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RESUMEN

La inclusién de alfalfa (Medicago sativa L) en las rotaciones de sistemas agropecuarios es una
practica frecuente por la gran produccion de biomasa de calidad forrajera y sus aportes a la
fertilidad de los suelos, ya que aumentan los niveles de nitrogeno edafico por el proceso de
fijacion bioldgica del nitrégeno en simbiosis con rizobios especificos. Estos atributos hacen que
el uso de la alfalfa sea un eje central para el manejo sostenible de los agroecosistemas del
mundo. Dado que la inoculacién se realiza mayormente a través del proceso de peleteado y que
este difiere entre origenes y condiciones de manejo, resta identificar si la calidad del proceso
de inoculacion, a campo o industrial, explica en parte diferencias sobre la nodulacion en el
desarrollo temprano de la alfalfa. El objetivo de este trabajo final de graduacion es describir, en
condiciones de camara de crecimiento, diferencias en germinacién y en nodulacion de alfalfa
al aplicar cepas de E. meliloti seleccionadas por su capacidad de fijar nitr6geno y naturalizadas
en suelos de la region de la pampa arenosa y segun tecnologias de inoculacion. Se evalud la
nodulacion de 18 sitios y se concluyd que inocular alfalfa con buenas practicas es necesario
para lograr establecer un adecuado sistema nodular que pueda realizar eficientemente el proceso

de FBN y atendiendo a la calidad del proceso de inoculacion.

ABSTRACT

The inclusion of alfalfa (Medicago sativa L) in the rotations of agricultural systems is a frequent
practice due to the large production of forage quality biomass and its contributions to soil
fertility, since it increases soil nitrogen levels through the process of biological nitrogen fixation
in symbiosis with specific rhizobia. These attributes make the use of alfalfa a central axis for
the sustainable management of the world's agroecosystems. Given that inoculation is carried
out mainly through the pelleting process and that this differs between origins and handling

conditions, it remains to identify whether the quality of the inoculation process, whether in the



field or industrially, partly explains differences in nodulation in early development of alfalfa.
The objective of this final graduation work is to describe, under growth chamber conditions,
differences in germination and nodulation of alfalfa when applying strains of E. meliloti
selected for their ability to fix nitrogen and naturalized in soils of the Pampa region sandy and
according to inoculation technologies. The nodulation of 18 sites evaluated and it was
concluded that inoculating alfalfa with good practices is necessary to establish an adequate
nodular system that can efficiently carry out the FBN process and taking into account the quality

of the inoculation process.

PALABRAS CLAVES
Inoculacién, Medicago sativa, fijacion bioldgica de nitrégeno, simbiosis
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INTRODUCCION

La inclusion de alfalfa (Medicago sativa L) y otras leguminosas perennes en las rotaciones de
sistemas agropecuarios es una practica frecuente por la gran produccion de biomasa de calidad
forrajera y sus aportes a la fertilidad de los suelos. Las pasturas con leguminosas mejoran la
estructura de los suelos, facilitan la biodisponibilidad de nutrientes, el secuestro de carbono
incorporando materia organica en los suelos y aumentan los niveles de nitrégeno edafico por
fijacién biologica del nitrégeno (FBN) en simbiosis con rizobios especificos. Estos atributos
hacen que el uso de leguminosas perennes tal es el caso de la alfalfa, sean un eje central para el
manejo sostenible de los agroecosistemas del mundo.

El buen funcionamiento de la simbiosis rizobio-leguminosa es a la vez un pilar de importancia
para alcanzar los beneficios de las pasturas en los agroecosistemas aportando desde el aire
nitrégeno necesario para el normal crecimiento de la leguminosa. Para lograr con éxito la
simbiosis, dada la especificidad de este proceso, es preciso que en el suelo se encuentren
poblaciones nativas o naturalizadas de rizobios capaces de formar nddulos y de fijar N de forma
efectiva con la leguminosa. En algunos casos no se encuentran poblaciones de rizobios con
estas caracteristicas, su presencia en el suelo es baja, no son infectivos o es escasa su capacidad
de fijacion de nitrégeno con la leguminosa y es necesario incorporar al suelo rizobios infectivos
y efectivos mediante la practica de la inoculacion (Gallace, 2020).

