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RESUMEN

Se estudiaron poblaciones de Strepromyces en muestras de suelo con el objeto de determinar si, sobre
las mismas, ejercian o no influencia los cultivos de cereales (trigo y avena) y/o leguminosas (vicia y lupino),
como asimismo el agregado o no de fertilizante inorginico.

Se aislaron selectivamente los Streptomyces mediante cl tratamiento de la muestra con una solucion
fenolica, sucesivas diluciones y siembras en medio especial adicionado de cicloheximida. Las colonias fue-
ro contadas después de 10 dfas de incubacion a 28° C y se agruparon aquellas que presentaban similitud
morfologica. También se determind, potenciométricamente, ¢l pH de cada muestra de suelo. Estadistica-
mente, los resultados obtenidos revelaron que en cuantoa pH no hubo diferencias significativas; si las hubo,
en cambio, en cuanto al mimero de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC . g ') entre
tratamientos (uso o no de fertilizante), y no entre siembras.

Para las muestras de suelo sin fertilizante, el valor promedio de pH fue de 6,21 * 0,20 y el de UFC . ¢!
fue de (1443 * 3,12) . 108,y para las muestras con fertilizante dichos valores fueron, respectivamente,
6,14 ¥ 0,18 y (7,55 £ 2,64) . 10°. Para los valores de pH, p { 0,001 y para los valores de UFC . g", p ¢
0,025. Los datos de diversidad poblacional (criterio macromorfolégico) presentaron una dispersion tan
elevada que no fue posible un tratamiento esta distico comparable al de las otras variables.

Se pudo comprobar un marcado efecto del fertilizante sobre el tamafio poblacional, pero no un efecto
de siembra significativo. La diversidad poblacional parece haberse incrementado en las muestras de suelo
sembrada, compardndolas con aquellas sin sembrar (testigos), sin que el fertilizante haya mostrado un efec-
to apreciable sobre la misma.

Palabras clave: cereales, leguminosas, poblaciones de Streptomyces, fertilizacién inorgdnica.

STREPTOMYCES POPULATIONS FROM SOILS CULTIVATED WITH CEREALS AND LEGUMES.
I — VARIATIONS DUE TO DIFFERENT TREATMENTS.

ABSTRACT

The possible influence of cereals (wheat and oats) and/or legumes (tare and lupine) on the Streptomyces populations
isolated from soils with or without inorganic fertilizer was studied.
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Streptomyces were selectively isolated with a phenolic solution, successive dilutions and plating in a special medium
with cicloheximide. After 10 days of growing at 28° C, colonies were counted and those which showed morphologic
similarities were clustered. Moreover, the pH of each sample was determined potentiometrically and the results showed no
significant difference with respect to pH. However, there were differences in the number of colanial forming units/dried
soil g (CFU . d.s.g™ ) among treatments (with or without fertilizers) and not among seedings.

The average pH for the samples of soils without fertilizers was 6,21 *0,20, with (14,43 £ 3,12). 10° CFU. d.s.g”.
For the samples with fertilizers they were 6,14 * 0,18 and (7,55 * 2,64) . 10° respectively. The data about population
diversity (macromorphological criterium) showed very high dispersion. A strong effect of the fertilizer on the CFU . ds.g’
was detected without significant seeding effect. The population diversity increased in the samples of the cultivated soil
compared with the controls, and with no important effect due to the fertilizer.

Key words: cereals, legumes, Streptomyces populations, inorganic fertilization,

*  Trabajo subsidiado por el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

INTRODUCCION

Es bien conocido que la competicion intra-
especifica e interespecifica entre los organismos
es uno de los mds importantes factores que deter-
minan la densidad de poblaciones en la naturale-
7a. Especies relacionadas, o especies que prefie-
ren el mismo nicho ecolégico, generalmente son
competitivas y ocupan diferentes dreas geografi-
cas o diferentes hdbitats en las mismas sdreas
(Schroth y Hancock, 1981).

Es notable la capacidad del hombre para
modificar el medio ambiente a favor de un organis-
mo u otro, como se efectia muchas veces en la
agricultura, por lo general inadvertidamente, a
través de los métodos de cultivo.

