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LA ASOCIACION RHIZOBIUM-LEGUMINOSA EN ALFALFARES
DE LA PROVINCIA DE CORDOBA. SEGUNDA ETAPA:
INOCULACION A CAMPO.

RoBerTo P. PONTE; MARTA I. ACOSTA; ADRIANA ABRIL; Luisa pEL V. Oriva *

I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Se han observado en los alfalfares de la zona central semiarida de
Ia Pcia. de Cédrdoba, dificultades en el establecimiento de la simbiosis
y por ende en la fijacién de nitr6geno, por parte de las cepas de Rhizobium
meliloti introducidas mediante inoculacién.

La eficiencia de la fijacién depende tanto del hospedante como de
la cepa de Rhizobium asociada. Todos los estados de la simbiosis, inclu-
yendo la preinfeccién, son afectados por condiciones ambientales. Los
factores que influyen son miltiples (5-6-12); entre ellos se citan: pH y
salinidad del suelo (3-11-13-17), temperatura (9), humedad (4-15),
cligoelementos (1), nitrégeno en ¢l suelo (7-8), carencia de fésfor (19),
organismos antagénicos a la bacteria, ademas de aquellos que inciden
en el metabolismo de la leguminosa (2).

Numerosas evidencias muestran la variacién de las cepas bacterianas
bajo situaciones ambientales diferentes, lo que podria explicar el mal
comportamiento de cepas de Rhizobium importadas, conocidas como muy
efectivas en sus lugares de origen.

* Prof. Adjunto, y Jefes de Trabajos Practicos respectivamente, de Microbiologia
Agricola de la Facultad de Ciencias Agropecuarias - U.N.C.

# Trabajo subsidiado durante la Campafia 1978/79 por IN.T.A. - E.E.A. Man-
fredi. Programa alfalfa Plan N¢ 2.221.
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Sc ha mostrado ademés, que la respuesta a la inoculacién suele ser
muy marcada al establecerse por primcra vez una leguminosa en una
determinada zona y tiende a atenuarse cn el curso de cultivos sucesivos
debido a la competencia en el suelo de cepas antéctonas de débil poder
fijador que por mayor adaptacién, desplazan a las introducidas. (18).

Buscando una primera aproximacién a la solucién de los problemas
en el establecimiento de simbiosis encontrados en el 4rea, se estudiaron
en primer lugar las cualidades dec las cepas autéctonas de la zona, De
entre ellas se scleccioné a través de pruebas en laboratorio, un material

con alta efectividad en la fijacién de nitrégeno con el que se trabajé (10).

Constituyen los objetivos del presente trabajo:

— Conocer la aptitud de estas cepas para fijar nitrégeno en las con-
diciones medias clima-suelo-planta imperantes en la zona, compa-

radas con otras de distintos origenes.

— Estudiar su respuesta a la aplicacién de técnicas de inoculacién
normal y mtltiple tendientes a salvar problemas de competencia
con cepas autdctonas menos eficientes, que existen en niimero

clevado,

II. MATERIAL Y METODO

El ensayo se realiz6 durante dos campafas sucesivas: 1978/79 y
1980/81. La primera en la E. E. A. Manfredi de I.N.T.A,, cuyo per-
sonal estuvo a cargo del desarrollo de las tareas de campo. La restante
se establecié en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agro-
pecuarias de la Universidad Nacional de Cérdoba.

Sc contd durante 1978/79 con la colaboracién de la Unidad Simbiosis
de I.N.T.A. Castelar,

Se consignan en los Cuadros N° 1 y N? 2 las condiciones climaticas
y caracteristicas edéficas respectivamente, correspondientes a las dos
campaiias, desde la siembra hasta el altimo corte. Ambas zonas corres-
ponde segin la clasificacion climitica de Thorntwaite al clima sub-
hiimedo scco, mesotermal sin exceso de agua.

Como hospedante se empleo Medicago satica L. cy. Polihibrido Man-
fredi.

Los tratamientos empleados fueron:



CUADRO N° 1

CONDICIONES CLIMATICAS

Campaiia 1978/79 Campafia 1980/81
E.E.A. Manfredi Campo Exp. UN.C.
Mes Temp. media Precip. Temp. media Precip.
mensual °C mm. mensual °C mm.
Abril 15,7 245
Mayo 120 0,0
Junio 9,0 21,1
Julio 11,0 4,8
Agosto 8,7 0,0 14,0 0,0
Setiembre 14,0 114,7 16,6 16,8
Octubre 16,1 67,7 19,3 487
Noviembre 19,5 111,1 21,2 1124
Diciembre 21,5 116,7 24.0 138,2
Enero 231 262,5
Febrero 23,3 185,1
Marzo 221 1470

CUADRO N° 2

CARACTERISTICAS EDAFICAS

Campaifia 1978/79 Campaiia 1980/81
E.E.A. Manfredi Campo Exp. UN.C.

