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NATURAL[ZATION AND SAPROPHYTIC SURVIVAL OF TWO STRAINS OF Bradyriizobiym

Japonicum IN ARGIUDOLLS FROM BALCARCE

iirna:’vrh.":n.’Jiwu\jnprmfcmn is naturally absent nsoils from
naturalization and saprophytic survivalability jy meaningfy

the south east of Buenos Aires Province: so. to AS5e88 ity
I. The recovery of 3 japonicum USDA | 10and CB 1809

that had been inoculated in 1980 1982 and 199 g performed. Inoculants had originally contained fourstraing which
included USDA | 10 for fields 1980 and 1982 yng only CB 1809 for 1991, A fourth field which had been inoculuted
with a mixture ofboth strains iy | 988. was being cropped to soybeans moculated with faponicum SEMIA 587 and
USDA 138 at the moment of sampling. From this 1988 ficld, nodyles were randomly eollecteq from S5 plants, MpN
counts of naturalize B japonicum were o5 sessed insoi] samples from fields 1980. 1982 1na | 991 Soybean sterilized
seeds were planted in plastic pots containing soil from al| fields, except 1988, At Rbistapeal) Spontancous nodules were

collected. counted and deep frozen un(j| analysis, Nodul
assay. MPN of g, fapanicim was 252 x |p4: 4.0 x 100

€ 0ccupancy wag determined by the immunndi!‘ussinn gel
andi8.2 x 107 for fields 1980, 1982 ang 1991. Mean

spontaneous nodyle number per plang was 190: 135 and 209 for the same sites. For [ygg field, mean nodule numhber
perplant was 69, USDA | T occupaney r'n.-«‘pnntunu:msnm!ulcs 13and 11 years after inoculation was [4.7% and 0,29,
Rel;ltivencuupemcy by USDA | 10and CB 1§09 iy nodules from the plants cropped at 1988 field wag 6.9% and 26.4%,
Fifty seven percentoftested noduleg from 199 ﬁcldg;nch:)m(:ingnus reactiontoanti Cp 1BO9 antiserum. Both straing

showed to naturalize and suryjye saprophytically, even when [JSDA 110 wasrecovered in varighfe proportion

CB

1809, when naturalized in the soil. seemed g po more competitive than USDA 110ang competed with success against

the recent ly inoculated strains.

INTRODUCCION

La simbiosis Glyeine max - Bradvrhizopiym
Japonicum proporciona entre ] 250, v el 84% dej
nitrégeno queel cultivo de sojaacumula en sy biomasa
total, segtin sean Jas caracteristicas de| ccosistemaen ef
que se desarrolla (Khol ef ¢/ 1980, Patterson, [a Rue
1983). EI nitrogeno acumuladoen ¢| rendimiento biolo-
gico condiciona, 3 su vez, el nivel de productividad
(Venturi, Amaduce; 1984) v Ia concentracion protejeq
del grano (Leftel et af 1992 ). Por esta razon, en los
suelos donde 5. Japonicum no esta presente se inocyla
la semilla, a os efectos de asegurar la simbiosis, Pricj-
camente todos los suelos def mundo que han sido dedj-
cados al cultivo de soja, han sido objeto de la introdye-
cion de diversas cepas de B, Japonicum, sin que la
pricticaestuviera respaldada por estudios concluyentes
fespecto de su eficiencia en la fijacion de N,. Una vez
incorporadasal suelo, las cepas Senaturalizan y comjen-
“aaoperarel fendmeno de Competencia entre las na-
ralizadas y las inoculadas. Lacompetitividad consisteen
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lahabilidad relarjya que posee una Cepa con respecto a
otras para formar nédulos enunaplantaconun genotipo
dado (Amarger, Lobreay 1982). Es una cualidad intrin-
seca de cada una de cllas, pero depende también de la
magnitud relativa de Jag poblaciones de| resto de las
cepas presentes, de factores ambientales e incluso dela
planta huésped (Amarger, Iobreay 1982, Dreyfus es /.
1988, Hicks, Loynachan 1988). Es este fenémenoel que

