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1. INTRODUCCION

La alfalfa en Uruguay es la leguminosa forrajera de mayor produccién y
persistencia. Esta planta no se comporta bien en suelos con mal drenaje, adcidos, con
presencia de horizonte B textural y/o baja disponibilidad de fésforo; lo cual ha sido
determinante para su limitada adopcidn en areas no tradicionalmente alfalferas.

Dada la importancia de la fijacion biologica del nitrogeno (FBN) en la
produccidon de esta leguminosa, es posible que alguno de los factores antes
mencionados afecten a la planta indirectamente a través de su accion sobre ¢l rizobio
o la simbiosis. Por ejemplo, en los suclos acidos los problemas pueden estar dados
por un efecto directo en el crecimiento de la planta, en la sobrevivencia de los
rizobios, o por afectar la simbiosis.

De acuerdo a estos antecedentes en esta tesis se plantean los siguientes
objetivos a los efectos de contribuir a resolver la problematica planteada y aumentar
la informacion dispontble sobre el tema:

1 Estudiar el efecto directo del pH sobre el crecimiento de la alfalfa.
2 Seleccionar cepas de Sinorhizobium meliloti eficientes a pH acido y/o neutro.

3 Estudiar el efecto de distintos pH en ¢l crecimiento de Sinorhizobium meliloti.

4 Estudiar ¢l efecto del calcio en la simbiosis Sinorhizobium meliloti-alfalfa en pH
acido.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DEL NITROGENO EN EL SISTEMA
AGROPECUARIO

La funcidn principal del nitrégeno (N} en los seres vivos es formar parte de
las moléculas de aminoacidos y proteinas. El N también es constituyente de otros
compuestos como vitaminas, coenzimas, clorofila y acidos nucleicos (ADN, ARN)
(Moron, 1996).

El N es de suma importancia en la agricultura, incrementando los
rendimientos, modificando la composicion quimica y calidad de los vegetales.
Favorece el crecimiento vegetativo, ¢l tamafio de los granos y su porcentaje de
proteinas, aumenta la absorcion de fésforo y potasio (Friom, 1990).

Dado que el 98-99% del N total que se encuentra en el suelo esta en forma
orgdnica y que para la planta solo es disponible en forma inorganica, ésta es
dependiente de la mineralizacion reatizada por la flora microbiana del suelo. Como
el N aportado por €sta via es insuficiente para las grandes cantidades demandadas
por las plantas, para lograr dptimas producciones, se hacen necesarios los aportes
realizados por los fertilizantes y/o la FBN,

La relacién entre las formas orgdnicas e inorganicas del nitrogeno en el suelo
se da a través de procesos biologicos realizados fundamentalmente por los
microbios, siendo éstos los principales responsables de las transformaciones de la
materia organica y del ciclaje de nutrientes en ¢l suelo.

La mineralizacion es el proceso brolégico que transforma N organico en N
inorganico. El N amoniacal y €l N nitrico pueden ser absorbidos por plantas
{(asimilacién) o microorganismos (inmovilizacion) para luego ser incorporados en
compuestos organicos. EI N contenido en la materia vegetal (raices y parte aérea) no
consumido por los animales, asi como las deyecciones animales, retornan al suelo
para entrar en ¢l proceso de descomposicion.

La cantidad vy calidad del sustrato (materia organica humificada, residuos
frescos, etc.) asi como factores ambientales como temperatura v humedad son
determinantes en la cantidad de N mineralizado (Mordn, 1996).

2.2 PERDIDAS DE NITROGENO EN EL SISTEMA

Segiin Moron (1996) las pérdidas de N en el sistema agropecuario son las
siguientes:



a) volatilizacion de N-NH; hacia la atmdsfera, siendo importante en suelos
alcalinos, con altas temperaturas y cuando los fertilizantes son aplicados en
superficie.

b) lixiviacién de N-NO, ~, debido a la solubilidad de los nitratos y nitritos en agua
los cuales pueden ser llevados a horizontes fuera del contacto con las raices.

¢) denitrificacion de N-NO;™ a gases (N5, N,O), es la via de mayores pérdidas de
fertilizantes nitrogenados que provoca mediante la liberacion de éxidos de nitrégeno
a la atmosfera, entre ellos €l 0xido nitroso que se 6xida a nitrico, la luvia acida.

d) erosion.

¢} productos animales (leche, carne, lana, grano, forraje, etc.).

f) deyecciones animales fuera del area productiva (salas de ordefie, caminos,
etc.).

2.3 APORTES DE NITROGENO AL SISTEMA

2.3.1 Aportes de fertilizantes nitrogenados

La utilizacion de fertilizantes nitrogenados produce un considerable aumento
en los rendimientos de cultivos y pasturas. Sin embargo, debido a su alto costo
energético y econdémico, asi como a los problemas ecologicos, de salud publica vy de
sustentabilidad ambiental derivados de su uso, resulta conveniente la sustitucién de
éstos por otras formas mds ecoldgicas y econdmicas para aportar N al suelo (Franco,
1996).

2.3.2 Fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)

La FBN derivada de la asociacion rizobio-leguminosa es la forma mas
econémica de obtener alimentos ricos en proteina sin la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados. Estos 0ltimos, son de alto costo energético va que se requieren 400 a
500 °C y entre 100 v 200 atm de presion para la produccion de NH;, que es el
componente basico de los fertilizantes, mientras gue la FBN se lleva a cabo a
temperatura ambiente y presion normal.

Dentro de la FBN, la simbiosis rizobio-leguminosa ocupa el papel mas
importante, con el 80% del N fijado y el 20% restanie es fijado por organismos en
vida libre o por bacterias asociadas a plantas no leguminosas. Dicho N es entregado
en forma gradual al suelo, manejandose cantidades maéaximas entre 500-700
Kg/ha/aito, Altas producciones de forraje (10 ton/ha) se consiguen con 300 Kg/ha de
N absorbidos por la planta (Mordn, 1996).



2.4 ASOCTACION RIZOBIO-LEGUMINOSA

2.4.1 Aspectos generales

La familia leguminosae ha logrado su gran éxito ecolégico debido a su
capacidad de interaccionar con bacterias del suelo genéricamente conocidas como
rizobios, actualmente clasificadas en los géneros Rhizobium, Bradvrhizobium,
Azorhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium. Esta interaccidén, mediante la
formacidon de nédulos, permite la fijacién de N atmosférico para ser utilizado por las
plantas.

2.4.2 Factores que afectan la persistencia de los rizobios en el suelo

Segin Hervas y Lluch (1991) entre los factores ambientales que pueden
afectar la wviabilidad y capacidad de nodulacion de los rizobios del suelo se
encuentran |os siguientes :

a) pH la acidez afecta la capacidad de nodulacién v la actividad de la nitrogenasa,
variando entre especies y cepas de rizobios la susceptibilidad a ésta. Los efectos
negativos s¢ pueden deber al pH bajo per se, toxicidad del aluminio 0 manganeso
por aumento de su solubilidad a pH bajos, a la deficiencia o baja disponibilidad de
calcio, magnesio, fosforo y molibdeno; o a la combinacion de estos factores.

b) temperatura es un factor que puede limitar la persistencia y competitividad de
las especies y cepas de rizobios, existiendo grandes diferencias entre éstas en su
capacidad de crecimiento, supervivencia y nodulacion.

¢) salinidad la mayoria de las cepas de Sinorhizobium sobreviven a condiciones
de salinidad o que no estaria limitando la simbiosis con las leguminosas (Pagliano,
1985).

d) manejo del suelo chacras con varios afios de rotacion agricola y suelos con
estiércol contienen mayor nimero de rizobios, lo que indicaria que el manejo del
suelo es mas importante que la frecuencia del cultivo huésped en promover altas
poblaciones de rizobios (Pagliano, 1985).

¢) herbicidas y pesticidas en diversas investigaciones s¢ ha puesto de manifiesto
que los rizobios son sensibles a bajas concentraciones de funguicidas y ¢l tratamiento
de semillas con éstas sustancias con frecuencia provoca una escasa nodulacion.
Existe comprobada variabilidad entre especies y cepas de rizobios en la resistencia a
funguicidas. Los herbicidas ejercen su efecto directamente sobre la planta, no
influyendo en torma directa sobre la supervivencia de los rizobios en el suelo
(Hervas y Lluch, 1991).

f) rizosfera diferentes especies de rizobios pueden encontrarse en la rizosfera de
una leguminosa coexistiendo especies que pueden nodular y otras que no. La mayor
cantidad de rizobios en la rizdsfera que en ¢! suelo, se debe a que es una zona rica
¢n nutrientes (aminodacidos, carbohidratos y vitaminas) por los cuales compiten las
distintas especies de rizobios. Esto Gltimo puede ser una causa de las fallas de



inoculacién, cuando los rizobios incluidos en los inoculantes comerciales no logran
competir satisfactoriamente con los nativos (Pagliano, 1985).

g) humedad la desecacidn, sobre todo si es repentina, afecta la sobrevivencia de
los rizobios en el suelo (Diatloff y Hutton, 1974).

2.5 CRITERIOS DE SELECCION DE CEPAS

2.5.1 Especificidad v efectividad

La asociacion entre la leguminosa y los rizobios presenta diferentes niveles
de especificidad: formaciéon de nodulos, habilidad para fijar nitrdgeno y nivel de
dicha fijacion, o sea, grado de efectividad (Pagliano, 1985).

La habilidad para producir nédulos es especifica de la asociacion huésped-
microsimbionte y estaria limitada sélo en parte por los grupos taxondomicos a los
cuales pertenecen ambos (Vincent, 1967). La instalacion de la simbiosis y su
eficiencia dependen una y otra de la aptitud especifica del huésped y de la bacteria
(Date, 1965).

El hecho de que se cumpla el primer requisito que es la afinidad huésped-
cepa con la consiguiente formacion de nédulos, no asegura la habilidad de dichos
nodulos para fijar nitréogeno (efectividad). Una cepa dada raramente se comporta
uniformemente con varios huéspedes, hecho que ocurre a nivel de especie, aunque
también se observo a nivel de variedad dentro de la especie (Vincent, 1967).

