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Contribucion relativa del nitrégeno del
suelo y del fijado biolégicamente a la
economia de la nutricion nitrogenada de
mani (Arachis hypogaea L.) en diferentes
condiciones de fertilidad

Castro, S., G. Cerioni, O. Giayetto y A.Fabra

RESUMEN

La produccion de mani en Argentina se concentra en la region central de la pro-
vincia de Cordoba, la cual experimentd Ultimamente una pérdida importante de
la productividad de los suelos y una declinacion aleatoria del rendimiento de los
cultivos. La contribucién relativa de la fijacion biolégica (FBN) de nitrégeno al
mani en suelos de diferente fertilidad no ha sido suficientemente estudiada.
Entonces, se evalu6 el efecto de cepas de rizobios (TTOO2R, SEMIA 6144R y
TAL 1000R) sobre el rendimiento y el balance de nitrégeno de mani cultivado en
suelos con alto y bajo contenido del nutriente. No hubo diferencias significativas
en los parametros simbidticos y de rendimiento del cultivo entre las cepas intro-
ducidas y las nativas, pero se observd una contribucion relativa mayor de la FBN
en el suelo con bajo contenido de nitrégeno (~58% de contribucién) que en el
suelo con alto contenido (~27% de contribucion). Esta comprobacion del aporte
relativo de la FBN asociada a la fertilidad del suelo, no registra antecedentes en
la region central de Cérdoba y deberia recibir mayor consideracion en el manejo
del cultivo particularmente por su localizacion actual al sur de la provincia, donde
los suelos presentan menores niveles de fertilidad. El rendimiento de mani con-
fiteria mostré mayores valores, si bien no significativos, con la inoculacion en los
3 afios del estudio.
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SUMMARY
The peanut production in Argentina is concentrated in the central region of Cérdoba
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province. At present, losses of sail fertility and a random decline peanut yield have
been reported for this area. The relative contribution of biological nitrogen fixation
(FBN) in peanut plants cropped in soils with different fertility, has not been exten-
sively studied. An experiment was carried out to determine the effects of rhizobia
strains (TTOO2R, SEMIA 6144R and TAL 1000R) on peanut crop yield and plant
nitrogen balance under different conditions of soil nitrogen. The results did not show
significant differences in the symbiotic parameters and peanut crop yield between
native and non-native strains. However, a relative higher contribution of biological
nitrogen fixation was observed in low nitrogen (~58% contribution) than in high
nitrogen soil content (~27% contribution). The relative contribution of FBN associ-
ated with soil fertility has not been investigated in the central region of Cérdoba and
it becomes particularly important in crop management for the current Southern crop-
ping region where soils have lower fertility levels. The peanut crop showed a con-
fectionary higher yield, although no significant, during the three years of experi-
ments.

Key words: peanut, Bradyrhizobium sp., biological nitrogen fixation, soil
nitrogen, nodule occupancy
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INTRODUCCION

Las bacterias capaces de formar nédulos en
plantas leguminosas, colectivamente denominadas
rizobios, son importantes habitantes del suelo. Tanto
su numero como su especificidad dependen de las
condiciones bidticas y abidticas del ambiente eda-
fico y de las especies vegetales leguminosas,
nativas o cultivadas, que crecen en el area (Simon
etal., 1996). Ademas de la asimilacion de nitrégeno
atmosférico, a través de la simbiosis con bacterias
formadoras de nédulos, las especies leguminosas
utilizan para su nutricion mineral el nitrégeno prove-
niente del suelo o el aplicado como fertilizante. En
consecuencia, son tres las fuentes de nitrégeno dis-
ponibles para el crecimiento de estas plantas y el
llenado de sus semillas: nitrdgeno mineral prove-
niente del suelo, nitrégeno atmosférico procedente
de la fijacion bioldgica y aquél movilizado desde
6rganos de acumulacion temporaria en la propia
planta (Luyindula & Weaver, 1989). Harpaz (1975)
refiere, como otro aporte de N externo al sistema, el
adicionado por las precipitaciones ocurridas durante
el ciclo de desarrollo del cultivo.

La relacion entre el nitrégeno absorbido desde el
suelo y el proveniente de la simbiosis varia con la
especie de leguminosa, las condiciones ambientales
y las caracteristicas genéticas del microsimbionte
(Shabaev et al., 1996). Aunque las cepas de rizo-

bios nativas presentes en los campos de produc-
cién de mani poseen la capacidad de formar
nodulos, diversos estudios indican las ventajas de
la técnica de inoculacion como un medio para
alcanzar mejores rendimientos (Reddy et al., 1981;
Cholaky et al., 1983; Reddy et al., 1998). Por otra
parte, Stalker (1997) ha sefialado que el cultivo de
mani no produce rendimientos altos en suelos con
problemas de fertilidad y que tampoco responde a
la fertilizacion directa.

