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RESUMEN

Se obtuvo informacion béasica en relacion a la asociacion simbiotica entre bacterias
fijadoras de Nitrogeno del género Sinorhizobium y el cultivo alfalfa (Medicago sativa L.). En esta
linea de investigacion los objetivos fueron: observar nodulacion por poblaciones nativas y/o
naturalizadas de rhizobios, evaluar si son nédulos funcionales para la planta de alfalfa, aislar cepas
locales adaptadas a estas condiciones edafoclimaticas desfavorables. El &rea de estudio se ubico
en localidad Puesto de Diaz, al Oeste del Departamento Atamisqui, provincia de Santiago del
Estero (Argentina), en la misma se localizaron y relevaron seis sitios con alfalfa mediante una
encuesta realizada a campo y posterior localizaciéon mediante los satélites (Google Earth). Se
evalud la nodulacién de muestras obtenidas a una profundidad de 0-30 cm de suelo. Se realizaron
aislamientos en medios BYMA de cepas provenientes de los nddulos colectados, la
caracterizacion de cultivos, obtencidn y conservacion de cepas puras. Las determinaciones en
muestras de suelo no rizosférico y rizosférico fueron: fisicas (textura, color y contenido de agua),
quimicas (pH, CE, COS) y biologicas (respiracion edafica). En los sitios (1, 3 'y 6) estudiados, se
encontraron nodulos activos, abundantes, ubicados en raiz principal y secundaria, lo que son
coincidentes con las buenas condiciones de suelo: pH neutro a ligeramente bésico, todos los suelos
tienen sal o levemente salino, suelo himedo, plantas de buen aspecto; estos sitios son regados.
Sin embargo, en situaciones de los sitios (4 y 5), que no se pueden regar, el agua de lluvia es
escasa Y las altas temperaturas salinizan el suelo hasta niveles donde no germina la semilla (sitio
5) o se detiene el crecimiento de la planta (sitio 4) y en consecuencia no se pudo evaluar
nodulacién. El cultivo de alfalfa sembrado en el (sitio 2) proviene de un desmonte, present6
escasa nodulacion y nédulos verdes, con plantas sin sintomas de deficiencia de nitrogeno,
elemento que podria ser aportado por la mineralizacion de la materia organica del suelo. La
materia organica del suelo en todos los sitios, son bajos (0,9-1,6%) pero son valores esperados en
estos tipos de suelo (Entisoles). Se observé alta actividad bioldgica en todos los sitios, de las
muestras del suelo de la rizosfera, mostrando mayor actividad aquellos sitios con alfalfas en
buenas condiciones. Se aislaron cepas nativas y/o naturalizadas de los sitios con alfalfa,
destacandose el obtenido del sitio 6, por el crecimiento muy abundante, en la produccion de mucus
y elevacién de las colonias. Todas las cepas aisladas fueron del grupo de crecimiento rapido,
aunque para asegurar que las mismas correspondan al género Sinorhizobium especifica para
alfalfa se recomienda continuar el estudio de seleccion de cepas nativas eficientes en estos
ambientes, asi como la clasificacion mas precisa de los aislados con el empleo de otras técnicas
de la taxonomia convencional y molecular. Se concluye que, si hay nédulos funcionales en
condiciones limitantes, ubicados en la raiz principal y secundaria, de color rojo, en forma de
arracimados y tubulares, aislando nddulos de sitios no salinos y presentan rapido crecimiento.

Palabras claves: Simbiosis, Sinorhizobium, semiarido, cepas nativas.



ABSTRACT

Basic information was obtained regarding the symbiotic association between Nitrogen-fixing
bacteria of the genus Sinorhizobium and the alfalfa crop (Medicago sativa L.). In this line of
research, the objectives were: to observe nodulation by native and/or naturalized populations of
rhizobia, to evaluate whether they are functional nodules for the alfalfa plant, to isolate local
strains adapted to these unfavorable soil and climatic conditions. The study area was located in
the locality Puesto de Diaz, west of the Atamisqui Department, province of Santiago del Estero
(Argentina), in which six sites with alfalfa were located and surveyed through a field survey and
subsequent location using satellites. (Google Earth). The nodulation of samples obtained at a
depth of 0-30 cm of soil was evaluated. Isolations were made in BY MA media of strains from the
collected nodules, the characterization of cultures, obtaining and conservation of pure strains. The
determinations in non-rhizospheric and rhizospheric soil samples were: physical (texture, color
and water content), chemical (pH, EC, COS) and biological (edaphic respiration). In the sites (1,
3 and 6) studied, abundant active nodules were found, located in the main and secondary roots,
which coincide with good soil conditions: neutral to slightly basic pH, all soils have salt or slightly
saline, moist soil, good-looking plants; these sites are irrigated. However, in situations of sites (4
and 5), which cannot be irrigated, rainwater is scarce and high temperatures salinize the soil to
levels where the seed does not germinate (site 5) or the growth of plants stops. the plant (site 4)
and consequently nodulation could not be evaluated. The alfalfa crop planted in (site 2) comes
from a clearing, it presented little nodulation and green nodules, with plants without symptoms
of nitrogen deficiency, an element that could be contributed by the mineralization of soil organic
matter. Soil organic matter at all sites is low (0.9-1.6%) but is expected in these soil types
(Entisols). High biological activity was observed in all the sites, from the soil samples of the
rhizosphere, showing greater activity those sites with alfalfas in good conditions. Native and/or
naturalized strains were isolated from the sites with alfalfa, standing out the one obtained from
site 6, due to the very abundant growth, in the production of mucus and elevation of the colonies.
All the isolated strains were from the fast-growing group, although to ensure that they correspond
to the genus Sinorhizobium, specific for alfalfa, it is recommended to continue the study of
selection of efficient native strains in these environments, as well as the more precise
classification of the isolates with the use of other techniques of conventional and molecular
taxonomy. It is concluded that, if there are functional nodules in limiting conditions, located in
the main and secondary roots, red, clustered and tubular, isolating nodules from non-saline sites

and presenting rapid growth.

Keywords: Symbiosis - Sinorhizobium — semi-arid - native strains
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1.  INTRODUCCION

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una importante leguminosa en la historia del
mundo, siendo originaria en Asia menor y sur del Caucaso. La llegada al nuevo mundo
se produjo en el afio 1519 a México. Posteriormente, por la ruta del Pacifico, fue
introducida a América por los colonizadores alrededor del siglo XVI. De Per( paso a
Chile y luego a Argentina, siendo la principal especie forrajera del pais (Zirino, 2008).

Se la cultiva en diferentes partes del mundo por ser una especie de gran plasticidad
que puede prosperar en regiones semiaridas, subhimedas y hiumedas, estd morfoldgica y
fisiologicamente adaptada para resistir deficiencias hidricas prolongadas y ademas esta
dotada de una raiz que le permite penetrar en profundidad en el perfil del suelo (Basigalup
y Rossanigo, 2007). Sin embargo, no desarrolla bien en suelos de textura fina y tampoco
le son favorables los salinos que poseen conductividades eléctricas superiores a los 8
dS/m, que reducen la produccion (Duarte, 2002).