La alfalfa es la principal especie forrajera cultivada en el pais, con alrededor de 3 millones de
hectareas mayormente en la region pampeana y es la base en los sistemas de produccion de
carne y de leche. Su importancia radica en los altos rendimientos de materia seca, su excelente
calidad forrajera y su adaptabilidad a diversas condiciones ambientales, tanto de suelo, de clima
y de manejo agronomico. Para obtener alta produccion de forraje requiere de suelos profundos

(>1,2 m) y permeables, con adecuada aireacion, valores de pH entre 6,5 y 7,5 y adecuada



fertilidad quimica (niveles suficientes de fosforo, de potasio y de calcio entre otros elementos).
Puede aprovecharse mediante pastoreo directo o conservarse en forma de heno mediante la
confeccion de rollos, de fardos o de mega-fardos. Una de las caracteristicas sobresalientes es la
capacidad de exploracién de las raices en el suelo, mediante un extenso sistema radicular que
en ausencia de impedimentos en el perfil puede llegar hasta los 6 m de profundidad accediendo
al agua contenida en horizontes profundos incluyendo los que se encuentran bajo la influencia
de la capa de agua freatica o napa. Es una especie tolerante a la sequia y muy sensible al
anegamiento del suelo (Basigalup et al., 2022).

La capacidad de la alfalfa de realizar el proceso de FBN contribuye directa y positivamente a
la sustentabilidad de los sistemas productivos (Basigalup et al., 2007). La FBN es un proceso
en el que microorganismos del suelo especificos, en simbiosis con leguminosas, utilizan el
nitrégeno atmosférico para la produccion de precursores de aminoacidos que son utilizados para
la formacion de proteinas que contribuyen entre otros aspectos a la expansion del area foliar, a
una mayor eficiencia en el uso de la radiacion, al crecimiento de la planta huésped y a una mejor
composicion proteica y calidad del forraje producido. La alfalfa posee alto contenido de
nitrogeno total principalmente en las hojas, por lo tanto, tiene elevados requerimientos de
nutricion nitrogenada el cual es aportado entre el 43 y 64% por la FBN (Racca et al., 2001).
Este proceso es de gran importancia para el normal funcionamiento de los sistemas bioldgicos
porque el N en la atmosfera se encuentra en forma molecular (N2) no asimilable por las plantas
y representa aproximadamente el 80 % de la composicion del aire (Paredes, 2013).

La interaccion simbidtica de la alfalfa se ha descripto con especies de rizobios clasificadas como
Ensifer meliloti o Ensifer medicae, con las cepas de tipo Oregdn conocida como Rhizobium sp.
Or191 inicialmente aislada en USA y con Rhizobium favelukessi LPU83 aislada en Argentina

(Tejerizo et al., 2016). Durante la relacion entre la planta huésped y la bacteria especifica



ocurren eventos coordinados de comunicacion, de reconocimiento y de diferenciacion que se
manifiestan con la formacion de un nuevo 6érgano vegetal en las raices conocido como nddulo.
Las plantas de alfalfa forman nodulos de crecimiento indeterminado que tienen un meristema
apical que continda activo durante la vida del nodulo formando nuevos l6bulos activos.
Ademas, estos nodulos son perennes por lo que el meristema puede reiniciar su actividad en
cada estacion de crecimiento (Frioni, 2011). Los nodulos de alfalfa, cuando son nuevos, tienen
forma unilobulada o alargada; a medida que siguen desarrollandose adquieren aspecto palmado,
y finalmente forman ramilletes coraloides o racimos (Oldroyd et al., 2011).

