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Abreviaturas

FBN: Fijacion bioldgica de nitrogeno
E. meliloti: Ensifer meliloti

MS: materia seca

PB: proteina bruta

kg: Kilogramo

IB: inoculante biolégico

Has: hectareas

GRI: Grado de reposo invernal

CRI: Con reposo invernal

CRIM: Con reposo invernal moderado

SRI: Sin reposo invernal



1. Resumen

En Argentina la adopcién del cultivo de alfalfa como uno de los mas eficientes para el
pastoreo vacuno, genera que en planteos ganaderos exigentes se busque maximizar los
recursos y convertirlos en materia seca lo méas rapido posible, optimizando la
productividad. Se trata, por tal motivo, de generar las mejores condiciones posibles para
gue ésta pastura potencie su rendimiento. En el pais la extension de este cultivo es muy
amplia, habiendo en la actualidad unas 3,2 millones de has destinadas a la pastura de
alfalfa, de las cuales 1 millébn se utilizan para la henificacibn como forraje conservado,
practica que se ve incrementada afio tras afio generando reservas por un lado para
suministrar como complemento a la dieta del animal y por otro para momentos criticos del
afio donde la escases de comida se acentia como lo es en invierno en gran parte del
territorio argentino.

El objetivo del trabajo fue determinar la eficiencia de la inoculacién de la semilla de
alfalfa con bacterias promotoras de crecimiento para mejorar el aprovechamiento de los
recursos. El estudio se realizé en el campo experimental de la UNNOBA y en camara de
crecimiento en laboratorio de Microbiologia. Los tratamientos fueron: 6 cepas de Ensifer
meliloti identificadas por un nimero de cédigo y un testigo no inoculado. Se observaron
diferencias entre los tratamientos en la emergencia, la altura, el vigor y la nodulacion de
las plantas entre el testigo y los distintos tratamientos y se establecio que la asociacion
entre la planta y las bacterias que se traduce en una mejor produccion del cultivo.

Se concluye que el tratamiento de la semilla de alfalfa con bacterias promotoras del
crecimiento brinda una mejor performance de rendimiento del cultivo, mejorando la

disponibilidad de forraje al ganado principalmente en los primeros cortes.

Palabras clave: nodulacion, inoculado, promotores de crecimiento, bacteria, alfalfa.



2. Introduccién
2.1. Situacion problema

En los ultimos 20 afos, muchas de las regiones que hoy son exclusivamente
productoras de granos experimentaron enormes transformaciones. Esas tierras eran
identificadas como mixtas con una relacion equilibrada entre la produccién de granos y la
ganaderia, o incluso eran netamente ganaderas. Con el paso del tiempo el area sembrada
aumento cerca del 35% vy la participacion relativa de los cultivos se modificoO bruscamente.
Como resultado, se extendid la superficie agricola y se relegé la actividad ganadera. Se
produjo un aumento en la produccién de soja, lo que la convirtié en el cultivo dominante
en gran parte de Argentina, por ello, en suelos agricolas, el antecesor mas comun cuando
se siembra una pastura es la soja. (Satorre, 2005).

El cultivo de soja determina que las fechas de siembra de las pasturas se establezcan
en su mayoria desde mayo en adelante, con cantidades variables de material muerto en
superficie y condiciones ambientales suboOptimas para la emergencia de plantulas
(Scheneiter et al, 1996).

Un aporte para mejorar en la produccidon pecuaria es lograr una mayor y mejor
produccion de la alfalfa, ya que los kg de MS de alfalfa que no se producen, son litros de

leche o kilogramos de carne perdidos en la produccion. (Yenerich, 2014. a).

2.2 Marco teorico
2.2.1 Enrelacion al cultivo

El cultivo de alfalfa es muy demandante de agua y nutrientes, por lo que en su
produccion deben asegurarse esos dos recursos. Si el agua no es suficientemente
provista por las precipitaciones, tendr4 que ser de riego, o de una napa. Ademas, la
fertilidad del suelo es de suma importancia para que el cultivo disponga de los nutrientes y
pueda expresar su mejor rendimiento y potencial (Yenerich, 2014. b).

Otro de los factores que debe tenerse en cuenta, y que define el tipo de cultivar a
implantar, es la temperatura. La alfalfa requiere niveles medios de temperatura, de alli que
es muy buena su produccién y sin latencia en la zona centro de la Provincia de Buenos
Aires, y mas limitada en la zona sur, sin embargo hay variedades que se adaptan mejor a
las bajas temperaturas y a la menor longitud del dia durante los meses invernales.

Para clasificar las variedades de alfalfa, se utiliza el grado de reposo invernal (GRI), que
combina resistencia al frio, crecimiento (rebrote) otofial y latencia invernal. En la Argentina
se utilizan alfalfas con GRI de 4 a 10. A los fines practicos, teniendo en cuenta los valores

de GRI de las variedades de alfalfa, pueden clasificarse en tres grupos:



a) con reposo invernal (CRI), que incluye a las variedades con GRIde 4y 5
b) con reposo invernal moderado (CRIM), que abarca a las variedades con GRIde 6y 7
c) sin reposo invernal (SRI), que incluye a las variedades con GRI de 8 a 10.

En lineas generales, las variedades SRI se recomiendan para el NOA, Cuyo y toda la
Region Pampeana. Las variedades CRIM se recomiendan para toda la Regibn Pampeana
y para algunas zonas de la Regidén Patagodnica y finalmente, las CRI se aconsejan para la
Region Pampeana Sur y la Regidén Patagonica (Basigalup y Rossanigo, 2007).