Para lograr una combinacién leguminosa-rizobio efectiva, es posible
intervenir modificando la poblacion de cepas que coloniza un suelo, mediante la
inoculacion de semillas o al suelo con cepas seleccionadas (Gili gf al., 1996).

2.5.1.1 Parametros usados para evaluar efectividad

La capacidad fijadora de N de las cepas se establece por medio del nimero de
nédulos, peso seco v contenido de N de la parte aérea en pruebas de laboratorio y
ensayos a campo (Abril y Kopp, 1992).

Por mucho tiempo se ha observado que en asociaciones completamente
inefectivas los nddulos son abundantes, pequefios y blancos. El nimero de nddulos
producidos también da indicios de los diferentes grados de efectividad. En general, a
menor numero mayor eficiencia (Bergensen, 1985).

La tendencia parece indicar que pocos nddulos v grandes corresponden a
plantas de mayor desarrollo (Frontera er ¢f., 1992).



Se propone como indice interesante muy relacionado con el namero de
nodulos, el peso de los mismos secos o verdes que ademas estaria altamente
correlacionado con ¢l N fijado (Dobereiner, 1965).

El contenido de leghemoglobina en los nddulos, que puede determinarse
visualmente por la coloracion interna de los mismos y estableciendo una escala de
pigmentacion que vaya de incolora a roja, esta altamente correlacionado con el
contenido de N de la planta, aunque no es correcto usarlo como medida absoluta
(Nackie Martinez, 1974).

La nodulacion en la raiz principal es una caracteristica facil de determinar y
valida cualitativamente para evaluar la eficiencia de la simbiosis (Pagliano, 19853),

Las cepas de rizobios pueden diferir en el tiempo que emplean en la
formacion de nodulos desde los primeros estadios de la infeccion (Hervas y Lluch,
1991).

La velocidad de aparicion del primer nddulo, es un mdicador de la eficiencia
de la cepa que se estudia. Las plantas noduladas tempranamente tijan mas N, (Hetly,
1963).

Un indice muy descable de tener en cuenta es el peso seco de las plantas,
especialmente en leguminosas forrajeras (Date, 1965).

El N total y el rendimiento de la planta estén muy correlacionados. Como se
ha comprobado gue la relacion entre la parte aérea de las plantas y las raices es
mayor cuando las plantas poseen un adecuado nivel de N que cuando carecen de
éste, la diferenciacion entre los niveles de fijacion basados en el peso seco total,
pueden aun perfeccionarse usando sélo, peso de la parte aérea (Shroeder, 1970).

A su vez ¢l peso fresco guarda estrecha relacion con el peso seco cuando las
plantas estdn en buen estado de desarrollo y por lo tanio ¢l peso fresco puede
sustituir a este uitimo, pesandose inmediatamente de la cosecha. Si bien las
determinaciones de peso seco requieren trabajo extra (secado) se ven libradas de las
pérdidas que representa el uso de material fresco y que puede llevar a datos menos
uniformes. Ademas con peso seco se puede cosechar y pesar en momentos distintos
(Vincent, 1975).

Este autor propone como indice para evaluar el mejoramiento obtenido por la
nodulacion, a la vez que estimar las diferencias de fijacion de nitrogeno logradas por
cepas diferentes, el logaritmo del rendimiento en peso seco de los tratamientos
inoculados menos el logaritmo del peso seco de 1os no inoculados. Cuanto mayor sea
la diferencia entre la resta, mds eficiente sera la cepa.



El uso del isétopo estable "N cons:dtuye una de las mejores pruebas de la
fijacion del N; (Frioni, 1990).

La eficiencia de la fijacion de N medida por la actividad de la nitrogenasa
mediante la reduccion del acetileno a etileno, es un buen indicador, seguro y valido
de la eficiencia de la simbiosis (Koch y Evans, 1967).

2.5.2 Competencia para formar nédulos

2.5.2.1 Competencia exitosa con las cepas nativas

La competitividad de las cepas se puede definir como la capacidad para
formar nodulos, con una determinada leguminosa, en presencia de otras cepas de
rizobios del mismo grupo de inoculacion (Hervaz y Lluch, 1991).

La habilidad de una cepa de rizobio para competir con éxito con otros
rizobios por la formacion de nédulos es una caracteristica importante, habiéndose
demostrado la existencia de diferencias cualitativas (Paghano, 1985).

Se ha demostrado que el huésped seria capaz de seleccionar de un suelo
heterogéneo las poblaciones de rizobios mas efectivas para formar nodulos. Esta
mayor competitividad estaria asociada con la velocidad de nodulacion (Robinson,
1969).

2.5.2.2 Factores que intervienen en la competencia

a) planta huésped : la planta es determinante de la capacidad competitiva de
las cepas de rizobios. El huésped no solo determina la ocurrencia de la nodulacion
sino ¢l nimero de raices invadidas, la velocidad v ¢l namero de ndédulos formados.
El caso extremo del control de la nodulacion por la planta se presenta en algunos
genotipos vegetales, que excluyen a determinados microsimbiontes, bloqueando
alguna etapa del proceso de nodulacidon (Hervas y Lluch, 1991).

b) microflora autdctona: muchos suelos contienen poblaciones indigenas de
rizobios compatibles, que en muchos casos son inefectivos con una especie de
leguminosa en particular, pero altamente competitivos. Es por eso que las cepas
efectivas del inoculante deben ser ademas capaces de competir con los rizobios
nativos. Una propiedad adicional que se desea es la persistencia de las cepas
introducidas al suelo, particularmente importante para leguminosas forrajeras
{Wilson et al., 1996).

¢) ambiente fisico: pH, temperatura, desecacion, niveles de fertilidad,
afectan la dinamica de los rizobios en el suelo y por lo tanto modifican su capacidad
relativa para producir nodulos en competencia.



pH: Las cepas de rizobios muestran diferente sensibilidad; los rizobios del
grupo Medicago son menos tolerantes a condiciones acidas, en cambio los de trébol
pueden crecer hasta pH menores de 5 (Lie, 1968).

Temperatura: Es un factor que regula las poblaciones cualitativa vy
cuantitativamente. Ejerce sus efectos en todos los estadios fundamentalmente en las
etapas tempranas y hasta la infeccion existiendo una amplia gama de tolerancia y
sensibilidad (Barrios ef al., 1963).

Las temperaturas altas afectarian la multiplicaciéon de los rizobios en la
rizosfera alterando el namero, distribucidn y rango de formacion de los nédulos .
Las bajas temperaturas también afectan la infeccion de la raiz por parte de los
rizobios a la vez que el crecimiento y multiplicacion de los mismos (Roughley y
Dart, 1970).

Nitrogeno combinado: bajos niveles de éstas formas de nitrégeno mineral en
el suelo son estimulatorias (Pate y Dart, 1961), siendo negativos los efectos en
niveles mas elevados (Pons e al., 1976).

Calcio : 1a interaccion de cepa-nivel de calcio fue altamente significativa en
la infeccion y sobrevivencia de los rizobios (Brockwell, 1970). No asi la presencia de
magnesio y potasio, cuyos efectos serian adversos (Franco y Dobereiner, 1967).

2.5.2.3 Evaluacion de la competencia

La capacidad de competencia de las cepas se evalia a tres niveles:
competencia por la adhesién a la superficie radical, competencia por la colonizacion
de la raiz y competencia por la formacion de nodulos (Balatti y Jardim Freire, 1996).

a) Adhesion a la superficie radical: es critico el tiempo que media entre la
siembra de la semilla inoculada y 1a formacion de una rizosfera capaz de mantenerse
o permitir la multiplicacion del rizobio (Brockwell, 1970). Si la mortalidad es grande
(por condiciones fisicas o quimicas desfavorables, actividades competitivas
antagonicas y predatores de la microflora del suelo) no permaneceran nicleos de
poblacion para colonizar la rizosfera cuando emerjan las radiculas. La competencia
en esta etapa se da por espacio y nutrientes (Brockwell y Dudman, 1968).

b) Colonizacién de la raiz: la capacidad de las cepas de colonizar la
superficie de la raiz es una caracteristica inherente a la cepa misma (Labandera vy
Vincent, 1975). Si bien las leguminosas ejercen un efecto estimulador en la
poblacion de rizobios presentes en la rizéstera, se han encontrado diferencias en la
habilidad de diferentes cepas de rizobios para colonizar la raiz del htiesped vegetal y
el suelo (Pagliano, 1985).



¢) Formacién de nddulos: es ¢ésta una caracteristica inherente a la
asociacion huésped-bactena y a su grado de especificidad. La fecha de aparicion del
primer noddulo 0 momento de invasion (en situacién de competencia) da idea de la
agresividad de la cepa {Labandera y Vincent, 1975).

La nodulacion temprana con un adecuado numero de ndédulos es un criterio
mteresante a tener en cuenta en seleccion por cuanto representa una temprana fuente
de nitrégeno para la joven planta. Se encuentran marcadas diferencias entre las cepas
en la velocidad de aparicion del primer nédulo (Marques Pintos ef gl., 1974).

El porcentaje de nodulos que forma cada cepa en funcién de su
representatividad relativa, es indicador del éxito en competencia (Diatloff y
Brockwell, 1976).

El peso fresco de la planta es una medida indirecta, ampliamente usada
como indice de efectividad que representa la proporcion de néddulos efectivos.
Valores altos de peso fresco indicardn que la cepa efectiva es la mas competitiva
(Amarger, 1975).

2.5.2.4 Relaciones entre efectividad y habilidad competitiva

Amarger {1975) estudid la habilidad competitiva de cepas de Sirnorhizobium
melifoti efectivas con respecto a sus mutantes inefectivos, de forma que
competencia y efectividad pudieron ser confrontados sobre las mismas bases
genéticas. Se inocularon plantas con una mezcla de las cepas efectivas y no efectivas
y se evaluaron los porcentajes de nodulos correspondientes de cada una. Se hallo una
relacién proporcional en los nodulos igual a la mezcla lo que indica una misma
habilidad competitiva entre las cepas efectivas y sus mutantes inefectivas.

