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1. RESUMEN

Se estima que en Argentina se cultivan 6 millones de hectareas de alfalfa,
ubicando a este pais como segundo productor mundial, luego de los EE.UU. En
Chile y Uruguay, las superficies de cultivo son 250.000 y 100.000 ha
respectivamente, lo que representa aproximadamente el 30 % de la superficie
potencial cultivable de estos paises, al igual que en Argentina. El 90% de la
superficie cultivada en este ultimo pais, se concentra en la region Pampeana
sub-himeda y semiarida en donde las principales limitantes para la FBN son la
disponiblidad de agua, acidez del suelo y bajos niveles de fosforo disponible
(Hijano & Basigalup, 1995).

En Chile se cultiva con éxito en las zonas Centro-Norte y Centro, en donde se
presentan suelos y climas favorables. En las zonas Centro-Sur y Sur del pais,
la produccidon de esta forrajera esta limitada, debido a la existencia de suelos
acidos derivados de cenizas volcanicas (andisoles), con concentraciones altas
de Aly Mn y bajas en P (Zurita et al., 1994; Urzua et al., 1995).

En Uruguay se cultiva en el area nucleo de produccion animal intensiva, en
donde se encuentra en plena expansion debido a su elevada produccion y
persistencia. Las principales limitantes para la FBN que se presentan en los
suelos de este pais, son el mal drenaje y la acidez (Murata et al., 1965; White,
1967).

Comparada con otras especies, el forraje de alfalfa tiene un mayor contenido
de proteinas y por consiguiente, altos requerimientos nitrogenados (Bickoff,
1979; INTA-FAO, 1986; Howarth, 1988). En el area nucleo de Argentina, en

condiciones de secano, la alfalfa puede producir entre 8 y 22 Ton. ha'l afiol
de materia seca, dependiendo de la disponibilidad hidrica del afio (Hijano &
Basigalup, 1995). Esto implica para contenidos medios de proteina del 20%, un

consumo cercano a los 500 kg.ha'l.aﬁo'1 de nitrégeno, posibles de ser
exportados del area de produccion, cuando se utiliza como forraje de corte
(Racca, R. et al 2001). Bajo condiciones de riego, con rendimientos que
pueden superar las 28 Ton, las extracciones de nitrdgeno se pueden aproximar

a los 800 Kg ha'l afio™d (Collino et al., 1997; Racca et al., 1998). Estos altos
requerimientos pueden provocar una pérdida rapida y constante de la fertilidad
nitrogenada del suelo, si no existe un sistema de reciclaje parcial del nitrdgeno
unido a un eficiente sistema de fijacién biolégica de N2 por asociacién con
rizobios especificos. Por lo tanto la propiedad de la alfalfa de mantener o ain
aumentar la fertilidad de los suelos, depende en gran medida de su capacidad
para incorporar nitrogeno de la atmaosfera.

Las estimaciones sobre la cantidad de Nz fijado por la alfalfa, varian
considerablemente. Silver & Hardy (1978) informaron valores entre 128 y 300

Kg N ha'l aﬁo'l, mientras que Hoglund et al. (1974) llegaron a estimar 740 Kg

N ha'l afiol. Peterson et al. (1991) y Russelle (1992) estimaron una fijacién
entre 70 y 400 Kg N ha! afio!, correspondiente al 33 y 83 % respectivamente,
del nitrégeno total acumulado en el forraje. Estas Ultimas estimaciones son
coincidentes con resultados obtenidos en Argentina, donde se determiné bajo
condiciones de secano un aporte por FBN de 90 a 450 Kg N ha? afio! (Racca
et al., 2001), que representd entre el 29 y 82% del nitrogeno total del forraje.
Sin embargo, cuando el cultivo soportd un ciclo de sequia controlada de 150
dias, la FBN solo proveyo el 26% del nitrégeno (Lopez et al., 1997). En Chile
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con alfalfares de uno y dos afios manejados bajo riego y en andisoles sin
limitaciones de fertilidad, se han reportado valores entre 255 y 670 kg N ha
afio! (Campillo et al.,1995), habiéndose alcanzado al tercer afio hasta 756 kg
N ha? afio! (Campillo y Barrientos, 1999). En Uruguay existen datos de 360 Kg

N hal aﬁo'l, fijados en alfalfares de dos afios de edad (Garcia et al., 1994).

1(i). Situacion Inicial. Justificacion del Proyecto

1. En los sistemas agricola-ganaderos de los tres paises, la alfalfa

participa en un elevado porcentaje del &rea de cultivo.

2. La alfalfa es un fuerte demandante de N, capaz de sustentarse a

través del tiempo solo si un alto % de ese N lo toma de la atmosfera

3. Esto solo es posible si se encuentra correctamente asociada a cepas

especificas de rizobios de alta eficiencia en FBN.

4. Un alto % de la semilla disponible es importada y mucha de ella
viene preinoculada con cepas de rizobios de eficiencia y adaptaciéon

desconocidas en las condiciones locales.

5. Una nueva cepa que entra al ecosistema del suelo, produce nuevos
equilibrios poblacionales que pueden tener consecuencias neutras,

positivas o negativas.

6. No se conoce la eficiencia relativa de la fijacidbn biolégica de
nitrogeno (FBN) que aportan los sistemas nodulares formados a

partir de cepas introducidas respecto de las nativas o naturalizadas.

7. Necesidad de mejorar los bancos de germoplasma microbiano con
nuevas accesiones caracterizadas por su capacidad y eficiencia en

FBN y PGPR (bacterias promotoras del crecimiento vegetal).



1(ii). Objetivos y metas

Objetivos

1. Cuantificar la eficiencia relativa en la fijacion de nitrégeno de sistemas
nodulares formados por cepas introducidas y por cepas nativas o
naturalizadas, con diferentes grados de ocupacion nodular.

2. Estudiar la biodiversidad en poblaciones de rizobios nativos o
naturalizados y seleccionar las mejores cepas en diferentes regiones de
los paises que componen el Proyecto.

3. Caracterizar y seleccionar bacterias PGPR y NPR, que solas o co-
inoculadas con rizobios mejoren la productividad de la alfalfa.