Para el cultivo en condiciones controladas de laboratorio, es recomendable mantener

ciertos parametros de temperatura en cultivares CRIM como el que utilizamos en el

trabajo.
Temperaturas Especies de ciclo otofio-invierno (alfalfa)
Méximas 25°C
Minimas Diurnas 20°C
Nocturnas 15-20°C

2.2.2 Enrelacion al inoculante

Algunas bacterias asociadas con la rizésfera de las plantas son capaces de generar
mecanismos mediante los cuales promueven su crecimiento y desarrollo. Estos
mecanismos se clasifican en directos e indirectos (Ahmad et al., 2006).

Los mecanismos directos se relacionan con la produccién de fitohormonas del tipo
auxinas y giberelinas, la regulacion de la produccion de hormonas por parte de la planta, o
bien mejoran la disponibilidad de nutrientes como nitrégeno, fosforo, hidrogeno y otros
elementos por mecanismos de solubilizacién, aumentando la absorcién o produciendo la
fijacion biolégica de nitrégeno. En este ultimo caso el nutriente puede ser incorporado
directamente de la atmosfera.

Los mecanismos indirectos de promocion del crecimiento se refieren a la mejora del
estado sanitario del cultivo por control de fitopatégenos. Ocurren mediante la induccion de
la resistencia sistémica a fitopatdgenos, el control biolégico de enfermedades, la
produccion de antibiéticos y de siderdéforos, etc. (Voinnet, 2005; Rao et al., 2000).

En una revision de lo ocurrido en los ultimos afios, puede observarse una marcada
tendencia en la adopcion de nuevas tecnologias de produccién, en busca de reducir el
impacto ambiental y de los costos en sistemas agropecuarios sustentables. Ante esta

necesidad surge la aplicacion de microorganismos a los cultivos, utilizados bajo la forma



de inoculantes o biofertilizantes como herramientas alternativas de fertilizacion y control
de fitopatogenos.

Un inoculante bioldgico (IB) es un producto a base de organismos vivos como hongos,
bacterias o algas, que, aplicados en el cultivo, facilitan el crecimiento vegetal y aumentan
o mantienen su rendimiento (Cardenas y Sdnchez-Yanez, 2004).

Entre los microorganismos que forman parte de estos inoculantes biologicos se
encuentran los rhizobios, bacterias Gram negativas del suelo que fijan nitrdgeno después
de haberse establecido endosimbioticamente dentro de nddulos radiculares de las
leguminosas. No todos los rhizobios pueden formar nddulos y/o fijar nitrégeno con todas
las leguminosas. Ensifer meliloti es la bacteria especifica para la alfalfa.

La aplicacion correcta de estos microorganismos complementa a la fertilizacion
convencional apuntando a una reduccion de las dosis de fertilizantes quimicos (Perticari
et al, 2009).

2.2.3 Enrelaciéon alainteraccion del inoculante y el cultivo

El tipo de respuesta a la inoculacién con rhizobios en alfalfa, es dependiente de los
antecedentes del area a sembrar, de la implantacion previa de leguminosas, del tipo de
suelo, del nivel de compactacion, el nivel de acidez, de la fertilidad y de la magnitud y
calidad de las poblaciones naturalizadas de rhizobios capaces de nodular alfalfa.

Estudios ya realizados han comprobado que, si bien es posible que existan rhizobios en
el suelo, la inoculacién con cepas seleccionadas en leguminosas forrajeras aumenta la
eficiencia de la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), la calidad de la produccién del cultivo
y en muchos casos los rendimientos y los niveles de proteina del forraje (Perticari et al,
2011).

En suelos con pocos afios dedicados a la agricultura o con produccién de pastizales
naturales, los efectos son evidentes, con incrementos de rendimiento de materia seca
(MS) y proteina bruta (PB) que van desde el 20 al 200 %. En cambio, en suelos con
historia previa de leguminosas, con frecuencia se observan menores incrementos en el
rendimiento de PB y en algunos casos efectos positivos sobre los rendimientos en MS
sobre todo en los primeros cortes. En muchas otras ocasiones los cultivos inoculados
muestran una mejor implantacion (Perticari et al, 2011).

En este trabajo se decide probar diferentes cepas experimentales de Ensifer meliloti
contra un testigo no inoculado para evaluar la respuesta de la inoculacién y cual de las

cepas es la mas eficiente.



3. Hipobtesis
La aplicacion de inoculantes producidos a partir de cepas del género Ensifer
seleccionadas por mayor capacidad de FBN, sobre la semilla de alfalfa (Medicago sativa),

incrementa la produccién de materia seca y el crecimiento del cultivo.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacién de inoculantes elaborados con cepas experimentales
de Ensifer meliloti sobre el crecimiento y la produccion de materia seca en el cultivo de

alfalfa (Medicago sativa).

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Evaluar a campo la respuesta a la aplicacion de los inoculantes en semilla de
alfalfa sobre la emergencia y la produccion del cultivo.

4.2.2 Evaluar, en condiciones controladas, el efecto de la inoculacidon con las cepas

experimentales de E. meliloti sobre la nodulacion y emergencia de las plantas de alfalfa.

5. Materiales y Métodos

El proyecto de investigacion se llevo a cabo a través de dos ensayos, uno en campo y
otro en camara de crecimiento. El primero fue destinado a una evaluacion de la
interaccién planta-inoculante, a nivel de poblacion del cultivo y produccién de MS en
condiciones de secano.

En el laboratorio (camara de crecimiento en condiciones controladas), se evalud la
performance del inoculante a nivel de cada planta individual determinando su capacidad
infectiva determinada por su nodulacion.