En la provincia de Cérdoba (Argentina), la pér-
dida de productividad de las tierras de la region
manisera y la inestabilidad de los rendimientos de
los cultivos asociada, ha sido claramente docu-
mentada (Bricchi et al., 1996; Cisneros et al., 1998;
Giayetto et al., 1998). Entre los indicadores del dete-
rioro, se destaca la disminucién del contenido de
materia organica en la capa arable del sueloy la
consecuente pérdida de estabilidad estructural de
los agregados que se relacionan con la formacion
de costras superficiales (sellado) dificultando el
ingreso del agua de lluvia (infiltracion disminuida y
pérdidas de agua por escurrimiento superficial).
Algunos estudios regionales sefialan contenidos de
materia orgéanica del 1% en suelos con uso agricola
continuo (més de 50 afios), respecto al contenido
original de esos mismos suelos (~3,5%) bajo bosque
de algarrobo (Cisneros et al., 1996; Moreno et al.,
1996). En ese contexto resulta relevante valorar la
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contribucion relativa de las fuentes de nitrégeno pro-
venientes del suelo y de la atmdsfera, via simbiosis,
como base para una estrategia de manejo orientada
a la preservacion del recurso natural en un esquema
productivo.

El objetivo del presente estudio fue evaluar, bajo
diferentes condiciones de fertilidad del suelo donde
se cultiva mani en la provincia de Cérdoba, la
influencia de la inoculacion de semillas de mani con
distintas cepas de Bradyrhizobium sobre el rendi-
miento del cultivo y estimar la contribucion relativa
del nitrégeno del suelo y el proveniente de la fija-
cion biolégica.

MATERIALES Y METODOS

Bacterias y condiciones de crecimiento

Las bacterias ensayadas fueron mutantes espon-
taneas resistentes a antibiéticos, derivadas de ino-
culantes recomendados y de un aislamiento nativo:
a) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 inoculante reco-
mendado por MIRCEN-Brasil (mutante espontanea:
SEMIA 6144R resistente a estreptomicina,
40 uyg mL"), b) Bradyrhizobium sp. TAL 1000 ino-
culante recomendado por NifTAL-USA (mutante
espontanea: TAL 1000R, resistente a kanamicina,
200 ug mL") y ¢) aislamiento nativo TTO02 de la zona
manisera de Cérdoba (mutante espontanea: TTO02R
resistente a estreptomicina 200 ug ml'). La capa-
cidad de las mutantes espontaneas para formar
nddulos en plantas de mani fue confirmada por
ensayos de invernaculo.

Las cepas bacterianas fueron mantenidas en el
medio extracto de levadura-manitol-agar (YEMA) a
4 °C (Vincent, 1970). La pureza se aseguré mediante
siembras en el medio YEMA suplementado con rojo
Congo y seleccionando las colonias uniformes. El
cultivo primario se preparé a partir de una colonia
aislada creciendo en 10 ml de medio YEM a 28 °C
con agitacion hasta alcanzar la fase de crecimiento
logaritmico. Estos cultivos fueron utilizados en la pre-
paracion de los inoculantes.

Preparacion de los inoculantes

Las mutantes espontaneas resistentes a antibio-
ticos fueron cultivadas en medio YEM hasta alcanzar
la fase logaritmica tardia. Los cultivos fueron centri-
fugados a 10.000 rpm durante 10 minutos y las
células suspendidas en 10 mL de medio YEM estéril.
La suspension bacteriana fue colocada en 20 g de
turba estéril para conseguir una poblacion de rizo-
bios de 108 ufc g ' (unidades formadoras de colonias
por gramo de turba).

Experimentos a campo

Los estudios experimentales a campo fueron con-
ducidos durante los ciclos agricolas 1997/98,
1998/99 y 1999/00 (en adelante denominados 1998,
1999 y 2000, respectivamente) en dos sitios corres-
pondientes a otras tantas localidades de la provincia
de Cérdoba (Argentina). (i) Experimento 1998: se
realizé en el campo experimental de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto, ubicado en la zona rural de
la ciudad del mismo nombre; (ii) experimentos 1999
y 2000: tuvieron lugar en un campo de produccion
agricola comercial ubicado en la zona rural de
General Deheza, 15 km al NO de esa localidad. El
suelo del primero de los sitios experimentales fue
clasificado como Hapludol tipico familia textural limo-
arenoso (pH: 6,2; materia organica: 2,5%, contenido
de N-NO, al momento de la siembra del cultivo de
mani: 133 kg ha'). El suelo de la zona rural de
General Deheza corresponde a un Haplustol tipico
familia textural limo-arenoso (pH: 6,0; materia orga-
nica: 1%, contenido de N—NOS al momento de la
siembra del mani 47 y 25 kg ha'', para los ciclos
1999 y 2000, respectivamente). No se hallaron regis-
tros de practica de inoculacion del cultivo de mani
en ninguno de los sitios experimentales del estudio.

La lluvia registrada durante las estaciones de cre-
cimiento del cultivo de mani fue de 797 mm en el
ciclo 1998, 563 mm en 1999 y 532 mm en 2000.
Estos valores se corresponden con registros pro-
medios para el periodo noviembre-marzo de series
histéricas de Rio Cuarto (619 mm, periodo 1974-93)
y de General Deheza (587 mm, periodo 1953-91).