4. Generar criterios normativos para el uso de microorganismos

rizosféricos que participan en la sustentabilidad del cultivo de alfalfa.

Metas
1. Disponer de informacion sobre la importancia de la fijacion de nitrégeno
a partir de cepas introducidas con los inoculantes respecto a la que se
logra con las cepas nativas o naturalizadas.
2. Disponer de una coleccion de cepas de rizobios identificadas por su
eficiencia que sea representativa de las distintas regiones involucradas
en el Proyecto.

3. Disponer de cepas PGPR eficientes para la produccion de inoculantes.

1(iii). Metodologias Utilizadas

Para la evaluacion de la eficiencia relativa de las cepas introducidas en
inoculantes se implantaron dos ensayos denominados “Ensayos
Nucleos” (EN) en cada uno de los paises intervinientes segun el
protocolo previamente establecido. Los EN involucraron parcelas de
alfalfa inoculada y no inoculada y parcelas de un cultivo de referencia no
fijador para la determinacion de FBN mediante la técnica de '°N. Los EN
de Argentina se implantaron en Balcarce y Manfredi, los dos de Uruguay

en Punta Espinillo (1y I) y los de Chile en Gorbea y Pitrufquén.



En cada corte de forraje y durante tres ciclos de cultivo, se determind: i)
rendimiento de materia seca, ii) contenido de nitrdgeno en el forraje v iii)
proporcién de nitrégeno derivado de la atmdésfera, iv) grado de
ocupacién nodular (en muestreos de primavera y otofio), v) contenido de
humedad del suelo (en primavera). Todos los suelos fueron
caracterizados previamente respecto a variables edéficas y al tamafio de

la poblacion de rizobios pre-existentes.

Complementario a los EN, se realizé una coleccién de cepas de rizobios
nativos a través de muestreos regionales para determinar biodiversidad.
El muestreo se realizd6 en localidades con y sin limitantes
edafocliméaticas de cada uno de tres los paises. Los aislamientos de
bacterias fueron conservados, identificados y caracterizados tanto
genotipicamente como en cuanto a su capacidad de fijacion biolégica

de nitrégeno en etapas sucesivas de laboratorio e invernaculo.

También se colectaron otros aislamientos obtenidos de la rizosfera de
cultivos de alfalfa de los tres paises para la identificacion de cepas
promotoras del crecimiento de nodulos y/o plantas. El andlisis de la
capacidad PGPR/NPR se realizé6 mediante caracterizacion morfolégica,
respuesta bioquimica y ensayos de coinoculacion sobre plantas de
alfalfa.

El intercambio de experiencias entre los profesionales participantes se
realiz6 permanentemente a través de la coordinacién y de encuentros
anuales de monitoreo en el que participaron todos los investigadores
principales responsables de cada accién. La responsabilidad de los
distintos grupos de investigacion fue procesar todas las muestras de
todos los ensayos segun su especialidad, i.e. aspectos de produccién de
forraje, edéaficos, microbioldgicos, de fijacion bioldgica de nitrégeno, de
stress hidrico, de identificacion de cepas, de caracterizacion genética, de
evaluacion de eficiencia como material biolégico para la produccion de

inoculante.



1 (iv). Resultados Obtenidos
La poblacién de rizobios especificos existentes en el suelo antes de la
siembra, permitio clasificar a los suelos en tres grandes grupos: 1)
suelos con abundante poblaciéon de rizobios, con 10° o mas rizobios/gr
de suelo, y que poseen, en general, un pH comprendido entre 6,5y 7,5
(Manfredi), 2) suelos con escasa poblacion de rizobios, con niveles
microbianos comprendidos entre 10!-10? rizobios/gr de suelo, que
generalmente poseen pH entre 6,5 y 5,8 (Chile y Balcarce) y 3) suelos
con poblacion de rizobios no detectable, con pH inferiores a 5,8
(Uruguay). Por otro lado, y a lo largo de los tres afios de ensayos, se
comprobd que cepas infectivas de Sinorizobium estuvieron presentes en
todas las localidades de Argentina y Chile. Existié una relacion bastante
marcada entre respuesta a la inoculacion y presencia/ausencia de
microflora pre-existente: En suelos del grupo 3 la respuesta es muy
notable, es menos evidente en las del grupo 2 y no detectable en la del
grupo 1.
Respecto a la produccion de forraje, medido en Kg.ha?, solo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el cultivo
inoculado y el no inoculado en los EN de Uruguay, Balcarce y en la
ultima campafa de Gorbea. De las estimaciones realizadas hasta el
presente para FBN surge que: 1) en Uruguay el 70% de Nitrogeno Total
incorporado por el cultivo proviene de FB, 2) en Argentina ambos EN
arrojaron valores similares entre si, con un promedio de porcentaje de
Nitrégeno derivado de la FB de 69% correspondiente a mas 240 Kg.hat
de Nitrégeno, 3) en Chile, con suelos mucho més ricos en materia
organica, los porcentajes de fijacion cayeron a un 18% (promedio de
ambos EN).
Se concluy6 que las diferencias en produccion de forraje entre el cultivo
inoculado y no inoculado se evidencian solo cuando: 1) la poblacién de
rizobios pre-existente en el suelo es baja (ej. Uruguay, Balcarce), 2) hay
baja disponibilidad de materia organica en suelo (ej, Uruguay) o 3) no
hay otro factor limitante.
Respecto a la meta de coleccion de cepas, se observo que de 100
aislamientos provenientes de Argentina, 74 de Chile y 23 de Uruguay, y



tras las pruebas de infectividad (Burton) y eficiencia (MS), 8 de los
provenientes de Argentina, fueron mas eficientes que la cepa testigo
utilizada (B399); 10 de los provenientes de Chile también superaron a su
respectivo testigo en tanto que dos se mostraron como ineficientes o
parasitarias. De los aislamientos provenientes de Uruguay, algunos
superaron ampliamente la cepa comercial (U143), y otros fueron
ineficientes o parasitarias. Utilizando las técnicas moleculares ajustadas
durante el primer afio del Proyecto, se estd estudiando la diversidad
molecular de las cepas que fueron seleccionadas desde estos ensayos.