En la Argentina se cultivan mas de 6 millones de hectareas siendo el area nlcleo la
region pampeana donde se hace alfalfa en condiciones de secano (sin riego) dado por la
buena calidad de los suelos y las condiciones climaticas favorables con precipitaciones
superiores a los 700 mm anuales, permitiendo buena produccion de alfalfa en mejores
condiciones, con un rendimiento entre 8 y 22 Tn MS ha? afio™, dependiendo de la
disponibilidad hidrica del ciclo agricola (Basigalup, 2007).

La provincia de Santiago del Estero mantiene una gran superficie de alfalfa. La
misma se localiza tanto en zonas de riego como en secano, con diferentes destinos como
son la produccién de fardos, semillas y pastoreo directo. Es un cultivo tradicional que se
cultiva a diferentes escalas de produccién: medianos y pequefios productores, en menor
cantidad son las grandes superficies sembradas. La principal zona productora es la zona

de riego (Rio Dulce y Rio Salado) siendo menor la participacion de la zona donde se



desarrolla sin riego y con fuertes limitaciones edafo-climaticas (salinidad, sequedad y
altas temperaturas), como es en el Departamento Atamisqui (Ochoa, 2002).

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una forrajera perenne, pertenece a la familia de
las Leguminosas y en consecuencia tiene la capacidad de formar nddulos con bacterias
del genero Sinorhizobium y a través de ellos fijar nitrogeno atmosférico. En un proceso
de simbiosis mutualista, ambos organismos (Leguminosa - bacteria), se benefician: la
planta debe facilitar elementos azucarados a las bacterias para ayudar a transformar
nitrégeno atmosférico (N2) en amonio, es decir en una forma de N asimilable que es
transportado rapidamente por los sistemas de conduccion al resto de la planta.

Sinorhizobium meliloti es una bacteria Gram negativa, capaz de habitar en el suelo
bajo una forma de vida libre saprofitica, establecer una relacién simbiotica con plantas
leguminosas de los géneros Medicago, Melilotus y Trigonella. Sin duda, la relevancia que
posee el estudio de la bacteria S. meliloti esta fundada en su capacidad para establecer
interacciones simbioticas con leguminosas y llevar a cabo la fijacion bioldgica de
nitrégeno (Turati, 2009).

La inoculacion de plantas de alfalfa con Sinorhizobium, es una de las formas
eficaces de introducir cepas efectivas, pero para que sea una préctica (til, es necesario
optimizar la eficiencia en la fijacion del nitrégeno. Una de las mejores opciones es el
aislamiento y seleccidn de cepas naturalizadas de las zonas agroecoldgicas donde se
cultiva alfalfa (Perticari, 2006). La eficiencia de la fijacion depende tanto del hospedante
como de la cepa de Sinorhizobium asociada. Los factores que influyen en la simbiosis son
numerosos, entre ellos estan pH, salinidad del suelo, temperatura, humedad,
oligoelementos, nitrégeno en el suelo, carencia de fosforo y otros que inciden en el

metabolismo de la leguminosa (Rotondaro, 2006).



Las cepas mas eficientes son aquellas que tienen mayor cantidad de nddulos
grandes y medianos, arracimados y/o palmados siendo de color rojo en su interior (debido
a la presencia de la leghemoglobina), se ubican en la raiz primaria, diferenciada por una
mayor produccion de materia seca y de peso total de N. En cambio, las cepas menos
eficientes tienen nddulos méas pequefios, ubicados en raices secundarias y tienden a
paralizar la fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN) en etapas mas tempranas presentando
en esos casos nodulos de coloracién verde. Los biotipos ineficientes tienen nddulos
pequefios y son blancos en su interior desde etapas muy tempranas. Estos no realizan la
FBN y son consideradas cepas parasitas (Puente et al., 2011).

Es muy importante que exista la asociacion simbiotica alfalfa-rhizobio y el
mantenimiento de una apropiada cantidad y funcionalidad de nédulos a lo largo de la vida
de la planta. Segun Racca et al., (2001), la alfalfa presenta nddulos al menos hasta 1,2 m
de profundidad. En el estrato superior del perfil del suelo, su cantidad fluctda a lo largo
de los ciclos de crecimiento particularmente influenciada por la humedad edafica y ligada
a la pérdida y neoformacidn de raices laterales. Aunque es necesario distinguir entre los
factores que afectan directamente la fijacion bioldgica de nitrégeno y los que tengan un
efecto indirecto, que afectarian el crecimiento de la planta, que entonces esta en mejores
0 peores condiciones para proporcionar energia o hidratos carbono a la bacteria.

La salinidad y la falta de aireacion en el suelo también influyen en forma negativa
sobre la simbiosis y formacién de nddulos (Cornacchione, 2003). Los excesos de
salinidad pueden ser por déficit de las precipitaciones, situacién topografica y condiciones
edéaficas desfavorables, esto provoca que no genere un desarrollo en el cultivo, por lo cual
no habra simbiosis, sin presencia de ndédulos en las plantas de alfalfa (Cornacchione,

2015).



La temperatura alta también afecta las etapas de la FBN, supervivencia del rhizobio
en el suelo, infeccién, formacién de los nodulos y su funcionamiento. Las cepas de
rhizobio varian en su capacidad de sobrevivir en suelos calientes, normalmente mueren
por temperatura superiores a 40 ° C (Rice, 1971). Otro factor que afecta es la falta de agua
que puede inhibir la infeccién de raices por rhizobio, respiracion del nédulo, transporte
de nitrogeno desde los nddulos hasta otras partes de la planta, y disponibilidad de energia
para mantener la actividad de los nddulos.

La inoculacion con cepas seleccionadas en leguminosas forrajeras como es el
cultivo de alfalfa, aumenta la eficiencia de la fijacion bioldgica del nitrégeno FBN, la
calidad de la produccion del cultivo y en muchos casos los rendimientos y los niveles de
proteina del forraje. La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) en alfalfa en la region de la
pampa humeda (Argentina) funciona adecuadamente, aportando un porcentaje muy
significativo del total de nitrégeno requerido por el cultivo a lo largo de su ciclo,
favoreciendo la sustentabilidad. Racca y Gonzélez (2007) han comprobado que
habitualmente en los suelos alfalferos de la region pampeada existen poblaciones
naturalizadas de S. meliloti capaces de nodular las especies de otros generos ademas de
Medicago como son Melilotus y Trigonella.

La préctica de inoculacion no es frecuente en Santiago del Estero, dado el supuesto
de la existencia de cepas naturalizadas y/o nativas de Sinorhizobium. Es poco probable
que se realice una evaluacion de la nodulacion luego de la implantacion del cultivo y no
ha sido investigado hace méas de 100 afios y por esos antecedentes seria posible encontrar
nodulacién natural (Ochoa, 2002) y ademas es importante disponer de informacion sobre
la nodulacién en alfalfares de zonas productivas adaptadas a condiciones edafoclimaticas
desfavorables. Y en caso de existir nodulacion, evaluar si son nodulos funcionales para

la planta de alfalfa y a partir de ellos aislar cepas locales adaptadas a esta condicion.



Es por ello que se planted la siguiente hipotesis:

En ambientes edafoclimaticos limitantes hay cepas nativas y/o naturalizadas de

Sinorhizobium que forman nédulos funcionales en plantas de alfalfa.

Para probar la hipdtesis planteada se formularon los siguientes objetivos:

General
- Evaluar la nodulacion de la alfalfa (Medicago sativa), en zonas productivas
marginales en condiciones edafoclimaticas desfavorables, en la localidad Puesto
de Diaz, Departamento Atamisqui, provincia de Santiago del Estero.