Las cepas experimentales de Ensifer meliloti que se utilizaron como inoculantes en
evaluacion de su capacidad como PGPR (rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas), fueron provistas por el Ingeniero Alejandro Perticari del Instituto de Microbiologia
y Zoologia Agricola (IMYZA) de INTA Castelar.

Se evaluaron 6 cepas de Ensifer meliloti identificadas por un numero de coédigo,
preparadas como inoculante en base de turba, y se utilizé6 una dosis de 10 g de turba/kg

de semilla y un testigo no inoculado.

Tratamientos:

e TO: Testigo
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e TI1: E. meliloti. 399
e T2: E. meliloti. 494
e T3: E. meliloti. 499
e T4: E. meliloti. 501
e T5: E. meliloti. 502
e T6: E. meliloti. 514

El cultivar de alfalfa utilizado fue Victoria INTA con un GRI 6 sin tratamiento previo sobre

la semilla por el proveedor.

5.1 Ensayo a campo
5.1.1 Sitio experimental:

Parcela destinada
al ensayo

Foto 1 Campo expenmental de la Universidad Macional del NO de la
provincia de Buenos Aires (UNHNOBA) "Las Magnolias®, donde se
realizardn los ensayos a campo, sobre un suelo hapludol tipico (34%28°

56.43" 5, B0°562°41 44°0)

El campo experimental de la UNNOBA “Las Magnolias” ubicado en Agustin Roca,
partido de Junin, provincia de Buenos Aires en el kildbmetro 146,5 de la Ruta Nacional
188, fue el predio donde se realizo el ensayo en condiciones de secano.

El campo presenta una carta de suelo Hoja 3560 — 8 — 1, se halla en una zona de
suelos de textura franco-arenoso representada en un (60%) serie Junin (Hapludol tipico)
de fase moderadamente bien drenada; (20%) serie Tiburcio (Hapludol acuico) y (20%)
serie Rancagua (Natracualf tipico), formando una asociacion.

Capacidad de uso: lllws.

indice de productividad: 50,8_A.
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5.1.2 Preparacion del suelo y siembra

Se inici6 la actividad de este proyecto a finales de febrero de 2016 cuando en el equipo
de investigacion de Microbiologia Agricola empezé a planificar y diagramar el trabajo que
debia realizarse.

Se trabajo en una de las parcelas experimentales ya delimitadas por el campo
experimental de la UNNOBA donde el cultivo antecesor fue raigras (Lolium multiflorum). Al
estar este cultivo muy avanzado en su madurez y semillado, se decidio realizar un
barbecho convencional el 28/02/2016 con la aplicacion de rastra de discos luego de
cosechado el raigras. Posteriormente, ante las primeras apariciones de malezas, una
aplicacion quimica el 21/03/2016 utilizando Glifosato, 2,4 D y Preside para asegurar una
adecuada emergencia y establecimiento del cultivo sin sufrir competencias con malezas.

La siembra se realizé el 13/05/2016, por razones de logisticas del equipo de siembra
contratado para dicha labor la fecha se distancia por algunas semanas del momento
optimo de implantacion de la pastura, que se encuentra por mediados del mes de marzo.
Se utilizé una sembradora Gherardi de 25 surcos que presentaba una distancia entre
lineas de 17,5 cm, cada parcela contd con 12 surcos (mitad de maquina con un
tratamiento y mitad con otro) y se tapo el dosificador del medio de la maquina para hacer
visible la separacion de los tratamientos. La densidad de siembra fue de 8,5 kg/ha de
semilla.

Las parcelas con una dimensién de 2,10 metros de ancho por 10 metros de largo
generan una superficie total de 441 m? de siembra (2,10 m x 10 m x 7 tratamientos x 3
bloques = 441m?). Entre cada bloque se dej6 una distancia de 2 metros.

Se efectud una fertilizacion con 80 kg/ha de fosfato diamonico (PDA) al voleo antes de
la siembra para evitar posible toxicidad sobre las cepas con una concentracion de 7-39-0-
S5-Ca29.

Se efectuaron dos pulverizaciones mas con herbicidas, una el 01/08/16 con Cletodim
por la presencia de malezas gramineas como el raigras principalmente y otra el 26/8/16

con Imazetapir por presencia de malezas de hoja ancha.

5.1.3 Inoculacién de las semillas
Se realizé la inoculacion colocando las semillas en bolsas de nylon agregando el
inoculante provisto en forma de turba (3 g/300 g de semilla) + agua azucarada al 20 % (50
ml/300 g de semilla). Al testigo se le suministré solamente agua azucarada.

12



5.1.4 Diseiio del ensayo y procedimiento

La siembra se realizO6 de acuerdo a un disefio en bloques completos al azar con 7
tratamientos y 3 bloques.

Para lograr la densidad deseada de 8,5kg/ha de semilla, se utilizaron 300 g por parcela,
por lo tanto, se sembré un total de 6,3 kg de semilla.

Superficie total de cada tratamiento: 2,10 m x 10 m x 3 repeticiones = 63 m?,

Luego de un crecimiento bueno y sostenido del cultivo se realiz6 el primer corte el dia
14/11/2016. El mismo se realiz6 colocando un aro en un sitio al azar de 0,27m? cortando
el forraje que quedaba dentro con tijeras de podar, dejando un remanente suficiente para
un buen rebrote. Cabe destacar que los cortes en una alfalfa deben llevarse a cabo
cuando el cultivo se encuentre en 10% de floracion, o cuando los rebrotes basales
alcancen entre 3 y 5 cm de altura fuera de la época estival. En este caso se
implementaron los cortes como la primera opcion con 10% de floracion.

El siguiente corte se hizo el dia 4/1/2017, se repitio de la misma manera luego del
rebrote y crecimiento del cultivo, una vez alcanzado las condiciones necesarias
mencionadas anteriormente.