Suelo Haplustol éntico Haplustol tipico
Textura Franco limoso Franco limoso
Profundidad (cm.) 0-23 0-25
Horizonte A A,

M.O. (%) 1,90 2,52
Arcilla (%) 16 25

Limo (%) 69 59,5

Arena tina (%) 15 15,5

pH 6,2 6,1

Ca (m.c./100 gr.) 9,2 16,0

Mg (m.e./100 gr.) 1,1 2,9

K (m.e./100 gr.) 2,5 2,1

Na (m.e./100 gr.) 0,1 11

Valor T (m.e./100 gr.) 15,0 22,9

% Saturacién 86,0 96,7

Salinidad No salino No salino
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Tratamiento 1: Semilla sin inocular.

Inoculacién simple |Inoculacién multiple
y peleteado o superpel.

Tratamiento 2 Tratamiento 6 Mezcla de cepas INTA B36 — B251 —
B310 y B323 sobre medio agarizado.

Tratamiento 3 Tratamiento 7 Mezcla de las cepas selectas autdctonas
UN.C.: 7, 8 y 15 sobre medio agari-
zado,

Tratamiento 4 Tratamiento 8 Mezcla de cepas I N.T.A, Castelar: 1 -
211 - 7 y 91 sobre medio agarizado,

Tratamiento 5 Tratamiento 9 Mezcla de cepas ILN.T.A.: B36 - B251
- B310 - B323 en medio liquido con-
centrado,

Las cepas LN.T.A. fueron gentilmente proporcionadas por la Unidad
Simbiosis de I.N.T.A. Castelar. Las autdctonas U.N.C. se aislaron y
seleccionaron en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Cien-
cias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Coérdoba. (10).

Los inoculantes en medio sélido se prepararon en frascos rectangu-
lares para cultivo (60x40x140 mm.) con medio de Ashby agarizado, estan-
darizados para proveer 50.000 bacterias por semilla aproximadamente
utilizando un frasco para 7,5 Kg. de semilla.

Los inoculantes liquidos concentrados aportaron 50.000 bacterias por
semilla utilizando 15 c.c. de inoculante por Kg. de semilla.

Para la técnica de inoculacién simple y peleteado se mezclaron ade-
cuadamente 3 ml. de indculo y 12 ml. de colex neutralizado como adhe-
rente, para humedecer 200 gr. de semilla que fueron luego peleteadas
con 60 gr. de Carbonato de Calcio.

Para la técnica de inoculacién miltiple se mezclaron 3 ml. de inéculo
y 12 ml. de Dehidazol K62 como adherente para cada 200 gr. de semilla,
operaciéon que se repiti6 7 veces para cada tratamiento siendo colex el
adhesivo de la octava y ultima aplicacién de inoculante, luego de la
cual se peleted con 60 gr. de Carbonato de calcio.

El ensayo se realizdé en bloques al azar con 5 repeticiones, con par-
celas de 12 m® de superficie (surcos de 5 metros espaciados 0,20 m.) y
caminos de 1 metro de ancho entre ellas.

La siembra se realiz6 en época normal para la especie y la zona,
con sembradora manual tipo Planet con una densidad de 15 Kg./Ha.

Para cvaluar los resultados se realizaron 3 cortes con segadora me-
canica, de los 4 m? centrales de cada parcela cuando el 10 % del cultivo
se encontraba en floracién.
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Se determiné materia seca en Kg./Ha a 65°C y porcentaje de pro-
teinas por la técnica de semi-micro Kjeldahl. En el analisis estadistico
cada una de las variables fue analizada empleando la transformacién arc.
seny/x para porcentaje de proteinas. En el anélisis multivariado se con-
sideraron las dos variables en estudio. (14 - 16).

Dichas determinaciones y andlisis se llevaron a cabo en la Unidad
Simbiosis de I.N.T.A. Castelar, durante la primera campafia y en el
Laboratorio de Microbiologia Agricola de la Fac. de Cs. Agropecuarias
de la U.N.C. durante la segunda.

Por tratarse de una especie perenne las consideraciones de los resul-
tados son validos sdlo para el primer ciclo del cultivo.

CUADRO N° 3

FECHAS DE SIEMBRA Y CORTES

Campaiia Campaina

1978/79 1980/81
Siembra 6- 4-78 29- 5-80
Primer corte 30-10-78 3-12-80
Segundo corte 30-11-78 28- 1-81
Tercer corte 27-12-78 G- 3-81

III. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro N¢ 4 se consignan los resultados del primer ensayo
(Campana 1978/79).