Especificos

Caracterizar la presencia de nddulos de alfalfa, en laboratorio, en diferentes suelos

a una sola profundidad.

- Evaluar las colonias de Sinorhizobium, para identificar caracteres deseables.

- Obtener cultivos puros de cepas locales adaptadas a estas condiciones
edafoclimaéticas adversas.

- Relacionar las caracteristicas edafolégicas con la nodulacion de alfalfa, de

acuerdo a los sitios muestreados con presencia de nédulos.



2. MATERIALES Y METODOS

La presente Investigacion se desarroll6 en el marco del proyecto de investigacion
aprobado y financiado por CICYT - UNSE: “Contribucion a una produccion sostenible
de la Alfalfa (Medicago sativa L.) mediante el manejo de la inoculacién con
Sinorhizobium y fertilizacion en la provincia de Santiago del Estero”.
2.1. Descripcion del lugar de estudio

2.1.1. Localizacién

El area de estudio se ubicé en la localidad Puesto de Diaz, Departamento Atamisqui,
provincia de Santiago del Estero, ubicado sobre la ruta provincial 159, entre EI Hoyon y
San Dionisio. Aproximadamente a unos 105 km al Sur de la ciudad capital de la provincia
Santiago del Estero (Fig. 1). La localidad Puesto de Diaz se encuentra al Oeste de la
Dorsal (pendiente en direccion Atamisqui - Sumampa), la dorsal es un levantamiento
geoldgico que es proximo al limite este del Departamento Atamisqui, la cual origina un
sector elevado tipo lomada con suelos no salinos y con mayores pendientes tanto en
direccién E-O y O — E hacia ambos lados de la dorsal.

El Departamento de Atamisqui, se encuentra ubicado en el centro sur de la
Provincia de Santiago del Estero. Al norte limita con el Departamento San Martin, al
oeste con el departamento Loreto, al Sur con el Departamento Ojo de Agua y al este con
los Departamentos Avellaneda y Salavina. Un limite importante es el Rio Dulce que
separa el Departamento Atamisqui de Awvellaneda. La Localidad Cabecera del
Departamento es Villa Atamisqui. Otras localidades importantes de este Departamento
son: Estacion Atamisqui, Medellin, Chilca la Loma y EI Hoyon. La superficie total del
Departamento es de 2259 Km?, con una poblacion total 10.923 habitantes de los cuales

2.683 habitantes estan en la zona urbana [Censo de poblacidon, 2010].



Figura 1. Mapa politico de la provincia de Santiago del Estero, Departamento Atamisqui
y la localidad Puesto de Diaz. Fuente. Google Earth

El mismo forma parte de la unidad fitogeografica Gran Chaco subunidad Chaco
Semiarido y se encuentra geomorfolégicamente en una planicie deprimida caracterizada
por su semiaridez y salinidad de sus suelos. El gradiente topogréafico es suave (<0,5 %),

y el relieve mondtono es solamente alterado por desviaciones de la pendiente regional.

2.1.2. Clima

El clima es tipicamente semidrido, la temperatura media anual es de 21 °C, maximas
absolutas que superan los 45 °C y las minimas los —6 °C. La precipitacién media anual es
de 450 mm, concentrada en la estacion cdlida, y esta abarca la menor isohieta en el
Departamento Atamisqui, dentro de la provincia de Santiago del Estero (Figura 2). Se
destaca la alta evapotranspiracion, con un promedio de 1054 mm anuales sobrepasando
en todos los meses a la precipitacion por lo que el balance hidrico es negativo todo el afio

(Boletta, 1998).
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Figura 2. Distribucion de la precipitacién media anual (mm) para la Provincia de
Santiago del Estero. Fuente. INTA — Santiago del Estero.

2.1.3. Vegetacion natural

En este departamento hay dos tipos de vegetacion bien contrastantes. En los
ambientes salinizados hay una vegetacion adaptada a este tipo de suelo es decir que
predominan especies haléfitas o hal6filas mientras que en los sectores no salinos existio

el monte chaquefio seco que predomina en esta region (Boletta et al., 2006).



En la zona del Hoyon y de Puesto de Diaz, la vegetacion dominante estd compuesta
por especies halofiticas, hay grandes areas de suelo desnudo y costras salinas en la

superficie del suelo. Las especies mas representativas son:

¢ Algarrobo blanco de porte bajo (Prosopis alba)
e Algarrobo negro (Prosopis nigra)

e Vinal (Prosopis ruscifolia)

¢ Quebracho blanco (Schinopsis quebracho blanco)
e Chafiar (Geofrea decorticans)

e Carddn (Pachycereus pringlei)

e Espinillo (Acacia caven)

e Jume negro (Allenrolfea)

e Jume blanco (Suaeda)

e Mistol (Zizipus mistol)

e Cachi yuyo (Atriplex sp)

e Quimil (Opuntia sp)

e Palo azul (Cyclolepis genistoides)

e Tusca (Acacia aromo)
2.1.4. Suelo, geologia y geomorfologia
Los suelos del Departamento son mayormente de origen aluvional es decir material
depositado por el Rio Dulce y el Rio Nambi. Integran la subzona en una diversidad de
ambientes naturales, tales como la Ilanura aluvial del Rio Dulce en el tramo Loreto - Villa
Atamisqui y el area de bafiado tramo Villa Atamisqui - Laguna Mar Chiquita; antigua

llanura aluvial del Rio Nambi.

En cuanto a la geologia y a la geomorfologia del Departamento Atamisqui se puede
destacar la dorsal (Levantamiento geoldgico) que se ubica en el limite Este del
departamento, el cual genera un desvio del curso del Rio Dulce con mayores pendientes
tanto en direccion E-O y O — E hacia ambos lados de la dorsal. Al este de la dorsal se

ubica la zona que corresponde a la llanura de inundacion activa del Rio Dulce.



Los suelos dominantes se clasifican dentro de los érdenes Alfisoles y Entisoles. Los
primeros ocupan posiciones topograficas deprimidas, mal drenado e inundable que se han
formado a partir de materiales acarreados por los desbordes del Rio Dulce. Estos
generalmente poseen horizontes A — B — C que asientan sobre capas de clases texturales
diferentes. Otros Alfisoles han desarrollado un delgado horizonte A sobre capas de
constitucion litolégica y granulometria variada. Ambos suelos poseen elevadas
concentraciones de sales y sodio. Los Entisoles ocupan los sectores altos, sobre
albardones y planos interfluviales. Esta condicion determina que posean mejor drenaje y
que la capa de agua se sitle a mayor profundidad. Su morfologia responde a una secuencia
de horizontes A — C de texturas francas a franca arenosas con las sales localizadas a mayor

profundidad.t

2.1.5. Sistema de canales Menores

A fines de la déecada de los afios 1970 se construyo el Canal del Alto, derivado del
Rio Dulce con toma libre desde la ribera derecha en las proximidades de Loreto y cuya
traza corre paralela a la ruta 1, abasteciendo agua para consumo doméstico y pecuario a
las localidades de estacion Atamisqui, Medellin, Chilca Juliana y los Telares. El canal
Del Alto junto con otros canales que derivan del Rio Dulce se conoce como “Sistema de
Canales Menores”, y son manejados por la administracion provincial de Recursos
Hidricos. El servicio de suministro de agua, a las poblaciones mencionadas y a los parajes
rurales intermedios, a lo largo de un recorrido de conduccion de méas de 100 Km, es muy
importante para toda esta region de los Departamentos: Loreto, Salavina y Atamisqui.