Tendiente a la obtencion de cepas PGPR eficientes para la produccion
de inoculantes, se caracterizaron morfolégicamente mas de 1000 cepas
de las cuales se seleccionaron 400 para ensayos bioquimicos
consistentes de 6 pruebas para evaluar -caracteristicas PGPR
(Solubilizacion de Foésforo, de Hierro, Hidrélisis de Almidén, Produccion
de Exopolisacaridos, Biocontrol de M. phaseolina y Rhizoctonia spp). Se
estudiaron las asociaciones entre caracteristicas PGPR para cada
conjunto de cepas definido segun el pais y el origen del suelo desde
donde se aislaron (suelo de presiembra, de postsiembra o suelo del
altimo muestreo primaveral y otofial). En los muestreos de presiembra
se detectd alto consenso en las asociaciones entre caracteristicas
PGPR a través de los grupos de cepas. Las solubilizadoras no fueron,
en general, controladores bioldgicos. El control estuvo asociado con la
produccion de exopolisacaridos. En Chile predominaron las bacterias
solubilizadoras de fésforo, excepto en muestras otofiales donde los
niveles de fésforo fueron altos. Se detecté una poblacion baja de
biocontroladoras y cepas con mayor captacion de hierro. Mientras que
en Argentina y Uruguay hubo mayor proporcion de bacterias con
actividad antifungica. Se clasificaron todas las cepas recolectadas segun
el nimero de pruebas PGPR positivas. Una decena de cepas con 5
caracteristicas PGPR positivas, fueron evaluadas en ensayos de
laboratorio que incluyeron inoculaciones simples de semillas de alfalfa
con estas cepas, inoculaciones dobles (la cepa PGPR seleccionada + el
rizobio nodulante B399) y controles (control Agua y control Nitrégeno). El
andlisis de los pesos secos de parte area y radicular a los 45 dias de
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ensayo, demostré una clara ventaja de la coinoculacién de B399 con la
mayoria de las cepas PGPR seleccionadas. La mejor respuesta se
obtuvo con una bacteria PGPR seleccionada de suelo rizosférico
Chileno.

1 (v). Medidas en que se lograron los objetivos

Los objetivos especificos planteados fueron ejecutados en un 100%
respecto a las tareas de campo, faltando adn la concrecion del analisis
de muestras para determinar FBN mediante la técnica de *N. Las
actividades no se ejecutaron completamente por razones ajenas a los
investigadores involucrados, sino por cambios que se produjeron debido
a la falla de equipos especificos de alta tecnologia. (Ver nota adjunta).

No obstante del proyecto se han derivado productos que ya estan siendo

difundidos en el medio productivo.

1 (vi). Nuevos conocimientos y tecnologias desarrolladas

Luego de los analisis realizados en el marco del proyecto, se concluye
que:

1) la nodulacion inicial total (% de plantas noduladas) fue mayor en
suelos con alto contenido de Ca y pH cercanos a la neutralidad.

2) en suelos con pH inferior a 6 solo presentan nddulos aquellos que
poseen altos niveles de Ca.

3) altos niveles de material organica (MO) en el suelo (mayores a 5%),
no impiden la nodulacion pero limitan su expresion.

4) a niveles de produccion de MS altos (superiores a 25 tn/ha.afio), esos
mismos niveles de MO no limitan la expresién nodular, mostrando la
importancia del balance del N en si mismo.

5) con el avance de la ontogenia del cultivo la ocupancia nodular se
inclina a favor de las cepas naturalizadas, excepto en los ensayos de
Uruguay.

6) respecto a las cepas PGPR se observa que en Uruguay y Chile,
prevalecen las solubilizadoras de P, en tanto las predominantes en

Argentina son las de accion biocontroladora.
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El proyecto proveyd del marco necesario para el desarrollo de nuevas

tecnologias:

e Obtencién de una coleccién de cepas tanto nodulantes como
PGPR para mejorar la eficiencia en la FBN en alfalfa.

e Para el manejo del cultivo.

e Para la investigacion de alto nivel cientifico en FBN (productos
para la implementacion de pruebas de competencia a nivel

molecular).

1 (vii). Impactos logrados

El conocimiento desarrollado hasta el momento ha sido difundido a
través de publicaciones en revistas cientificas y congresos (ver item
3.2 ). Charla a productores en “dias de campo”, y se esta preparando
una Publicacién Técnica para ser difundida en los tres paises miembro
del consorcio.

Numerosos resultados generados por el proyecto han sido presentados
en la XXIII Reunion Latinoamericana de Rizobiologia que, con el
auspicio de Fontagro, CyTED, CONICET e INTA, ha sido realizado en

Coérdoba del 25 al 29 de marzo del presente afio (ver www.relar.com.ar).

1 (viii) Restricciones y limitantes para el desarrollo del proyecto

Existieron dos restricciones importantes para el desarrollo normal del
Proyecto: 1) las fallas en los equipos para la determinacion de *°N
(espectrémetro de masas y emision), que provocé atraso en los analisis
de las muestras 2) los continuos inconvenientes aduaneros que se
tuvieron con la remisién de muestras entre los paises, a pesar de los
tramites formales que se hicieron al respecto. Este es un aspecto que
deberia solucionarse para mejorar la performance de estos proyectos

consociados.
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2. METODOLOGIAS UTILIZADAS

Evaluacién de la eficiencia relativa de las cepas introducidas:

En cada uno de los paises intervinientes se seleccionaron dos regiones
agroecoldgicas diferentes, en donde se implantaron ensayos idénticos
denominados “Ensayos Nucleos” (EN). En todos ellos se efectud control
previo de malezas combinando el laboreo mecéanico con herbicidas de
presiembra (trifluralina al 60%: 1.5 | pc hat). En caso de ser necesario y
de acuerdo a los resultados de analisis previos de suelo, se ajusto la
fertiidad de manera de eliminar limitantes nutricionales no deseables. Se
prestd especial atencion al contenido de P para que los suelos del

ensayo no tuviesen menos de 25 ppm.