aun cultivo de sojaen suelo con poblacion naturali-
zada (Barnet 1991). Ello implica que se debe tener
mucho cuidado fespecto de qué materiales se introducen
en suclos virgenes de g Japonicum. En vista de la
competencia, es necesario incorporarar solamente ce-
pasde calidad reconociday sies posible muy pocasouna
sola, afinde no aumentarla variabilidad de lapoblacign
del suelo. E| empleo de esta estrategia brinda, eventyal-
mente, la oportunidad de Superar la competitividad de
una sola cepa, sj en e futuro se obtiene otra mejor. Fn



este marco, resulta imprescindible verificar la capaci-
dad de supervivenciasaprofiticade cepas seleccionadas
de B. japonicum y su posibilidad de generar nodulacion
espontanea desde la poblacion naturalizada del suelo.
Esto implicaria aprovechar ventajosamente el fenome-
no de competencia.

B. japonicum se encuentra ausente en los suelos del
Sudeste Bonaerense (Gonzalez 1988) excepto en aque-
llos lotes en los que se ha sembrado soja inoculada, que
representan actualmente solo una proporcion pequena
de las tierras aptas para el cultivo. Constituye una
responsabilidad, desde el punto de vista ecoldgico, in-
corporar solamente razas de B japonicum cuyo com-
portamiento, a nivel regional, esté avalado por investi-
gacion solida. Gonzalez (1994) ha demostrado, en tér-
minos de rendimiento y acumulacion de nitrogeno en
grano, las ventajas de inocular suclos desprovistos de 5.
Japonicum con las cepas USDA 110 y CB 1809. Es
necesario, entonces, confirmar la capacidad de adapta-
cion, naturalizacion y supervivenciaen el suclo, através
del tiempo, de las dos razas y definir la naturaleza de la
competencia entre ambas, una vez naturalizadas. En
consecuencia, se hipotetiza que B. japonicum se natura-
lizaen los Argiudoles del Sudeste Bonaerense y puede
generar nodulacion en una magnitud similar a la conse-
guida por inoculacion en suelos libres de esta bacteria.
Asimismo, se propone que las cepas USDA 110y CB
1809 sobreviven saprofiticamente en el suelo y al cabo
de un lapso que va entre dos y catorce afios pueden
generarnodulos espontaneos. Los objetivos del presen-
te trabajo son 1) estimar el nimero de 5. japosnicim
totales, naturalizados en Argiudoles, francos, illiticos,
térmicos entre dos y trece aios despucs de haber sido
incorporadas a los mismos. 2) establecer la proporcion
de nadulos espontancos generados por las cepas USDA
110 y CB 1809, naturalizadas en el suclo durante un
periodo de dos a trece afos, en plantas de soja desarro-
lladas a partir de semilla esterilizada y 3) determinar la
competitividad relativade USDA 110 y CB 1809, entre
si y frente a otras cepas inoculadas, tras cinco anos de
supervivencia saprofitica en ausencia del cultivo
homalogo.

MATERIALES Y METODOS

En diciembre de 1993 se extrajeron muestras de suelo
procedentes de tres lotes del campo Experimental de la Unidad
Integrada EEA INTA Balcarce - FCA,.TINMAP. Tos cuales habian
sido sembrados consoja en los afios 1980 1982y 1991, de aqui
en mas reconocidos como lotes 1980, [982 y 1991, Los cultivos
sembradosen 1980y 1982 habian sido inoculados con inoeulante
experimental, formulado en base a cepas de 8. japonicum de los
serogrupos C1y C3, USDA 110y 61 AC 101, El cultivode 1991
habia sido inoculado con la cepa CB 1809, Asimismo, se

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de los lotes muestreados

Lote ptl Fosfora * Materia Organica
(ppm) (%)

1980 5.5 5,79

1982 58 5,93

1988 6.0 4,97

1991 5.9 5.45

# Método de Bray y Kurtz 1

muestrearon directamente nddulos de un cuarto lote que en el afio
1988 habia sido cultivado consoja inoculada con las razas USDA
110, CB 1809 ¥ 29 W, Este cultivo, muestreado en marzo de
1994 habia sido inoculado ennoviembre de 1993 con inoculante
formulado con USDA 138 v Semia 3587, serologicamente
diferenciables de CB 1809 y USDA 1. Las muestras de suelo.
compuestas por 65 submuestras para el lote 1980, 151 submuestras
para el [ote 1982 v 90 para el lote 1991, fueron analizadas en
cuanto asus propiedades quimicas mas relevantes (Tabla 1). Las
historias de cultivode los mismos lotes. desde la stembra de soja
que se toma como punto de partida. se consignan en Ia Tabla 2.