Del canal Del Alto se deriva agua por el canal EI Hoyon que lleva agua a los (sitios)
de la zona en estudio (Localidad Puesto de Diaz), pero esta agua solamente esta destinada

para los animales y llenado de represas.

! Ing. Ariel Sudrez, comunicacién personal
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2.2. Geo referenciacion del lugar y puntos de muestreo

Mediante Iméagenes Satelitales de Google Earth (con fecha 21/08/2019), fueron
ubicados los sitios de muestreo (Lotes de alfalfa) dentro de la localidad Puesto de Diaz y
analizar la ubicacion con el entorno. Los puntos de muestreo fueron marcados con GPS

(Tabla 1) y posteriormente con el uso de satélites, se referenciaron con las coordenados

geogréficas en el Google Earth (Figura 3).

Los datos del relevamiento del cultivo, fueron tomados con un GPS, marca Garmin,

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Coordenadas Geograficas, de los cercos de la alfalfa (*)

Sitios (alfalfa) | Latitud (Sur) Longitud (Oeste) Altitud
1 28°40° 04,4~ 63° 56°50,0”" 117 m
2 28°40° 118" 63° 56" 29,9” 115m
3 28° 39°59,7 63° 56°34,6™ 115 m
4 28°41 343" 63° 56°00,9” 115m
5 28° 41 482" 63° 55 32,57 116 m
6 28° 38 40,4 63° 57" 110”7 122 m

(*) Datos tomados con un GPS, marca Garmin

Figura 3. Ubicacion espacial de la localidad y sitios de muestreo (vifietas
enumeradas). Fuente: Google Earth




2.3. Descripcién de la nodulacién de alfalfa
2.3.1. Muestreo de plantas de alfalfa para determinar presencia de nédulos

Los muestreos se realizaron en época de invierno, plena estacion seca (agosto), a
una profundidad de 0-30 cm en cinco sitios de la localidad Puesto de Diaz.
2.3.2. Recoleccién de nédulos radiculares

La toma de muestras se hizo al azar con el método del cuadrado de 50 cm de lado
que genera una superficie de 0, 25 m?. En cada uno de los sitios muestreados, se hizo un
pozo de 40x40 cm y unos 30 cm de profundidad, se descalzo una planta de alfalfa con la
mayor parte de las raices junto con suelo (Figura 4). La planta de alfalfa mas la raiz y el
suelo (suelo rizosférico), se coloc6 en una bolsa, se acondiciond y rotul6 segun el codigo

asignado y fue trasladada al laboratorio para su posterior procesamiento.

Figura 4. Planta de alfalfa con suelo més la raiz (suelo rizosférico), muestreo.
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2.3.3. Procesamiento de las muestras

Las raices se procesaron en primer lugar, haciendo una evaluacion de la nodulacion:
Se estudid la presencia de nodulos infectivos en el sistema radicular tanto en raices
principales como en raices secundarias a un nivel de profundidad (0-30 cm). Las
mediciones fueron: presencia de noédulos, tamafio de nédulos, ubicacién de los nédulos:
raiz y nddulos infectivos y no infectivos (color).

Luego se seleccionaron los nddulos viables en base a sus caracteristicas
morfoldgicas. Los nddulos viables fueron acondicionados en frascos de vidrio con

algodon y CaCly, y conservados en heladera hasta su posterior tratamiento.

2.3.4. Evaluacién de la nodulacion
Se realiz6 segin metodologia de la Guia Metodoldgica del CIAT (1985) y segun el
Manual Préctico de rizobiologia (Vincent, 1975).
2.4. Aislamientos de bacterias Nativas y/o Naturalizadas del género Sinorhizobium
Las bacterias nativas del genero Sinorhizobium en asociacion simbidtica con
alfalfas (Medicago sativa). Esta etapa se realizo en el laboratorio de microbiologia general
del CEDIA (Sede central de la UNSE). Para la Obtencion de Diazotrofos del género
Sinorhizobium para alfalfa se siguio la Guia Metodologica del CIAT (1985) y segun el

Manual Préactico de rizobiologia (Vincent, 1975).

2.4.1. Aislamiento

Se realizaron los aislamientos de Sinorhizobium meliloti provenientes de los
nodulos colectados en el muestreo a campo. Preparacion de medios de cultivos -
Fraccionarlos y acondicionarlos para esterilizar en autoclave. Siembra en medio solido
BYMA en cajas de Petri con el fin de obtener un cultivo puro. Preparar tubos de ensayo

con medio de cultivo en pico de flauta para conservar el cultivo puro.
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a. Desinfeccion
Los nddulos se lavaron con abundante agua, y se esterilizaron superficialmente por
inmersion 1 min en etanol 70 % en agua (v/v), se enjuagaron con agua esteéril, se trataron
durante 3 minutos con solucién de hipoclorito de sodio al 2 % en agua (v/v) y
posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril hasta que no se perciba el olor a

lavandina.

b. Siembra

Luego los nodulos desinfectados fueron colocados individualmente en un
portaobjeto, previamente esterilizado por flameado y con otro estéril se aplast6 para que
salga el contenido al exterior, se adicion6 una gota de agua estéril. A partir de este liquido
que contiene la suspension de bacterias (el macerado) se sembr6 con ansa, en estrias en
placas de Petri con medio YEM (Yeast-Extract-Manitol) (Figura 5), (Vincent, 1975),
solidificado con agar 1,5 % (p/v). La composicion se detalla en la Tabla 2. La temperatura
de crecimiento fue 30°C. Se incubaron a 28°C por 2 — 5 dias. Se observo diariamente el

crecimiento de las colonias caracteristicas de rhizobios de acuerdo al manual del CIAT

(CIAT, 1985).
Tabla 2. Medio de cultivo ALM (Agar — Levadura — Manitol).
COMPONENTE CANTIDAD
Agua destilada 1000 ml
Manitol 109
Extracto de levadura 0,5 g (en lo posible Merck)
K2HPO4 059
MgS0,4.7H20 0,29
NaCl 0,19
FeCls.6H20 1 gota de una solucion a 10 %
SOsMn 1 gota de una solucion al 10 %
Agar-Agar 15 g (en lo posible Merck)
Rojo Congo 5 ml (sc. Stock)
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Figura 5. Medio de cultivo (ALM), preparado para su posterior esterilizacion.

c. Obtencion de cultivos puros
Se hicieron 2-3 pasajes en el mismo medio hasta obtener un cultivo puro. Las
colonias tipicas de rhizobios fueron re-sembradas y se verifico la pureza de los cultivos.

Los cultivos fueron aislados en tubos conteniendo medio YEM e incubados a 30°C.

2.4.2. Observacion de colonias de rhizobios

a. Observacion macroscopica

Los cultivos de bacterias seleccionados fueron analizados por sus caracteristicas
macroscapicas. Se evaluaron el color, el diametro, la apariencia (borde y elevacion), la

forma de las colonias, produccion de mucus y la textura.

b. Observacién microscopica
Se utilizé microscopio de alta resolucion y con cdmara fotogréfica incorporada.
Las colonias provenientes del medio de cultivo se observaron en preparados frescos

(células vivas) y con coloraciones de Gram.