El 10 % de floracién, que determind el primer corte, ocurrié a los
207 dias de la siembra (a fines de Octubre). Durante ese periodo se
produjeron abundantes lluvias tempranas (180 mm.) siendo la tempe-
ratura, normal para la época (aproximadamente 12,3°C). Esto determind
un muy buen crecimiento vegetativo del cultivo que se reflejé en los
valores de materia seca; los mismos no presentaron diferencias signifi-
cativas entre tratamientos. El porcentaje de proteinas no pudo ser deter-
minado por deterioro de la muestra.

El segundo corte se realizd a los 30 dias del anterior, periodo en el
que las lluvias aportaron aproximadamente 110 mm. de agua y la tem-
peratura se mantuvo normalmentc elevada (media: 19,5°C). La cantidad
de materia seca no present6é difcrencias significativas entre tratamientos
pero si las hubo en el porcentaje de proteinas, donde todos los trata-
mientos inoculados arrojaron valores significativamente mayores al testigo.
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A los 26 dias del segundo, se efectud el tercer corte luego de un
periodo con similares condiciones climéticas que el anterior, En esta
muestra se refleja muy claramente la accién fijadora del nitrégeno de
las cepas de Rhizobium meliloti introducidas sobre las autéctonas pre-
sentes en el suelo; ya que tanto materia seca como porcentaje de pro-
tefnas mostraron diferencias significativas en favor de ellas.

Aunque las diferencias fueron significativas sélo en el 3er. corte,
las cifras de materia seca decl testigo fueron siempre algo menores que
los tratamientos inoculados, de los que se infiere que la aptitud de fijacién
de las cepas nativas presentes en el suelo es siempre menor que cual-
quiera de las introducidas. Esto se confirma con las diferencias signifi-

cativas en porcentaje de proteinas.

CUADRO N° 4

RESULTADOS DEL ENSAYO 1978/79

ler. Corte 2do. Corte 3er. Corte

- Mat. seca Mat. seca Prot. Mat. seca Prot.
Tratamiento Kg./Ha, Kg./Ha. % Kg./Ha. %

1 2.271 1.644 24,81» 960s 24 812
2 2,753 1.755 30,000 1.368P 28,81b
R 2.903 1.991 29,000 1.388v 29,69b
4 2.906 2.022 29,31b 1.356 27,750
5 2.769 1.861 29,310 1.266° 30,00°
6 2.903 2.010 30,25 1.434P 29,75
7 2.887 1.992 29,35b 1.284p 29,31k
8 2.743 1.945 29,56b 1.198p 30,31
9 3.654 2.012 31,17v 1.278p 29,06
Prueba “F” n.s. n.s. + =+ +

+:  diferencia significativa al 5 %.
n.s.: no significativo.
Los tratamientos sefialados con la misma letra no presentan diferencias significativas

Los resultados de la 2da. campana (1980/81) se consignan en el
Cuadro N? 5. El 10 % de floracién para el primer corte ocurrié‘a 217 dias
de la siembra precedido de precipitaciones notables que se verificaron
a mediados de octubre y noviembre y fueron acompafiadas de tempera-
turas elevadas (media 20°C). Sc observaron valores semejantes de mate-
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ria seca y porcentaje de proteinas para todos los tratamientos, lo que
indicaria una respuesta del cultivo a esos estimulos climaticos indepen-
dientemente de la influencia de las cepas de Rhizobium meliloti.

El segundo corte se pudo realizar a los 56 dias del primero durante
los que llovié aproximadamente 250 mm. distribuidos uniformemente y
las temperaturas fueron clevadas y normales para la época ecstival (me-
dia 23,5°C). Se encontraron difercncias entre los valores de la cantidad
de materia seca de todos los tratamientos respecto al testigo lo que indi-
caria un mejor comportamiento de las plantas inoculadas artificialmente.

El tercer corte se realiz a los 36 dias del segundo, periodo en el
cual las temperaturas y lluvias resultaron semejantes al anterior. Los va-
lores de materia seca resultaron menores que los del primero y segundo
corte posiblemente debido a que el periodo vegetativo fue mas corto.
Ademas las diferencias obtenidas en los andlisis de materia seca del tes-
ligo y los tratamientos inoculados resultaron significativas,

De acuerdo a estos resultados y bajo las condiciones estudiadas, la
aptitud fijadora del nitrégeno de las cepas nativas presentes en los sue-
los de la zona del Campo Experimental es semejante a la de las cepas
introducidas, medido en porcentaje de proteinas. Sin embargo los datos
obtenidos en los analisis sobre materia seca mostraron siempre superio-
ridad de todos los tratamientos sobre el testigo.