En una alicuota del suelo muestreado, para cada uno de los
tres lotes. se analizo el nomero mas probable (NMP) de 8.
Japanicum (Brockwell 1980). El resto fue homogeneizado y
fraccionado en macetas que contenian aproximadamente 9kg de
suelo, respetando laidentificacion por afio. Para 1980 seutiliza-
ron catorce macetas: para 982, veintiséis y para 1991, trece.
Fueron ubicadas en el campo. en hileras separadas entresia0,70
m. para simular un cultivo convencional de soja. Se las enterrd a
una profundidad aproximada de 0,50 m, para evitar alteraciones

en la temperatura de las raices. Cada maceta fue sembrada con

semillas esterilizadas de soja del cultivar Asgrow 3127, Se
lograron 36 plantas para [980. 58 para 1982 y 55 para 1991. Se

Tabla 2. Historia de cultivo de los lotes muestreados

Aifio Lote 1980 Lote 1982 Lote 1988 Lote 1991
1980 soja

1981 hist. dese.*

1982 trigo s0ja

1983 trigo papa maiz trigo

1984 trigo papa maiz  hist. dese.®

1985 girasol trigo

[986 girasol trigon

1987 hist. desc.* girnsol

1988 trigo avena s0ja

1989 avena avena trigo

1990 maiz maiz girasol

1991 trigo-soja*® maiz papu soja
1992 zapallo maiz trigo maiz
1993 zapallo trigo sojat e papa

sojac cultivo de referenciaz inoculado con Tos cepas de 8. faponicum
deseriptas. soja**: Cultivo con inoculacion comprobada, pero se
desconoeen los componentes del inoculante. soja** *: Cultivo con
inoculacion conocida. del cual se muestrearon nodulos. hist.

desc#: Nosepuede precisar ¢l uso del suelo, pero se excluye lasoja.
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las mantuvo libres de déficit hidrico mediante riego. En R6.
llenado de granos (Fehr, Caviness 1977). fueron descalzadas de
las macetas y se extrajo 1a totalidad de los nddulos espontaneos
erecidos en las rafces. Una vez lavados, se los contd y se los
conserva a-18 °C. Del lote identificado como [988. sembrado
con soja, se muestrearon 55 plantas. de Tas cuales se extrajeron
todos los nédulos que fueron lavados y conservados como se
detalld. ‘

Por cada lote se analizaron aproximadamente 300 nodulos,
mediante inmunodifusion en gel de agar (Zablotowiez, Focht
1981). Los antisueros anti TJSDA 110 y anti CB 1809 se prepa-
raron segin Vincent (1 970). Los cultivos procedentes denddulos
seropositivos a USDA 110 y CB 1809 se purificaron y se
reservaron para estudios ulteriores.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3 se presentan las estimaciones del
NMP de Bradyrhizobium japonicum paralos tres lotes
analizados. La poblacion detectada en el lote 1980 es
mayor que la de los subsiguientes. Esto puede ser
debidoaque enelafio 1991 se cultivo sojainoculadaen
ese lote (Tabla 2), generandose, o bien una incorpora-
cionde B. japonicum o unaestimulacion de las cepas va
naturalizados, por efecto de las plantas. La diferencia
queseregistraentre los lotes 1982 v 1990, cuya historia
no indica un cultivo de soja adicional pasado el afo
1982, podria explicarse por la variabilidad espacial en la
distribucion de las bacterias, por efectos estimulatorios de
malezas o cultivosdiferentes de lasoja(Hicks, Loynachan
1989). EnlaTabla4 seresumen los valores de nodulacion
espontanea correspondientes a las muestras obtenidas de
loslotes 1980, 1982y 199 1.y elnimero medio de nadulos
por planta registrado en el lote 1988,

Tabla3. Numeromis orobable (NMP) de B, japonicun por g de
suelo en los tres lotes analizados

Lote NMP de

B. japonicum

Intervalo
de confianza

1980 252 x 107 B.6- 7405 10
1982 T4 x 107 5.4-367x 107
1991 182 % 102 6.9 - 48.4 x 107