En estos ultimos afios se viene dando un
proceso de acidificacion de los suelos del sur de la
provincia de Santa Fe, el cual obedece fundamen-
talmente a la pérdida de elementos alcalinos como
caleio, magnesio, potasio y sodio. Esta pérdida se
da por lavado del suelo, por el consumo de los cul-
tivos y ademds por el uso de fertilizantes de reac-
cion dcida (Delaune y Patrick, 1970; Bolton et
al., 1970). La no reposicion de aquellos nutrien-
tes exportados con los granos y perdidos por la
erosion ha llevado a que un gran mimero de sue-
los agricolas tengan hoy un pH inferior a 6. La
condicién de acidez de los suelos compromete
seriamente el panorama nutricional de la mayo-
ria de los cultivos. Este desequilibrio nutricional
afecta a la actividad de los microorganismos, al-
terdndose la descomposicion de los rastrojos y
retrasdndose el retorno de minerales a los cultivos
siguientes.

El estudio de los pardmetros microbianos del
suelo, acerca de los cuales hay una relativa escasez
de datos en [a Repiiblica Argentina, es de la mayor
importancia (Marengo et al., 1984), pues implica
no solamente determinar la evolucidén desde el
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punto de vista quimico, sino también la de otros
pardmetros, como el nimero de microorganismos
actuantes por gramo (Mc Laren, 1973).

Los actinomicetes constituyen un componen-
te significativo de la poblacion microbiana en mu-
chos suelos, y es comtn obtener recuentos de mis
de 10° por gramo. El género mds importante en
suelo es Strepromyces, pero el estudio de su eco-
logia ha tenido dificultades, por una inadecuada
clasificacién y por deficiencias técnicas (Griffin,
1972).

El suelo constituye la fuente mds prolifica de
aislamientos, entre los cuales se incluyen abun-
dantes productores de antibidticos y otros metabo-
litos. Muchos Strepromyces del suelo se compor-
tan como neutrofilos en los cultivos, creciendo en-
tre pH 5,0 y 9,0 con un 6ptimo cercano a la neu-
tralidad. Como muchos suelos son dcidos, el pH
es claramente el mayor factor que determina
su distribucion y actividad. Es bien conocido que
suelos dcidos rinden bajos recuentos de Swepto-
myces neutrofilos (Waksman, 1959; Goodfellow y
Williams, 1983).

Los Streptomyces, por suamplia distribucion,
tolerancia térmica, alto potencial metabélico, pro-
bada capacidad como antagonistas fiingicos, cre-
cimiento activo filamentoso en suelos y produc-
cién de antibi6ticos, pueden participar activamen-
te en el establecimiento del equilibrio microbio-
légico del suelo y ser un factor que afecta a la in-
cidencia de ciertos hongos patdgenos de plantas
del suelo.

El objetivo de este trabajo fue estudiar pobla-
ciones de Strepromyces en muestras de suelos
agricolas con diversos tratamientos. Las hipote-
sis de trabajo se refirieron a: a) posibles efectos
de siembra sobre el tamafio y/o la diversidad po-
blacional y b) posible influencia del agregado de
fertilizante inorgdnico sobre las mismas variables.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelos: Se efectué el muestreo
en 3 lotes (I, I y I1I), cada uno de ellos dividido
en 6 parcelas cultivadas con avena, trigo, vicia,
lupino, trigo + vicia, trigo + lupino, y un drea tes-
tigo. de la Estacién Experimental Agropecuaria
INTA Oliveros (Santa Fe).

Las muestras provienen del horizonte All
(0-17 em) de un Argiudol dcuico con las siguien-
tes caracteristicas: color pardo grisiceo muy oscu-
ro; materia orgdnica 2.72 % ; carbono orginico
158 % ; arcilla 22.5 % ; limo 74 <%y arena 32%.