La cantidad de N fijado en la alfalfa esta condicionada por varios factores, entre los que se
incluyen la efectividad de la cepa del rizobio y su interaccion con el genotipo de la planta, las
condiciones ambientales (pH, contenido de fésforo y de potasio del suelo, la disponibilidad de
agua, la radiacion, la temperatura y el manejo del cultivo (Vance et al., 2002). Ademas de los
efectos descriptos sobre la cantidad de nddulos formados en las raices de alfalfa, los
microorganismos que se encuentran en estos nddulos también varian ante la presencia de
limitantes edaficas y en su ubicacion relativa en las raices de alfalfa (Gallace et al., 2022). En
el manejo de las pasturas de alfalfa es de importancia considerar, ademas de su manejo
forrajero, decisiones para favorecer factores que condicionan a la FBN, ya que si esto no
ocurriera la sustentabilidad de los sistemas estaria en juego al disminuir rapidamente la
fertilidad nitrogenada de los suelos, disminuyendo la productividad de cultivos posteriores y
aumentando el empleo de fertilizantes nitrogenados, teniendo un fuerte impacto economico y
ambiental (Basigalup, 2022).

La inoculacion es una de las decisiones clave para facilitar la normal FBN y es una tecnologia
desarrollada para incorporar rizobios infectivos y eficientes en las leguminosas de interés

agropecuario (Perticari, 2006). Es un metodo destinado a incorporar bacterias fijadoras de



nitrégeno a las semillas o al suelo en el momento de la siembra con el objeto de dotar con una
cantidad apropiada de bacterias a la raiz de la planta, en el momento de inicio de la formacion
de nddulos. Las cepas mas eficientes se caracterizan por formar mayor cantidad de nodulos de
tamafio mediano y grande, arracimados, siendo rojos en su interior y ubicados en la raiz
primaria (Fernandez, 2005). Si bien esta practica esta ampliamente difundida y aplicada, existen
reportes sobre la falla en la obtencion de plantas noduladas y, ademas, en el caso de leguminosas
bianuales y perennes disminucion en la persistencia de nodulos, ya que los mismos deben
poseer alta capacidad competitiva frente a los rizobios nativos y/o naturalizados presentes en el
suelo y por otra parte deben poder adaptarse en su nuevo ambiente (Castellari et al., 2004).

La inoculacion de la alfalfa se realiza de manera convencional, impregnando el inoculante sobre
la semilla a tratar segun lo indicado por el fabricante o bien, el tratamiento profesional de
semillas o peleteado donde las semillas son inoculadas con anticipacion a su distribucion y
siembra (“pre-inoculado” industrial), lo que permite extender el periodo de supervivencia de
los rizobios sobre las semillas (entre 6 y 24 meses) y por otra parte adecua al medio ambiente
que rodea las semillas en combinacion con otros productos compatibles (terapicos, colorantes
y otros aditivos) permitiendo mejorar las condiciones de siembra e implantacion de alfalfa y en
su nutricion inicial (Gallace et al., 2023).

Independientemente del método utilizado, para implementar una correcta inoculacion debemos
considerar y aplicar las recomendaciones propuestas por Perticari (2020) de contemplar tres
buenas practicas o elecciones para el manejo adecuado de productos bioldgicos con
microorganismo vivos (inoculantes) para la nutricion vegetal. El primero es la buena eleccion
del inoculante a partir de la utilizacion de cepas especificas (E. meliloti para alfalfa), del aporte
de suficiente cantidad de bacterias sobre las semillas a tratar, de la aplicacion de una

formulacién compatible con agroquimicos, otros tratamientos y practicas culturales o de



manejo. La segunda buena préctica es sobre la ejecucion del proceso de aplicacion o
inoculacion que tiene que cuidar el mantenimiento de la calidad original de las semillas y la
dosificacion uniforme de los productos aplicados en el tratamiento de las semillas (aditivos,
otros). Finalmente, para alcanzar una adecuada nodulacion y FBN es importante considerar el
buen establecimiento de condiciones de crecimiento de los cultivos con tal de mantener el vigor
de las semillas y la viabilidad de las bacterias durante el almacenamiento (Por ejemplo,
ambientes ventilados y con temperaturas de hasta 22 a 25°C) y promover a una rapida
germinacion, emergencia y crecimiento de las plantulas.