Los ensayos principales se disefiaron en bloques completos al azar con
dos tratamientos (inoculado y no inoculado) y cuatro repeticiones por
tratamiento. Cada una de las parcelas tuvo una dimension de 6 m de
ancho por 14 m de largo. La distancia entre bloques fue de 1 m; cada
parcela, dentro del bloque, se separé 3 m de la contigua. Los cultivares
elegidos fueron los mas difundidos de cada pais. En Argentina se utilizo
Bérbara SP-INTA, en Uruguay Chana y en Chile A.C.Baldrich 350
sembradas a una distancia de 20 cm entre lineas y una densidad

promedio de 11 kg.ha.

Los tratamientos fueron: i) inoculado con una cepa de Sinorhizobium
meliloti seleccionada, eventualmente diferente para cada pais. Argentina
y Chile utilizaron la B399 y Uruguay la U143, y ii) control no inoculado.
Complementariamente se implantaron cuatro parcelas de achicoria para
ser utilizadas como cultivo de referencia no fijador, requeridas para la
técnica de dilucidn isotépica del 15N (Rennie et al., 1978). Las cepas
usadas para la inoculacion fueron previamente marcadas por resistencia
a antibiéticos (con 500 mg de spectinomicina y 500 mg de streptomicina)
para permitir la diferenciacién del origen (nativo o introducido) de los
rizobios responsables de la nodulacién. En Uruguay y Manfredi, donde
no se marcaron las cepas, el GON se realizé por perfiles de enzimas

metabodlicas o electroforesis de isoenzimas.
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Durante el ensayo, para cada corte de forraje y durante tres ciclos de
cultivo, se determind: i) el rendimiento de materia seca, ii) contenido de
nitrégeno en el forraje vy iii) proporcion de nitrégeno derivado de la
atmoésfera por la técnica de dilucion isotépica del °®N. En algunos
momentos se determind también: iv) poblacion inicial de rizobios nativos
en suelos, v) grado de ocupacion nodular (en muestreos de primavera y

otofo), vi) contenido de humedad del suelo (en primavera).

El rendimiento de materia seca, se obtuvo por cortes realizados cuando
las plantas alcanzaron un 10% de floracién o los rebrotes tuvieron 5 cm
de altura. El forraje cosechado en la muestra, fue secado en estufa a 65

°C hasta peso constante.

Sobre este mismo material se evalué el contenido total de nitrégeno por
Kjeldhal y la eficiencia del sistema de FBN se determin6 mediante la
técnica del valor A con °N (los datos de los Gltimos cortes se encuentran
aun en procesamiento). Para estimar la fijacibn por este método fue
necesario aplicar *®N en microparcelas de 0.5 m? definidas dentro de
cada parcela del ensayo. El sitio de aplicacion nunca fue repetido dentro
de la parcela en la misma temporada.

Para la determinacion de la poblacion inicial de microorganismos en
suelo se utilizé la técnica del Numero Mas Probable (NMP) (Vincent,
1975). A partir de muestra tomadas antes de la implantacion de los EN,
en estratos de 20 cm, a profundidades de cero a 120 cm, siempre y

cuando las condiciones estructurales del suelo lo permitiesen.

El grado de ocupacion nodular se evalu6 en muestras de ndédulos
obtenidas de calicatas realizadas en tres de las cuatro repeticiones de
cada tratamiento en dos muestreos anuales (primavera y otofio), y a tres
niveles de profundidad (0-40, 40-90 y 90-150 cm). Las calicatas se
excavaron sobre el borde de 14 m de la parcela (paralelo a la linea de
siembra), exponiendo el sistema radicular completo. Se consideré una
cara de 1 m de ancho por 1.50 m de profundidad (o hasta donde llegue
el sistema radicular) como zona de medicién. En cada calicata, 0.5 m del
frente expuesto se destind a la coleccion de nodulos, dejando los
restantes 0.5 m para la obtencion de las muestras de suelo rizosférico

para posteriores determinaciones de presencia/ausencia de organismos
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PGPR y NPR (ver protocolo especifico). Durante la coleccion de nédulos
en cada estrato se tomaron todos los nodulos visibles en un espesor
méaximo de 10 cm de suelo hacia el interior de la parcela. Los nddulos
obtenidos fueron colocados en frascos con silicagel o Cl2 Ca hasta ser
procesados. Para la determinacion del grado de ocupacién nodular se
utilizaron las técnicas de resistencia a antibiotico o electroforesis de

isoenzimas, segun se dispusiese 0 no de cepas marcadas.

Para monitorear el consumo de agua del cultivo, se determino el
contenido hidrico del perfil del suelo, por sonda de neutrones o
gravimetria, hasta 3 m de profundidad, en capas de 20 cm, al momento
de la siembra. Complementariamente se caracteriz6 el limite superior e
inferior de agua y la Densidad Aparente (DA) de cada uno de los
horizontes de suelo para asi determinar Agua Util (AU). El contenido de
humedad del suelo se midio al inicio del ensayo y una vez por afio en
cada primavera. Para el andlisis de posibles limitantes hidricas, se
estimo6 Grado de Satisfaccién Hidrica del cultivo (GSH) como el cociente
entre el consumo observado y el consumo potencial, y Eficiencia del Uso

del Agua (EUA= Produccion de materia seca / mm consumidos).

Coleccidn, caracterizacion y selecciéon de cepas de rizobios nativos o

naturalizados:

A través de un muestreo regional realizado en cada uno de los paises
iparticipantes en el proyecto, se conformé una coleccion de nodulos
provenientes de ambientes sin limitantes edafoclimaticas tanto como de
ambientes con algunas caracteristicas adversas para el cultivo y su
sistema de FBN, (suelos acidos, con bajos niveles de P, alto niveles de
Al'y Mn). La seleccioén de sitios con caracteristicas adversas se baso en
el conocimiento previo existente en cada uno de los paises

intervinientes.