Determinacion de la poblacion de rizobios
nativos en el suelo

El nimero mas probable (NMP) de rizobios
nodulantes de mani presentes en los suelos experi-
mentales, previo a la siembra, fue determinado en
los ciclos 1999 y 2000 usando el método de infec-
cion en planta. Para ello se tomaron muestras de
suelo a una profundidad de 20 cm, las que se dilu-
yeron en agua estéril y se emplearon para inocular
semillas de mani sembradas a 1 cm de profundidad
en recipientes con vermiculita. Las macetas fueron
mantenidas en ambiente controlado (200 uE m?sec
" de intensidad luminica, ciclo dia/noche de 16/8 h
y temperatura de 28 °C y humedad relativa de 50%,
ambas constantes) y regadas con agua destilada.
A las 4 semanas, se determind el nimero de plantas
que habian formado nédulos y en cada una de ellas
el numero de nédulos por planta (Somasegaran &
Hoben, 1994).
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Figura 1. Ciclo 1998: (a) Variacion del contenido de N-NOj, en el suelo entre la siembra y la cosecha del cultivo de mani; (b) materia seca
acumulada por el cultivo de mani durante la estacion de crecimiento; (c) nitrdgeno acumulado en la parte aérea de la planta; (d) rendimiento

de semillas en el tratamiento inoculado y el control sin inocular.

Cada dato es el promedio de tres repeticiones por tratamiento y las lineas verticales indican la desviacion estandar del promedio.

Tratamiento de las semillas, siembra del cultivo
y evaluaciones

Previo a la siembra, las semillas de mani del cul-
tivar Tegua (tipo Virginia runner) se desinfectaron
con funguicida Vitavax® (mezcla comercial de car-
boxiny thiram) aplicando una dosis de 250 mL por
cada 100 kg de semillas. Se empled este producto
debido a que estudios previos mostraron que no
afecta la interaccion entre el cultivo de maniy bac-
terias del género Rhizobium, tanto nativas como
aquellas provenientes de inoculantes (Fabra et al.,
2000). La inoculacion de las semillas se realizé apli-
cando la suspension de las diferentes cepas en
base turba para alcanzar una densidad estimada de
10° células por semilla.

Los tratamientos a evaluar consistieron en semi-
llas inoculadas y no inoculadas (control) asignados
a un disefio experimental de blogques al azar con tres
repeticiones. Las fechas de siembra fueron: 28 de

noviembre de 1997, 6 de noviembre de 1998 y 3 de
diciembre de 1999, para los tres ciclos descritos
anteriormente. La siembra se realizé en forma
manual en hileras separadas a 0,7 m entre sf, con
una densidad de 12 semillas por metro lineal de
surco. En las etapas fenolégicas R1 y R6 (Boote,
1992) se tomaron muestras de cada tratamiento y
repeticion, y se cosecharon todas las plantas pre-
sentes en una superficie de 1 m?, procurando la
extraccion de la mayor parte del sistema radical.
Luego se removio el suelo adherido a las raices
mediante lavado con agua corriente para, poste-
riormente, separarlas de la parte aérea. Esta ultima
se llevo a estufa de secado con circulacion de aire
forzado a 40 °C para la determinacion de peso seco.

Los nédulos presentes fueron separados de las
raices para llevar a cabo las siguientes determina-
ciones: a) peso seco en estufa a 70 °C durante 72
h, b) actividad nitrogenasa y c) presencia de las
cepas resistentes a antibidticos.
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Figura 2. Efecto de la inoculacion con las cepas TTO02R (1998),
SEMIA 6144R y TTO02R (1999) y TAL 1000R (2000) sobre el
rendimiento de manf confiteria (porcentaje de semillas retenidas
en una zaranda de tajo —orificio oblongo- de 7,5 mm).

Cada dato es el promedio de tres repeticiones y las barras verti-
cales indican la desviacion estandar del promedio.

En la etapa R8 del cultivo (madurez de arran-
cado) se tomaron otras muestras de plantas pre-
sentes en 1 m? por tratamiento y repeticion, para
determinar la produccion de semillas y el rendi-
miento de mani confiteria (peso de las semillas rete-
nidas en zaranda de tajo con orificios oblongos de
7,5 mm de diametro).

Actividad nitrogenasa

En las etapas R1y R6 de los experimentos 1998
y 1999, se cuantifico la actividad nitrogenasa segun
la metodologfa propuesta por Hardy et al. (1973).
Para ello, los nédulos se colocaron en un recipiente
cerrado en el que se sustituy6 el 10% de su atmos-
fera por acetileno y se incub6 durante 1 hora a
28 °C. Al cabo de ese tiempo se procedioé a la medi-
cion del etileno producido inyectando un volumen
de 0,5 mL de muestra en un cromatégrafo de gases
modelo Shimadzu serie GC-6A. Las condiciones del
analisis fueron las siguientes: temperatura del
detector (H2FID): 100 °C; temperatura del horno:
80 °C; columna de acero de Tm x 2mm empaque-
tada con Porapak T 80-100.

Ocupacion de nédulos

Se tomaron aproximadamente 150 nédulos selec-
cionados al azar de cada tratamiento, los que fueron
esterilizados superficialmente mediante el método
de Vincent (1970). Posteriormente, los nédulos
fueron macerados individualmente en condiciones
asépticas con varilla de madera y resuspendidos en
300 pL de agua destilada estéril. Alicuotas de 10 uL
del macerado se sembraron en placas de Petri con-
teniendo medio YEMA con la adicién de los antibio-
ticos empleados para la seleccion de los distintos

mutantes rizobianos y sin ella (Somasegaran &
Hoben, 1994). Los resultados se expresaron como
porcentaje de nédulos ocupados por la cepa inocu-
lada en relacion con el numero total de nédulos ana-
lizados para cada tratamiento.