Es importante la utilizacién de cepas efectivas y competitivas en la formacion
de los inoculantes comerciales, especiaimente en las leguminosas inoculadas, ya que
no pueden acoplar simultdneamente ¢l uso de N mineral del suelo o del fertilizante
(Carrilho Neto y Lemos, 1996).

2.5.3 Persistencia de los rizobios introducidos en ¢l suelo

La persistencia de rizobios en el suelo, es la capacidad para multiplicarse y
sobrevivir en ese medio a lo largo del tiempo (Hervas y Lluch, 1991).

Una cepa deberia ser capaz de persistir en el suelo en los afios sucesivos a la
implantacion, sobrevivir a los efectos deletéreos del ambiente y adherirse a nuevas
raices sin las ventajas que el primer afto le confirié la inoculacidon (Brockwell y
Dudman, 1968).
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2.5.4 Habilidad industrial

Una cepa seleccionada para produccion comercial de inoculantes debe poseer
la aptitud de multiplicarse con facilidad en los medios corrientemente usados en la
industria (Date, 1965).

Por otra parte la sobrevivencia de los rizobios en los inoculantes estd
determinada por varios factores: la cepa , €] soporte, su esterilidad o el grado y tipo
de contaminacién, la temperatura de almacenamiento, y el agente ncutralizante
(Balatti y Jardim Freire, 1996). El grado de contaminacién por otros
microorganismos no solo afecta la sobrevivencia de los rizobios sino que ademas
altera su estado fisiologico (Van Shreven, 1964).

2.5.5 Estabilidad genética

Dada la frecuencia de mutaciones encontradas en cepas de rizobios, s¢ hace
imprescindible la evaluacion cualitativa y cuantitativa de las cepas que se utilizan en
la fabricacion de los tnoculantes comerciales. Frecuentemente la pérdida de
capacidad simbidtica no se asocia a cambios en las caracteristicas culturales de las
cepas (Labandera y Vincent, 1975). Una cepa que manifiesta falta de estabilidad
genética no serd recomendada para la produccion comercial (Vincent, 1964)

Vincent (1975) estudio la eficiencia en condiciones controladas de 110
cepas de Sinorhizobium meliloti aisladas de nédulos de Medicago sativa L. E] 30%
presentd mayor produccidén de materia seca que el testigo con KNO; pero en un
experimento posterior solamente el 23% de las mismas mantuvo un comportamiento
superior al testigo, el 59% redujo su eficiencia (Gili ef al,, 1992).

2.5.6 Seleccion para condiciones especificas: temperatura y agroguimicos

La resistencia a temperaturas adversas es una caracteristicas adaptable de los
rizobios v posible de ser usada en los programas de seleccidon de cepas para
inoculantes (Pagliano, 1985).

Es bien conocida la sensibilidad que manifiestan los rizobios a diferentes
productos protectores de la semilla o a los herbicidas. Los diferentes niveles de
toxicidad estan relacionados al principio activo y a su concentracion, Dada la
variabilidad existente seria importante la seleccién de rizobios tolerantes (Diatloff,
1970); sin perjuicio de la implementacion de practicas agrondmicas compatibles.
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2.6 ALFALFA

2.6.1 Principales caracteristicas

Esta leguminosa perenne de ciclo estival es uno de los cultivos forrajeros mas
antiguos. Sus bondades han permitido que se le haya denominado como “reina de las
forrajeras”. Planta prototipo de los cultivos henificables v de los pastoreos rotativos,
presenta cualidades excelentes, por sus altos rendimientos en calidad y cantidad de
forraje, por su caracter mejorador de suelos y restaurador de fertilidad en {as
rotaciones, asi como por su adaptacion satisfactoria a regiones muy diversas.

La alfalfa se adapta a un rango amplio de condiciones climaticas
sobreviviendo a temperaturas tan bajas como 60°C bajo cero (Alaska) y tan altas
como 54°C sobre cero (California), Crece bien en suelos francos, profundos, con
subsuelo permeable y especialmente con buen drenaje. Requiere niveles apropiados
de calcto v no soporta suelos de reaccion acida (Carambula, 1977).

Una de las caracteristicas de mayor interés de esta especie es su persistencia
productiva. Se obtienen buenas producciones de alfalfa de tercer o cuarto afio
cuando se han logrado establecer un buen niimero de plantas el primer afio, que se
mantienen vivas y vigorosas a lo largo de los afios (Rebuffo, 1998).

Cabe resaltar que la alfalta es la forrajera de mayor produccion en un afio
malo, casi el doble que el resto de las leguminosas. Ademds, tiene Jas mayores
producciones promedio y también las maximas producciones en un afio bueno, como
se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1: Produccion de materia seca (MS) en ton/afto en promedio de 20
afios para situaciones contrastantes de Trébol blanco, Lotus, Trébol rojo y Alfalfa.

Trébol blanco |Lotus | Trébol rojo | Alfalfa
Produccion Minima 2.3 2.1 32 5,2
Produccion Media 7.5 7.6 10 11,5
Produccion Maxima 14 143 17,9 19,8

Fuente: Formoso com. pers., 1998

Como se puede observar en el cuadro 2 la alfalfa es la leguminosa de mayor
produccion estival y total en la vida productiva, todo esto lteva a que se la considere
en nuestras condiciones como la leguminosa mas confiable para la produccion de
forraje (Formoso com. pers.,1998).
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Cuadro 2 : Forraje total producide en la vida productiva {ton MS/ha) de
teébol blanco, Lotus, trébol rojo y alfalfa en Uruguay, y distribucion estacional (%)
de cada una.

Trébol blanco | Lotus | trébol rojo | alfalfa
Total {ton MS/ha) 151 21,5 17,4 32,8
Otoiio 12 12 9 9
Invierno 23 14 15 6
Primavera 52 49 50 39
Verano 13 25 26 46

Fuente: Diaz Lago et af., 1996

La instalacidn de una pastura de leguminosa perenne ¢s la etapa mas critica
para obtener una pastura productiva debido a que las especies perennes son de
establecimiento lento, presentan un escaso volumen radicular y son sembradas en
una época (otofio) en la cual las temperaturas bajan rapidamente (Bordoli com.
pers.,1998).

La alfalfa es la leguminosa de mayores requerimientos de fosforo como
puede observarse en ¢l cuadro 3,

Cuadro 3: Requerimientos de fosforo para la instalacién de diferentes
especies de leguminosas en suelos de texturas medias y pesadas del sur y litoral de
Uruguay.

ESPECIE Rango critico de P Bray N"I(ppm 0-15 em de profundidad)
Alfalfa 20-25
Trébol blanco 15-16
Trébol rojo 12-14
Lotus 10-12

Fuente: Bordoli com. pers., 1998

2.6.2 Situacion actual de la alfalfa en Uruguay

En Uruguay la alfalfa es la especie forrajera de mayores costos en el aifio de
implantacion. Requiere niveles de fostoro alto, uso de herbicidas, v el costo de Ia
semilla por hectarea es elevado, ya que tanto el precio de la semilla como la
densidad de siembra son altos (Rebuffo, 1998).

Debido a estos factores y a los problemas de implantacion en los afios 80
disminuy¢ significativamente el area sembrada de alfalfa. Este fenémeno se mantuvo
hasta los primeros afios de los 90, a partir de los cuales se ha impuesto un nuevo
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paguete tecnolégico, que incluye una reduccidn de la densidad de siembra v mayor
ajuste de la fertilizacion fosfatada; le gue unido a la aparicidn de variedades mas
productivas y persistentes, y a un menor precio de les herbicidas redujo
susigncialmente el costo de implantacion de la alfalfa, provocando un incremento en
el area sembrada (Formoso com. pers., 1998).

2.7 ALFALFA EN SUELOS ACID®S
2.7.1 Problemas

Los suelos #cidos limitan ¢l tipo de cultivo que puede desarcollarse, cemo su
productividad. Algunos cultivos de importancia afectados son las praderas y las
leguminesas de grano (Barrientos ef e, 1954} Dentro de las leguminssas forrajeras
fa alfalfa es la que mas reciente su produccion en suelos cen ésta caracteristica
(Bordoli com. pers., 1998),

La acidez de] suelo es un probiema complejo debide en parte, a elevadas
concentraciones de jones H' especialmente cuande el pH es inferier a S, a toxicidad
del aluminio y manganeso, v disponebilidad limitada de calcio, molibdeno y fésforo
{Barrientos ef al., 1994).

2.7.2 Causas
2.7.2.1 Efecto de 12 acidez sebre la planta

La alfalfa aparece como la especie mas sensible a la toxicidad del aluminio
en sucles acidos, pero puede erecer bien en una solucidn de cultivo a pH 4,8 El
crecimiento de la alfalfa esta limitado por concentraciones de 20 uM de aluminio en
una solucion nutritiva v se imhibe completamerte con 8¢ uM de aluminio .

La toxicidad del aluminio afecta severamente el crecimiento de las raices por
adelgazamiento de los dpices radicales y de las raices laterales, v reduccion de las
ramificacipnes finas y pelos radicales. Como consecuencia las raices pueden
explorar un volumen limitado de suelo, ¥ presentan serias limitantes paca abserber
nutrientes y agua (Barrientas ¢/ al., 1994),

2.7.2.2 Efecto de Ia acidez sobre Ia simbiosis

La iniciaci#n, establecimiento v control de la asociacien entre la leguminosa
y ¢l rizobio son sensibles 2 la acidez (Coventry ¥ Evans, 1989).

La fijacdn de nitrogeno en alfalfa estd fuertemente afectada por el pH del
suelo; cuancto es menor a 6,0 la fijacion de nitrdgene se reduce notoriamente debide
a una nedulacion pobre que se manifiesta a partir de ese pH (Sparrow er g, 1993}
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En experimentos con plantas creciendo en medios de agar se observo que pH
5,3-5,4 fue el nivel critico para la formacion de nodulos en alfalfa (Rice er al., 1977).