En todos los casos, se realizaron aislamientos de las cepas provenientes
de las colecciones a campo de estos ambientes con limitantes
edafocliméticas. También se recolect6 material desde los EN donde

habian sido corregidas las principales limitantes edaficas. Los
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aislamientos de bacterias fueron conservados mediante técnicas de
criopreservacion. Los datos de localizacion de los suelos y el origen de
las muestras, fueron organizados en base de datos georeferenciadas.
Posteriormente, se realizo la identificacion de los aislamientos de la
coleccion y la caracterizacion genotipica de la biodiversidad bacteriana
gue representan. La identificacion se realizO empleando marcadores
apropiados de resistencia a antibiéticos, o mediante el uso del gen de la
proteina verde fluorescente GFP (Pistorio et al., 2002). También se
usaron, geles de isoenzimas (Grassano et al., 1996). La caracterizacion
se efectu6 mediante: i) Perfiles de plasmidos por la técnica de lisis in
situ, y ii) Fingerprinting de ADN por técnicas de PCR empleando primers
conservados en genomas de bacterias: ERIC, REP, MBOREP y BOX
(Versalovic et al., 1991). Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis
de conglomerados para informacion molecular a los efectos de definir las
relaciones de parentesco entre las cepas y su identidad.

La seleccién de las mejores cepas se realiz6 evaluando la capacidad de
fijacion biolégica de nitrogeno de los aislamientos en etapas sucesivas
de laboratorio e invernaculo En laboratorio, se analiz6 también el
crecimiento de los aislamientos segun diferentes valores de pH, su
capacidad de nodulacion vy fijacién de nitrogeno, y la competitividad de
los mismos para la ocupacion de nédulos radicales. La metodologia para
el manejo de plantas en ensayos de nodulacion y competicién se realiz6

segun Del Papa et al., 1999 y Segundo et al., 1999.

Coleccion vy seleccién de cepas con efecto PGPR y NPR

Se colectaron cepas a partir de aislamientos obtenidos de la rizosfera de
cultivos de alfalfa, haciéndolas crecer en medios especificos para
evaluar su capacidad como promotora del crecimiento de ndodulos y/o
plantas. Se analizaron muestras provenientes de los 3 paises que,
segun una caracterizacion morfoldgica previa, permitieron separar mas
de 1000 cepas. De éstas se seleccionaron 400 para ensayos
bioquimicos realizados a partir de 6 pruebas: Produccion de sideroforos,
Solubilizacion de Fosforo, de Hierro, Hidrdlisis de Almidon, Produccion

de Exopolisacéaridos y Biocontrol de M. phaseolina y Rhizoctonia spp.
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Las cepas rizosféricas seleccionadas como promisorias, a partir de los
ensayos bioquimicos, se ensayaron en invernaculo a fin de evaluar
combinacion rizobacterias/planta en funcién del preso fresco aéreo y
radicular de las plantas inoculadas. Para este ensayo se seleccionaron
cepas que habian manifestado en las pruebas bioquimicas al menos
cinco caracteristicas PGPR positivas. Estas cepas se usaron en
inoculaciones simples y en inoculaciones dobles (la cepa PGPR
seleccionada + el rizobio nodulante B399) de semillas de alfalfa. Ademas
se incorporaron al ensayo dos tipos de controles (control Agua y control
Nitrégeno). Se cuantificaron los pesos secos de parte area y radical
semanalmente y hasta los 45 dias de iniciado el ensayo.

En la Figura 1 se presentan fotos de EN relacionados a la meta 1 del
presente proyecto y en la Figura 2 y 3 esquemas de las estrategias de

intervencién utilizadas para las meta 2 y 3.

Figura 1. Ensayos ndcleo de Argentina, Chile y Uruguay.




ESTRATEGIAS de INTERVENCION

Para muestreos de Biodiversidad (Rizobios)

Coleccidn nédulos o suelos bajo estrés (3 paises)

|

Perfiles isoenzimaticos ——  UN La Pampa
Resistencia antibidticos —" ( primer screening)

Caracterizacion molecular — UN La Plata

Pruebas eficiencia IMYZA (INTA)

| Todas las muestras convergen a un Unico laboratorio |

Figura 2. Estrategias de intervencion utilizadas en la meta 2.

ESTRATEGIAS de INTERVENCION

Para muestreos de Biodiversidad (PGPR)

|

Coleccidn suelos EN, primavera y otofio( 3 paises )

*Ensayos Bioquimicos ( Kits )
. . , UN Rio IV
*Pruebas de efectividad (invernaculo) | —

Todas muestras convergen a un solo laboratorio

Figura 3. Estrategias de intervencion utilizadas en la meta 3.
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3. RESULTADOS OBTENIDOS
3. 1. Principales Resultados Técnicos

De Meta 1: Evaluacién de la eficiencia relativa de las cepas introducidas

Los seis EN cumplieron su ciclo (tercero en Argentina y Uruguay y
segundo en Chile). En Argentina y en Uruguay se dispone de bases de
datos completas de rendimiento en forraje de las temporadas 2003-
2004, 2004-2005 y 2005-2006 y en Chile de las temporadas 2004-2005
y 2005-2006. En la Figuras 4, 5, 6, 7 y 8 se presentan los datos
estadisticos referidos a la produccion de forraje en cada pais.
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3000+

Kg MS ha-1

20004

1000+

0_ I T T T T T T T 1
01/12/03 31/01/04 01/04/04 01/06/04 01/08/04 01/10/04 01/12/04 31/01/05 02/04/05
Fecha

|i Inoculada (linea) |:| No Inoculada (puntos) |

Figura 4. Produccion de forraje / corte en Argentina (Balcarce) en cultivos
inoculados y no inoculados.
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|i Inoculada (linea) |:| No Inoculada (puntos) |

Figura 5. Produccion de forraje/ corte en Argentina (Manfredi) cultivos
inoculados y no inoculados.
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Figura 6. Produccién de forraje en Chile (Gorbea).
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Figura 7. Produccion de forraje en Chile (Pitrufquen).

5000+ 50004
40004 40004
30004 3000
©
~
0
=
(=2
20004 X 20004
10004 10004
=}
0y T T T T T 1 047 : : : : T
01/07/04 10/09/04 20/11/04 30/01/05 11/04/05 21/06/05 31/08/05 01/07/04 10/09/04 20/11/04 30/01/05 11/04/05 21/06/05

Fecha Fecha

E Inoculada (linea) |:| No Inoculada (puntos) |

|! Inoculada (linea) |:| No Inoculada (puntos) I

Figura 8. Produccion de forraje en Uruguay (Punta Espinillo I y 11).