En estos estadios el cultivo maximiza su relacién rendimiento-calidad obteniendo mayor
digestibilidad, mas proporcién de hojas/tallos y un gran volumen de forraje. Si se demora
el corte se produce un autoraleo natural en el lote perdiendo eficiencia en los préximos
cortes, por lo tanto, hay que generar mas cortes, mas tiernos, con mas calidad de forraje,
lo que generara mas gastos de produccién, pero a la vez mayor rentabilidad. (Kallenbach
et al, 2002)

Disefio del ensayo:

Tratamientos [ TO| T3 |T1|T6|T5|T2|T4|TO|(T4|T2|T1|T3|T5|T6|T4|T2|TO|T6|T5|T3|T1

Blogues 1 2 | 3
Tabla 1: Disposicion y Disefio en Bloques Completamente Aleatorizado

5.1.5 Toma de datos
Para la evaluacion a campo se tomaron en cuenta los siguientes parametros:
» 01/09/2016 Emergencia (plantas/ha). La medicidon se realiz6 en 4 metros lineales

contando las plantas emergidas y bien establecidas, tomando los surcos centrales
13



de cada parcela y luego se calcul6 el resultado de plantas emergidas por hectéarea.
Se efectud a los 30 dias de sembrado el cultivo, asegurandose que esté totalmente
establecido.

e Produccion de forraje (kg/ha) obtenidos en cada uno de los 2 cortes a 10% de
floracién del cultivo o con rebrotes basales entre 3 y 5 cm de altura fuera de la
época estival. Se evaluo la produccion de materia verde de cada tratamiento y
luego las muestras fueron llevadas a estufa durante 72 horas a 65—-70 °C para
realizar el calculo de materia seca (kg MS/ha).

Los datos registrados durante el experimento fueron sometidos a un analisis de varianza
(ANOVA). Se realizé la comparacion de medias con la prueba de Fisher a un nivel de
significancia del 5%. Para ello se utilizd el software estadistico InfoStat/profesional

(version 1.1).

6. Resultados
6.1 Resultados en campo
Alo largo del ciclo ontogénico del cultivo de alfalfa se evaluaron diferentes variables que
son determinantes en el rendimiento
6.1.1 Emergencia a campo
Se observo que todos los tratamientos a los que se le aplicaron el inoculante elevaron el
namero de emergencias de plantas, pero no generaron diferencias significativas

guedando asi reflejado en el analisis de varianza.

TRATAMIENTOS N° de plantas/m?

BLOQUES TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Bloque 1 90 90 116 100 119 112 111
Bloque 2 100 76 99 107 142 70 65
Bloque 3 76 127 73 120 93 158 115

Promedio de emergencia 88,6 97,6 96 109 118 113,3 97

Tabla 2: Obtencion de datos de emergencia en 4 metros lineales por cada parcela a

campo.

Analisis de la varianza
Variable N R2 R2 A CV
Emergencia 21 0,25 0,00 26,32

14



Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2979,33 8 372,42 0,51 0,8271
Bloques 882,67 2 441,33 0,60 0,5621
Tratamientos 2096,67 6 349,44 0,48 0,8118
Error 8759, 33 12 729,94
Total 11738,67 20

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=48,06392
Error: 729,9444 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.

TO 88,67 3 15,60 A
T6 96,00 3 15,60 A
T2 96,00 3 15,60 A
T1 97,67 3 15,60 A
T3 109,00 3 15,60 A
T5 113,33 3 15,60 A
T4 118,00 3 15,60 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Observando los datos, si bien el analisis estadistico nos demuestra que no hay
respuestas significativas, se observa importantes diferencias entre el testigo y algunas de
las cepas. Probablemente no se refleje en el analisis estadistico por la alta variabilidad de

los datos por una labranza demasiado cercana a la siembra y no tan bien lograda.

6.1.2 Resultado de los cortes
Los datos obtenidos de cada corte fueron analizados estadisticamente por medio de
analisis de la varianza y la comparacion de medias mediante el test de Fisher (p menor de
0,05%), aplicando el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2014).
Area de cosecha: aro de 0.27 m2.
Los resultados reflejados en un grafico en Kg de MS/ha.

Se analizaron los 2 cortes por separados.

6.1.2.1 Primer corte, peso humedo
El 14/11/2016 se obtuvo el peso hiumedo: Primer corte de la alfalfa a 10% de floracion.

Bloques (gr)

Tratamientos 1 2 3 Promedio Promedio
(9r/0,27 m?)  Kg/ha

TO 628 639 649 638 23630
T1 623 755 562 640 25185
T2 593 829 624 682 25260
T3 749 692 771 737 27296
T4 633 705 689 676 25037
T5 515 612 425 517 19148
T6 532 703 579 605 22407

Tabla 3: Peso humedo del primer corte.
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Se destacé el T3 sobre el resto y a su vez el T5 quedd bastante por debajo de los

demas tratamientos en cuanto a su produccion, pero con mucha variabilidad de la

produccion en cada bloque.

6.1.2.2 Primer corte, peso seco

El 17/11/2016 se midi6 el peso seco del primer corte de la alfalfa que se obtuvo luego

de 72 horas en estufa a 65-70°C.

Las bolsas fueron pesadas en 100 gramos de materia himeda y luego se pesaron las

mismas después de estar en estufa a 65°C durante 72hs, de esta manera se obtuvo el

porcentaje de materia seca dejando un resultado en Kg/ha que se demuestra en la

siguiente tabla.