Las bacterias obtenidas del nddulo se examinaron al microscopio a partir de un
frotis de la suspension o macerado que se realizé al aplastar el nddulo en el paso previo
del aislamiento. El frotis se colored con fucsina fenicada durante 30 segundos (coloracién

simple).

2.4.3. Conservacion de cepas nativas del género Sinorhizobium
Las cepas nativas aisladas fueron, selladas, rotuladas y conservadas en agar manitol

(BYMA) en condiciones asépticas de refrigeracion, para su posterior identificacion.

2.5. Muestreo de Suelo
a) Suelo No rizosférico

Se hizo un muestreo puntual (muestras simples) con barreno helicoidal,
extrayéndose muestras de las profundidades de 0-30, 30-60 y 60-90 cm (Figura 6), en
cada sitio de estudio para determinar algunas propiedades fisicas (textura, color y
contenido de agua) y propiedades quimicas (pH, CE, COS y respiracion edafica), y tener
la caracterizacion general. Algunas propiedades, de los primeros 30 cm de suelo No
rizosférico se comparan con el suelo adherido a las raices (suelo rizosférico) de alfalfa

muestreadas a esta profundidad.

b) Suelo rizosférico.
Suelo adherido a las raices del muestreo de plantas de alfalfa para determinar

presencia de nodulos, descripto anteriormente (Figura 4).

2.6. Determinaciones de suelo, en laboratorio
Las muestras de suelo fueron secadas al aire durante 72hs y luego tamizadas por

tamiz de malla de 2 mm (Figura 6).
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Figura 6. Muestras de suelo secado al aire de los seis sitios de la localidad Puesto de
Diaz, Depto. Atamisqui, Santiago del Estero (Argentina) a tres profundidades: a) 0-30
cm, b) 30-60 cm, c) 60-90 cm.

a) Propiedades fisicas

Se describieron las propiedades fisicas del suelo, tales como: Textura y color, y se
determiné contenido de agua.

Contenido de agua del suelo

Se determing el contenido de agua en todos los sitios muestreados por el método

gravimétrico. Para ello se pesé una alicuota de las muestras de suelo frescas e



inmediatamente se pusieron a secar en estufa a 105 °C hasta peso constante (72 h). El
contenido de agua se expresé en porcentaje del suelo seco. Para obtener el porcentaje de
humedad se efectud un calculo, utilizando la siguiente formula:
Humedad = (m Agua /m Suelo) * 100

Donde:
m agua: peso del suelo himedo (menos peso del frasco)
m suelo: peso del suelo seco, después de sacarlo de la estufa (menos peso del frasco)

b) Propiedades quimicas

Se determinaron algunas propiedades quimicas, tales como: pH del suelo, CE del
suelo, COS.

pH del suelo

La determinacién del pH se realiz6 en una suspension agua: suelo 1:2,5(20ml:8g)
(Mc Lean, 1982), usando un potencidometro eléctrico.

Se realizo en las profundidades 0-30, 30-60 y 60-90 cm, para cada sitio en estudio.

Carbono organico del suelo (COS)

El COS se determind sdlo en muestras extraidas. Se empleo el método de Walkley
y Black (Nelson y Sommers, 1982). Para ello se peso 1 g de suelo libre de material vegetal
visible en un Erlemeyer de 500 mL y se agregaron 10 mL de K>Cr.O7 1 Ny 20 mL de
H>SO, concentrado. La suspension se agitdé manualmente durante 1 min, se dejé reposar
1 hy luego se agregaron 250 ml de agua destilada. Las muestras fueron tituladas con una
solucion de Fe(NH.) (SOa4)2 6H20 (sal de Mohr). En forma paralela se realizé el blanco
sin el agregado de suelo.

Se calcul6 la MOS multiplicando el contenido de COS por un factor = 1,72

CE del suelo

En extracto de saturaciéon para conductividad eléctrica, para la lectura se us6 un

Conductivimetro eléctrico. El resultado expresado en dS/m.
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c) Propiedades Bioldgicas

Se determiné la propiedad bioldgica de respiracion edéafica, en la profundidad O-
30 cm, en los suelos de la rizosfera.

Respiracion edéafica del suelo (RE)

La respiracion edafica en laboratorio, evaluando desprendimiento de COy, se
determind como indice de actividad de la microflora heterétrofa (Jenkinson y Powlson,
1981; Anderson, 1982). Se determind en todos los sitios de muestreo a una sola
profundidad (0-30 cm). Para ello se pesaron por triplicado 20 g de suelo fresco y
homogeneizado de cada muestra en envases de rollo de pelicula, se rehumedecieron hasta
llevarlos al 60 % de su capacidad de retencion de agua (capacidad de campo para estos
suelos) y se incubaron a 30-32 ° C por 10 dias en frascos de 380 mL de capacidad con
rosca hermética conteniendo 30 mL de una solucion de NaOH 0,1N. Cumplido el tiempo
de incubacion una alicuota del &lcali fue titulada con una solucion de HCI 0,1N con
fenolftaleina como indicador. Se realizaron tres blancos en paralelo. EI C-CO- respirado
y liberado se expres6 en mg C kg * de suelo seco y se calculd mediante la formula:

C-CO,=(B-T)*(N*E)/ps

Donde (B) son los mL de acido gastados en la titulacién del blanco, (T) son los mL
de acido gastados en la titulacion de la muestra, (N) es la normalidad del &cido en
miliequivalentes mL™, (E) es el peso equivalente del C en CO2 en mg, (ps) es el peso de

suelo seco en g.
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3. RESULTADOS y DISCUSION
3.1. Relevamiento de alfalfares en los sitios de muestreo

En la Figuras 3 de la imagen satelital se visualizo (pag. 12) el ambiente salino donde
se encuentra el &rea de estudio. En el mismo estan identificados los seis sitios de muestreo,
presentando uno ellos suelo salino lo que se verifica con la imagen satelital (Sitio 5 de la
figura 3) y se observa una variacién de colores en las muestras del suelo (Figura 6).

Debido a que antiguamente pasaba un brazo del rio Dulce por la localidad
(actualmente llamada “Antigua llanura aluvial”), esto ocasioné bajos y altos en la
superficie. Aprovechando los bajos de la zona, se utiliza para sembrar alfalfa asumiendo
gue este suelo se encuentra con menor presencia de salinidad debido al lavado del mismo.

Los suelos salinos estan influenciados directamente por la falta de agua. La
presencia de lluvias o riego mediante los canales va a influenciar en el descenso de las
sales, permitiendo al cultivo absorber humedad de la profundidad no salina, asi
manteniendo una produccion activa. Puede ser también por el ascenso de la capa freatica
a la superficie del suelo, esto debido a la falta de cobertura o suelo desnudo. La produccion
de alfalfa se hace con riego a partir del canal el Hoyon. Cuando no hay disponibilidad de
agua de lluvia o de riego, se complica sembrar la alfalfa y el mantenimiento del cultivo
por problemas de estrés hidrico por falta de humedad edéfica.