Resultados obtenidos con distintas leguminosas muestran consistentemente
que las etapas tempranas de la nodulacion (adhesion, invasién e infeccion) son las
mas sensibles a la acidez. La adhesion y la nodulacién son sensibles al pH y a los
cationes divalentes en solucién {Coventry y Evans, 1989).

Los efectos de la acidez del suelo en la nodulacién y en la fijacion de
mitrogeno pueden ser aun mas complicados por la existencia de poblaciones
indigenas inefectivas de rizobios capaces de competir con los rizobios del indculo
por sitios de nodulacion (Rice, 1975).

Bajos niveles de calcto en el suelo reducen la nodulacién y el crecimiento de
las leguminosas. La sensibilidad al calcio de las etapas tempranas de la noduiacion,
sugiere que las etapas de reconocimiento y asociacion pueden estar involucradas
(Coventry y Evans, 1989).

Las limitaciones provocadas por la toxicidad del aluminio puede afectar
cualquier etapa de la simbiosis, por ejemplo : sobrevivencia del rizobio en el suelo,
su multiplicacidén en la rizosfera, la infeccion de las raices, en la formacion y
funcionamiento de los nodulos, v el crecimiento de la planta (Barrientos ef af.,
1994).

Altas concentraciones de manganeso reducen el numero de nodulos, pero es
dificil separar esta respuesta de la sensibilidad que por si misma tiene la planta. La
nodulacion es mas senstble que el metabolismo de la planta huésped a las
deficiencias de molibdeno. Los requerimientos de molibdeno por parte de la
nitrogenasa exceden a los de cualquier otra parte de la planta. Se obtuvieron
incrementos significativos en el rendimiento de las leguminosas con el agregado de
trazas de molibdeno en suelos acidos (Coventry y Evans, 1989).

2.7.2.3 Efecto del pH sobre el crecimiento del rizobio

En suelos 4dcidos las poblaciones de algunos rizobios pueden ser bajas y
ciertas especies y cepas pueden estar ausentes (Coventry v Evans, 1989).

El componente mas senstble en la simbiosis entre especies de AMedicago y
Sinorhizobium meliloti es el simbionte procariota. Esta observacion es consistente
con otros datos que sugieren que Sinorhizobium meliloti es de las bacterias que
nodulan raices la mas sensible a la acidez (Clarke ef al., 1993).

El nivel critico de pH en el suelo para Ja sobrevivencia del rizobio y una
adecuada formacion de ndédulos esta alrededor de pH 6,0.
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El efecto de la concentracion de H' puede ser sobre un proceso externo de la
membrana citoplasmatica (motilidad, sistema sensitivo, transporte de solutos) o
sobre un proceso interno (catabolismo, biosintesis de macromoléculas) los cuales
sean sensibles a la acidez.

El rizobio debe mantener su pH interno entre 7,2-7.5 ; por lo tanto las cepas
que bajo condiciones de acidez no logran mantener su pH interno disminuyen su
crecimiento frente a otras que si tienen esa capacidad, esto sugiete que algiin proceso
citoplasmatico esencial es sensible a la acidez.

La acidez puede impedir la expresion de genes flagelares no permitiéndole al
rizobio escapar de zonas de alta concentracién de H' del suelo o colonizar la raiz del
huésped por menor capacidad competitiva.

El pH acido también afecta la propiedad de carga de los solutos y sus
proteinas transportadoras especificas de membrana y por lo tanto disminuye el
crecimiento de 1os rizobios.

Se han descubiertos ciertos genes como son actA, phrR y actS los cuales
estarian involucrados en la tolerancia de Sinorhizobium meliloti a condiciones de
acidez.

El conteo de Sinorhizobium meliloti indica menor namero de esos
organismos a pH del suelo bajos, por lo que se lo considera un factor importante para
explicar el pobre crecimiento de la alfalfa a esos pH (Glenn _ef al., 1997).

En un experimento realizado para estudiar las relaciones ecologicas entre
especies de Medicage y Sinorhizobium meliloti en suelos de varios niveles de pH, se
aprecia una significativa relacion entre el pH del suelo y el niimero de rizobios. El
pH del suelo fue el principal factor que determiné la poblacién de Sinorhizobium
meliloti. A pH mayor a 7 el tamafio de la poblacion de Sinorhizobium meliloti en el
suelo fue de 89.000 por g; por debajo de pH 6 fue de solo 37 por g (Brockwell ef ai.,
1951).

La concentracion de calcio en el medio tiene un marcado efecto en ¢l
crecimiento y sobrevivencia de Ia cepa de rizobio. Esto es especialmente importante
en condiciones de acidez (Clarke et al., 1993).

El aluminio incrementa el inicio de la division celular de los rizobios, el
tiempo que les toma dividirse, y en algunas situaciones la division es incompleta.
Altos niveles de manganeso tienen un efecto directo y negativo sobre el crecimiento
de los rizobios y bajos niveles de fosforo disminuyen el crecimiento de los mismos
(Coventry v Evans, 1989).
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2.7.3 Correcciones

2.7.3.1 Encalado

Mediante el encalado de suelos 4cidos se logran importantes aumentos en la
materia seca producida, nimero y peso de nédulos, v de la actividad de la enzima
nitrogenasa puesto que el aluminio téxico de la solucion del suele es neutralizado
por el carbonato aplicado, proporcionando un ambiente favorable para que el
mecanismo de la fijaciéon simbidtica de nitrogeno funcione eficientemente
{Barrientos et al., 1994). Sin embargo, el encalado no es econdémicamente viable ¢n
muchos casos por las grandes 4reas y los costos de transporte (Rice, 1982).

En ciertos casos se pueden obtener resultados satisfactorios mediante ¢l
peleteado de la semilla con CaCO; que genera un microambiente favorable para el
desarrollo de los rizobios y resulta en una adecuada nodulacion (Stout ez gf., 1997).

La nodulacion de leguminosas esta relacionada con el tamaiio de la poblacion
de rizobios en la rizdsfera, en suelos moderadamente acidos donde hay supervivencia
pobre con inoculante normal, se puede aumentar la nodulaciéon usando mayores
niveles de indculo en la semilla (White, 1986).

2.7.3.2 Seleccién de plantas

Las especies vegetales v los genotipos dentro de una especie varian
marcadamente en su tolerancia al aluminio, exhibida en téminos de mejor
crecimiento radical y aéreo, y por lo tanto mayor eficiencia en la utilizacion de los
nutrientes. Pudiendo ser ¢sta una solucidn a fos problemas de toxicidad del aluminio
(Barrientos et al., 1994).

Existen diferencias entre especies en la habilidad para nodular con altos
niveles de aluminio y en la sensibilidad de la simbiosis a la acidez. También se
encuentran diferencias entre cultivares de las mismas especies, en el tiempo de inicio
de la nodulacion y en el nimero de nédulos, bajo estrés que involucraba aluminio,
H+ y calcio (Coventry y Evans, 1989).

En alfalfa la seleccion de plantas para suelos acidos v con estres mineral
(toxicidad de aluminio y manganeso) mostro que la tolerancia de la planta es
multigenética v heredable; v que la utilizacion de cepas de Sinorhizobium meliloti
acido-tolerantes incrementaba el rendimiento de las plantas cuando se las comparaba
con cepas susceptibles,

En un solo ciclo de seleccion el comportamiento de los germoplasmas acido
tolerantes en suelos acidos (4,4 y 4,8 bajo fosforo y aplicacién de potasio) resulto en
un pobre crecimiento de la planta y no hubo diferencias entre germoplasmas. Sin



embargo, cuando se aplicaron altos niveles de fosforo el germoplasma seleccionado
por resistencia a la acidez dio un buen rendimiento en suelos de pH 4,4 y 4.8
(Bouton ef gf., 1981).

Se realizé un estudio de campo durante dos affos para determinar si los
germoplasmas acidos tolerantes de alfalfa podrian ser combinados con cepas de
Sinorhizobium meliloti acido tolerantes para ¢l establecimiento en sueclos
moderadamente acidos o ricos en aluminio. En el primer afio los germoplasmas
acido sensibles v dcido tolerantes inoculados con cepas acido tolerantes tuvieron
significativamente mayor nimero y peso de nddulos, y mayor reduccion de acetileno
que los controles no inoculados en suelos acidos (pH 5,0 Al>0,25 cmol Kg —1). Estas
diferencias no fueron observadas en el segundo afio porque hubo contaminacidn de
las parcelas. En el primer afio no se observaron diferencias significativas en pesos de
plantas. Sin embargo, en ¢l segundo afio los germoplasmas dcido tolerantes
inoculados tuvieron mayores pesos de plantas que los germoplasmas acido sensibles
inoculados. En el segundo aiio los germoplasmas acido tolerantes y acido sensibles
inoculados en suelos sin calcio presentaron un peso de plantas 71% y 16% respecto a
los germoplasmas inoculados en suelos con calcio, respectivamente. Los resultados
muestran la importancia de la combinacion de germoplasmas de alfalfa resistentes a
la acidez y aluminio con Sinorhizobium meliloti acido tolerantes donde la aplicacion
de calcio no es practica o econdmicamente viable (Hartel y Bouton, 1989).

2.7.3.3 Seleccion de rizobios

Las cepas de rizobios difieren en su supervivencia en suelos de pH menores
de 5,5. Sinorhizobium meliloti esti generalmente ausente o presente en un nliimero
insuficiente para adecuados niveles de nodulacién a esos pH. (Barber, 1980). Sin
embargo, hay diferencias entre cepas de Sinorhizobium meliloti en el grado de
tolerancia a altas concentraciones de H' y aluminio, los cuales podrian ser
seleccionados para utilizarlos en la elaboracion de inoculantes comerciales para
condiciones de estrés acido (Glenn ez al., 1997).

El porcentaje de aislamientos de rizobios existentes en ¢l suclo a pH 5,0 es
mayor que el porcentaje de aislamientos efectivos, lo cual indica, gue la menor
efectividad de los rizobios puede ser un problema mas severo que la no tolerancia a
la acidez (Stout et al., 1997).

Un criterio valido para seleccionar rizobios es atender a la capacidad de un
rapido crecimiento, particularmente en situaciones de alto H™ y aluminio, y tal vez
baja disponibilidad de fosforo.