Bloques (gr)

Tratamientos 1 2
TO 238,64 272,69
T1 249,2 332,2
T2 225,34 348,18
T3 299,6 297,56
T4 237,91 292,98
T5 200,85 257,04
T6 207,48 281,2

Tabla 4: Peso seco del primer corte.

Peso seco del primer corte

12000,00

000,00

4000,00

Rendimiento Kg/ha

2000,00

0,00
TO T1

T2

€ m2)

279,07
263,56
279,18
316,11
297,45

187
260,55

T3
Tratamientos

T4

Promedio (gr/0,27

263,47
281,65
284,23
304,42
276,11
214,96
249,74

T5

Promedio
(Kg/ha)

9758,02
10431,60
10527,16
11274,94
10226,42

7961,60

9249,75

8000,00

TE

Gréafico 1: Incidencia de cada uno de los tratamientos sobre el rendimiento
del cultivo expresados en Kg de MS por hectérea.

En este caso quedo en evidencia la menor produccion del testigo junto con algunas de

las cepas como la del T5 y T6 y la mayor produccion de T3 en relacion al resto de los

tratamientos.
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Primer corte peso seco

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
MATERIA SECA 21 0,78 0,64 9,48
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 27811,87 8 3476,48 5,40 0,0048
BLOQUES 12785,22 2 6392,61 9,93 0,0029
TRATAMIENTOS 15026,65 6 2504 ,44 3,89 0,0217
Error 7728,63 12 644,05
Total 35540,49 20
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=45,14761
Error: 644,0522 gl: 12
TRATAMIENTOS Medias n E.E.

T5 214,96 3 14,65 A

T6 249,74 3 14,65 A B

TO 263,47 3 14,65 B C
T4 276,11 3 14,65 B C
T1 281,65 3 14,65 B C
T2 284,23 3 14,65 B C
T3 304,42 3 14,65 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Vemos que el test agrupa las combinaciones en 3 grupos. T3 que corresponde a la cepa

B 399 fue la de mayor produccion de MS con diferencia significativa sobre todos los

demas. Ahora también tenemos un grupo intermedio que se diferencia significativamente

sobre un ultimo grupo, caracterizado por los tratamientos mas débiles, produciendo

inclusive menos que el testigo.

6.1.2.3 Segundo corte, peso hiumedo

El 04/01/2017 se realizé el segundo corte de alfalfa en 20% de floracion. Se destacé T1

ampliamente.

Bloques (gr)

Tratamientos 1 2 3 Promedio
(gr/27 m?)
T0 711 804 737 750
T1 1059 1072 838 990
T2 678 837 738 751
T3 826 810 857 818
T4 636 906 696 746
T5 733 808 729 757
T6 666 894 636 732

Tabla 5: Peso humedo del segundo corte.

Promedio
(Kg/ha)

27777
36666
27814
30296
27630
28037
27111
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6.1.2.4 Segundo corte, peso seco
El 11/01/2017 se obtuvo el peso seco luego de estar en estufa a 65°C procediendo de la
misma manera que en el primer corte.
Los pesos fueron parejos, sobresaliendo el T1 y también se noté un cambio positivo en
T3.

Blogues (gr)

Tratamientos 1 2 3 Promedio (gr/0,27 Promedio

m?2) (Kg/ha)
TO 265,5 253,12 384 300,87 11143,46
Tl 413,01 407,36 326,82 382,40 14162,84
T2 264,42 351,54 287,82 301,26 11157,78
T3 322,14 300,3 351,37 324,60 12022,35
T4 241,68 380,52 271,44 297,88 11032,59
T5 285,87 323,2 277,02 295,36 10939,38
T6 233,1 389,6 254,4 292,37 10828,40

Tabla 6: Peso seco del segundo corte.

Peso seco del segundo corte

16000,00

14000,00
12000,00 /\/\

10000,00

8000,00
6000,00

Rendiento Kg/ha

4000,00
2000,00

0,00
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Tratamientos

Grafico 2: Rendimiento de los tratamientos en Kg de MS por hectarea.

Segundo corte peso seco

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
MATERIA SECA 21 0,45 0,08 17,49
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 29282,12 8 3660, 26 1,22 0,3660
BLOQUES 10685,67 2 5342,83 1,78 0,2109
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TRATAMIENTOS 18596,45 6 3099,41 1,03 0,4516
Error 36080,90 12 3006,74

Total 65363,02 20

Test:LSD Fisher Alfa=0,10 DMS=79,79583

Error: 3006,7419 gl: 12

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

T6 292,37 3 31,66 A

T5 295,36 3 31,66 A

T4 297,88 3 31,66 A

TO 300,87 3 31,66 A

T2 301,26 3 31,66 A

T3 324,60 3 31,66 A B
T1 382,40 3 31,66 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,10)

Aqui queda reflejado una diferencia significativa segun el ANOVA dejando una marcada

produccion en dos de las parcelas con tratamientos de inoculacion respecto al testigo.

En este segundo corte paso a tener una destacada diferencia significativa T1 sobre el

resto de los tratamientos, y es acompafnado por T3 con algo menos de potencial pero que

puede ser util para seguir estudiandolo.

6.1.2.5 Produccion total (2 cortes)

Podemos calcular una produccion total de los tratamientos sumando ambos cortes,

marcando claramente las diferencias entre los tratamientos.

Produccion total

Tratamientos ler corte
TO 9758,02
T1 10431,60
T2 10527,16
T3 11274,94
T4 10226,42
T5 7961,60
T6 9249,75

2do corte

11143,46
14162,84
11157,78
12022,35
11032,59
10939,38
10828,40

TOTAL de MS
(Kg/ha)

20901,48
24594,44
21684,94
23297,28
21259,01
18900,99
20078,15

Tabla 7: Calculo de peso total de MS en los dos cortes
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Se puede visualizar en el siguiente grafico, el comportamiento de las cepas en estudio a

lo largo de todo el trabajo realizado.