Se incorporé fertilizante a la mitad de las par-
celas (78 kg nitrogeno . ha™' como urea y 39 kg
P,0s . ha™' como fosfato tricdlcico) en el mes de
junio y los lotes se sembraron al dia siguiente.
A los 4 meses se incorperéa todos ellos abono
verde en la proporcion de 4662 kg . ha™ en los
lotes sembrados y 1859 kg . ha™ en los testigos,
y las muestras fueron tomadas dos meses después.
A cada muestra de suelo se determino el pH poten-
ciométricamente (en un aparato Orion Research
Digital lonalyzer 501), por triplicado.

Se utilizé como modelo estadistico para dis-
tribucién de las siembras el método de bloques
completos al azar con tres repeticiones. Cada uni-
dad experimental tuvo una superficie de 2 m de
ancho por 5 m de largo.

Técnicas de aislamiento y recuento de colo-
nias de Smreptomyces: alicuotas de las muestras

de suelos, de 1 g cada una, fueron homogenciza-
das en un mortero estéril con una pequefia canti-
dad de agua y transferidas a un recipiente con una
solucion preparada disolviendo 631 mg de fenol
en 90 ml de agua destilada (Panthier et al., 1979).
La suspension fue colocada en un agitador mecd-
nico a 220 ciclos por minuto durante 10 minutos.
Se hicieron sucesivas diluciones al décimo enagua
destilada. De ellas fueron incorporadas las corres-
pondientes a 10* y 10° a 10 ml de un medio de
agar-glicerina-arginina-sales. Este medio es una mo-
dificacién del medio para aislamiento preferencial
de actinomicetes de Porter et al. (1960). E1 pH del
mismo se fijé entre 6,5 y 7.0 y se agregd ciclohe-
ximida a una concentracion final de 200 mg 17
Las suspensiones de suclo con el medio fueron dis-
tribuidas en placas de Petri por triplicado, en can-
tidad de 10 ml por cada placa.

Después de una incubacion de 10 dias a 28°C,
se efectuaron los recuentos, separdndose y subcul-
tivindose en el mismo medio todas aquellas que
por sus caracteristicas macromorfologicas fueran
diferentes dentro de cada muestra. Para determi-
nar el mimero de colonias por gramo de suelo se
llevaron alicuotas de las muestras a sequedad. En
las placas de dilucion desarrcllaron muy pocas bac-
terias y ningin hongo contaminante, con lo cual
se confirmo la selectividad de la técnica empleada.

RESULTADOS

En las Tablas 1 y 2 se halla un resumen gene-
ral de los datos obtenidos en este estudio.

Tabla 1. Relacion entre los pH de las muesiras de suelo con el ntimero de colonias de Streptomyces por gramo de suelo y el
niimero total de aislamientos, en parcelas con distintos cultivos sin agregar fertilizante.

Siembra pH de las muestras de suelo Nimero de colonias de Nimero total de
S i) Streptomyces por g de suelo aislamientos
(x 10°):
xtsy)
Avena 620 X 0051 22,60 1 3429 22
Trigo 6,14 * 0,092 18,60 * 9,014 12
Vicia 6,20 * 0060 21,59 * 12,204 13
Lupino 6,27 X 0,073 12,17+ 3,790 22
Trigo + Vicia 6,19 * 0,055 1468 * 0,600 20
Trigo + Lupino 6,36 * 0,090 756 * 4624 26
Sin sembrar (testigo) 6,08 X 0,068 11,87 * 0,548 17
Media 6,21 *0,0898 1558~k F5;553 18,86
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Tabla 2. Relacion entre los pH de las muestras de suelo con el nimero de colonias de Streptom yees por gramo de suelo y el
niimero total de aislamientos, en parcelas con distintos cultivos con agregado de fertilizante.

Siembra pH de las muestras de suelo Numero de colonias de Nimero total de
xte) Streptomyces por g de suelo aislamien tos
(x 10%)
@)
Avena 621 oo 961 1 7469 33
Trigo 6,09 I 0055 2,86 * 2988 16
Vicia 6,00 * 0,054 1643 * 6913 8
Lupino 621 X 0,076 3,11 * 1,746 23
Trigo + Vicia 6,14 * 0,080 841 * 7657 16
Trigo + Lupino 6,14 * 0,047 8,70° * 8,777 15
Sin sembrar (testigo) 6,16 X 0,065 3,73 * 1,803 15
Media 6,14 * 0,073 7.55  + 4,856 18,00