La tolerancia a un factor relacionado a la acidez no significa que los rizobios
sean tolerantes a los otros factores. Por lo tanto, obtener rizobios tolerantes a un
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tange de factores relacionados a la acidez serfa o mas efectivo en un programa de
seleccidn {Coventry v Evans, 1989).

Cen ¢l descubrimiento de la existencia de genes involucrados en la
resistencia del rizebio a la acidez puede ser una solucidn la manipulacion los mismos
en el laboratorio para crear cepas acido tolerantes ({ilenn et ol 1997),

2.7.3.4 Agregase de fésfors

La alfalfa tiene bajos rendimientos cuando crece sin agregado de fasforo o
encalado. Les efectos de la deficiencia de fesforo son importantes come evidencia
€l significativo incremento en crecimients cuando se agrega fasforo a pH del suelo
4,8, conjuntamente a esto hay un descenso de la concentracidn de aluminio gn el
tejido a niveles povencizies no téxicos. El aparentc bloquee del aluminic por pane
del fésforo concuerda con trabajos anteriores {Breoks er al., 1982),
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 EFECTO DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA ALFALFA

3.1.1 Origen v caracteristicas de las variedades

Se evaluaron en este experimento por produccién de materia seca a pH 5.2 y
pH 7,0 las siguientes variedades comerciales de Medicago sativa: Chand, Crioula,
Monarca, WL320, P30, P105, P205, PS715, P5683 y P5929. Dichas variedades
difieren en la presencia de latencia invernal y persistencia ;lo que se observa en el
cuadro 4.

Cuadro 4 : Caracteristicas de las variedades de alfalfa utilizadas

VARIEDAD LATENCIA INVERNAL PERSISTENCIA
Chana corta larga
Crioula corta larga
Monarca ausente media
WL 320 larga larga
P 30 ausente media
P 105 ausente media
P 205 larga larga
P 5715 corta larga
P 5683 corta larga
P 5929 ausente media

Fuente : Rebuffo, 1998 y Labandera, 1999.
3.1.2 Siembra
Se sembraron semillas estériles y pregerminadas en tubos de ensayo (200 x
25mm), conteniendo 20mL de medio Jensen a pH 5,2 y 7,0 (ver apéndice n°1). A los

12 dias de la siembra, se les agregd 1 mL de solucion de KNO; al 1% por tubo.

3.1.3 Disefio experimental v parametros

Se utilizé un disefio totalmente al azar con diez repeticiones por variedad.
Debido a la imposibilidad de realizar este estudio con todas las variedades en forma
conjunta, ¢l experimento se subdividié en grupos de variedades. Se utiliz6 el método
estadistico S.A.S Inc NC CARY U.S.A 1998.

La evaluacion se realizd por peso seco de 1a parte aérea. Las plantas se
cosecharon a los 36 dias de sembradas, se separé la parte aérea a la altura de la
corona y luego se seco en estufa a 65°C hasta peso constante.
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3.2 SELEC'CI()N DE CEPAS DE éinarhizabium meliloti EFICIENTES
A pH ACIDO Y/O NEUTRO

3.2.1 Procedencia de las cepas a evalpar

Los aislamientos de rizobios a seleccionar se obtuvieron de chacras con una o
varias de las siguientes caracteristicas:

B Alfalfa con edad mayor a cinco afios

B Chacras con historia previa de alfalfa, actualmente sin alfalfa

B Cultivos de alfalfa sin inocular

B Chacras con pH acido

W Chacras ubicadas en areas representativas de la produccion de alfalfa

Se realizaron tres giras de recoleccion de muestras de suelo de los
departamentos de Canelones, San Jos¢ y Florida; a las que se sumaron muestras mas
puntuales extraidas de los departamentos de Rocha, Treinta y Tres, Lavalleja,
Durazno, Paysandil y Tacuarembo. En macetas conteniendo muestras de estos suelos
se sembro semilla de alfalfa cv “Chana” desinfectada superficialmente (ver apéndice
n°2).

También se recolectaron muestras de plantas de trébol de olor (Melilotus sp.)
de las cuales se separaron nddulos y en la tierra se sembro alfalfa cv “Chana”
desinfectada superficialmente (ver apéndice n°2).

Se realiz6 un analisis de suelo de cada una de las muestras para determinar
pH, fosforo y calcio.

Adicionalmente se trabajé con aislamientos de cepas de rizobios a partir de
nddulos que mostraron mejor comportamiento en pH acido (ver apéndice n°2).

3.2.2 Bacterioteca
3.2.2.1 Aislamiento y conservacién de las cepas de Sinorhizobium meliloti

Se buscaron los nddulos de mayor tamafio, que estuvieran cerca del cuello de
la planta, con el propésito de realizar una seleccion de aquellas cepas que hubieran
realizado nodulaciones tempranas.

De cada maceta se extrajeron dos nddulos; cada uno de ellos se desinfecto
superficialmente y se¢ aplasté con una varilla de vidrio en agua estéril, dentro de una
caja de Petri. De la suspension originada s¢ realizaron estrias por agotamiento en
medio de cultivo extracto de levadura manitol agar (M 79) con rojo congo a pH 7,0
(ver apéndice n°1). Las placas se incubaron invertidas a 28C°. Se ¢ligio una colonia
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aislada, y se realizaron repiques en tubos roscados con medio extracto de levadura
manitol agar.

3.2.2.2 Caracterizacién simbidtica de rizobios de alfalfa a dos pH

Generalidades

Se evaluaron 57 cepas de rizobios (ver apéndice n°3) en su capacidad de
fijacién de nitrogeno en condiciones controladas ( pH 5,2 v pH 7,0 ). Se us6 como
huésped alfalfa cv “Chana”.

Siembra ¢ inoculaciéon

Se sembraron semillas estériles pregerminadas en tubos de ensayo
(200x25mm), conteniendo c/u 20mL de medio Jensen sin nitrogeno a pH 5,2 y 7,0
(ver apéndice n°1). A los 4-6 dias de sembradas, se inocularon esas plantas con 1mL

de una suspensién de las cepas obtenidas a partir de un cultivo en agar inclinado.

Tratamientos testigos

Se usaron cuatro tratamientos de referencia: tratamiento sin nitrogeno (T) y
otro con nitrogeno (N) (a las plantas se les agregd 1 mL/tubo de solucidén de KNO; al
1%, y cepas de referencia (las plantas se inocularon con las cepas U137 y U143
usadas en el inoculante comercial empleado en el pais).

3.2.3 Diseito experimental y pardmetros

Se utilizd un disefio de parcelas al azar con cuatro repeticiones por
tratamiento. Debido a la imposibilidad de realizar este estudio con todas las cepas en
forma conjunta, el experimento se subdividio en grupos de cepas. Cada grupo contd
CON Sus respectivos testigos: tratamiento con y sin nitrégeno, v cepas de referencia.
Se utilizo el método estadistico S.A.S Inc NC CARY U.S.A 1998,

Luego de un primer periodo de seleccion se eligieron 13 de las 57 cepas
probadas por mayor produccion promedio de MS que las cepas comerciales a pH 7,0
y/0 5,2 (ver apéndice n°3), y se las evalué de idéntica forma.

La evaluacidn se realizo por peso seco de la parte acrea. Las plantas se
cosecharon a los 48 dias de sembradas, se les separo Ja parte aérea a la altura de la
corona y luego se seco en estufa a 65°C hasta peso constante.
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3.3 EFECTO DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO DE Sinorhizobium
meliloti

Se evaluo la habilidad de las cepas comerciales de Sinorhizobium melifoti
U137 y U143 para crecer en extracto de levadura manitol agar con rojo congo a pH
5,0,5,2,54;56y35,8; los cuales lnego de ser esterilizados en autoclave tuvieron
un pH final de 5.1 ;5,2 ; 5,5 5,6 v 5,7 respectivamente. Las cepas se sembraron en
cajas de Petr1 en estrias por agotamiento. Las placas se incubaron invertidas a 28°C
durante 6 dias (ver apéndice n°1).

3.3.1 Diseilo experimental v pardmetros

Se utilizo un disefio experimental de tratamientos al azar con dos repeticiones
por tratamiento. Se utilizd el método estadistico S.A.S Inc NC CARY U.S.A 1998,

La evaluacidon se realizd por estimacion subjetiva del desarrollo de las
colomas efectuado por 3 observadores independientes en base a un indice de 1
(escaso crecimiento) a 5 (abundante crecimiento).

3.4 EFECTO DEL CALCIO EN LA NODULACION Y PRODUCCION
DE MATERIA SECA DE LA ALFALFA EN pH ACIDO

3.4.1 Siembra e inoculacidon

—

Se sembraron semillas esterilizadas pregerminadas de alfalfa cv “Chana” en
tubos de ensayo (200 x 25mm), conteniendo 20mL de medio Jensen a pH 5,2 (ver
apéndice n°1).

A los 5 dias de sembradas, se¢ inocularon 1/3 de esas plantas con 1mL de una
suspension de un cultivo, en agar inclinado de las cepas comerciales de
Sinorhizobium meliloti U 137, otro tercio con U 143 y a las restantes se les agregé 1
mL de KNO; al 1% por tubo. Se utilizaron tres niveles de calcio soluble (cloruro de
calcio) en el medio Jensen: 0 - 0,025y 0,25 g/L.

3.4.2 Disefio experimental y pardmetros

Tratamiento testigo : se usé un solo tratamiento de referencia que fue testigo
sin calcio (las plantas crecen en el tubo sin el agregado de calcio soluble). Se utihizd
un disefio de tratamientos al azar con cinco repeticiones por tratamiento. Se utilizo el
método estadistico S.A.S Inc NC CARY U.S8.A 1998,

La evaluacion se realizd por peso seco de la parte aérea. Las plantas se
cosecharon a los 33 dias de sembradas y se les separd la parte aérea a la altura de la
corona, luego se secd en estufa a 65°C hasta peso constante.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EFECTO DEL pH SOBRE EL. CRECIMIENTO DE LA ALFALFA

Las medias registradas en el cuadro 5 nos indican claramente que la alfalfa no
se ve afectada por el pH dentro de los rangos utilizados. Esto es coincidente con lo
publicado por Barrientos ef al. (1994) donde expresa que a alfaifa es capaz de crecer
bien en solucion de cultivo a pH 4,0.

