en los extremos.

10. Inoculacién en camara

La inoculacion de las raices fue efectua-
da en el momento de la siembra por agrega-
do del 1 ml de una suspensién bacteriana ob-
tenida como se indica en el punto 4; con una
concentracion de 1 x 109 cel/ml. En el caso
del tratamiento inoculado con mezcla de ce-
pas, la suspension utilizada contenia la mis-
ma concentracion de cada una de las cepas.

11. Inoculacién a campo

El inoculante empleado fue obtenido
usando como vehiculo turba proveniente de
Tierra del Fuego y elaborado segun Balatti y
Mazza (1970).

El inoculante fue agregado a la semilla
en dosis masiva empleando el método hime-
do con una solucién de goma arabiga al 40
por ciento P/V (Informe Niftal 1979).

12. Determinacion serolégica de las cepas
formadoras de nodulos

Esta determinacion fue realizada sobre
una suspension obtenida por maceracion de
cada nodulo en 3 ml de solucion salina (0,85
por ciento). De esta suspension (previa de-
cantacidon de los restos del nodulo) 0,5 ml se
enfrentaron con 0,5 ml de cada uno de los an-
tisueros de las cepas empleadas. Los tubos
conteniendo las soluciones de antigenos y
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antisueros se incubaron semisumergidos du-
rantes 6 4 horas a 52°C, tiempo al cabo del
cual se leyeron los resultados. En todos los
casos se incluyeron testigos de autoaglutina-
cion.

El nimero de nodulos empleados fue de
200 en el ensayo en camara y de 250 en el en-
sayo a campo.

13. Determinaciones generales

a) peso seco de parte aérea: el mismo fue
realizado luego del secado en estufa a
65°C hasta peso constante;

b) peso fresco: fue realizado por pesada di-
recta, inmediato a la cosecha, de cada
una de las plantas;

¢) Nitrégeno: el porcentaje de Nitrédgeno
fue evaluado por el método de Microkjel-
dahl (AOAC 1970).
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d) Rendimiento: este parametro fue eva-
luado utilizando como parcela util los 2
surcos centrales dejando 25 cm de bor-
dura en ambos extremos, corrigiendo los
resultados al 14 por ciento de humedad.

14, Anélisis de los resultados
Estos fueron sometic”al anlisis de la
varianza y diferencias minimas significativas

entre medias por el test de Tudey y Duncan
(Pimental Gémez, 1978). ]

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en ambos ex-
perimentos se indican en los cuadros 1y 2.
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DISCUSION

Los valores de peso seco y porcentaje de
nitrégeno obtenidos para las cepas utilizadas,
en relacion a los correspondientes testigos
sin inocular (con y sin adicién de nitr6geno)
indican que las cepas empleadas establecen
una adecuada simbiosis.

La buena nodulacién observada en el
tratamiento inoculado con la mezcla de ce-
pas adicionada con nitrégeno no concuerda
con lo revisado con Dart (1977) y Pate
(1977). Sin embargo, Evans (1982) encuen-
tra que cuando la concentracion de Nitrége-
no aportada por nitratos es del orden de 200
ppm se afecta marcadamente la formacion
de nodulos mientras que concentraciones
similares a las empleadas aqui (50 ppm) tie-
nen muy poco afecto sobre el establecimien-
to de la simbiosis.

Que la cantidad de Nitrégeno adiciona-
do es baja se observa en el valor de porcenta-
je de Nitrégeno del tratamiento testigo adi-
cionado con este mineral que es significativa-
mente inferior al los tratamientos inoculados
con la cepa S-100 y la mezcla.

Respecto a los cultivares se observa que
Bragg es el que mayor nimero de nodulos
formé (si bien las diferencias no son signifi-
cativas), motivo por el cual fue elegido para
el ensayo posterior a campo.

Las diferencias en el peso seco de parte
aérea observadas entre los tres cultivares
pueden deberse a caracteristicas intrinsecas
de los mismos. No se observan interaciones
significativas cultivar cepa, por lo que no se
puede optar por una determinada combina-
cién. Debido a que la cepa E 41 no es capaz
de formar nodulos en competencia con las
cepas restantes fue descartada para la segun-
da etapa del estudio.

En el ensayo a campo (Cuadro 2) se ob-
serva que las cepas 5019 y S-100 produjeron
un aumento significativo en el rendimiento
(24 y 19 por ciento) respecto al testigo, a
pesar del alto rinde de éste (57 por ciento
superior al valor medio de la Argentina segun
datos de la Bolsa de Cereales). Es de hacer
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notar que el testigo no presentd nodulacion,
lo que indica la ausencia de cepas naturaliza-
das y la necesidad de incorporar en ese suelo
cepas eficientes.

Los valores de rendimiento de las parce-
las inoculadas con la cepa E 45 y con la mez-
cla de cepas no presentan diferencias signifi-
cativas con el testigo sin inocular, lo que pro-
bablemente sea debido a la disminucion en el
numero de plantas. Las cepas S-100 y 5019
son las mas competitivas por los sitios de in-
feccién nodular, como lo indican los porcen-
tajes de nodulos por ellas formados. Estos
valores, como se observa comparando los
cuadros 1y 2, son afectados por el ambien-
te, por lo que consideramos conveniente de-
terminar la competitividad en la region don-
de se trate de establecer la cepa.

CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados de este
trabajo, se recomiendan las cepas 5019 y
S-100 para la inoculacion de soja en el area
del Noroeste Argentino, debido a su eficiencia
y competitividad.
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