A la falta de agua se suman temperaturas elevadas. Esta limitante edafoclimética de
la localidad de Puesto de Diaz solo permite hacer una agricultura a pequefia escala
(promedio de media hectarea por sitio), para autoabastecimiento. Si bien no es un area de
riego, en sectores bajos pueden ser regados con aguas del Rio Dulce, la cual se distribuye
desde el canal EI Hoyon. Aunque la realidad es que el canal lleva agua para consumo

humano y animal, més no para realizar el riego del cultivo.
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El agua es el recurso fundamental para el desarrollo del alfalfar, ya que sin esta
seria imposible la produccidn del cultivo en esta zona del Departamento Atamisqui.

En la Tabla 3 se muestra datos sobre relevamiento de alfalfares de la zona, tomados
de una encuesta® realizada en agosto de 2019, observandose en la misma que los sitios
1,2,3,6 de alfalfares sin inocular y sin aplicacion de agroquimicos pero con riego, tienen

buen desarrollo, buena sanidad y persistencia.

Tabla 3. Relevamiento de alfalfares, ubicados en la localidad Puesto de Diaz,
Departamento Atamisqui, en seis sitios muestreados.

Sitios de alfalfa
Datos it
Sitol | Sitio2 | Sitio3 | Sitio4 S'ZL‘; > | Sitio6
Variedad Salinera Monarca Salinera y Monarca Monarca Salineray
Monarca Monarca
Ii?ﬁ‘g\?gl 5 afios 8 meses 1,5 aflos 1 mes ';IUOI t?\??)/ 1 afio
Superficie 1/4 ha 0,5 ha 0,5 ha 3/4 ha 1/4 ha 2 ha
Desarrollada Alfalfa
Condicion | Vigorosas- buen verde " | pequefiay | Siembra | Vigorosas-
del cultivo sanas aspecto uniforme gscasa. Sin fallida sanas
riego
1 afio del Mostraba
Hi . Desmonte | desmonte. un suelo Ambiente 30 afios
istoria de 20 afios ha Desmonte de seco. Se muy habia
del lote (Paleocauce) Melilgtus 20 afios . trata de un salino, alfalfa
albus bajo natural | sin riego
salino
. presencia | Presencia
Vegetacion 'S::gonél de sales de sales
natural Jalo A)\lzul sobre el sobre el
P suelo suelo

(*) Sitio 5, el cerco sembrado con alfalfa fallo o fracaso pues no se observé ninguna planta viva.

En el sitio 4 (Tabla 3) la alfalfa se encontraba en una mala condicion (alfalfa rala
con pocas plantas por unidad de superficie y de baja altura), debido a que no llovia hace
4 meses, y este lote no se puede regar. Se trata de un bajo natural salino, el cual fue

sembrado sin riego, por ello tenia plantas de alfalfas muy pequefias y escasas. A igual, en

2 Trabajo de la préactica profesional supervisada, comunicacién verbal
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el sitio 5, no se observo cultivo de alfalfa, por siembra fallida, habia detenido su
crecimiento debido a la alta salinidad del suelo que se hacia evidente por las costras
salinas en superficie del suelo (Figura 3y Figura 6). Este comportamiento de la alfalfa en
los sitios 4 y 5 se vio influenciado principalmente por la no disponibilidad de agua, tanto
de precipitaciones como el no acceso al agua por el canal de riego. En los casos de
salinidad moderada pueden sembrarse cultivares con cierto grado de tolerancia, sin
embargo, en las situaciones de salinidad excesiva o presencia de alcalinidad por alto
contenido de sodio, es muy probable que la alfalfa no prospere y que su siembra se torne
antiecondmica (Basigalup, 2007).

La situacion en el sitio 2, es una alfalfa de ocho meses que ha sido sembrada luego
de un desmonte. Antes del cultivo habia especies naturales como: cardén, jume, y palo
Azul. Se observo la presencia de una leguminosa denominada Melilotus albus (trébol de
olor blanco).

3.2. Evaluacién de la nodulacion

En la Tabla 4, se presenta los resultados de la evaluacion de la nodulacion de plantas
de alfalfa extraidas de los diferentes sitios muestreados a la profundidad de 0-30 cm, con
diferentes condiciones edafocliméticas limitantes.

Claramente se aprecia que las mayores cantidades de nédulos activos, ubicados en
la raiz principal y secundaria correspondieron a alfalfares cultivados en los sitios 1, 3 'y
6; con riego y con suelos libres de sales y en consecuencia un buen aspecto del cultivo.
Esta buena nodulacidn se explica porque las plantas presentan un buen desarrollo, estan
en mejores condiciones para proporcionar energia o hidratos carbono a la bacteria. La
nodulacién es un aspecto fundamental para la sobrevida de estos alfalfares ya que es la

principal fuente de nitrégeno en estos suelos (Entisoles), dado que las semillas no se
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inoculan, los nédulos encontrados son originados de una poblacién de rhizobios nativos
y/o naturalizados.

Por otra parte, es interesante resaltar que en el alfalfar del (Sitio 2), tiene ocho meses
de implantacion, que proviene de un suelo desmontado, también tuvieron raices con
nodulos, pero muy escasos, pequefios, de color verde y ubicados en raices secundarias,
todas estas caracteristicas hacen suponer que se tratan de nddulos ineficientes es decir no
fijan nitrogeno. Racca y Gonzélez (2007) expresaron que la aparicién de nddulos
espontaneos son consecuencia de la estimulacion que ejercen las plantas sobre
poblaciones de bacterias nativas que se encuentran en muy bajo ndmero en suelos
aparentemente libres de rhizobios especifico para alfalfa. En el caso de este alfalfar en el
sitio 2, la nodulacion es por cepas nativas y/o naturalizadas, las mismas podrian
encontrarse asociada plantas de crecimiento natural como el trébol de olor blanco
(Melilotus albus), leguminosa encontrada durante el muestreo de este sitio o bien por la
simple persistencia de estas bacterias en el suelo.

Tabla 4. Evaluacion de la nodulacién en cultivos de alfalfa de seis sitios, ubicados en la
localidad Puesto de Diaz, Departamento Atamisqui. Profundidad de 0-30 cm.

Sitios Variedad | Abundancia Tamafio Ubicacién Color Forma
de alfalfa ™ (**)
Mayoria
1 Salinera . Grand(is Y| Rrp YRS rojosy Dedos -
pequefios poCos tubular
verdes
2 Monarca + pequefio RS Verde
3 Salinera y +++ Grande:s Y1 Rrp y RS Rojos Arracimado
Monarca pequefios
4 Monarca + Pequerios RS Ma_r_ron
rojizo
5 Monarca -
Mayoria
6 Salineray it Grandgs Y| Rrp y RS rojos y Dedos -
Monarca pequerfios pocos tubular
verdes

(*) - Abundancia (escala); (Escasos: +), (Regular: ++), (Abundantes: +++)
(**) — Ubicacion; (RP) Raiz principal y (RS) Raiz secundaria
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Otro aspecto interesante de destacar es en cuanto a la forma de los nddulos: En el
sitio 3, los nddulos son de forma arracimados (Figura 7) se observaron en cultivos de
alfalfa de 5 afios y en cantidad fueron abundantes nddulos (Tabla 4), mientras las formas
unilobuladas o alargadas se asociaron con cultivos mas jovenes, menos de 2 afios de edad
(Figura 8 y 9). Los nodulos de alfalfa son de tipo meristematico y de crecimiento
indeterminado. Estas caracteristicas, frente a situaciones de estrés moderado (estrés
hidrico, temperaturas del suelo elevada) hacen que el meristema nodular persista y sea
capaz de regenerar el crecimiento cuando la situacion de estrés se revierta (Stougaad,

2000).