Balance relativo de nitrogeno

Antes de la siembra del cultivo de maniy en cada
oportunidad de muestreo de plantas (etapas R1, R6
y R8), se tomaron muestras de suelo entre 0-10, 10-
20y 20-40 cm de profundidad en cada sitio experi-
mental y se analizaron para determinar el contenido
de N-NO,- usando el método de la reduccion de
cadmio (Lambert & Dubois, 1971), y los resultados
se expresaron en kg N-NO;ha™ a partir de los datos
de densidad aparente de cada capa de suelo.

Paralelamente, porciones de 6rganos aéreos de
las plantas muestreadas (tallos+hojas) se secaron a
40 °C hasta peso constante y molieron para la deter-
minacion del contenido de N por el método de micro
Kjeldahl (Bremner & Mulvaney, 1982).

Con los datos de N-NO; del suelo y de contenido
de N de los tejidos vegetales, se calcul6 el balance
relativo de nitrégeno, la contribucion de la fijacion
bioldgica (FBN) y la variacion del N del suelo (VNS),
segun la metodologia utilizada por Cholaky et al.
(1986).

FBN = Nplama (R8) ~ [(Nsuelo (S) + Nm\n + Nlluvia) B Nsuelo (FIB)](1 )
VNS = [Nsue\o (R8) _( Nsue\o (S) + Nmin )] + Nrastrojo (2)

Todos los valores se expresan en kg ha™'y cada
uno corresponde a:

Nplama(Rg) = contenido de nitrégeno de la planta
en la etapa R8.
Nsuelo ( contenido de N-NO, del suelo a la

S) =~
siembra (S).

Tabla 1: Efecto de la inoculacién con la cepa TTO02R sobre el
comportamiento simbiético de mani en un suelo de alta fertilidad,
ciclo 1998.

Tratamiento Control sin  Inoculado
inocular TTO02R?

Etapa fenoldgica del mani R1 R6 R1 R6

Actividad Nitrogenasa 1,8 21 24 24

(umol C,H, h' planta™)

Peso seco de nédulos 33 920 47 830

(mg planta’)

Numero de nédulos por planta 35 401 48 319

Cada dato es el promedio de tres repeticiones.
@ Valores publicados por Fabra et al. (2000).
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Figura 3. Nitrégeno total extraido por el cultivo y la contribucion
de las fuentes de aprovisionamiento del nutriente a la planta de mani
en los tratamientos inoculados y en el control sin inocular para los
ciclos: a) 1998, b) 1999 y c) 2000.

Cada dato es el promedio de tres repeticiones.

N, = nitrégeno producido por mineralizacion de
la materia orgénica. Para el célculo de este compo-
nente fue necesario estimar previamente un factor
de mineralizacion mediante la siguiente relacion:

(N /N

cultivo de referencia — Nsuelo)

Donde:

materia organica

~ Nouiivo de referencia= €8 el contenido de N de un cul-
tivo de referencia. En este caso se utilizé maiz sem-

brado en los mismos sitios experimentales del
estudio.

N 0= €S el N del suelo calculado como la dife-
rencia entre el contenido a la siembray el contenido
ala cosecha.

imateria organica= €S el contenido de N de Ia.materlla
organica calculado como el 5% de la materia orga-

nica del suelo.

El valor del factor de mineralizacién calculado fue
de 0,02y similar para los dos sitios experimentales.

N, .via = Nitrégeno derivado de las lluvias regis-
tradas durante la estacion de crecimiento del cul-
tivo, estimado a razén de 2,5 ppm de nitrégeno por
mm de lluvia (Harpaz, 1975).

Nqeio (R8) = contenido de N—NO3 en el suelo ala
etapa R8.
Nrastrojoz contenido de nitrégeno en el rastrojo del

cultivo de mani después de la cosecha.

Finalmente, se calculd la eficiencia de uti-
lizacion del N disponible del suelo como la relacion:

N aportado por el suelo al cultivo / (Ng 0 © Nin)-

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos del estudio fueron sometidos
a analisis de varianza mediante el programa esta-
distico InfoStat y los promedios de cada tratamiento
comparados segun test de Duncan (P<0,05).

RESULTADOS

Ciclo 1998

La condicion de fertilidad del suelo de este expe-
rimento fue alta (ver descripcién del campo experi-
mental de la Universidad Nacional de Rio Cuarto) y

Tabla 2. Efecto de la inoculaciéon con cepas SEMIA 6144R y
TTOO2R sobre el comportamiento simbidtico de mani en un suelo
de baja fertilidad, ciclo 1999.