pH de las muestras de suelo

El estudio estadistico de la diferencia de pH
entre suelo sin fertilizante y suelo con su agrega-
do, para cada unidad experimental, por andlisis
de la variancia (Batschelet y Diem, 1965), revelé
interaccién nula entre siembras y lotes y ausencia
de variaciones significativas tanto entre lotes co-
mo entre siembras. La estimacion de los valores
promedio de pH proporciond los siguientes resul-
tados: para suelo sin fertilizante, 621 * 0,20 y
para suelo con fertilizante, 6,14 * 0,18 (en ambos
casos con un nivel de significacion del 0.1 % ). Si
bien el valor correspondiente a suelo sin fertili-
zante es algo superior, la diferencia media no se
aparta significativamente de cero de acuerdo a la
prueba de t-Student.

Nimero de unidades formadoras de colonias por
gramo de suelo (UFC . g!)

Se realizaron comparaciones, mediante la
prueba t-Student, dentro de tratamientos (es decir
con fertilizante o bien sin él), de cada siembra con
la muestra testigo (sin sembrar). Las mismas no
arrojaron diferencias significativas, salvo en un ca-
s0: avena sin fertilizante (p (0.025).

En base a esto, se efectud la estimacion del
nimerc promedio de UFC . g para cada trata-
miento, prescindiendo, en el caso del suelo sin fer-
tilizante, del valor correspondiente a la siembra
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de avena, por la razén apuntada arriba. Dichas es-
timaciones, con un nivel de significacion del
2.5 % , fueron:
- suelo sin fertilizante: (14,43 * 3,12).10° UFC.g™*
- suelo con fertilizante: (7,55 * 2,64).10° UFC.g™
Con el objeto de determinar si ambos prome-
dios difirieron significativamente, se calculd la di-
ferencia en UFC . g entre ambos tratamientos
para cada unidad experimental. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Del andlisis de la variancia (Batschelet y
Diem, op. cit.) para dicha variable (cuya media
aritmética resulté 8,59 . 10° UFC . g') se com-
probo lo siguiente:

a) interaccion nula entre siembras y lotes, b)
ausencia de variacion significativa entre lotes y )
efecto de siembra significativo (p (0.05).

Posteriores contrastes entre siembras (prue-
ba “t”") revelaron diferencias significativas entre
la siembra de trigo + lupino (cuya media ?1’6}- fue
la vinica negativa), y las de avena (p ¢ 0,01), trigo
(p € 0,05) y lupino (p { 0,05). Por tal razén, se
realizé un nuevo andlisis de la variancia sin tomar
en cuenta los valores correspondientes a la siem-
bra mencionada en primer término, con lo cual se
neutralizd la variacién significativa entre siem-
bras. La nueva media aritmética obtenida fue de
10,21 UFC . g, y mediante la prueba “ se
verificd que difiere significativamente de cero
(p¢0,001).
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También fueron analizadas las diferencias pro-
ducidas por la presencia o no de fertilizante, en
UFC . g, dentro de cada siembra (Fig. 1), halldn-

. Variaciones por tratamientos

n tres casos: con
(0,025) y con las

dose significacion estadistica e
avena (p ¢ 0,01), con lupino (p
muestras de control (p 0,025).

Mvenc  Trige  Vicio  Lupino Trigo+ Trigot S/sembror
vicia Lupino clestigosy
3 Sin ferhinzante . Coafertilizante

»p<0o25 w#pc<ool

Fig. 1. Comparaciones para cada siembra en UFC . g*
entre suelo con fertilizante y suelo sin él.