Respecto a la produccion de forraje, medido en Kg.ha, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el cultivo inoculado y el
no inoculado en los EN de Uruguay, Balcarce, Gorbea y en el primer
ciclo de Pitrufquen.

Las muestras para estimacion de FBN de los EN de Argentina y Chile,

adecuadamente conservadas, fueron enviadas a la Facultad de
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Agronomia de la Universidad de la Republica en Montevideo, Uruguay,
actualmente en proceso. De las muestras de Argentina faltan analisis de
FBN de los cortes realizados en la campafia 2005-2006, por lo que se
analizé el perfil completo de las dos primeras temporadas. También
fueron procesadas las muestras de la campafia 2004-2005 de Uruguay y
de Chile. Cuando sea posible obtener los datos de FBN en las muestras
gue esperan ser procesadas se podra realizar un analisis completo de la
evolucion temporal de la FBN de acuerdo a la ontogenia del cultivo y a
los cambios progresivos de la flora rizobial a través del tiempo. El dato
de FBN es crucial para poder realizar un estudio multivariado que,
combinando datos de fijacion con datos de caracteristicas de suelo y
clima de los EN, permita identificar los principales limitantes de la fijacion
biolégica. Los resultados de FBN obtenidos hasta el momento fueron
procesados estadisticamente.

De las estimaciones realizadas hasta el presente surge que: 1) en
Uruguay un 70% de Nitrdgeno Total incorporado por el cultivo proviene
de FB, 2) en Argentina ambos EN arrojaron valores similares entre si,
con un promedio de porcentaje de Nitrégeno derivado de la FB de 69%
correspondiente a mas 240 Kg.ha* de Nitrégeno, 3) en Chile, con suelos
muchos mas ricos en materia organica, los porcentajes de fijacion
cayeron a un 18% (promedio de ambos EN) pero siempre manteniendo
una diferencia significativa a favor del tratamiento inoculado (Fig 12).

Las graficas de la evolucion de Nitrégeno derivado de la atmdsfera para
los ensayos nucleos de Argentina se presentan en la Figuras 9y 10. Se
compararon mediante modelos de ANAVA las diferencias entre el cultivo
inoculado y sin inocular tanto a nivel de los porcentajes de nitrégenos
derivados del suelo y de la atmésfera como a nivel de los Kg.ha' de
Nitrégeno fijado. Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en Balcarce (P<0.0001) pero no en Manfredi.
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Figura 9. Nitrégeno derivado de la atmdsfera en el EN de Manfredi
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Figura 10. Nitrégeno derivado de la atmésfera en el EN de Balcarce

Los resultados en Uruguay indicaron un alto porcentaje de FBN, en
ambos EN, donde la poblacion inicial de rizobios ya establecida antes
del cultivo fue no detectable. La Figura 11 presenta los porcentajes de
FBN en ambos EN.
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Figura 11. FBN en Uruguay (Punta Espinillo 1 y Punta Espinillo 2).
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Figura 12. FBN en Chile (Pitrufquen).

En la figura 12 se muestra el nitrégeno derivado de la atmdsfera (kg/ha)

para Pitrufquen (Chile) en alfalfa inoculada y sin inocular.
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Desde muestras de suelos donde se determin6 NMP, se concluyd que
los suelos de Uruguay y de Balcarce eran pobres en rizobios nativos al
momento de siembra, mientras que en Manfredi se registraron hasta un
orden de 102 (en superficie) y de 10° (a mayor profundidad) rizobios/gr.
En Chile también se registraron niveles de un orden de 10° UFC/gr de
suelo.

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes de ocupacion nodular de la
cepa introducida con el inoculante a distintas profundidades, para
distintos muestreo realizado a lo largo del periodo del proyecto. En la
localidad de Balcarce solo se muestrearon nodulos hasta 60 cm como
consecuencia de la existencia de un horizonte petrocalcico, que impide

el crecimiento de raices a mayor profundidad.
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Tabla 1. Grado de ocupacién nodular en % de rizobios provenientes del

inoculante en muestras de nédulos de los ensayos nucleos.

Pais Localidad Profundidad |Fecha de muestreo | Total
Argentina | Balcarce 0-40 Otorio 04 44
Otofio 05 46

Otofo 06 50

Primavera 03 45

Primavera 04 0

Primavera 05 50

40-60 Otofio 05 56

Otofo 06 67

Primavera 05 55

Manfredi 0-40 Otofio 03 53
Otorio 04 48

Otofo 05 56

Primavera 03 37

Primavera 04 46

Primavera 05 47

40-90 Otofio 03 72

Otofo 04 60

Otofio 05 40

Primavera 03 47

Primavera 04 52

Primavera 05 38

90-150 Otofio 03 50

Otofo 04 50

Otofio 05 36

Primavera 03 70

Primavera 04 59

Primavera 05 39

Chile Pitrufquen 0-40 Otofio 05 62
Otofo 06 50

Primavera 04 75

Primavera 05 56

40-90 Otofo 06 57

Gorbea 0-40 Otofo 05 66
Otofio 06 56

Primavera 05 58

40-90 Otofo 06 67

Uruguay |Punta Espinillol |0-40 Otofio 04 59
Otofio 05 41

Otofio 06 58

Primavera 03 75

Primavera 04 57

Primavera 05 44

40-90 Otofio 04 56

Otofio 05 63

Otofno 06 45

Primavera 04 75

Primavera 05 58

Punta Espinillo Il | 0-40 Otofio 04 70
Otofio 05 57

Otofio 06 49

Primavera 03 72

Primavera 04 50

Primavera 05 56

40-90 Otofo 04 44

Otofio 05 51

Otofo 06 56

Primavera 04 64

Primavera 05 57
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En Manfredi, y en Uruguay (Punta Espinillo 1 y II) se observa un
incremento en el GON de la cepa con la cual se inoculé a medida que
aumenta la profundidad, en general el % de ocupacién nodular fue
mayor al 50%.