Generalmente en los suelos de la region pampeana se ha descripto la existencia de poblaciones
nativas o naturalizadas de Ensifer meliloti capaces de nodular especies de los géneros
Medicago. Estas poblaciones de rizobios se encuentran en namero variable y a distintas
profundidades. (Castellari y Quadrelli 2004; Racca et al., 2001). Sin embargo, en condiciones
extensivas de produccién en la region de la pampa arenosa se observaron casos con limitada
nodulacion en plantas de alfalfa inoculadas que podrian limitar su normal nutricion nitrogenada,
produccion y persistencia. (Lopez Seco et al., 2022). Una de las posibles causas del decaimiento
de los alfalfares podria deberse a la falta de n6dulos en sus raices, provocado por la disminucion
de la poblacion de rizobios en el suelo, la baja infectividad y efectividad de las cepas
naturalizadas. Estudios preliminares identifican algunos factores edaficos potencial y
parcialmente ligados a la menor o ausente nodulacién descripta. Dado que la inoculacion se
realiza mayormente a través del proceso de peleteado y que este difiere entre origenes y
condiciones de manejo, resta identificar si la calidad del proceso de inoculacion, a campo o
industrial, explica en parte diferencias sobre la nodulacion en el desarrollo temprano de la

alfalfa.



HIPOTESIS
e Lagerminacion y la nodulacion de alfalfa mejoraria al aplicar E. meliloti sobre semillas.
e Las cepas de E. meliloti naturalizadas en suelos de la region de la pampa arenosa
limitarian la adecuada nodulacién de plantulas de alfalfa por lo que la inoculacion con

cepas seleccionadas de E. meliloti permitirian mejorar este proceso.

OBJETIVO GENERAL

Describir, en condiciones de cadmara de crecimiento, diferencias en germinacion y en
nodulacion de alfalfa al aplicar cepas de E. meliloti seleccionadas por su capacidad de fijar
nitrégeno y naturalizadas en suelos de la region de la pampa arenosa y segun tecnologias de

inoculacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Cuantificar la cantidad de rizobios naturalizados presentes en suelos representativos de
la region de la pampa arenosa aptos para la produccion de alfalfa.

B. Describir la evolucion de la germinacion de alfalfa segun tratamientos de semillas con
E. meliloti.

C. Cuantificar la proporcion de plantulas de alfalfa noduladas segln tratamientos de
inoculacion.

D. Establecer relaciones entre condiciones de manejo de la inoculacion y tipos de cepas de

E. meliloti.
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METODOLOGIA EMPLEADA

Se emplearon muestras de suelos y de semillas de alfalfa de 18 sitios a sembrar en la region de
la pampa arenosa provenientes del noroeste de la provincia de Buenos Aires (Tabla 1). En la
mayoria de los sitios las semillas estaban peleteadas conteniendo E. meliloti en su formulacion
y en los sitios que utilizaron inoculantes base turba para tratamientos en el momento de la
siembra se recolectaron muestra de los inoculantes. Las muestras de semillas se identificaron
por su variedad, sitio de origen (lote a sembrar), fecha y tratamiento de inoculacion. En los lotes
de produccién se tomaron muestras de suelo de los 20 cm superficiales y se conservaron frescas
(sin desecar y en temperaturas menores a 20°C, sin congelar) contenidas en bolsas de polietileno
triples colocando la etiqueta identificadora entre la primera y segunda bolsa para evitar el

contacto con la muestra de suelo.
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Tabla 1: Ubicacion, propiedades de suelos (capa de 0 a 20 cm) y descripcion general de los
sitios de produccion de alfalfa en la region de la pampa arenosa. Pe: fosforo extractable (Bray

Kurtz 1), MO: materia organica.

Sitio Localidad Variedad | Peleteada Paisaje Pe | MO | pH
(ppm) | (%)
1 Lincoln Monarca G8 No Medialoma | 19,5 | 22 | 51
2 América Mora Si Medialoma | 52,3 | 1,7 | 54
3 América Mora Si Media loma | 25,7 | 2,6 | 5,6
4 | Trenque Lauquen WL 611 Si Plano 151 | 2,2 |57
5 Germania Dorgan Si Medialoma | 34,8 | 3,2 | 55
6 América Versi Si Media loma | 18,2 | 3,1 | 58
7 | Trenque Lauquen Mayacé No Medialoma | 25,0 | 1,4 | 7,3
8 América Victoria No Plano 32,6 | 26 |56
9 Trenque Lauquen Mayac6 No Medialoma | 9,1 2,7 |58
10 Drabble CW 660 Si Media loma | 10,6 | 2,3 | 6,0
11 | Trenque Lauquen S/ID No Medialoma | 11,2 | 16 | 6,5
12 | Trenque Lauquen Albert Si Medialoma | 9,9 18 | 6,0
13 Laureles WL 611 Si Medialoma | 225 | 2,5 | 6.6
14 Lincoln WL 909 Si Medialoma | 28,2 | 26 | 5,6
15 Drabble CW 809 Si Media loma | 12,8 | 24 | 6.0
16 Drabble CW 660 Si Medialoma | 21,3 | 24 |57
17 América Victoria Si Medialoma | 15,7 | 2,4 | 57
18 General Pinto WL 194 Si Media loma | 13,3 | 2,7 | 58