Total de MS en los dos cortes

30000,00
25000,00
20000,00

15000,00

10000,00
5000,00 I I I I I
0,00
TO T1 T2 T3 T4

Tratamiento

MS (Kg/ha)

T5 T6

M ler corte 2do corte TOTAL de MS (Kg/ha)

Grafico 3: Rendimiento de los tratamientos en Kg de MS por hectarea comparando cada
corte y su respectiva sumatoria.

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
TOTAL de MS (Kg/ha) 14 0,83 0,63 7,92
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 21055654,56 7 3007950,65 4,14 0,0518
Bloque 10042557,17 1 10042557,17 13,82 0,0099
Tratamiento 11013097,38 6 1835516,23 2,53 0,1421
Error 4361002,25 6 726833,71
Total 25416656,80 13

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2086,10307
Error: 726833,7080 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.

T5 9450,49 2 602,84 A

T6 10039, 08 2 602,84 A B

TO 10450,74 2 602,84 A B C
T4 10629,51 2 602,84 A B C
T2 10842 ,47 2 602,84 A B C
T3 11648,65 2 602,84 B C
T1 12297,22 2 602,84 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Podemos ver en el ANOVA que hay diferencia entre bloqgues mostrando una mejor
performance de los tratamientos en el segundo corte, probablemente por la mejor
actividad de los nédulos con el paso del tiempo en la FBN.

En este test, siguiendo una linea similar al segundo corte, podemos confirmar que la
cepa B 399 INTA del T1 se destaco sobre el resto y super6 significativamente al control al

nivel de p 0.05 (5%). También se puede resaltar la buena performance que tuvo B 499
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INTA del T3 dentro del grupo que no resulto con diferencias significativas pudiendo tener
una mejor produccion que todos ellos. Por tal motivo seria recomendable seguir

estudiando también este material para corroborar su comportamiento.

5.2 Ensayo en laboratorio

Se realiz6 un ensayo en camara de crecimiento del laboratorio de Microbiologia
Agricola de la UNNOBA sede Junin, en un ambiente controlado de humedad, fotoperiodo
y temperatura, para realizar la evaluacion de la infectividad y nodulacion generada por
cada uno de los diferentes inoculantes en la planta de alfalfa.

5.2.1 Materiales y métodos
I. Semilla de Alfalfa sin tratar. Se utiliz6 el mismo cultivar que en campo: Victoria con

GRI 6.

[I.  Inoculante en base turba con las 6 cepas experimentales (las mismas que fueron
evaluadas a campo)

lll.  Recipientes de plastico (macetas) de 2 Kg de capacidad, con tres perforaciones en
el fondo de aproximadamente dos milimetros de diametro.

IV. Bolsas plasticas.

V. Bandejas de material plastico, con una altura no inferior a dos centimetros.

VI  Tierra del campo experimental tindalizada (técnica de esterilizacion que consiste en

elevar la temperatura de la tierra a 100°C, tres veces seguidas a intervalos de 24 horas).

Con ello se consigue la destruccion de los microorganismos sin alterar la composicion

guimica del material, para partir de un sustrato estéril y que no influyan bacterias propias

del suelo en la semilla.

VI.  Solucién Buffer para riego:

K2POasH............... 0,59
KPOsHa.................. 0,79
Agua destilada...... 11

5.2.1 Condiciones de camara

|.  Fuente de Luz: 6 tubos Growth-lux por m? y tubos de luz dia en una relacién 2/1.
a- Altura: 40 cm al borde de las macetas.
b- Luminosidad: aproximadamente 4600 lux.

c- Fotoperiodo: 16 horas de luz/8 horas de oscuridad.
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II. Temperaturas: Por medio de un Split (aire acondicionado frio/calor) se gradué la
temperatura teéricamente Optima para la produccion del cultivar en condiciones
controladas asemejandose a la estacion otofio-invierno en la etapa inicial de
crecimiento. De esta manera pudimos manejar temperaturas maximas de 25°C y
minimas entra 15 y 20°C dependiendo del momento del dia. En 20°C durante el dia
y entre 15-20°C durante la noche.

[ll.  Humedad relativa: minima de 65%.

IV. Riego: al comienzo y por arriba, regando con solucion buffer (ph: 7)
aproximadamente 25 ml, luego se mantuvo 1 cm en la bandeja con agua destilada,

cuidando que el estrato superior del sustrato permanezca humedo.

5.2.2 Diseiio del ensayo y procedimiento
Se evalud la infectividad de 6 cepas del género Ensifer (las mismas utilizadas en el
ensayo a campo) en su capacidad de nodular alfalfa en condiciones controladas, mas un
testigo no inoculado como control.

Se empled un disefio en blogues completos al azar (BCA) con 7 tratamientos y 9

bloques.

I.  Inoculacion: Se prepararon 7 bolsas de polietileno con 100 g de semillas de alfalfa
en cada una. Se agreg0 a cada bolsa convenientemente rotulada, 1 g de cada
uno de los inoculantes (en base turba) y 15 ml de solucion de glucosa al 20%. Se
mezclé la semilla con el inoculante durante 10 minutos, al testigo se le agregé
solo la solucién de glucosa.