Figura 7. Foto mostrando nodulos arracimados en la raiz de la alfalfa, Lote del
sitio 3. [Localidad Puesto de Diaz, Departamento Atamisqui].




Figura 8. Foto mostrando nddulos en forma de dedos en la raiz de la alfalfa. Lote del
sitio 6. [Localidad Puesto de Diaz, Departamento Atamisqui].

Figura 9. Foto mostrando noédulos ubicados en raiz principal de la alfalfa. Lote del sitio
1. [Localidad Puesto de Diaz, Departamento Atamisqui].
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El sistema simbi6tico funciona bien cuando no hay condicionantes por exceso o por
defecto para el desarrollo normal del cultivo. En consecuencia, en los sitios 4 y 5 la falta
de agua disponible en la porcion de suelo explorado por las raices de alfalfa es el factor
que regula directamente la germinacion y desarrollo del cultivo e indirectamente la
fijacién bioldgica del nitrégeno. Ausencia de nodulacion, o nédulos inactivos que asocian

a suelos con bajo contenido de agua, y sales en superficie en el caso del sitio 5 (Tabla 4).

3.3. Observacion de colonias de rhizobios

3.3.1. Observacion macroscépica

En la Tabla 5, se observan las caracteristicas morfologicas de las colonias aisladas,
obtenidos posteriores a la purificacion. Se aprecia que no existe una alta variabilidad entre
estos segun los parametros evaluados (Crecimiento, color, mucus, bordes superiores,
elevacion, tamafio y Gram). Sin embargo, respecto al crecimiento, la produccion de
mucus (polisacaridos extracelulares) y elevacion de las colonias (Figura 10), se
evidencian las diferencias entre aislados de diferentes sitios de la misma localidad.

El aislado obtenido del sitio 6, se destaca el crecimiento como muy abundante,
mientras que en el sitio 3, es de crecimiento moderado, y del sitio 1, es ligero. Similares
resultados se obtuvieron en la produccion de mucus y elevacion de las colonias.

Estos resultados ponen de manifiesto que no todos los aislados microbianos de la
misma localidad y el mismo hospedero presentan idénticas caracteristicas morfoldgicas.
En este sentido, Racca y Gonzales (2007) coincidiendo reportan la variabilidad de
caracteristicas morfologicas de aislados de rhizobium del cultivo de alfalfa. Sin embargo,
todos tuvieron un crecimiento rapido, entre las 24 y 48 horas coincidiendo los resultados
con los de otros trabajos, los cuales aislaron rhizobios de crecimiento rapido a partir de

Alfalfa (Vance, 1978).
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Tabla 5. Descripcion de las caracteristicas morfolégicas de colonias de rhizobios de
cuatro aislados en sitios diferentes. [Localidad Puesto de Diaz, Departamento Atamisqui].

Sitios | Crec.® Color Mucus | Bordes | Elevacion | Tamafio | Gram
aislados | (%) - sup.t
1 ++ incolora ++ liso Levantado | Grandes, -
, gomoso | 4 0 5mm
3 +++ | Ligeramente | +++ Liso- | Levantado | Grandes, -
opaca brillante | , gomoso | 4 0 5mm
4 ++ incolora ++ liso Suave, medianas -
acuosa
6 +++ | Ligeramente | +++ Liso- | Levantado | Grandes -
opaca brillante | , gomoso

(*) — Crecimiento; (+ ligero), (++ moderado), (+++ abundante)

Es importante advertir que, si bien los contaminantes se distinguieron, entre otros
aspectos, porque se colorearon con rojo Congo, estas caracteristicas son comunes en las
especies de los géneros de crecimiento rapido Rhizobium y Sinorhizobium, que forman la
familia Rhizobiaceae y se caracterizan por presentar colonias grandes de 2-5 mm,
circulares, blancas o de color beige, convexas, semitraslicidas y mucilaginosas (Anon,
1994).

Pero con las caracteristicas estudiadas en este trabajo no fue posible diferenciar
estos dos géneros, ya que no existian diferencias fenotipicas entre ellos debido a su
cercania filogenética (Lloret y Martinez, 2005). Para identificar cada uno de ellos es

necesario un estudio mas profundo que incluya técnicas genéticas y moleculares.

3 palabra abreviada, (Crec.) - Crecimiento
4 palabra abreviada, (Sup.) - Superiores
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Figura 10. Cajas de Petri con cultivo de Sinorhizobium. Se muestran
colonias traslucidas mucosas, del Sitio 6.

3.3.2. Observacion microscépica

Bacteroides

Las bacterias obtenidas del nédulo se examinaron al microscopio a partir de un
frotis de la suspension o macerado que se realizé al aplastar el nddulo en el paso previo
del aislamiento.

Se observaron los denominados “bacteroides” mas grandes que la bacteria saprofita
y con formas en X, Y, o amorfas. El frotis se colore6 con fucsina fenicada durante 30

segundos (Figura 11).




La observacion de preparados microscopicos mediante la tincion de Gram de
cultivos puros obtenidos, mostré que la morfologia de las células y sus caracteristicas
tintoriales se correspondian con las descritas para este grupo de bacterias: las células eran
bacilos Gram negativos, de pequefio tamafio, y no formaban endoesporas (Figura 11 y
12). Asi como resultado de la seleccidn, se lograron cinco cepas del género Sinorhizobium
en los diferentes sitios, basado en el estudio de las caracteristicas culturales, tintoriales.
Las cepas aisladas fueron las del grupo de crecimiento rapido, para asegurar que las
mismas correspondan al género Sinorhizobium se recomienda continuar el estudio de
seleccion de cepas nativas eficientes para alfalfa para estos ambientes, asi como la
clasificacion mas precisa de los aislados con el empleo de otras técnicas de la taxonomia

convencional y molecular.

50 pm

Figura 12. Preparado microscopico de bacterias aisladas de nodulos de la alfalfa

3.4. Analisis del suelo
En la tabla 6. Se describen las determinaciones del anélisis de las propiedades
fisicas y quimicas del suelo, en seis sitios alfalferos y su variacion en diferentes

profundidades.
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Tabla 6. Propiedades fisicas y quimicas de los suelos de seis sitios, en diferentes
profundidades (0-30, 30-60 y 60-90 cm).

. Propiedades fisicas Propiedades quimicas
Sitios Izcrrc;l). Textura Color |Humedad| pH CEes | MOS
(tacto) (seco) (%) (1:2,5) (dS/m) (%)
0-30 Arenoso 10 YR 6/2 20 6,93 1,05 0,93
1 | 30-60 | Muy arenoso | 10 YR 6/3 21 7,16 0,90
60 — 90 Arenoso 10 YR 6/4 23 8,22 1,15
0-30 Arenoso 10 YR 6/2 24 7,26 1,45 1,03
2 |30-60 | Arcilloso | 10 YR 6/3 27 7,66 1,70
60 — 90 | Muy arenoso | 10 YR 6/4 24 7,76 1,95
0-30 Arenoso 10 YR 6/2 18 7,20 2,05 1,44
3 | 30-60 | Muy arenoso | 10 YR 6/3 23 7,73 2,10
60 — 90 | Muy arenoso | 10 YR 7/3 24 7,63 10,75
0-30 | Muy arenoso | 10 YR 6/2 7 7,14 8,25 1,14
4 | 30-60 Arenoso 10 YR 6/3 12 7,33 16,75
60 — 90 | Muy arenoso | 10 YR 7/3 17 8,07 27,55
0-30 | Arcilloso | 10 YR6/3 18 7,51 25,83 | 1,60
5 30- 60 Arenoso 10 YR 7/3 21 8,61 27,05
60 — 90 Media 10 YR 7/3 22 8,71 28,45
0-30 | Muy arenoso | 10 YR 6/3 2 8,25 1,25 1,55
6 | 30-60 | Muy arenoso | 10 YR 6/3 10 8,83 2,45
60-90 Arenoso 10YR 6/4 19 9,16 8,15

En general son suelos de textura arenosa, solo en la segunda profundidad del sitio
2y la primera de la profundidad del sitio 5 se observa un horizonte arcilloso (Tabla 6).
La textura arenosa tiene menos beneficios al retener poca agua y con mayor facilidad de
drenaje del agua, pero las raices no tienen dificultad para crecer en profundidad y en
consecuencia para nodular.