Determinacién del nimero mas probable de rizobios en muestras de suelos (Objetivo A)

Se determind el nimero de rizobios de cada sitio a través de la técnica del nimero mas probable
o NMP (Vincent, 1970). Se colocaron 10 g de suelo en Erlenmeyers que contenian 90 mL de
solucion fisiologica (SF). Se agitaron en agitador orbital durante 15 minutos y se realizaron
diluciones seriadas hasta 10 en tubos con 9 mL de solucion de SF. Posteriormente se
inocularon plantulas de alfalfa desinfectadas en tubos Jensen con 200 pL de cada dilucién. Este
procedimiento se realiz6 por cuadruplicado. Luego de 4 semanas de la inoculacion, se
contabilizaron los tubos negativos y positivos, considerando positivos aquellos con al menos 1

ndédulo visible.
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Ensayos y evaluaciones de nodulacién (objetivos B, C y D)

Se realizaron estudios de nodulacién de alfalfa en tubos de ensayo de 50 mL con 20 mL de
medio de cultivo agarizado Jensen sin nitrogeno (Tabla 2). En cada tubo se coloc6 una semilla
de alfalfa segin uno de los siguientes tratamientos:

e TO: Control negativo sin inocular (semillas no peleteadas y desinfectadas
superficialmente con peroxido de hidrogeno al 3%).

e T1: Control positivo inoculado (semillas no peleteadas, desinfectadas e
inoculadas en el momento de la siembra con 0,5 ml/semilla con un inoculante
de referencia conteniendo la cepa E. meliloti B399 con 1 10° UFC ml™Y).

e T2: Semillas inoculadas (semillas en su condicion original de inoculacién en
peleteo o con aplicacion de turba y sin acondicionado de lavado o desinfeccion
previos a la siembra).

e T3: Control del sitio (semillas sin peletear, desinfectadas e inoculadas en el
momento de la siembra con 0,5 ml por semilla de una suspension del suelo de
origen de cada sitio bajo estudio).

e T4: Nodulacién del sitio (semillas de variedad de referencia Victoria INTA, sin
peletear, e inoculadas en el momento de la siembra de una suspension del suelo
de origen del estudio).

e T5: Nodulacion de variedad de referencia inoculada (semillas Victoria INTA
no peleteadas inoculadas en el momento de la siembra con un inoculante de

referencia conteniendo la cepa E. meliloti B399).
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Tabla 2: Composicion medio de cultivo Jensen sin nitrogeno.

CaHPOg4 109
K2HPO4 0,29
MgSOs . 7H20 0,29
NaCl 0,29
FeCls 0,19
Agar 704
Solucion compuesta de elementos traza | 1,0 mL
Agua destilada 1000 mL
pH 6,8a7,0

En los tratamientos 0, 1 y 3 se elimind el peleteo de las semillas con lavados sucesivos con agua
estéril. En los tratamientos 0, 1, 3, 4 y 5, sobre las semillas sin peleteo, se realiz6 la desinfeccion
superficial de estas colocando las semillas en alcohol 96° durante 30 segundos y luego una
solucién de perdxido de hidrégeno (3%) durante un minuto. Luego se enjuagaron con agua
destilada estéril.