Cuadro §: Produccién media de materia seca en mg/tubo para distintas
variedades comerciales de alfalfa pH 5,2 y pH 7,0.

VARIEDAD | pH 5,2 VARIEDAD |pH 7,0
Monarea 3724 a Monarca 369.8 a
5683 366.2 ab 5929 350.5 ab
5715 328.6 be 5683 334.4 ab
Crioula 3232 ¢ Crioula 3299 be
Chana 321.9¢ Chani 326.9 be
P30 303.2 cd P30 3218 be
5929 2979 ¢cd P105 2919¢
P1065 296.6 cd 5715 2918 ¢
WL320 267.2 de P205 250.3d
P205 2478 ¢ WL320 245.7d
Media 312.5A Media 311.3A

Valores con diferente letra difieren significativamente al 5%.

Esta tendencia se refiere a la produccion de MS, pero no brinda informacién
sobre el comportamiento simbidtico, yva que ¢l pardmetro MS no fue usado para
cuantificar FBN debido a que el experimento solo buscaba obtener informacion
sobre el crecimiento de la alfalfa a pH acido.

Se encontraron diferencias significativas entre variedades de alfalfa en
produccion de MS y no asi entre pH. Solo la variedad 5929 fue significativamente
superior al 5% a pH 7,0 con respecto a pH 5,2 para éste parametro. Se observa una
tendencia de interaccion significativa al 8 % entre las distintas variedades y el pH, va
que algunas se comportan mejor a pH acido (pH 5,2) y otras lo hacen a pH neutro
(pH 7.,0) (ver apéndice n°6).

Estos resultados no estarian cerrando la investigacion sobre el huesped como
forma de contribuir a resolver ¢l problema de la baja produccion de la alfalfa en
condiciones de acidez ; va que no se considerd el comportamiento simbidtico a pH
acido; a su vez la tendencia de algunas variedades a comportarse mejor a pH 35,2
pueden estar marcando una adaptacion genética para condiciones de acidez.
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4.2 SELEQCION DE CEPAS DE Sinorhizobium meliloti EFICIENTES
A pH ACIDO Y/O NEUTRO

A pH 7,0 el maximo valor lo obtuvo ¢l tratamiento sin inocular con N
combinado, como se desprende del cuadro 6. La cepa 1 fue la que obtuvo el mayor
rendimiento en MS, siendo significativamente superior al 1%, a todas las demds
cepas probadas e incluso a las dos cepas comerciales.

Cuadro 6 :Produccion media de materia seca en mg/tubo de las plantas de
alfalfa cv. Chand inoculadas con las cepas seleccionadas a pH 7,0

CEPA pH 7,0
N 4324 a

1 2722 b
84 219.0¢
12 176.8d
U143 176.0d
81 175.6d

8 170.8d
88 167.0 de
90 150.6 def
U137 1496 def
27 148.6 def
16 130.4 efg
76 130.0 efg
18 128.2 efg
17 128.2 efg -
3 118.2 fg
T 103.0 g

Valores con diferente letra difieren significativamente al 5%.

El rendimiento de la cepa 1 fue un 63% del obtenido por el tratamiento con N
combinado; y un 82% y 55% superior que las cepas comerciales U137 y U143
respectivamente.

También se destacéd la cepa 84 que fue significativamente superior a todas
las cepas al 5%. Las cepas 8, 12, 81, 88 tuvieron rendimientos promedios aceptables,
pero sin encontrarse diferencias significativas con las comerciales.

Se encontrd gran variabilidad entre cepas a pH 7.0, lo que demuestra la
viabilidad de un programa de seleccion .
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A pH 5.2 e escaso rendimiento en MS de la aifalfa se debe a la ausencia de
nodulacion debida a la sensibilidad de la simbiosis a la acidez como es citado en la
bibliografia por Rice (1975), Rice ef af, (1977), Coventry y Evans. (1989) y Sparrow
el al,_ (1993); o al pobre crecimiento del rizobio en pH del suelo acido como lo
expresan Coventry y Evans, (1989), Clarke ¢/ af. (1993} y Glenn et al. (1997}

4.3 EFECTO DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO DE Sinorhizobium
meliloti

El cuadro 7 muestra que el pH 4cido afecta marcadamente el crecimiento de
las cepas de Sinorhizobium meliloti (ver apéndice n°4). Esto esta de acuerdo con lo
publicado en 1993 por Clarke et ¢/., donde se seflala que el componente mas sensible
en la simbiosis entre especies de Medicago y Sinorhizobium meliloti es el simbionte
procariota y con Glenn et af, 1997 que indica un menor nimero de rizobios en
suelos acidos lo que podria ser considerado un factor importante para explicar el
pobre crecimiento de la alfalfa a ese pH.

Cuadro 7: Desarrollo de las colonias (escala 1 a 5) media de dos repeticiones
por tratamiento de las cepas comerciales de alfalfa U137 y U143,

pH 5.1 52 15,5 56 5.7

MEDIA [1.0000d [2.0833¢ (3.8333b [3.8333b (5.0000a

*Valores con diferente letra difieren significativamente al 5%.

4.4 EFECTO DEL CALCIO EN LA NODULACION Y PRODUCCION
DE MATERIA SECA DE LA ALFALFA EN pH ACIDO

El cuadro 8 muestra que existen diferencias significativas debidas al
tratamiento sin inocular con nitrogeno combinado(ver apéndice n°6). No existen
diferencias significativas entre los tratamientos con calcio ni interaccion cepa niveles
de calcio. Es importante sefialar que las plantas inoculadas no produjeron nédulos en
ninguno de los niveles de calcio. Sin embargo las plantas creciendo con nitrégeno
combinado tienden a responder al incremento en los niveles de calcio (ver apéndice
n°s).
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Cuadro 8: Produccién media de materia seca en mg/tubo para plantas
inoculadas con las cepas comerciales de alfalfa a pH 5,2 v con distintos niveles de
calcio en el medio de cultivo.

CALCIO
Cepa 0.0 g/L 0.025¢/L  [025g/L |F
U137 90.8 2 1082 a 101.8a  |NS
U143 106.8 a 90.6 a 1056a  |NS
N 2044 b 214.6 b 2260b  |NS
F ++ ++ +-

*Valores con diferente letra difieren significativamente al 5%

Esto no coincide con lo expuesto por Coventry y Evans. (1989) y Clarke er al.
(1993) que sefialan efectos positivos del calcio en la sobrevivencia y el crecimiento
del rizobio, en la nodulacién y crecimiento de la alfalfa en condiciones de acidez.
Sin embargo, podria existir un efecto positivo en campo mediante el encalado, por
descenso de los niveles aluminio y manganeso intercambiables a niveles no toxicos
en suelos acidos (Barrientos ¢f gl., 1594).
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5, CONCLUSIONES .

La alfalfa crece bien dentro de los rangos estudiados de pH (5,2-7,0) si se
le aportan los nutrientes necesarios. Por lo tanto, el efecto directo de la
acidez sobre la planta no seria la causa para su baja produccion en esas
condiciones.

Algunas variedades (5683, 5715 y WL 320) tienden a producir mas MS a
pH 5,2 que a pH neutro cuando crecen en presencia de nitrogeno
combinado. Esto podria sugerir una adaptacién genética de las mismas a la
acidez, lo que deberia ser estudiado en futuros trabajos.

La alfalfa creciendo a pH 5,2 ¢ inoculada con las cepas seleccionadas en
ningun caso noduld, por lo tanto tuvo bajo rendimiento en MS; esto puede
explicar la pobre performance del cultivo en suelos dcidos.

El crecimiento de los rizobios se ve marcadamente afectado por el pH
acido (5,1), lo que podria explicar la ausencta de nodulacion en alfalfa a
pH 5.2.

El agregado de calcio no favorecid la nodulacion de la alfalfa en
condiciones de acidez, que continud sin nodular con las cepas analizadas.

Dentro de las cepas evaluadas, dos de ellas (cepas 1 y 84) obtuvieron
rendimientos significativamente superiores a las restantes y a las dos
cepas comerciales a pH 7.0

Las cepas mostraron gran variabilidad en produccién de MS a pH 7.0, lo
que confirma la viabilidad de un programa de seleccion de cepas.

Los datos obtenidos dejan una linea de investigacion abierta para continuar
profundizando en las causas y posibles soluciones al problema de la alfalfa
en suelos acidos.



28

6. RESUMEN

La alfalfa se caracteriza por ser la forrajera usada en el pais, de mavyor
produccion de MS, presentando un alto nivel de fijacién de nitrogeno atmostérico en
simbtosis con Sinorhizobium meliloti. Sin embargo,esta planta no se adapta bien a
suelos con pH 4cido, lo que restringe su produccion en 4reas con estas
caracteristicas. .La limitada produccién de la alfalfa en suelos acidos puede deberse
a un efecto directo del pH sobre el crecimiento de la planta y/o del rizobio; o sobre la
simbiosis.

Como respuesta a este problema se plantearon como objetivos: estudiar el
efecto directo del pH sobre el crecimiento de la alfalfa; scleccionar cepas de
Sinorhizobium meliloti eficientes a pH 4cido v/o neutro , estudiar el efecto de
distintos pH en el crecimiento de Sinorhizobium meliloti v estudiar el efecto del
calcio en la simbiosis Sinorhizobium meliloti-alfalfa en pH acido. Se evaluo el
crecimiento de 10 variedades comerciales de alfalfa a pH 5,2 y 7,0, sin limitantes de
nitrégeno, se aislaron cepas de rizobio y se inccularon plantas de alfalfa en tubos con
medio Jensen con estas cepas para evaluar la produccion de MSapH 52y 7,0. En
todos los casos se utilizaron las cepas comerciales como referencia.