Los sitios 1, 2 y 3 son suelos No salinos de pH neutro a ligeramente basico siendo
coincidente con los mejores alfalfares y mejor evaluacion de nodulacién antes descripto.
El sitio 6 es alcalino y con una acumulacion de sales en profundidad, sin embargo, esta
condicion no afecto el normal desarrollo del cultivo. A diferencia, el sitio 4 corresponde

a un bajo natural muy salino, el cual fue sembrado sin riego, tenia plantas de alfalfas muy
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pequefias y escasas y el sitio 5 de extrema salinidad, con eflorescencia salina en la
superficie, por lo cual se explica el fracaso de la siembra de alfalfa en este lote.

En cuanto a los contenidos de humedad en los lotes se puede ver que los sitios 1, 2
y 3 tenian buenos contenidos de humedad en las tres profundidades estudiadas, los tres
tienen posibilidad de ser regados, en el caso del sitio 6 se observa bajo porcentaje de
humedad dado que al momento de tomar la muestra recién se estaba iniciando el riego.

El contenido de Materia Orgéanica varié en un rango de 0,96 a 1,60 %, considerados
como valores bajos, pero esperados para este tipo de ambiente relacionado con los valores
originales del suelo y con la historia de cada sitio, informacion que no fue relevada y por
lo tanto no se puede explicar en detalle. Con los valores obtenidos de MOS (%), es
necesario para proveer de nitrégeno al cultivo por aporte de fijacion bioldgica de

nitrégeno.

En la Tabla 7, se observa que el suelo rizosférico en los sitios 2,3, y 6 presentd
mayores contenidos de materia organica que el suelo no rizosférico. Estos resultados son
los esperados y se explica por los mayores aportes de carbono que recibe el suelo
proveniente de las raices y sus exudados.

Tabla 7. Materia organica y respiracion edafica en los diferentes sitios a la profundidad
de 0-30 cm

No Rizosférico Rizosférico
siios | o Meterie | iiten | o Meterie | i
(Mg C-CO2) (Mg C-CO2)
1 0,93 54 0,88 138
2 1,03 75 1,34 223
3 1,44 130 1,96 266
4 1,14 65 1,03 109
5 1,60 79 - -
6 1,55 134 2,17 232
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Asimismo, la microflora heterétrofa aerobia esta marcadamente influenciada por
las secreciones de las raices (Alexander, 1980; Abril et al., 1990), de alli también el
incremento del COS y del Carbono respirado. Al incrementarse la densidad de raices en
el suelo, se incrementan los exudados y otros sustratos carbonadas que se ponen a
disposicion de la microflora (Abril et al., 1990).

La restriccion en el crecimiento del cultivo de alfalfa en los sitios (4 y 5), esta
asociado con problemas de salinidad y por la escasa humedad del suelo, pudo haber
reducido la disponibilidad de fuentes carbonadas de alta labilidad asociada al crecimiento
de las raices, influenciado en la no presencia de nodulacion, por lo tanto, se ven afectados

en la actividad de la microflora al incubar el suelo.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que en ambientes edafoclimaticos
limitantes hay cepas nativas y/o naturalizadas de Sinorhizobium que forman nédulos
funcionales en aquellas plantas de alfalfa (Medicago sativa L.) que tienen condiciones
para proporcionar energia o hidratos carbono a la bacteria.

La presencia de nodulacion fue abundante en los sitios que no presentaron salinidad,
mostrando nddulos de color rojo en la raiz principal; los nédulos escasos, pequefios, de
color verde y ubicados en raices secundarias provinieron de un sitio de alfalfa sembrado
luego de un desmonte. En cuanto a las formas de nodulos se observo, forma arracimada
en cultivos de mas de 2 afios y forma de dedo o tubular a cultivos mas jovenes.

Las caracteristicas morfologicas de las colonias aisladas no presentaron alta
variabilidad en cuantos a los parametros evaluados (Crecimiento, color, mucus, bordes
superiores, elevacion, tamafio y Gram). En el sitio seis se destaca un crecimiento muy
abundante en la produccion de mucus y elevaciéon de las colonias de Sinorhizobium
asociado a buen aspecto del cultivo.

En general, los alfalfares que crecieron en los sitios de suelos arenosos, con buen
contenido de humedad, pH neutros a ligeramente bésicos, conductividades eléctricas,
menores a 10, alta actividad biologica en &rea rizosférica, se relacionaron con plantas con
abundante nodulos funcionales y buen aspecto del cultivo de alfalfa.

Las cepas aisladas fueron las del grupo de crecimiento rapido, para asegurar que las
mismas correspondan al género Sinorhizobium meliloti, se recomienda continuar el
estudio de seleccidn de cepas nativas eficientes, asi como la clasificacién mas precisa de

los aislados con el empleo de otras técnicas de la taxonomia convencional y molecular.
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Comentarios:

La disponibilidad de agua de riego podria explicar mayormente las variaciones en
la capacidad de nodular de la alfalfa entre los sitios estudiados. El agua disponible elimina
las sales de la porcion de suelo explorado por las raices de la alfalfa lo que permite el
desarrollo de la misma e indirectamente de la fijacion bioldgica del nitrégeno por cepas
nativas y/o naturalizadas.

La nodulacion es un aspecto fundamental para la sobrevivencia y el mantenimiento
de los alfalfares de esta zona del oeste del Depto. Atamisqui, Santiago del Estero
(Argentina), ya que en estos suelos de baja fertilidad es la principal fuente de nitrégeno.
Como es de esperar son suelos de bajo contenido de materia organica por el origen de los
mismos y las condiciones de semiaridez mejorando esta condicién por el aporte de
carbono que hacen las raices y el cultivo de alfalfa en general (suelo rizosférico) e
incrementan la actividad bioldgica del suelo.

Sobre perspectivas futuras puedo decir que el tema “Fijacion Biologica del
Nitrégeno en Alfalfa (Medicago sativa), leguminosa Forrajeras de la Provincia de
Santiago del Estero” es amplio, y da lugar a investigaciones que pueden durar mucho
tiempo y requiere la consecucion de estudios mas profundos con la posibilidad de
incursionar nuevos campos de la investigacion. Por otra parte, es una linea de
investigacion que busca generar conocimientos practicos que habra después de

incorporarse a los procesos productivos menos contaminantes y méas sustentables.
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