Diversidad poblacional

Como un indice aproximado de diversidad
se tomd el nimero de aislamientos para cada
muestra de suelo, ya que fue aislada, de cada pla-
ca para recuento, una colonia considerada repre-
sentativa de alguna particularidad macromorfo-
logica. Este indice brinda, pues, una idea de la
cantidad de especies y/o variedades de Strepto-
myces correspondientes a cada siembra y trata-
miento. El escaso nimero de muestras para cada
combinacion siembra-tratamiento (tres, o a ve-
ces dos) y los elevados coeficientes de variacion
obtenidos, no menores del 43 % para suelos con
fertilizante y del 40 % para suelos sin el mismo,
impidieron un segundo nivel de tratamiento esta-

Tabla 3. Diferencias en UFC. ¢! entre suelo con fertilizante y suelo sin él, para cada unidad experimental (x 10° UFC.g")
P
_______________________ Siembras oo oenlo .o Media
Lote Avena Trigo Vicia Lupino  Trigo+Vicia Trigo+Lupino  Test. entre
(L (2) (3 ) (5) (6) (N siembras
(di-)
_ SN R ] s
1 17,34 25,96 11,95 - - -0,83 —6,13 10,05 9,58
11 16,88 8,00 0,05 9,76 15,00 0,28 6,55 8,07
11 - = 13,05 351 7,72 4,65 2,44 - - 8,11
Media 17,11 15,67 5,17 8,74 6,27 -1,14 8,30 8,59
entre )
(@
distico.

N Aungue la variacion entre siembras indivi-
gr 20 duales es muy grande, se obtuvo una relativa ho-
s ‘l mogeneidad entre tratamientos al sumarlas, pues
£ o5t los totales fueron: sin fertilizante, 132 aislamien-
g tos y con fertilizante, 126 aislamientos, con me-
82 wl | dias aritméticas, respectivamente, de 18,86 y
9:% 18,00 aislamientos, y una X general de 18 43 ais-
E- A lamientos por combinacion siembra-tratamiento.
-] E_ T 3 “ Nuevamente, los coeficientes de variacion mads
55 L bajos fueron del orden del 40 al 50 % en todos los
= o D

€as0s.

Agrupando las siembras en cereales (avena y
trigo), leguminosas (vicia y lupino) y combinacio-
nes de ambos, y comparando sus numeros prome-
dio de aislamientos con los de las muestras de con-
trol, dentro de cada tratamiento, se verificaron
siempre mimeros mayores O iguales (esto en un
solo caso: cereales sin fertilizante) para las mues-
tras correspondientes a suelo sembrada con res-
pecto a las de suelo sin sembrar: hasta 9.5 ais-
Jamicntos de diferencia promedio para cereales
con fertilizante.

DISCUSION
Efectos atribuibles a la variacién entre siembras

nal: el hecho de que en
un solo caso (avena sin fertilizante) se hallo dife-
rencia significativa, en la estimacion del tamafio
poblacional, entre suelo sembrado y suelo sin
sembrar, permitirfa descartar un efecto de siem-
bra sobre el valor de dicho pardmetro.

a) Tamafio poblacio
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b) Diversidad poblacional: dado que los cul-
tivos aportan al suelo una mayor variedad de
nutrientes, cabia esperar un aumento de la diver-
sidad en las mucstras correspondientes a los sue-
los cultivados, con respecto a aquéllas provenien-
tes de las parcelas testigo, y mds atin en los casos
de rofacién de cultivos (trigo + vicia y trigo + lu-
pino) (Primavesi, 1982).

Si bien la hip6tesis de trabajo no fue conclu-
yentemente corroborada, los resultados obteni-
dos indican una tendencia en ese sentido ya que
el agrupamiento de siembras por familias o com-
binacién de éstas, dentro de cada tratamiento, y
el posterior cdlculo de valores promedio, con el
objeto de disponer de mds datos de posible utili-
dad, en ninglin caso arrojaron un indice de diver-
sidad menor que el obtenido con las muestras tes-
tigo. Para las leguminosas en conjunto, la dife-
rencia con dicho indice de diversidad fue la mis-
ma (+ 0,5 aislamientos) con ambos tratamien-
tos.

Influencia del agregado de fertilizante inorgdnico

a) Tamafio poblacional: era de esperar que el
tamafio poblacional se viera disminuido, debido
a que el fertilizante utilizado tiene un efecto aci-
dificante del suelo, a causa del residuo no absorbi-
do (Lotero y Monsalve, 1970).