Para cada tratamiento se realizaron 10 repeticiones conteniendo 1 semilla por tubo. Los tubos
se colocaron en gradillas en condiciones controladas de camara de crecimiento con un régimen
de temperaturas de 25°C dia/18°C noche + 1°C y de fotoperiodo de 12 h de luz y 12 de oscuridad.
En cada unidad experimental (tubo) se evalu6 el momento de inicio de la germinacién
(aparicion de la radicula) con observaciones diarias para determinar la evoluciéon de la
germinacion y el porcentaje de germinacion a los 7 dias. A los 21 dias de la siembra se

determind el nimero de nodulos en cada planta para establecer el porcentaje de nodulacion.

Analisis estadistico
El ensayo se realizé con un disefio completamente aleatorizado con 10 réplicas por tratamiento

y los datos se analizaron mediante ANAVA. Las comparaciones entre medias de tratamientos



14

se analizaron a través de la prueba LSD de Fisher. Para estos analisis se utilizd el programa

InfoStat (Di Rienzo, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Rizobios naturalizados en suelos de la region de la pampa arenosa y nodulacion

En promedio, en los suelos de los sitios estudiados, la poblacion de rizobios fue de
2,9 102 NPM g*. Con la metodologia de cuantificacion empleada, sélo en los sitios 2 y 13 no
se detectaron rizobios y alcanzé un maximo de 3,3 102 NMP g* de suelo en el sitio 4 (Figural).
Estos valores son similares a reportados por otros autores en suelos de la provincia de Santa Fe
(Argentina) donde se describieron valores medios de 2 10° NMP g (Toniutti & Fornasero;
2020). Por otra parte, en suelos del sudeste de provincia de Buenos Aires, Castellari & Quadrelli

(2004) reportaron un promedio de 1 102 NMP g,

Las diferencias en los NPM de los suelos no mostraron relaciones estrechas entre las
propiedades de los suelos ni posiciones en el paisaje. Segun Brockwell et al., (1991), el pH del
suelo es el mayor determinante del numero de poblaciones de E. meliloti. En los sitios los
valores de pH en agua se distribuyeron en el rango de levemente &cidos a neutros coincidiendo

con condiciones no limitantes para la normal sobrevivencia de estos rizobios.
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Figura 1: Numero mas probable de rizobios (NMP) en la capa superficial (0 a 20 cm) de 18

suelos de la region de la pampa arenosa aptos para el cultivo de alfalfa.

La nodulacion con las suspensiones de extractos de los suelos (T3) vari6 entre 0 'y 90 % de
plantas noduladas. La mayoria de los sitios mostr6 valores de NMP inferiores a 5 102 NMP gt
alcanzando, en presencia de rizobios, entre 10 y 60 % de plantas noduladas. En toda la
poblacion analizada se observo que la mayor nodulacion ocurrid en los casos con mayores NMP

(Figura 2).
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Figura 2: Porcentaje de nodulacion de plantas de alfalfa inoculadas con suspension de suelo

segun el nimero mas probable (NMP) de rizobios en 18 sitios de la region de la pampa arenosa.

Inoculacion con E. meliloti y germinacion de alfalfa

A los 7 de dias de la siembra, la germinacién de semillas tratadas con diferentes tecnologias de
inoculacion vario entre 87 % en el T2 (semillas con tratamiento original) y 100 % en el T5
(variedad e inoculante de referencia) con un valor promedio de todos los tratamientos de
93% (Figura 3). En los tratamientos T2 y T3 la germinacion fue menor que en el resto de los
tratamientos, incluyendo el control sin inoculacién. La maxima germinacion en los tratamientos
de inoculacion con cepas de referencia se observd aproximadamente 1 dia antes que en el T2

donde se mantuvo la cubierta original de los tratamientos.
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Figura 3: Evolucion del porcentaje de germinacion de semillas de alfalfa segun tratamientos de
inoculacion. Promedios +EE. TO: Control negativo sin inocular; T1: Control positivo
inoculado; T2: Semillas con inoculacion original; T3: inoculadas con extracto del suelo
T4: semillas referencia inoculadas con extracto del suelo y T5: semillas referencia inoculadas

con inoculante de referencia.