Tabla 4. Variables asociadas a la nodulacion

Lote Nimero de plantas— Nodulos por planta
muestreadas Promedio

1980 36 194

1982 58 135

1988 55% 69

1991 32 209

* Plantas muestreadas directamente de campo. Los nodulos
proceden dela poblacion naturalizada del suelo y del inoculante
utilizado a la siembra

El promedio de nodulos por planta correspondiente
al lote 1988 es sensiblemente menor que el resto, hecho
quese explicaporque los ndédulos fueron muestreados de
un cultivo de soja conducido a campo, donde el déficit
hidrico, la presencia de malezas y otras limitantes am-
bientales nocontroladas influyeron en ladefinicion de la
nodulacion. Los valores de los lotes 1980, 1982y 1991,
surgen de plantas crecidas en macetas, sin limitaciones
hidricas y con un control total sobre el desarrollo de
malezas. Es probable que el ambiente restringido de la
maceta, conducente a una limitacién en la oferta de
nitrogeno combinado por parte del suelo haya contribuido,
asimismo, a estimular la nodulacion.

En todas las plantas cultivadas en suelos de los tres
lotes muestreados se registrd nodulacion a 3 cm por
debajo del cuello, fundamentalmente sobre la raiz prin-
cipal. Esto demuestra que la entrada de B. japonicum
ocurrio en los primeros estadios del crecimiento de la
raiz, ya que a medida que ésta se desarrolla pierde
rapidamente lacapacidad de formar nodulos y finalmen-
te éstos solo pueden formarse en las.raices laterales
(Zdor, Pueppke 1988). Existen dos posibles explicacio-
nes para la nodulacion en la raiz principal con las
caracteristicas mencionadas anteriormente: 1) que las
semillas contengan una alta concentracion de inoculo;
planteo que se descarta porque en el experimento a
campo se utilizd tnicamente semillas esterilizadas y 2)
que la concentracion de B japonicum naturalizadas sea
alta, hasta el punto de poder generar nodulacion
cuantitativamente exitosa.

Experimentos conducidos en los mismos suelos de
Balcarce, virgenes de B. japonicum han producido, en
condiciones de campo y tras una densa inoculacion,
valores denodulacién del orden de 40 nadulos por planta
(Gonzalez y colaboradores, datos no publicados). La
comparacion de esta informacién con los resultados
expuestos en la Tabla 4 indica que la poblacion natura-
lizada, cuando es expuesta a condiciones tavorables,
puede exceder ampliamente la capacidad de nodulacion
de una inoculacion exitosa.

Se hapuesto en evidencia el éxito de laadaptacion de
B. japonicum a la vida saprofitica en los suelos del
Sudeste Bonaerense, hechonadasorprendentealaluzde
la profusa bibliografia que ilustra este fenémeno en el
mundo (Ozawa, Yamaguchi 1986, Brunel ef al. 1988,
Hicks, Loynachan 1989). Ademas, se ha corroborado
que el atributo fenotipico de nodulacion no fue perdido
durante la etapa saprofitica (Tabla 4). Esto confirma los
resultados de Brunel er af. (1988) y de Lochner ef al.
(1989) que han comprobado la estabilidad de B.

Japonicim después de un periodo de trece afios de vida

saprolilica. Sin embargo, al utilizarse en este trabajo el
atributo de nodulacion para capturar y valorar las pobla-



ciones, se reconoce gue pudo no haberse detectado una
porcion desconocida, de la carga total de B, Japonicum
que hubiera perdido tal atributo. En base a los ensayos
efectuados, no se puede afirmar si hubo variacion en las
caracteristicas genotipicas de las cepas recuperadas.

EnlaTabla s se presenta la informaciaon correspon-
diente a la ocupacion relativa de las cepas USDA 110y
CB 1809, en los nodulos generados a partir de la pobla-
cién naturalizada de B. japonicum.

Se advierte la irregularidad en la recuperacion de
USDA 110 naturalizada, prinzipalmente cuando se con-
frontan los lotes 1980y 1982. Una estimulacion especi-
fica por el cultivo de soja erectuado en 1991 (Tabla 2)
sobre la poblacion total de . Japonicum, de la cual
USDA 110 eraparte, puede aportar una explicacion; no
debe descartarse, sin embargo la incorporacion de la
propia USDA 110 en el indculo del que no se tienen
referencias. Otro aspecto que debe destacarse cs la
competenciarelativade 33,3 % de dos cepas naturaliza-
das durante cinco afios en el lote 1988, frenic a una
inoculacioén reciente. Respecto de la competencia
intercepas, CB 1809 serecuperaen un382%en relacion
a USDA 110.