La modificacion del pH puede activar o —a
la inversa— casi inactivar las enzimas de los micro-
organismos. Aumentos o descensos del pH, por
causa de los procesos de nitrificacion que tienen
lugar, ejercen una influencia muy grande sobre los
microorganismos del suelo (Khaziyev, 1966). Los
resultados obtenidos evidenciaron una accion limi-
tante del fertilizante agregado sobre el nimero de
colonias. Dado que el recuento fue realizado en
forma inespecifica, no fue posible establecer si di-
cho efecto resulté de la misma magnitud para to-
das las poblaciones de Strepromyces. Las causas
del mismo podrian atribuirse al descenso de pH,
si bien éste no fue estadisticamente significativo.
Otra posibilidad, tal vez en asociacion con la que
acaba de referirse, consistirfa en una accion di-
recta de una o mds de las sustancias que compo-
nen el fertilizante.

La falta de concordancia en el valor medio
de la diferencia en UFC . g™ entre la siembra de
trigo + lupino y las restantes se aeberia, probable-
mente, a un error de muestreo, ya que se invirtio
1a relacion cualitativa en sélo uno de los tres pares
de unidades experimentales. Ello condujo a obviar
los datos correspondientes a dicha siembra al cal-
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cular la X general. De este modo, se comprobd
que para las muestras de suelo sin fertilizante el
nimero de UFC . g™ fue pricticamente el doble
del obtenido para las muestras con fertilizante, con
una diferencia global de alta significacion esta-
distica, la cual fue confirmada en tres siembras
particulares, al ensavarse la hipotesis nula dentro
de Jas mismas. Estos resultados correspondieron
a un cereal (avena), una leguminosa (lupino) vy
la tierra sin sembrar.

Las muestras habfan sido tomadas seis meses
después del agregado de fertilizante inorginico.
Ello permite pensar que, si bien el fertilizante pue-
de haber cjercido un importante efecto sobre las
poblaciones de Sireptomyces, ese lapso habria
sido suficiente como para que la acidez de los sue-
los con tal tratamiento se viera moderada por di-

. versos factores, entre ellos la presencia de nitro-

geno orginico a consecuencia de la utilizacién
de abono verde (Hallan y Bartholomew, 1953;
Grossman, 1968). Esto explicaria la falta de sig-
nificacion estadrstica en la diferencia entre los pH
promedio para cada tratamiento.

b) Diversidad poblacional: en este caso la hi-
potesis de trabajo plantaba un incremento en la
variable en estudio, puesto que la fertilizacion
es una medida de alta eficacia para asegurar una
adecuada diversidad poblacional a los efectos de
beneficiar los cultivos (Primavesi, op. cit.).

Sin embargo, en este trabajo no se detectaron
alteraciones significativas de la diversidad que pue-
dan atribuirse a la accion del fertilizante.

Considerando aisladamente los pares corres-
pondientes a una misma siembra, se comprobd que
los valores de mimero de aislamientos sin fertili-
zante eran en algunos casos mayores y en otros
menores que los de las muestras con fertilizante.
Este hecho se corresponde con la ausencia total de
correlacién entre UFC . g' y nimero de aisla-
mientos para cada combinacion siembra-trata-
miento. No obstante, considerando la suma de va-
lores de cada tratamiento se hallaron cantidades
bastante semejantes, y lo mismo, en consecuencia,
ocurrio entre las medias aritméticas parciaies y Ia
general. Aunque la elevada dispersion de valores
desalenté un andlisis estadistico mds elaborado,
los datos obtenidos permiten descartar toda dife-
rencia significativa.

CONCLUSIONES
De lo expuesto anteriormente puede deducir-

se que existe un marcado efecto del fertilizante
inorgdnico sobre el tamafio de las poblaciones de
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Streptomyces en general, pues su aplicacion re- En cuanto a la diversidad poblacional, parece
dujo el mimero de UFC . g' de manera significa- haberse visto favorecida en las parcelas sembradas
tiva y aproximadamente en un 50 % . En cambio, con respecto a aquellas sin sembrar (testigos), en
e independientemente de la presencia o no de di- tanto que la adicién de fertilizante inorganico
cho fertilizante, no parece haber un efecto de no puso en evidencia, sobre la misma, ningin
siembra significativo. efecto apreciable.
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