Los resultados permiten concluir que la alfalfa no es afectada por el pH en los
rangos utilizados (5,2-7,0), mientras los rizobios si son afectados, ya que ninguna de
las 13 cepas analizadas noduld a pH 5.2. El agregado de calcto no favorecio la
nodulacién en condiciones de acidez. A pH 7,0 se encontraron 2 cepas que
obtuvieron rendimientos mayores a las otras probadas y a las cepas comerciales. No
se encontraron cepas promisorias a pH 5,2.

De los resultados obtenidos se infiere la importancia de continuar con esta
linea de trabajo ya que la planta huésped en si misma no presenta problemas para
crecer a pH acido si s¢ le aportan los nutrientes necesartos.
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7. SUMMARY )

Medicago sativa, one of the main “pastures” used in our country with a great
production of MS, has a high level of Nj-fixation in symbiotic conditions with
Stnorhizobium meliloti. However, this plant does not adapt well to acid soils, which
is an important restriction for its production in such areas._Its limitation to grow in
acid soils could be due to a direct effect of the pH on the plant growth and/or on the
rhizobia, or on the symbiosis itself.

As aresponse to this problem we set up the following objectives: to study the
effect of the pH on the plant growth; to select strains of Sinorhizobium meliloti
which are efficient at pH acid or/and neutral; to study the effect of different pH on
the development of Sinorhizobium meliloti, and to study the effect of calcium on the
symbiosis Sinorhizobium meliloti - Medicago sativa at pH acid. Ten commercial
varieties of Medicago sativa were evaluated at pH 5,2 and 7,0 without nitrogen
limitation, Strains of rhizobia were isolated and inoculated in Medicago sativa in
order to evaluate MS production at the above mentioned pH. Commercial standards
were used as references in all the cases.

Through these studies we could conclude that the plant is not affected by the
pH in a range between pH 5,2-7.0, while rhizobia are in fact affected by such pH,
none of the 13 strains evaluated nodulated at pH 5,2. The supply of calcium did not
improve nodulation in the acid conditions. Two strains were found at pH 7,0, which
had better performance than the rest, including the reference strains. No promising
strains were found at pH 5,2,

The results obtained with this research infer the importance of keeping track
of this investigation, since the plant itself does not present any restriction to grow at
pH acid when supplying the nutrients.
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APENDICE 1:

MEDIO EXTRACTO DE LEVADURA MANITOL AGAR ( Vincent, 1970)

K,HPO, 05g
MgS80,. 7TH,0 02¢g
Na(Cl 01g
Manitol 10,0 g
Extracto de levadura 04g
Agar 150¢g
Agua destilada 1000,0 mL
pH 6,8-7,0

(Rojo Congo : 10 mi/L de una solucion 1/400)

MEDIO JENSEN PARA PLANTULAS (Vincent, 1970)

CaHP04 1,0 g
K;HPO, 0,2 g
MgSQO,. 7TH,0 02g
NaCl 0,2g
FeCl, O,lg
Agar 80g
Agua destilada 1000,0 mL

pH 6,5-7.0



METODOS
A- ESTERILIZACION DE NODULOS

Los nédulos se sumergen en las siguientes soluciones de :

I)Etanol 95% durante 1 minuto.

2YHipoclorito al 1% durante 2-3 minutos.

3)Agua destilada estéril durante 1 minuto
(se repite de 6 a 7 veces).

B-SIEMBRA DE SEMILLAS DE ALFALFA

En un Erlenmeyer con tapén roscado, se lleva a cabo el mismo proceso de
esterilizacion de nédulos. Las semillas se dejan en agua estéril 20 minutos en baiio
maria a 42°C ; después son llevadas a heladera por un lapso de 24 horas a 4°C ,luego
se saca el agua y se adhieren a las paredes con un movimiento rotatorio. Se colocan
en estufa a 28°C, germinando a las 24 horas. Se siembran en tubos con medio Jensen
en condiciones estériles.

C-MEDIDAS DE pH

Se mide ¢l pH de los distintos experimentos como respaldo luego de
autoclavados, en un erlenmeyer, a temperatura normal (15°C), se rompe fisicamente
el medio Jensen mediante ¢l uso de una varilla estéril v se agrega agua destilada
para mejorar el contacto con ¢l electrodo del medidor de pH (Castiglioni com.pers.,
1999).



APENDICE 2: Especificaciones del origen de las 13 cepas seleccionadas para la

prueba final a pH 5.2 y pH 7.,0.

Cuadro 1:Cepa 76 PC

Nombre del recolector Juan Parra
Fecha de recoleccion 18/08/98
Nombre de la planta hospedera | Alfalfa
Nombre d¢ la localidad Fray Marcos

Direccion

Ruta 94 Km. 102

Nombre del productor

Ramon Marichal

Historial del potrero

Alfalfa de 7° afio

Analisis de suelo

pH: 5.7 P.14ppm Ca:12.4 meg/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan nodulos

Cuadro 2: Cepa 18 PC

Nombre del recolector Juan Parra

Fecha de recoleccion 18/08/98

Nombre de la planta hospedera | Alfalfa

Nombre de la localidad Colonia Treinta y Tres Orientales
Direccion Ruta 6

Nombre del productor Gonzalo Urioste

Historial del potrero

k. e e

Andalisis de suelo

pH. 6.0 P.5ppm Ca:11.8 meg/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan nddulos

Cuadro 3; Cepa 8 PC

Nombre del recolector Juan Parra
Fecha de recoleccion 18/08/98
Nombre de la planta hospedera | Alfalfa

Nombre de la Jocalidad

Rincon de Conde - San Ramén

Direccion

Ruta 63 Km.%@ Camino a la costa

Nombre del productor

Luis Moreira

Historial del potrero

Alfalfa de 2° afio

Analisis de suelo

pH: 5.7 P:29ppm Ca: 12.4 meg/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan nodulos




Cuadro 4. Cepa 17 PC

Nombre del recolector Juan Parra

Fecha de recoleccion 18/08/98

Nombre de Ia planta hospedera | Alfalfa

Nombre de la localidad Colonia los Treinta v Tres
Direccion Ruta 6

Nombre del productor M. Salas

Historial del potrero Alfalfa de 5° afio

Analisis de suelo

pH:54 P:7ppm Ca:7.3 meg/t00 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se¢ siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y s¢ aislan nédulos

Cuadro 5: Cepa 3 PC

Nombre del recolector Juan Parra

Fecha de recoleccion 18/08/98

Nombre de la planta hospedera | Alfalfa

Nombre de la localidad Rincén de Conde - San Ramén
Direccion Ruta 63 Km.13

Nombre del productor Luis Piroto

Historial del potrero Alfalfa de 5° afio

Analisis de suelo

pH: 7.6 P:28 ppm Ca: 40.8 meqg/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan noédulos

Cuadro 6: Cepa 12 PC

Nombre del recolector Juan Parra

Fecha de recoleccion 18/08/98

Nombre de [a planta hospedera | Alfalfa

Nombre de la localidad Rincon de Conde - San Ramén
Direccion Ruta 63 Km .4

Nombre del productor Nelson Ravello

Historial del potrero Alfalfa de 2° afio

Analisis de suelo

pH: 5.5 P:21ppm Ca: 9.7 meq/100 g de suelo

Especificactones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra v se aislan nodulos




Cuadro 7: Cepa 81 PC

Nombre del recolector Juan Parra
Fecha de recoleccion 18/08/98
Nombre de la planta hospedera | Alfalfa
Nombre de la localidad Fray Marcos

Direccion

Ruta 94 Km.102

Nombre del productor

Lino Marichal

Historial del potrero

Alfalfa de 1991 a 1998 actualmente trigo

Analisis de suelo

pH: 72 P: 15ppm Ca: 27.3 meq/100 g de suclo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan nddulos

Cuadro 8: Cepa 1 PC

Nombre del recolector Juan Parra

Fecha de recoleccidon 18/08/98

Nombre de Ia planta hospedera | Alfalfa

Nombre de la localidad Rincodn de Conde - San Ramodn
Direccion Ruta 63 Km .4

Nombre del productor Nelson Ravello

Historial del potrero Alfalfa de 6° afio

Anglisis de suelo

pH: 6.0 P;6.0ppm Ca: 8.3 meg/100 g de suclo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan nodulos

Cuadro 9: Cepa 27 PC

Nombre del recolector Juan Parra
Fecha de recoleccion 18/08/98
Nombre de la planta hospedera | Alfalfa
Nombre de la localidad Fray Marcos

Direccion

Ruta 94 Km.102

Nombre del productor

Ramdn Marichal

Historial del potrero

Historia de 40 afios de alfalfa

Andlisis de suelo

pH: 5.6 P:43ppm Ca: 12.2 meq/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semilias de alfalfa (desinfectadas
superficialmente) en esa tierra y se aislan nddulos




Cuadro 10; Cepa 84 PC

Nombre del recolector

Juan Parra y Gabriel Castiglioni

Fecha de recoleccion

05/11/98

Nombre de la planta hospedera

Alfalfa

Nombre de la localidad

el e s e e e o e e Y

Direccion

Y —

Nombre del productor

Historial del potrero

Analisis de suelo

Especificaciones del
aislamiento

Reaislamiento de un nédulo de la cepa U137 a pH 5.0

Cuadro 11; Cepa 90 PC

Nomnbre del recolector

Gabriel Castiglion:

Fecha de recoleccion 26/08/98
Nombre de la planta hospedera | Alfaifa
Nombre de la localidad Sarandi Grande
Direccion Ruta 57

Nombre del productor

Francisco Acerenza

Historial del potrero

Tuvo alfalfa hace 15 afios actualmente es campo
natural

Analisis de suelo

pH:6.7 P:9ppm Ca; 20.8 meg/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
superficialimente) en esa tierra y se aislan nodulos

Cuadro 12: Cepa 16 PC

Nombre del recolector Pablo Dutto
Fecha de recoleccion 26/08/98
Nombre de la planta hospedera | Melilotus
Nombre de la localidad Solis

Direccion --- -

Nombre del productor

Historial del potrero

Analisis de suelo

pH:7.4 P:7.0ppm Ca:21.0 meqg/100 g de suelo

Especificaciones del
aislamiento

Se aislan nodulos de la planta directamente




Cuadro 13: Cepa 88 PC

Nombre del recolector Pablo Dutto

Fecha de recoleccion 26/08/98

Nombre de la planta hospedera | Aifalfa

Nombre de la localidad Valizas

Direccion —

Nombre del productor e ————

Historial del potrero Tierra con melilotus

Andlisis de suelo pH:7.3 P:26.0 ppm Ca: 4.7 meqg/100 g de suelo
Especificaciones del se siembran semillas de alfalfa (desinfectadas
aislamiento superficialmente) en esa tietra v se aislan nodulos




APENDICE 3 :

Cuadro 14 : PRODUCCION MEDIA DE MATERIA SECA EN mg/tubo Y DESVIO
ESTANDAR DE ALFALFA cv “Chana” INOCULADA CON LAS 57 CEPAS
PROBADAS A pH 5,2 y 7,0.