La nodulacion a los 21 dias de la siembra varid entre 0 en el control sin inocular (TO) y 100%
al inocular una Unica variedad de alfalfa con la cepa de referencia (T5). Al inocular con
suspension de suelo (T3) la nodulacion fue del 32% y al hacerlo con la cepa de referencia (T1)
la proporcion de lotes de plantulas que nodularon adecuadamente fue del 89%. Con la condicién
original de las semillas (T2) la nodulacién alcanzé el 55 % (Figura 4). Diversos autores indican
gue la inoculacion resultaria beneficiosa en sitios con una poblacion de rizobios nativos o
naturalizados inferior a 1 10? bacterias por gramo de suelo, independientemente de la
efectividad de estos (Thies et al., 1991; Catroux et al., 2001). En este sentido, los resultados
muestran esta tendencia, ya que al inocular con la cepa B399 la nodulacién fue de casi el 90%

de los casos. El inoculante utilizado tenia alta concentracion celular (1 10° UFC ml?) en
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concordancia con lo recomendado por las buenas practicas de inoculacion descriptas por
Perticari (2020). Las poblaciones de rizobios del suelo varian en su tolerancia a los principales
factores ambientales y la supervivencia y el funcionamiento eficaz de las poblaciones de
rizobios autdctonos e inoculados se reducen por las altas temperaturas del suelo, el estrés salino
y osmotico, la acidez y la alcalinidad del suelo (Kajic et al., 2019). Diversos son los factores
que pueden afectar la nodulacion de alfalfa. Toniutti & Fornasero (2020) evaluaron el efecto de
la inoculacién con E. meliloti y la fertilizacion con fosforo sobre la nodulacion y productividad
de una pastura de alfalfa en el centro de la provincia de Santa Fe y concluyeron que la
inoculacion con E. meliloti y la aplicacion de dosis crecientes de fertilizante fosfatado

incrementa la nodulacién y produccién del cultivo de alfalfa.
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Figura 4. Porcentaje de plantulas de alfalfa noduladas segun tratamientos de inoculacion
evaluados en condiciones controladas de crecimiento. Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (p< 0,05). T1: Control positivo inoculado; T2: Semillas con
inoculacion original; T3: inoculadas con extracto del suelo T4: semillas referencia inoculadas

con extracto del suelo.
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En la figura 5 se observa que el mayor nimero de nodulos se obtuvo cuando las semillas fueron
inoculadas con la cepa de referencia B399 (T1) con diferencias significativas con T2
(tratamiento original). Cuando se inoculé con suspension de suelo, tanto en T3 y T4 la
nodulacion fue menor sin diferencias estadisticas entre ellos. Aquellas plantas con mas nédulos
coincidieron con los tratamientos con mayores porcentajes de nodulacién. Toniutti & Fornasero
(2020) encontraron que con aplicacion de dosis crecientes de fésforo se produjo un aumento en
el nimero de nddulos y biomasa nodular y de materia seca de las plantas. Este comportamiento
estaria asociado con mejoras en el ambiente nutricional logrando un mayor rendimiento del

cultivo. Este estudio se llevo a cabo en condiciones controladas y sin limitaciones nutricionales.
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Figura 5. Promedio de nddulos por planta segun tratamientos de inoculacion evaluados en
condiciones controladas de crecimiento. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p< 0,05). T1: Control positivo inoculado; T2: Semillas con inoculacién original;
T3: inoculadas con extracto del suelo T4: semillas de referencia inoculadas con extracto del

suelo.



20

CONCLUSIONES
La incorporacion de E. meliloti no modifica significativamente la evolucion ni la proporcion de
la germinacion de alfalfa, pero si su nodulacion dependiendo de la tecnologia de tratamiento de

las semillas

La incorporacion de cepas infectivas mejora la nodulacion de la alfalfa comparada con la
nodulacion originada a partir de extractos de suelos representativos de la pampa arenosa
conteniendo rizobios infectivos. En condiciones naturales la infectividad aumenta ante mayores
concentraciones de rizobios naturalizados pero la nodulacion es inferior que la lograda al
inocular con la cepa infectiva y efectiva de referencia. Estos resultados validan la importancia
de inocular alfalfa para lograr establecer un adecuado sistema nodular que pueda realizar
eficientemente el proceso de FBN y que en esta practica es de importancia atender la calidad

del proceso de inoculacién.
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