Tratamientos
Control TTO02R SEMIA

6144R
Actividad Nitrogenasa R1 6,5 6,5 5,9

Variable
Etapa fenolégica del mani

(wmol C,H, h' planta™) R6 16,1 24,5 27,1
Peso seco de nédulos R1 108 99 132
(mg planta™) R6 587 501 505
Nede nédulos por planta  R7 111 11 125

R6 696 693 783
Cada dato es el promedio de tres repeticiones.
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la cepa empleada como inoculante fue TTOO2R. El
contenido de N-NO, del suelo disponible al
momento de la siembra del cultivo (133 kg ha™') dis-
minuyo sensiblemente durante la estacion de creci-
miento del mani, con un valor a la cosecha (etapa
R8) de 30 kg ha™', tanto en el tratamiento inoculado
como en el testigo sin inocular. La medicion reali-
zada en la etapa R1 mostré un contenido de N-NO
en el suelo superior en el tratamiento inoculado res-
pecto del control, pero en etapas fenoldgicas pos-
teriores ambos se equilibraron (Figura 1a). Por otra
parte, no se detectaron diferencias significativas en
la materia seca acumulada por las plantas y su con-
tenido de N (Figuras 1b y 1c), en la produccién de
semillas (Figura 1d) y en el rendimiento de mani con-
fiterfa (Figura 2); asi como tampoco se evidencio en
el peso seco de los nddulos y en la reduccion de
acetileno (Tabla 1).

Respecto a la contribucion relativa de las fuentes
de aprovisionamiento de nitrégeno al cultivo, no se
detectaron diferencias entre tratamientos (Figura 3a).
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El suelo aportd, en promedio, 65% del nitrégeno total
acumulado por las plantas (264 kg ha"), la FBN 27%
y el 8% restante provino de las lluvias registradas
durante la estacion de crecimiento.

La cantidad de nitrégeno extraida por el cultivo
(264 kg ha', en promedio) reflejo la situacion de alta
fertilidad del suelo, caracterizada por un elevado
contenido de N-NO, en el momento de la siembra
(133 kg ha'") y el aporte de la mineralizacion (~70
kg ha') y la disponibilidad del nutriente para las
plantas favorecida por las buenas condiciones
hidrologicas del ciclo (797 mm de lluvia). Aunque no
se detectd un efecto significativo de la cepa adicio-
nada como inoculante respecto de las cepas nativas
(tratamiento control), se destaca el aporte de la aso-
ciacion simbioética (en promedio, 27% del N acu-
mulado por las plantas). Otro aspecto destacable
fue que a pesar de la buena disponibilidad de N en
el suelo, del aporte por mineralizacion y de la resti-
tucioén del nutriente al suelo desde el rastrojo des-
pués de la cosecha (57 kg ha™'), el suelo quedd con
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Figura 4. Ciclo 1999: (a) Variacion del contenido de N-NO, en el suelo entre la siembra y la cosecha del cultivo de mant; (b) materia seca
acumulada por el cultivo de mani durante la estacion de crecimiento; (c) nitrégeno acumulado en la parte aérea de la planta; (d) rendimiento

de semillas en los tratamientos inoculados y en el control sin inocular.

Cada dato es el promedio de tres repeticiones por tratamiento y las lineas verticales indican la desviacién estandar del promedio.
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Tabla 3. Efecto de la inoculacion con la cepa TAL 1000R sobre el
comportamiento simbiético de mani en un suelo de baja fertilidad,
ciclo 2000.

Tratamiento Control Inoculado
TAL 1000R

Etapa fenoldgica del mani R1 R6 R1 R6

Peso seco de nédulos 510 920 420 950

(mg planta™)

Numero de nédulos por planta 375 653 399 486

Cada dato es el promedio de tres repeticiones.

un balance de N negativo. Esto se corresponde con
el requerimiento de N que tiene el mani, sefialado
en la bibliografia (~ 50 a 60 kg de N tn"' de grano
producido {Gascho, 1992}), y es la razén por la que,
generalmente, este cultivo deja el suelo en condi-
ciones deficitarias aun considerando el aporte de la
fijacion simbidtica como una fuente alternativa de
provision del nutriente.

Las buenas condiciones hidrolégicas ya men-
cionadas favorecieron tanto el desarrollo radical del
cultivo como la absorcion de N. Una evidencia indi-
recta de esos efectos lo constituye la eficiencia de
utilizacion del N disponible del suelo que, en pro-
medio, fue del 85%.

Ciclo 1999

Contrariamente a lo sefialado para el ciclo ante-
rior, en 1999 la condicion de fertilidad del suelo en
el experimento realizado en la zona rural de General
Deheza fue notoriamente inferior (25 kg ha'' de N-
NO, al momento de la siembra), a lo que se agregod
una muy reducida poblacién nativa de rizobios
nodulantes de mani en el suelo (<50 células/g de
suelo). Las cepas de inoculante usadas en este
experimento fueron SEMIA 6144R y TTOO2R. La
Figura 4a muestra la variacion del contenido de N
del suelo durante el ciclo del cultivo para el trata-
miento inoculado y el control. No se detectaron
efectos significativos de la inoculacién sobre la
materia seca producida por las plantas, el N acu-
mulado en la parte aérea del cultivo y el rendimiento
de semillas (Figuras 4b, 4c y 4d).

La ocupacion de los nédulos con las cepas ino-
culadas fue muy baja (SEMIA 6144R 7% y TTO02R
8%) y, aunque no hubo diferencias en los parame-
tros simbidticos determinados entre plantas prove-
nientes de semillas inoculadas y sin inocular (Tabla
2), se observé un leve incremento en el rendimiento
de mani confiteria en los tratamientos inoculados
(Figura 2), que en promedio alcanzé un 82,4%
mientras que en el control sin inocular fue de 74,8%.