En todos los EN se tomaron inicialmente muestras de suelo (0-200 cm)
para la determinacion inicial de la humedad edafica por el método
gravimétrico. Estos datos fueron usados para determinar agua util en el
perfil. También se extrajeron muestras para la caracterizacion inicial de
la fertilidad de suelo (0-20 y 20-40 cm). Los registros climaticos que se
recopilaron de cada sitio, junto con la humedad del suelo, permitieron
estimar le balance hidrico.

Se calcul6 el grado de satisfaccion hidrica (GSH) como el porcentaje de
consumo (considerando pp efectiva) del cultivo respecto al consumo de
un cultivo regado (consumo potencial). Se usé como referencia el dato
de consumo anual potencial de 1432 mm y para el periodo octubre-
noviembre de 120 mm PRONALFA (Lopez et al, 1997). En Uruguay el
GSH fue similar en ambos EN (65%) y la eficiencia de uso del agua
(EUA) de 11 Kg/mm. En Argentina, se registraron dos condiciones,
segun existiera o no aporte de napa: sin aporte el GSH fue en promedio
del 45% con una EUA de 12 Kg/mm (Balcarce y ultimo periodo en
Manfredi), mientras que con el aporte de napa (primer periodo en
Manfredi) el GSH fue del 70% y la EUA de 20 Kg/mm. El balance hidrico
de los EN de Chile demostré que el cultivo no se encontré bajo stress
hidrico (GSH=100%) en Pitrufquén ni durante la segunda campafia en
Gorbea (en la primera campaia del EN Gorbea, el GSH fue del 50%).
La EUA fue 15 kg/mm en Gorbea sin stress hidrico y 11 Kg/mm en
Pitrufqguén. Los rendimientos en forraje de Pitrufquén, que fueron
menores a los de Gorbea sin limitantes de agua, se asociaron a una
menor eficiencia en el uso de la radiacién (80%) ocasionada por bajas

temperaturas promedios en el periodo (12°C).
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De Meta 2: Coleccién, caracterizacion y seleccion de cepas de rizobios nativos
0 naturalizados

Se determino en cada suelo donde se realiz6 la coleccion de nodulos ( o
suelo a partir del cual luego se obtuvo nddulos) el pH en agua, % de
MO, % de N Total, relacion C/N y fosforo asimilable. Los datos
conforman una base georeferenciada para estudios de asociacion entre
factores limitantes y eficiencia de cepas adaptadas a diferentes nichos
ecologicos.

Actualmente conservados existen: 100 aislamientos provenientes de los
suelos de Argentina, 74 de Chile y 23 de Uruguay, aunque se espera
tener una mayor cantidad de asilamientos de esta procedencia ya que
se estan procesando mas muestras. Cabe mencionar como importante
que de las muestras procesadas se identificaron 4 aislamientos
ineficientes (parasitarios) dos provenientes de Chile y dos provenientes
de Uruguay:

Los asilamientos fueron sometidos a pruebas de infectividad. Los
aislamientos provenientes de Argentina y Chile fueron ordenados segun
su produccion de materia seca, observandose que en todos los casos
los rendimientos de las plantas inoculadas fueron superiores a los de las
plantas testigos (no inoculadas). Los ensayos realizados con suelo de
Chile permitieron identificar 10 aislamientos con rendimientos superiores
a la cepa usada en el inoculante (cepa marcada). Aquellos realizados
con suelos de Argentina permitieron identificar 8 asilamientos mejores a
la cepa del inoculante en cuanto a la produccién de materia seca de
plantas. Los ensayos equivalentes realizados en Uruguay también
muestran la presencia de cepas con IER superiores al de la cepa
comercial. De estos aislamientos se seleccionaron aquellos que fueron
igual o superaron a la cepa del inoculante respecto a su capacidad de
producir nédulos. Cinco de estos aislamientos fueron analizados mas
exhaustivamente respecto a su eficiencia en experimentos
especialmente disefiados para tal fin. Los resultados del laboratorio
donde se llevan a cabo estos analisis aun deben ser procesados.

Se comenzdé a caracterizar la diversidad genética de rizobios

noduladores de alfalfa por métodos de PCR-fingerprint empleando
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primers correspondientes a secuencias repetidas y conservadas en
genomas de bacterias. Se han procesado 81 aislamientos provenientes
de diversas zonas de Argentina desde donde se extrajeron muestras de
nédulos. Los resultados obtenidos indican una alta variabilidad
molecular entre los aislamientos procesados (Figura 13). Actualmente
se estan procesando aislamientos provenientes de los muestreos de

biodiversidad de Chile y Uruguay.
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Figura 13. Dendrograma obtenido por analisis de conglomerados jerarquicos
(UPGMA) para agrupar aislamientos.

Los aislamientos obtenidos a partir de la recoleccion in situ se utilizaron
para construir un banco de germoplasma de rizobios noduladores de
alfalfa. Todos ellos se encuentran conservados ex situ mediante

criopreservacion en stock glicerol a —80°C.
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De Meta 3: Coleccién vy seleccion de cepas con efecto PGPR

Se obtuvieron muestras de suelo rizosférico de todos los EN a partir de
las cuales se obtuvieron y caracterizaron aislamientos con
potencialidades como promotores del crecimiento y de buen
comportamiento en co-inoculaciones con rizobios proveniente de
inoculantes. Los andlisis realizados permitieron comparar una serie de
cepas bacterianas con caracteristicas PGPR que incluyé representantes
tanto de Argentina, como de Chile y de Uruguay.

Para cumplir con este objetivo se tomaron numerosas muestras de suelo
rizosférico de cada EN y en distintos tiempos involucrando muestreos de
presiembra y de post-siembra, en este Ultimo caso tanto de parcelas
inoculadas como no inoculadas. Se realizd el recuento de
microorganismos totales y el de cepas morfolégicamente diferentes en
laboratorio de microbiologia y a partir de estas carcaterizaciones
morfologicas se seleccionaron cepas que fueron posteriormente
clasificadas en grupos mediante pruebas bioquimicas. Para la
caracterizacion bioquimica se realizaron 6 pruebas de caracteristicas
PGPR (Solubilizacion de Fosforo, de Hierro, Hidrdlisis de Almidon,
Produccion de Exopolisacaridos, biocontrol de M. phaseolina y
Rhizoctonia spp). Los representantes del grupo con mayor numero de
caracteristicas PGPR positivas fueron evaluadas en pruebas de
competencia y caracterizadas molecularmente.