. Se efectué un cuarteo y luego se separaron por medio de una policubeta 10

semillas para cada maceta.
Se prepararon 9 macetas con 1 Kg de sustrato de tierra tindalizada, para cada
uno de los 7 tratamientos se agrego aproximadamente 130 ml de solucién de
riego hasta saturacion. Para ser equitativo en los proximos momentos de riego
se llevaron a un peso de 1,1 kg c/u de las macetas una vez regadas. Este peso
fue constante durante todo el trabajo para poder corroborar que todas las
macetas estuvieron bajo las mismas condiciones de humedad, de manera que
se pesO cada maceta antes y después de cada momento de riego.

lll. El 19/09/2017 se realiz6 la siembra. Se colocaron 10 semillas tratadas por maceta,
efectuando previamente un orificio a una profundidad no mayor a 2 veces el
tamafio de la semilla. Luego se cubri6 con el sustrato y se compacto

ligeramente.
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IV. Se colocaron las macetas sobre las bandejas plasticas, 9 macetas por tratamiento
un total de 63 macetas.

V. Las macetas fueron colocadas en la camara de crecimiento, en oscuridad hasta
inicio de germinacion.

VI. 24/09/2017 germinaron las plantas con 19°C y se empez6 a utilizar la luz artificial.

VII. Se incubaron respetando el fotoperiodo y las condiciones de temperatura con riego

a peso constante.

5.2.3 Toma de datos
Se conto el numero de emergencia y establecimiento de las 10 semillas utilizadas por

cada maceta.

e Recuento de emergencia
Se produjo el conteo de las semillas emergidas por cada maseta, teniendo en cuenta
gue previamente se habian sembrado 10 semillas en cada recipiente.

Este dato se tomo6 a los 8 dias de la siembra.

e Nodulacion
Se obtuvo el dato una vez alcanzado el tamafio considerable cada planta, dejando
pasar unos 30 dias desde la emergencia. Solo se contaron nodulos en la raiz principal

gue son quienes aportan mejores beneficios a la planta.

6.2 Resultado en laboratorio

Los resultados se expresaran como cantidad de plantas emergidas y porcentaje de

plantas noduladas satisfactoriamente en cada tratamiento.

6.2.1 Recuento de emergencia
Se realizé el dia 27/09/2017.
Se pudo observar que el testigo fue quien menor emergencia tuvo, demostrando un

efecto positivo al inocular la semilla con Encifer meliloti.
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Datos de emergencia

TRATAMIENTOS | 10 T1 T2 T3 T4 T5 T6
N° de N° de N° de N° de N° de N° de N° de

BLOQUES plantas | plantas | plantas | plantas | plantas | plantas | plantas
Bandeja Arriba Izquierda 4 10 10 9 7 10 9
Bandeja Arriba Medio 10 10 9 8 10 8 10
Bandeja Arriba Derecha 10 10 9 10 9 8 10
Bandeja Medio Izquierda 9 9 10 9 9 7 9
Bandeja Medio Medio 9 10 10 7 10 9 10
Bandeja Medio Derecha 7 9 8 8 8 8 10
Bandeja Abajo Izquierda 10 7 10 10 8 7 10
Bandeja abajo Medio 7 9 10 9 9 10 8
Bandeja Abajo Derecha 7 7 9 9 8 9 10
Total plantas emergidas 73 82 84 77 77 74 84

Tabla 7: Se consigna en la tabla el numero de plantas emergidas por maceta a
partir de las 10 semillas sembradas en cada una y un numero de emergencia total

sumando los bloques por cada tratamiento representado en porcentaje.

6.2.2 Nodulacién
Se determiné numero, localizacién y peso de nddulos a los 30 dias de crecimiento de
las plantulas. Hubo una respuesta muy positiva en los tratamientos inoculados

destacandose ampliamente la cepa del T1.

Tratamientos TO T1 T2 T3 T4 T5 | T6
B|0ques PI{N|(IP|  N|P|[N|P|[N|P|N|P|N|P|N
Bandeja Arriba Izquierda alol7l71lals!ls5l2l2l11l0l0la
Bandeja Arriba Medio 8|l0|9|11|5|5|9|11]|6|10]8]|14]| 6] 4
Bandeja Arriba Derecha 71lolsl9|l9l11l5151 6| 7151|0110l 11
Bandeja Medio Izquierda 71lololol2l21l1l12]l713l718111l1
Bandeja Medio Medio 4|06 |10/10|/12| 6|9 |7 |5]|7]10|8]6
Bandeja Medio Derecha ololo9 |17 3|36l 7|2 |114l11]16]09
Bandeja Abajo Izquierda 410l21l2l11l0!/3/11l4ls517111!41]1
Bandeja abajo medio olo|le|6|o]lo|3]|2]2]|0|4|3]|2]2
Bandeja Abajo Derecha 5ol 4|5l 213|513/ 4|2]|6|5|01o0
TOTAL 3910|148 |67 |35|40 43|41 40|34 |48 |42 |41 | 37
Nédulos por plantas en raiz pivotante 0 1,2 0,91 0,99 0,75 0,70 | 0,78

Tabla 8: Nodulacién de las plantas en la raiz principal
Referencias

P: numero de plantas estudiadas

N: namero total de nédulos en las plantas estudiadas
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6.2.3 Analisis estadistico

Los datos, al igual que en el trabajo a campo, son analizados estadisticamente por
medio de analisis de la varianza y del test de Fisher para la diferencia de medias (p menor
de 0,05%), aplicando el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2014).

Se puede observar en los analisis estadisticos la légica diferencia que reflejan los
tratamientos inoculados con respecto al testigo, dejando en evidencia la influencia positiva
gue genera en cuanto al mejor niumero de plantas emergidas y a la mayor nodulacion que
se produce en la raiz principal, promoviendo de esta manera una mejor produccion del

cultivo.