La cantidad promedio de nitrégeno extraido por

el cultivo al final del ciclo fue de 141 kg ha™' (equi-
valente al 53% del mismo valor cuantificado en el
ciclo anterior). Dicha cantidad reflej6 la condicion
deprimida de fertilidad del suelo, la que también se
evidencio en el menor aporte de la mineralizacion
(39 kg ha'') estimada durante la estacion de creci-
miento (casi la mitad de la calculada en 1998). Para
esta condicién de baja fertilidad del suelo, el
balance relativo de nitrégeno arrojé un aporte pro-
medio por FBN de 59% (superior al observado en
el ciclo 1998), aporte que fue ligeramente superior
en el tratamiento inoculado (61%) respecto del con-
trol sin inocular (57%). Por su parte, el suelo contri-
buyd, en promedio, con el 31% del N acumulado en
las plantas, y las lluvias con el 10% restante (Figura
3b).

Similar a lo sefialado en el ciclo 1998, al momento
de la cosecha del mani el suelo presenté déficit de
nitrégeno, aunque su magnitud fue marcadamente
inferior en este caso, correspondiéndose con una
menor eficiencia de utilizaciéon del N disponible en
el suelo (68%, en promedio).

Ciclo 2000

Este experimento se condujo en el mismo sitio
experimental del ciclo anterior (campo de produc-
cion comercial ubicado a 15 km al NO de la loca-
lidad de Gral. Deheza). Se reprodujo asi una condi-
cién de baja fertilidad del suelo, reflejada en un con-
tenido de N-NO," de 47 kg ha™' al momento de la
siembra; en este caso la cepa utilizada como ino-
culante fue TAL 1000R.

La Figura 5a muestra la variacion del contenido
de N en el suelo desde la siembra hasta la cosecha
del mani. Aunque la ocupacion de los nédulos con
la cepa introducida fue alta (80% en las etapas R1
y R6), las diferencias observadas entre el tratamiento
inoculado y el control en la materia seca producida
por el cultivo, el nitrdgeno acumulado en las plantas
de mani, el rendimiento de semillas y los parametros
de la actividad simbidtica, no fueron estadistica-
mente significativos (Figura 5b, 5¢, 5d y Tabla 3).

En el afio 2000 no se detectaron diferencias esta-
disticamente significativas en el rendimiento de mani
confiteria, en forma similar a lo sucedido en 1998
(Figura 2). Sin embargo, se reprodujo la tendencia
a favor del tratamiento inoculado respecto al control
como se habia detectado en 1999.

EI'N extraido por el cultivo fue, en promedio de
ambos tratamientos, 189 kg ha'', lo que equivale al
72% de lo acumulado en 1998 y refleja la condicion
deprimida de fertilidad del suelo cuyo contenido al
momento de la siembra fue de 47 kg ha™' en los pri-
meros 40 cm del perfil. El aporte por mineralizacion
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también fue bajo totalizando ~39 kg ha™'.

En cuanto a la contribucion relativa de las fuentes
de aprovisionamiento de N al cultivo, los resultados
se asemejan a los descritos para el ciclo anterior. La
FBN aporté entre 57 y 59 % del N acumulado por el
cultivo, correspondiéndole entre 33 y 36% al prove-
niente del sueloy 7-8% a las lluvias (Figura 3c).
Como en los afios anteriores, el suelo quedd con
déficit de N al momento de la cosecha, y la eficiencia
de utilizacion del N disponible tuvo un valor cercano
alade 1999 (75%).

La tabla 4 muestra una sintesis del balance de
nitrdgeno para los tres experimentos. Resulté evi-
dente la relacion entre el contenido de N en el suelo
al momento de la siembra, el nivel del nutriente
extraido por el cultivo y la eficiencia de utilizacion
del N. Se corresponde, ademas, con una condicién
hidrologica favorable (797 mm de lluvia durante el
ciclo) que aseguro ausencia de limitaciones para el
crecimiento radical y la absorcion del N. Hubo tam-
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bién un aporte superior del proceso de mineraliza-
cion de la fraccion organica (2,5%), que en conjunto
explican la proporcion mayor del suministro de N al
cultivo proveniente de suelo (65%) y solo 27% de la
FBN. En contraste, los datos de los experimentos
1999 y 2000 muestran una condicién de fertilidad
del suelo deprimida (25 y 47 kg ha™ N-NO, a la
siembra, respectivamente) en correspondencia con
un menor aporte por mineralizacion de la materia
orgénica (1%) y, en conjunto, una contribucion rela-
tiva menor al N extraido por el cultivo desde el suelo
reflejada en una menor eficiencia de utilizaciéon de
ese N. Contrariamente al experimento 1998, se des-
taca en estos dos casos el mayor aporte relativo pro-
veniente de la simbiosis (58,5% , en promedio). No
obstante, la cantidad de N extraido por el cultivo fue
menor, poniendo en evidencia restricciones a la
nutricion mineral expresadas también en el rendi-
miento de frutos (~ 2 tn ha™! contra ~ 4,5 tn ha'en
1998).
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Figura 5. Ciclo 2000: (a) Variacion del contenido de N-NO, en el suelo entre la siembra y la cosecha del cultivo de mant; (b) materia seca
acumulada por el cultivo de mani durante la estacion de crecimiento; (c) nitrégeno acumulado en la parte aérea de la planta; (d) rendimiento

de semillas en los tratamientos inoculado y en el control sin inocular.