En el total de muestreos se obtuvieron mas de 1000 aislamientos
bacterianos, de los cuales se seleccionaron unas 200 cepas con
caracteristicas morfoldgicas diferentes que fueron principalmente Gram
positivas y que mostraron alta frecuencia de cepas solubilizadoras de
fésforo, productoras de sideroforos y capaces de inhibir el crecimiento
de hongos fitopatégenos.

Se estudiaron las asociaciones entre caracteristicas PGPR para
cada conjunto de cepas definido segun el pais y el origen del suelo
desde donde se aislaron mediante analisis estadistico multivariado. Se
detectd alto consenso en las asociaciones entre caracteristicas PGPR
independientemente de la procedencia del suelo y del momento del

muestreo (Fig. 14). Observar que en los planos de representacion
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(Andlisis Procrustes generalizado en base a coordenadas principales)
las pruebas de solubilizacion, ya sea de fésforo (S.P.) o de hierro (S.Fe)
se oponen a las de control biologico de hongos (M.p. y R. spp.) y a la
produccion de exopolisacaridos (P.Ex.), lo que sugiere que las cepas
bacterianas solubilizadoras (con pruebas S-p y S. Fe positivas) no
fueron en general, las que presentaban caracteristicas de control
biol6gico de hongos ni produccién de exopolisacaridos. Se puede
observar también que el control biolégico estuvo asociado con la

produccion de expolisacaridos.
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Argentina (A), Chile (B) y Uruguay (C). Puntos de mayor tamafo indican el
ordenamiento de consenso.
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En la Fig. 15 se muestra el ordenamiento de las caracteristicas PGPR
observado en el conjunto de aislamientos extraidos en los muestreos
postsiembra. Se observa que las pruebas de solubilizacién, ya sea de fosforo
(S.P.) o de hierro (P.S) se oponen en el plano de ordenacién a la de hidrélisis
de almidén (H.A.) y a la produccion de exopolisacaridos (P.Ex.). Los resultados
sugieren que, en los tres paises, la composicién de la poblacion sufre algunos
cambios respecto a los muestreos tempranos de pre-siembra ya que las
diferencias poblacionales entre los cultivos inoculado y no inoculado son
mayores. Pero cabe destacar que en suelos bajo cultivo de alfalfa sin
inoculante también se detectaron cepas que presentaron todas las

caracteristicas PGPR positivas (2.25%).
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Los estudios de evolucion de la poblacion que se pudieron hacer a partir
de muestreos subsecuentes, sugiere que en las dos localidades de
Argentina (aunque Manfredi con mayor diversidad) la poblacion
permanece con pocos cambios en cuanto a sus caracteristicas PGPR
pero que se van incrementando diferencias en cuanto a estas
caracteristicas en las poblaciones proveniente de suelos con cultivo
inoculado respecto a las no inoculadas.

A través del analisis del niumero de caracteristicas PGPR positivas se
clasificaron las cepas recolectadas en grupos definidos de acuerdo al
namero de caracteristicas PGPR positivas y, desde el grupo con mayor
namero de caracteristicas, se seleccionaron cepas para ensayos de
coinoculacion basados en el efecto de estas cepas sobre el crecimiento
de plantulas. Se muestran los resultados obtenidos con las cepas
denominadas URU1, UROII, Chile, Ba, Ma y SP2. Los ensayos se
realizaron en invernaculo a fin de evaluar la combinacion
rizobacterias/planta en funcion del rendimiento del follaje y del peso de
raiz, segun el protocolo establecido usando como cepas controles a
3D0h13 (control PGPR ya que ésta es una cepa caracterizada como
muy buena PGPR) y a B399 (control nodulante ya que esta es la cepa
mas frecuente en los inoculantes) e incluyendo controles nitrdgeno (CN)
y controles agua (CA) donde la cepa problema se siembra sola. Las
cepas 3DOh13 y B399 fueron usadas solas y en coinoculacién con las
cepas promisorias.

Los resultados del andlisis sugieren un interaccién estadisticamente
significativa (p<0.0001) entre los tratamientos y el tiempo de medicion ya
que las diferencias entre los tratamientos van cambiando con el tiempo,
pero a los 45 dias se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las cepas promisorias. En la figura 16 se muestran
los perfiles a través del tiempo para cada cepa problema, sus
coinoculaciones y los controles respecto al peso seco de raiz.
Comportamientos similares fueron observados a partir de las otras
variables respuestas. Las cepas Ma, Sp2, y principalmente la cepa Chile
coinoculadas con la cepa B399 fueron las que provocaron mayores
pesos de plantulas a los 45 dias de ensayo. En la figura 17 se presentan
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los crecimiento de plantulas, medidos como peso seco aéreo y radicular,

obtenidos bajo las distintas

inoculaciones y en

la figura 18 la

performance de cada cepa en coinoculaciones dobles con la cepa

nodulante B399. Los resultados muestran que algunas de las cepas

seleccionadas favorecen el

coinoculadas con la B399.

crecimiento de
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e Soraya Kiriachek, integrante original del Proyecto, que en este momento
esta becada en el exterior, adquirié su grado académico de Magister en
Biotecnologia en la UNRC, realizando su trabajo de Tesis en tema
relacionado con los objetivos del FONTAGRO.

e Durante el desarrollo del Proyecto, se entrenaron a Maria Florencia
Varela, Nanci Kloster, Paula Andra Ferreyra y Amalia Anahi
Beltramo, estudiantes avanzadas de la Carrera Licenciatura en Quimica,
en las técnicas aplicadas para cumplir los objetivos correspondientes. En
este momento las mismas estan desarrollando su trabajo de Tesina de
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e Biologo German Robert. Doctorado en Ciencias Bioldgicas. Facultad de
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Congresos y Reuniones de divulgacion
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En donde existi6 una activa participacion de un numeroso grupo de
profesionales y técnicos que integraban el proyecto

Roberto W. Racca
Lider Proyecto
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