Emergencia en laboratorio

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 A CV

Emergencia 63 0,26 0,04 13,58

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I111)
F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo 24,32 14 1,74 1,20 0,3054

Bloque 9,71 8 1,212 0,84 0,5725

Tratamiento 14,60 6 2,43 1,68 0,1455

Error 69,40 48 1,45

Total 93,71 62

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,13966
Error: 1,4458 gl: 48

Tratamiento Medias n E.E.

TO 8,11 9 0,40 A

T5 8,44 9 0,40 A B
T4 8,67 9 0,40 A B
T3 8,78 9 0,40 A B
T1 9,00 9 0,40 A B
T2 9,44 9 0,40 B
T6 9,56 9 0,40 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En el analisis de varianza la probabilidad asociada (valor p) es mayor al nivel de
significancia a al 5% (0,05) en ambos casos, para las repeticiones y para los tratamientos.

De esta forma confirmamos que no hay heterogeneidad, por lo tanto, no hay diferencia
significativa entre los tratamientos segun el ANOVA.

Si se puede ver que en el test de Fisher se genera una diferencia significativa pudiendo
diferenciarse con una mejor emergencia los tratamientos T2 y T6, también queda en

evidencia la baja emergencia en el TO.
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Grafico 4: Muestra la influencia de las cepas con respecto a la emergencia ocurrida

Nodulacion

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 A CV
Nodulacién 63 0,51 0,37 61,41

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 10,85 14 0,77 3,55 0,0005
Bloque 3,17 8 0,40 1,82 0,0965
Tratamiento 7,67 6 1,28 5,86 0,0001
Error 10,47 48 0,22
Total 21,32 62

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,44271
Error: 0,2182 gl: 48

Tratamiento Medias n E.E.

TO 0,00 9 0,16 A

T5 0,70 9 0,16 B

T4 0,75 9 0,16 B

T6 0,78 9 0,16 B C
T2 0,91 9 0,16 B C
T3 0,99 9 0,16 B C
T1 1,20 9 0,16 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Grafico 5: Promedio de nddulos por plantas ocurridas en cada tratamiento

Una vez analizado los resultados obtenidos en la nodulacién, queda en evidencia la nula
aparicién de nédulos en el TO, por lo que vemos el efecto que produjo la tindalizacion.
Pudiendo de esta manera expresar mejor el estudio de las cepas en cuestion y no hubo
contaminacion de cepas naturalizadas en el suelo.

Se corrobora tal como se hizo en el ensayo a campo, que la cepa B 399 del T1 se
destaca sobre el resto, visualizandose una diferencia significativa en la cantidad de
nodulos producidos en la raiz principal, pudiendo de esta manera estar estrechamente
relacionado a la mayor y mejor produccion de forraje.

Se puede ver que hay un grupo intermedio de tratamientos que tuvieron una mejor
performance que otros y que TO, que como ya dijimos, quedd con 0 nddulos. De estos,
gueda evidenciado que el T3 con la cepa B 499, al igual que en ensayo a campo, podria

ser considerado para tener en cuenta en proximos estudios

7  Discusion

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la aplicacién de cepas de Ensifer
meliloti promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) sobre la semilla de Alfalfa al momento
de la siembra con el objetivo de mejorar la produccién del cultivo.

La aplicacion de diferentes cepas de Ensifer meliloti promovio la nodulacién en todos los
casos y una leve mejora en la emergencia como asi también la mayor produccion de
forraje en los cortes realizados a campo coincidiendo con antecedentes publicados
(Perticari et al, 2011).
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La emergencia se vio mejorada cuando existié tratamiento de inoculacién tanto en el
ensayo a campo como en el laboratorio. Por lo tanto, podemos ver una relacion positiva
en este aspecto. De todas maneras, éste no es el principal motivo para incentivar el
tratamiento de semilla, sino el de produccion de MS total por hectarea.

El ensayo en laboratorio fue convalidado por la ausencia de nédulos en el control sin
tratar. Todas las cepas promovieron la nodulacion pudiéndose destacar en cantidad de
nodulos la cepa B 399 siendo superior al resto de cepas evaluadas, consistente con la
informacion presentada en estudios realizados por otros investigadores (Perticari, 2006).

En los primeros momentos de produccion de esta forrajera, la actividad simbiotica en
sus raices es baja al principio, lo que se atribuye a la demora en el establecimiento de los
nodulos (Vance et al, 1988), esto podria explicar el salto de produccion de MS que se
genera para la cepa B 399 y B 499 en el segundo corte, lo que no se manifiesta en el
primer corte del cultivo.

En cuanto la produccion de forraje, principal componente de estudio, se pudo corroborar
la significativa mejora que hubo en la cepa B 399 y también en la B 499 coincidiendo con

los resultados obtenidos por investigaciones publicadas (Perticari et al, 2006).

8 Conclusion

Segun datos experimentales obtenidos en el trabajo de investigacién del ensayo a
campo realizado en la campafa 2016/17 en el ambiente del Campo Experimental de la
UNNOBA Junin y en la camara de crecimiento del laboratorio se concluye que la
inoculacién con la cepa B 399 INTA es la de mejor performance, siendo la mas estable y
con buena produccién a largo del ciclo del cultivo en la produccién de materia seca de
alfalfa. Asi mismo, podemos afirmar que la cepa B 499 INTA también marcé diferencias
significativas con respecto al testigo en el segundo corte, otorgando un diferencial de

rendimiento positivo.

La utilizacion de PGPR sobre el cultivo de Alfalfa demuestra las mejoras antes
mencionadas con un costo de aplicacion muy bajo teniendo una relacion costo/beneficio
muy buena y mejora el impacto ambiental siendo amigable con el medio ambiente. Por tal
motivo es muy importante seguir investigando y ensayando diferentes cepas a modo de

obtener la més eficiente.
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