Cada dato es el promedio de tres repeticiones por tratamiento y las lineas verticales indican la desviacién estandar del promedio.
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DISCUSION

Desde el punto de vista de la simbiosis, el mani
es considerado un cultivo promiscuo (poco especi-
fico), ya que establece relacion simbidtica con rizo-
bios de diferentes géneros, capaces de infectar a
un grupo diverso de leguminosas (Alwi et al., 1989;
Taurian et al., 2002). Sin embargo, no todos los
microsimbiontes de mani son igualmente efectivos
en la fijacion de nitrégeno con esta leguminosa. En
condiciones de campo, las cepas nativas bien adap-
tadas a las condiciones edaficas y climaticas del
lugar son, en general, de baja capacidad de fijacion
y/o alta habilidad de nodulacion (infectividad), pero
pueden competir y dominar a otras cepas altamente
eficientes, seleccionadas en condiciones contro-
ladas de laboratorio (Martensson et al., 1985). En
ese sentido, Thies et al. (1991) informaron que
poblaciones indigenas de Rhizobium en concentra-
ciones tan bajas como 50 células por gramo de
suelo, fueron capaces de reducir o eliminar la res-
puesta a la inoculacion. Una situacion similar se evi-
dencid en el ciclo 1999 de este estudio, donde
poblaciones indigenas, en concentracion menor a
la indicada por Thies et al. (1991), redujeron sensi-
blemente la ocupacion de nédulos por las cepas ino-
culadas, con lo que demostraron ser méas competi-
tivas para formar nédulos que las cepas introducidas
(SEMIA 6144R y TTOO2R), a juzgar por el escaso
numero de ndédulos ocupados por éstas. Por su
parte, la cepa TAL 1000R (usada en el experimento
del ciclo 2000) pareciera ser mas competitiva que
las anteriores (SEMIA 6144R y TTO02R) bajo la
misma condicion de fertilidad. Sin embargo, al com-
parar la contribucion relativa de la FBN al nitrégeno
total acumulado en la planta en el tratamiento ino-
culado respecto del control (Figura 3c), la eficiencia
de dicha cepa en la captura de N, resulto similar a
la de las cepas nativas.

El principal destino de la produccion argentina
de mani es la industria alimenticia, por lo que la
calidad del producto es un aspecto relevante. Uno
de los parametros para valorar esa calidad es el ren-
dimiento de manf “confiteria” (proporcién de semi-
llas retenidas en una zaranda de 7,5 mm) asociado

con el tamafo de las semillas y su uniformidad. Los
resultados de este estudio mostraron que la inocu-
lacion con las cepas seleccionadas no mejoroé la
produccion total de semillas en ninguno de los tres
ciclos experimentales. No obstante, el rendimiento
de mani “confiteria” fue 6, 10y 11% superior en res-
puesta a la inoculacioén con cepas seleccionadas en
los tres ciclos estudiados, respectivamente. Esas
diferencias no fueron estadisticamente significativas;
sin embargo, el hecho de haberse presentado en
las tres situaciones experimentales involucrando
diferentes niveles de fertilidad y condiciones mete-
orolégicas, es una evidencia empirica que sopor-
taria la realizacion de estudios adicionales para con-
firmar o desechar ese posible efecto.

La ausencia de efectos significativos sobre la pro-
duccion de semillas hallada en este estudio es con-
cordante con resultados de otros estudios citados
en la literatura. Del mismo modo estos resultados
coinciden con antecedentes que reflejan el caracter
complementario entre las fuentes de aprovisiona-
miento de nitrégeno al cultivo (fijado bioldgicamente
y absorbido del suelo) y los cambios relativos que
ambas experimentan segun la condicién de ferti-
lidad del suelo. La absorcion de nitrégeno del suelo
tiene un costo energético para la planta menor que
el requerido para fijarlo biolégicamente (Shabaev et
al., 1996). Efectivamente, las leguminosas poseen
un mecanismo de regulaciéon que limita la fijacion
biolégica de N, cuando la planta puede satisfacer
su demanda desde otra fuente (el suelo, en este
caso). En consecuencia, es posible suponer que en
condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno en
el suelo (como la correspondiente a los experi-
mentos de 1999 y 2000), la proporcion del nutriente
proporcionada por la fijacion bioldgica seria mayor
y lo inverso ocurriria en la condicion de alta fertilidad.
Los resultados obtenidos confirmaron esa presun-
cioén, ya que la contribucion de la FBN al cultivo de
mani represento 59 y 58% del nitrégeno total acu-
mulado en las plantas en los ciclos 1999 y 2000, res-
pectivamente; a su vez, la correspondiente al ciclo
1998 (~27% en promedio) fue significativamente
inferior debido a la condicion de alta fertilidad inicial
que presento el suelo (~133 kg ha™ de N-NO;).

Tabla 4. Balance relativo de nitrégeno de los tres experimentos. Los valores estan en unidades de kg ha™.