BANDEJA CEPA pH MEDIA DESVIO
1 1 5,2 138.25  41.5043
1 1 7 212.50 38.8887
1 2 5,2 10425  32.7554
1 2 7 186.25  64.0488
1 3 5,2 71.00 17.5308
1 3 7 241.25 36.2893
1 4 52 94.75 9.0323
1 4 7 144.00 40.5545
1 5 52 69.75 13.0224
1 5 7 151.75 56.1449
1 6 52 72.00 6.9282
1 6 7 180.50 389572
1 TESTCN 52 342.25 29.2276
1 TESTCN 7 304.75 6.2915
1 TESTSN 52 79.25 24.5136
1 TESTSN 7 92.25 15.3704
1 U137 5.2 96.50 30.5560
1 U137 7 229.50 32.9090
1 U143 52 90.75 10.0125
1 U143 7 182.00 28.1306
2 10 52 80.50 13.3041
2 10 7 149.00 50.2726
2 11 5,2 87.75 24,2539
2 11 7 180.75 38.4827
2 12 5,2 106.00 36.4509
2 i2 7 238.75 19.1551
2 13 52 83.75 10.2429
2 13 7 144.50 13.4040
2 14 52 89.50 21.6102
2 14 7 133.75 13.9613
2 15 52 78.25 9.1059
2 15 7 174.00 45,2475
Z 16 5,2 87.25 18.8748
2 16 7 259,50 23.7276
2 17 5,2 94.50 6.8557
2 17 7 208.50 18.1567
2 18 5,2 121.25 18.5719
2 18 7 174.00 17.813%9
2 19 52 84.00 15.3840
2 19 7 148.00 48 5249
2 20 52 86.00 15.2096
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TESTCN
TESTCN
TESTSN
TESTSN
u137
u137
U143
U143
21
21
22
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
28
28
29
29
30
30
31
31
32
32
33
33
34
34
35
35
36
36
TESTCN
TESTCN

182.75
78.50
130.00
104.50
177.50
88.25
160.50
325.75
342.50
103.75
118.00
78.25
188.75
94.75
174.25
96.00
115.25
85.50
118.25
98.75
103.50
82.75
130.00
111.00
123.50
102.50
95.50
85.00
157.25
69.00
120.50
94.25
118.00
97.00
133.25
83.00
129.00
69.25
83.75
84.75
120.00
87.75
103.25
89.00
137.00
85.25
130.50
371.75
314.50

55.8831
15.8850
22.1961
25.5830
21.5839
17.1148
227230
28.1943
23.0579
8.2209
17.1075
6.7020
30.0153
6.0208
32.2219
31.9061
31.1916
16.9804
6.1305
35.1414
17.0783
22.0662
21.9241
20.1660
8.9629
17.7108
15.0665
27.4468
24.5136
41.2068
14.7083
44,0407
15.7480
29.2347
14.2215
5.2281
17.8326
32.2942
2.7538
22.7505
32.3831
11.8989
11.6726
21.5561
40.6858
9.2871
22.2935
38.4913
93.7177
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TESTSN
TESTSN
U137
U137
U143
U143
73
73
74
74
75
75
76
76
77
77
78
78
79
79
80
80
81
81
82
82
83
83
84
84
85
85
86
86
87
87
88
88
89
89
80
90
TESTCN
TESTCN
TESTSN
TESTSN
U137
U137
U143

5.2
52
5.2
52
5,2
52
5,2
52
5,2
52
52
5,2
52
5,2
5,2
52
52
52
5,2
52
5,2
5.2
52
52

5,2

73.75
111.75
88.00
98.75
119.50
157.75
103.25
100.25
103.75
143.50
86.00
119.00
110.25
100.00
106.50
110.00
83.00
103.50
87.00
95.00
99.75
160.75
116.75
110.00
89.50
98.75
85.50
110.00
93.25
188.00
101.25
100.75
97.75
109.75
91.50
93.25
108.00
81.75
96.25
116.75
86.25
179.00
384.00
360.25
109.25
88.25
94.50
143.50
105.50

32.4384
12.7115
12.5167
33.2403
16.8424
27,6933
5.3151
12.2848
20.9821
28.3137
14.9889
25.0732
13.4505
26.5832
17.2337
11.5470
8.0416
16.8226
4.2426
6.6833
10.3401
28.7909
24,9182
30.2324
13.7720
11.7863
18.1567
34.7851
26.0560
17.8326
19.1725
21.5928
17.4619
15.5215
17.7106
11.8708
11.3431

8.6554
14.5230
24.2539
27.6089
20.6720
13.1909
47.0841

8.8459

6.0208
12.3962
14.4799
23.7557
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U143
91
91
92
92
93
a3
TESTCN
TESTCN
TESTSN
TESTSN
U137
U137
U143
U143

187.75
89.50
107.75
88.50
899.50
81.00
£3.50
433.00
392.00
92.75
118.00
899.75
1568.50
85.75
140.75

42.3192
17.7106
13.9374
8.2916
8.5829
15,8114
3.8730
51.2315
39.6485
7.9320
8.8318
4.5735
26.2107
228329
32,7452



APENDICE 4: PRUEBAS DE pH.

Cuadro 15 ; Indice subjetivo de acuerdo al crecimiento visual de las colonias (1 a 5

en orden creciente de crecimiento)
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APENDICE 5: PRUEBAS DE CALCIO.

Cuadro 16: Peso seco por planta (mg/tubo) de alfalfa cv, “Chand”, inoculada con

cepas de Sinorhizobium meliloti a pH 5,2 y distintos niveles de cloruro de calcio en

el medio.
| CEPAS CALCIO
0,0 g/1. (3,025 o/1. 0,25 ¢/L

Cepa U 143 100 077 104
Cepa U 143 110 096 094
Cepa U 143 114 099 106
Cepa U 143 121 075 117
Cepa U 143 089 106 107
Cepa U 137 107 166 124
Cepa U 137 099 105 085
Cepa U 137 088 090 085
Cepa U 137 079 087 102
Cepa U 137 081 093 113
Testigo con N 190 216 222
Testigo con N 213 23] 210
Testigo con N 174 210 218
Testigo con N 228 196 251
Testigo con N 217 220 229




APENDICE 6: ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro 17 :Anahsis de varianza en la materia seca (mg/tubo) de las variedades
comerciales de aifalfaa pH 5,2y 7,0.

G.L CM F PR>F
Variedad 9 28535.467 14.93 0.0001
pH i 72.00 0.04 (0.8463
Variedad * pH 9 3350.578 1.75 0.0803
Error 180 1911.920

G.L . grados de libertad
CM : cuadrado medio

Cuadro 18 : Analisis de varianza en la materia seca (mg/tubo) de alfalfa cv. Chana
inoculada con las cepas seleccionadas.

G.L lcm F PR>F
Cepa 16 58633.465 57.00 0.0001
pH [ 117376.994 114.1 0.0001
Cepa * pH 16 4696.757 4.57 0.0001
Error 136 1028.73

G.L - grados de libertad
CM ; cuadrado medio

Cuadro 19: Analisis de varianza del indice de ¢crecimiento visual de las colonias de
las cepas comerciales de alfalfa para distintos pH,

(.1 CM F PR>F
Cepa I 0.016667 0.03 0.8657
pH 4 30.35 52.63 0.0001
Cepa * pH 4 (.85 1.47 0.2241
Error 50 0.576667

G.L : grados de libertad
CM : cuadrado medio




Cuadro 20 : Analisis de varianza en la materia seca (mg/tubo) de alfalfa ¢cv. Chana
moculada con las cepas comerciales y distintos niveles de calcio sotuble en el medio
de cultivoa pH 5,2.

G.L CM F PR>F
Cepa 2 65400.689 207.660 0.0001
Calcio 2 421.089 1.340 0.2754
Cepa * Calcio 4 478.689 1.552 0.2170
Errovr 36 314.944

G.L : grados de libertad
CM : cuadrado medio

Cuadro 21; Andlisis de varianza en la materia seca (mg/tubo) de alfalfa cv “chana”

inoculada con las 13 cepas seleccionadas.

pH N° MEDIA DS
5,2 35 122.541 83.14
7,0 85 175.094 82,56

Cuadro 22: Analisis d¢ varianza en la materia seca (mg/tubo) de las 10 variedades

comerciales de alfalfa probadas.

pH N° MEDIA DS
5,2 100 312.5 55.1
7,0 100 3113 577

Cuadro 23: Analisis de varianza del crecimiento subjetivo de las colonias de las
cepas U137 y U143 a distintos niveles de pH en el medio de cultivo.

CEPA N° MEDIA DS
U137 30 3.167 1.55
U 143 30 3.133 1.69

Cuadro 24: Andlisis de vanianza en la materia seca (mg/tubo) de alfalfa cv “chana”
inoculadas con las cepas U137 , U143 y ¢l agregado de N combinado a pH 5,2 para
distintos niveles de calcio soluble en el medio.

CALCIO N° MEDIA DS

0.0 g/L 15 134,000 54.07
0.025 g/L 15 137.800 60.24
0.25 g/L 15 144.467 61.13