CUADRO Ne 5
RESULTADOS DEL ENSAYO 1980/81

ler. Corte 2do. Corte 3er. Corte
Mat. Seca Prot. Mat. Seca Prot. Mat. Seca Prot.
Trat. Kg/Ha % Kg/Ha % Kg/Ha %
1 1.038 10,35 9602 17,83 7852 21,28
2 1.034 18,40 1.075b 16,70 926b 21,35
3 1.071 19,18 1.087v 18,20 985b 21,37
4 1.070 18,49 1.100v 17,79 931k 21,26
5 1.046 18,14 1.112v 16,94 905° 20,37
6 1.089 19,42 1.104b 17,40 924b 23,11
7 1.049 18,71 1.102¢ 17,18 976> 19,68
8 1.072 18,77 1.047v 17,70 935p 21,29
9 1.098 18,83 1.067v 16,96 971b 19,16
Prueba
“F”  ns. 1.S. + n.s. + n.s.

n.s.: no significativo,

+: diferencia significativa al 5 %.
Los tratamientos sefialados con la misma letra no presentan diferencias significativas
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Comparando las campaiias 1978/79 realizadas en la E.E.A. INTA
Manfredi y la 1980/81 en el Campo Experimental de la U.N.C. surgen
notables diferencias en cantidad de materia seca producida por Ha., que
en algunos casos supera el 100 %. Si se considera que el tiempo transcu-
rrido hasta el primer corte es similar en ambas, es posible atribuir la
superioridad del primer ensayo a las condiciones climaticas y edaficas
que se le brindaron. Respecto a las primeras se destaca el temprano y
abundante aporte de lluvias en época en que las temperaturas comen-
zaban a ser elevadas; en cuanto a las segundas se debe tener en cuenta
la mayor profundidad y textura mas suelta de los suelos de Manfredi,
que los hace mas aptos para el desarrollo de la alfalfa.

IV. CONCLUSIONES

— No obstante la existencia de una numerosa poblacién nativa de
Rhizobium meliloti presente en el suelo, en general, la inoculacién
increment6 el rendimiento de materia seca y el porcentaje de pro-
teinas de la alfalfa en los cortes considerados.

— Bajo las condiciones ecoldgicas de las zonas estudiadas, tanto las
cepas nativas seleccionadas como las recomendadas por INTA se
comportaron de forma similar con respecto a su aptitud para fijar
nitrégeno, no destacdndose ninguna en especial

— No se observaron diferencias entre las técnicas de inoculacién de
pellets simple y super pellets para estas zonas. Se recomienda el
uso de técnica de inoculacién simple con peleteado.
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VI. RESUMEN

Como segunda etapa de un trabajo de selecciéon de cepas de Rhizobium meli-
loti se realizaron ensayos de campo con el objeto de conocer su aptitud para fijar
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nitrégeno en las condiciones de la regién central de Cérdoba, Argentina, compara-
das con otras cepas de distintos origenes y su respuesta a la aplicacién de técnicas
de inoculacién simple y miltiple para salvar problemas de competencia.

Se utilizaron semillas de alfalfa (Medicago sativa L.) c. v. Polihibrido Man-
fredi sembradas en disefio de bloques al azar con 5 repeticiones durante 2 cam-
pafias sucesivas.

En cada una se analizaron 3 cortes realizados cuando el 10 % del cultivo
presentaba floracién. Se determiné materia seca en Kg./Ha y contenido de
nitrogeno en porcentaje de proteinas.

Se concluyé que la inoculacién, atn cuando existia una abundante poblacién
nativa presente en el suelo, incrementé el rendimiento y el porcentaje de proteinas
en el cultivo; que bajo las condiciones ecolégicas estudiadas, tanto las cepas nativas
seleccionadas como las recomendadas por INTA se comportaron en forma similar
respecto a su aptitud fijadora de nitrégeno y que no hubo diferencias en cuanto a
la respuesta a las técnicas de inoculacién simple y multiple, recomendindose por
lo tanto la primera.

SUMMARY

As a second step in a Rhizobium meliloti strain selection, field trials in the cen-
tral region of Cérdoba, Argentina, were carried on.

The main objetive was to asses its N-fixation ability under local average cli-
mate-soil-plant conditions, compared with other strains from different sources and
its response to massive or multiple inoculation methods, in order to solve competi-
tion 'problems,

Medicago sativa L. c. v. Polihibrido Manfredi seeds were planted in a 5 repe-
titions completely randomized block design during 2 seasons.

Dry matter and N-content (as protein percentage) was determined at 3 cuttings
when the crop presented 10% flowering.

The results showed a yield and protein increase with inoculation, even with
high indigenous population; under this ecological conditions, either selects indige-
nous as recommend INTA strains had a similar behavior related with its N-fixation
ability, and it was not detected differences in response to inoculation methods
(simple or multiple).
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