Experimento Ngeo (S)  Ngyeo (R8)  Niner  Noyaido porelcuivo  APOrte del Aporte de  Aporte  Efic. de uso del
suelo laFBN  de lalluvia Neuelo ()
1998 133 30 70 264 172 71 21 0.85
1999 25 20 39 141 44 83 14 0.68
2000 47 21 39 189 65 110 14 0.75
(*) Eficiencia de utilizacion del Ng .- Naportado por el suelo al cultivo/Ndisponible en el suelo (N + N ineraiizacion)

suelo®

suelo a la siembra
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El efecto inhibidor que un alto contenido de N en
el suelo tiene sobre la FBN, es un dato conocido en
la literatura para un rango de especies leguminosas.
Asi, Reddy et al. (1998) observaron en el norte de
Zambia una disminucion relativa de la proporcion
de N derivado de la FBN en el cultivo de mani,
debido a un incremento en el N del suelo. Pero no
se registran datos similares de la contribucion rela-
tiva de este proceso a la nutricion del cultivo de mani
en la region central de la provincia de Cérdoba.

Existen diferentes métodos para estimar el
balance relativo de nitrdgeno en condiciones con-
troladas (dilucién del isétopo SN, variedades no
nodulantes, entre otros). Sin embargo, para experi-
mentos conducidos en condiciones de campo,
como los implementados en este trabajo, el método
usado es una alternativa valida para fines compa-
rativos ya que tiene en cuenta las condiciones eda-
ficas y de manejo del cultivo (Cholaky et al, 1986).
Fue asi que se procedid a monitorear la dinamica
del nutriente en el suelo y su acumulacion en el cul-
tivo durante el ciclo ontogénico, asumiendo que las
pérdidas por volatilizacion fueron imperceptibles
durante el curso de los experimentos. De igual
modo, se desestimo la pérdida por percolacion pro-
funda en la medida que no se registraron eventos
de lluvias de alta intensidad que pudieran haber
“lavado” el nutriente por debajo del 1,2 m de pro-
fundidad. No obstante las limitaciones del método,
a los fines del presente trabajo, disponer de datos
cuantitativos del balance relativo de N resulté de
valor porque permitié la comparacion entre las situa-
ciones experimentales ensayadas.

A pesar de las diferencias en la contribucion rela-
tiva del nitrégeno del suelo y del aire al balance nutri-
cional del cultivo para las dos condiciones de ferti-
lidad ensayadas, el N acumulado por las plantas
crecidas en el suelo con alta concentracion del
nutriente fue superior al de las que lo hicieron en el
sitio con disponibilidad limitante de N. Pero en
ambos casos fueron compatibles con el nivel de ren-
dimiento de semillas alcanzado. Este resultado
puede ser atribuido a la interacciéon mas favorable
entre disponibilidad del nutriente y condiciones
hidroldgicas registradas en el primero de los sitios
experimentales, que pudieron facilitar el desarrollo
radical de las plantas de mani'y el proceso de absor-
cion del nutriente por el cultivo.

Aunque existen reportes en la bibliografia, los
resultados obtenidos en este estudio constituyen
una evidencia empirica de la contribucion que la fija-
cion simbidtica de nitrégeno hace a la economia de
la nutricion nitrogenada del mani, y la manera en que
se magnifica en condiciones de un suelo con baja

fertilidad o de escasa disponibilidad del nutriente.

Considerando la pérdida progresiva de la pro-
ductividad de los suelos de la region central de Cér-
doba durante las dos Ultimas décadas (departa-
mentos Tercero Arriba, mitad norte de Rio Cuarto y
este de Juarez Celman), debida, entre otras causas,
a la creciente presion de uso agricola de esas tie-
rras (Bricchi et al., 1996; Cisneros et al., 1998; Gia-
yetto et al., 1998); los resultados expuestos sus-
tentan la hipétesis sobre la posibilidad de obtener
rendimientos rentables de mani o soja en sistemas
de agricultura continua, sin que ello signifique un
equilibrio en el balance nutricional (extracciones-
aportes) que continua siendo negativo. Parte de la
respuesta es la captura de N que se produce
mediante la FBN y su contribucion significativa al
balance nutricional, en particular cuando se pre-
sentan afos hidrolégicamente normales para la
region en cantidad y distribucion de lluvias. Sin
embargo, como lo muestran estos mismos datos, el
aporte de esa fuente alternativa no es suficiente para
mantener en equilibrio el balance de N; en conse-
cuencia, resulta necesario considerar la implemen-
tacion de otras préacticas de manejo destinadas a
recuperar el déficit de N del suelo que se viene pro-
duciendo.

En tal sentido, la continuidad de estudios orien-
tados a desarrollar inoculantes para este cultivo 'y
la implementacion de practicas de manejo que favo-
rezcan una agricultura sustentable (labranza redu-
cida, rotacién de cultivos, por ejemplo), aparecen
claramente justificadas. Mé&s aun, al considerar la
actual localizacion del area cultivada con mani en la
region sur de la provincia de Cérdoba, sobre suelos
aptos para el cultivo por su textura arenosa pero de
menor desarrollo, baja estabilidad y reducido con-
tenido de materia organica donde una produccioén
sustentable sélo es compatible con una estrategia
que contemple la preservacion del recurso. La ino-
culacion es una herramienta tecnolégica apta para
esa finalidad y, en general, de un costo comparati-
vamente menor al de otras practicas como la fertili-
zacion.
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