Las cepas USDA 110 y CB 1809, cuya naturaliza-
cion y capacidad competitiva se ha demostrado, son
reconocidas en el mundo por su eficiencia (Moawad
1988) y también en el caso particular de los suclos del
Sudeste Bonaerense (Gonzélez 1994). Los resultados
obtenidos tienen, por lo tanto, derivaciones de orden
ecoldgico y practico. Para Johnson (1965), Kamicker.
Brill (1986) y Weber er al. (1 989). con una concentra-
cion de B. japonicum naturalizadas del orden de 10*ufe
g desuelo, lanodulacion con otras cepas recién inocu-
ladas se ve m uy disminuida, lograndose con estas (lti-
mas una participacion del 5 al 20% de la nodulacion
total.

Silaintencién es incorporar nuevas cepas con atri-
butos cada vez mas relevantes, a medida que vayan
siendo identificadas o aiin sintetizadas por técnicas
biomoleculares, seria deseable que las naturalizadas
luvieran una sobrevivencia efimera. De este modo se
lograria contrarrestar el efecto competitivo ya que se

Tabla 5. Analisis serolégico de las muestras

Lote Cepas Numero Numero Porcentaje
rastreadas  de nodulos  de nddulos  de nodulos
procesados  positivos positivos
1980  USDALI0 497 73 147
1982 USDALID 500 I 0.2
1988 USDA 110 492 34 6.9
1988 CB 1809 492 130 26.4
1991 CB 1809 472 267 56.6
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dejaria un nicho que podria ser ocupado por cepas mas
eficientes, con mayor impacto sobre la definicién del
rendimiento del cultivo, No obstante, se ha demostrado
que las cepas se naturalizan, sobreviven Yy compiten.
Segn Kamicker y Brill (1986) las cepas naturalizadas
persisten en los suelos, atin sin cultivos de s0ja, durante
porlomenos 30 afios. En el experimento que seinforma
las bacterias han sobrevivido entre dos ytreceafios y se
han manifestado capaces de generar una nodulacién
equivalentea la producida porinoculacién. Esto llevaa
lareflexion de que en zonas virgenesde B. japonicum es
esencial incorporar solamente cepas reconocidas como
eficientes para que una vez naturalizadas puedan produ-
cirunanodulacion espontanea pero de lamismaeficien-
cia que esos mismos materiales inoculados. Hasta que
hayaresultados concluyentes respecta de la estabilidad
genéticade las cepasde B. japonicum que se naturalizan
en el suelo, que con seguridad se obtendran con las
técnicas de fingerprinting en los préximos afos, no hay
evidencias para suponer que B. japonicum pierde, en el
proceso de naturalizacién, atributos relacionados a la
capacidad de nodulacion o a la eficiencia de fijacion de
nitrogeno (Van Rensburg, Stridjom 1985, Brunel ef al.
1988, Lochner e/ al. 1989).

Como conclusion se este trabajo se puede afirmar
que B. japonicum se naturaliza y sobrevive
saprofiticamente en los suelos del Sudeste Bonaerense,
Lanodulacién espontanea producida por las cepas natu-
ralizadas es de una magnitud comparable a la obtenida
apartir de unainoculacion exitosa efectuadaen el mismo
tipo de suclo. pero libre de estas bacterias. Tos nddulos
generados espontaneamente por ellas demuestran que,
al menos una porcion de la poblacién naturalizada ha
mantenido su capacidad de nodulacién. USDA 110 se
recupera en proporciones variables después de trece,
oncey cinco aios de haber sido in corporadaal suelo. CB
1809 también se recupera, después de cinco y dos afios
de su inoculacion, La competitividad relativa de USDA
110y CB 1809 juntas es del 33,3% con respecto a otras
cepas, sean éstas recientemente inoculadas y/o naturali-
zadas. CB 1809 muestra una capacidad competitiva
3.82 veces superior a la exhibida por USDA 110,
cuando se evaliia lacompetencia entre ambas a partirde
la poblacién naturalizada desde cinco afios atras.
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