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RESUMEN

En el presente trabajo se estudid la influencia del pH sobre el crecimiento de 2 cepas de Rhizobium
meliloti es un medio liquido que permite alcanzar altas concentraciones celulares en tiempos cortos de
proceso. Ademas se considerd la supervivencia de las mismas cepas en soportes sobre la base de turba a di-
ferentes pH iniciales. Por altimo se estudi6 el comportamiento de los inoculantes obtenidos en experimen-
tos realizadas en campo. Se alcanzaron concentraciones celulares del orden de 1010 células/mililitro en 26
horas de proceso, utilizando un medio balanceado y pH inicial 6.5-7.0. EI mayor crecimiento y supervi-
vencia en la turba fueron obtenidos en los inoculantes con pH inicial 6,5 y 7,0 y en los cuales, a los 180
dias, la viabilidad fue del orden de 1010 células/gramo. En las experiencias en campo la mayor nodulacion
y peso seco de la parte aérea de las plantas fueron obtenidas con los inoculantes de pH 6,5 y 7,0. Los ensa-
yos de crecimiento en medio liquido y supervivencia en turba muestran buena correlacién e indican que
las cepas ensayadas son sensibles a valores inferiores a pH 6,5.

ALFALFA INOCULANTS. EFFECT OF pH ON THE GROWTH AND SURVIVAL OF
Rhizobium meliloti STRAINS

SUMMARY

The objetive of this study was to determine the pH influence on the growth of Rhizobium meliloti in
liquid medium and the survival on a peat base inoculants of strains used in inoculants production, whose
performance was tested later on field trials. In a balanced medium with an initial pH 6.5-7.0 a cellular
concentration of 1010 cell/ml in 26 hours process was obtained. The number of viable cells after 6 month
storage on irradiated peat was about 1010 cell/g for pH values of 6.5 and 7.0. In field trials the best nodu-
lation and dry weight were observed with inoculants of 6.5 and 7.0 values. Growth experiences in liquid
medium and viability on irradiated peat indicated that the studied Rhizobium meliloti strains are sensible
to pH values lower than 6.5.
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INTRODUCCION

Entre las caracteristicas que deben pre-
sentar las cepas de Rhizobium destinadas a la
inoculacion de leguminosas se destacan entre
otras: buen comportamiento en todas las
etapas de obtencion del inoculante y funda-
mentalmente alta capacidad de nodulacién y
fijacion de nitrégeno frente a la planta hués-
ped para diferentes condiciones de suelo y
clima. La dificultad de disponer de cepas que
cumplan con todos estos requisitos lleva a la
necesidad de seleccionar las que mejor se
adapten a las exigencias requeridas. Entre los
numerosos factores que afectan el comporta-
miento del Rhizobium, el pH del suelo es
uno de los mas conocidos y ha conducido a
proponer distintas soluciones a fin de supe-
rar las limitaciones en la nodulacién vy fija-
cién de nitrdgeno debidas a dicho parame-
tro. El uso de cepas tolerantes a bajos valores
de pH es una de las propuestas para resolver
el problema de la acidez de los suelos donde
se cultiva alfalfa. La capacidad del Rhizo-
bium para tolerar bajos valores de pH en me-
dios liquidos tiene, segin Keyser et al
(1979), valor predictivo en la preseleccién de
cepas que forman nodulos efectivos frente a
su leguminosa en suelos &cidos. La tolerancia
a la acidez ha sido estudiada por Date y
Halliday (1979) en experiencias de creci-
miento en medio liquido utilizando fuentes
de carbono que permiten mantener el pH ini-
cial durante el desarrollo celular. Por otra
parte Keyser y Munns (1979) siguen el creci-
miento en medios con manitol empleando
muy bajas concentraciones iniciales de célu-
las y encuentran que hasta valores de 107 cé-
lulas/mililitros no se producen variaciones
del pH. Si bien ambas técnicas son recomen-
dadas por su simplicidad, el tiempo requeri-
do para evaluar el crecimiento insume no
menos de 10 dias. Teniendo en cuenta que
parte de los suelos donde se siembra alfalfa
son de naturaleza &cida y en razon de que
Rhizobium meliloti es una de las especies de
crecimiento rapido menos tolerante a la aci-
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dez (Vincent, 1977), resulta importante esta-
blecer la sensibilidad al pH de las cepas que
se utilizan en la inoculacion de alfalfa. En el
presente trabajo se estudio la influencia del
pH sobre el crecimiento de dos cepas de Rhi-
zobium meliloti eii un medio liquido de pro-
duccion que permite alcanzar altas concen-
traciones en tiempos cortos de proceso. Por
otra parte se considera la supervivencia de las
cepas ensayadas en soportes sobre la base de
turba a diferentes pH. Por Gltimo se estudid
el comportamiento de los inoculantes obte-
nidos en experiencias realizadas en campo.

MATERIALES Y METODOS
Cepas

Se utilizaron dos cepas de Rhizobium
meliloti identificadas con las siglas B310 y B
323 suministradas por INTA Castelar.

Medios

Los estudios de crecimiento fueron efec-
tuados en un medio industrial de produccion
de la siguiente composicion: (g/l) Sacarosa
10,00; P04HK2 0,50; S04Mg 7H20 0,20;
CINa 0,10; NO3K 0,80; agua de levadura
100 mi; solucién al 10% S04Mn 0,10 ml y
solucién al 10% de CI3Fe 0,10 ml (Balatti y
Mazza, 1978). El medio inoculo fue de com-
posicion similar salvo que se utilizd 5 ¢g/1 de
sacarosa y el agua de levadura se reemplazé
por extracto de levadura Oxoid en la concen-
tracion de 1 g/litro.

Inoculo

Los inéculos fueron preparados a partir
de un desarrollo en medio s6lido (medio in6-
culo adicionado de 15 gramos/litro de agar)
y transferido a las 24 horas de proceso. En
todos los casos la concentracion inicial de
inoculo se ajustd a 108 células/mililitro.
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Crecimiento celular

La evolucion del crecimiento se realizd
mediante determinaciones de densidad opti-
ca en un espectrofotdmetro Spectronic 20 a

600 nm y por recuento del nimero de célu-
las viables.

Obtencién de las suspensiones
de Rhizobium

El pH de los medios fue ajustado a los
valores de 5,75; 6,00; 6,50; 7,00 y 7,50 em-
pleando HC1 6 NaOH 1 normal después de su
esterilizacion a 121°C durante 15 minutos.
Los in6culos fueron desarrollados en erlen-
meyers de 250 ml con 50 ml de medio,
mientras que los procesos fermentativos fue-
ron realizados en erlenmeyers de 1.000 ml
con 200 ml de medio. Estos experimentos se
hicieron en agitador rotatorio a 250 r.p.m. y
2,5 cm de excentricidad en cuarto estufa a
28° centigrados.

Preparacién de inoculantes

Como material soporte se empled turba
de Tierra del Fuego secada al 10 por ciento
de humedad, molida y tamizada por malla
N° 200. Se prepararon soportes con diferen-
tes valores de pH (6,00; 6,30; 6,50 y 7,00)
por neutralizaciéon con CaCOs. Este material
fue colocado en bolsas de polietileno y trata-
do con radiaciones gamma (5 Mrd) en la Co-
mision Nacional de Energia Atdmica. La im-
pregnaciéon se realizd inyectando en cada
bolsa y en forma aséptica la cantidad de un
mismo cultivo obtenido en pH 6,5 para lo-
grar una humedad final del 55 por ciento.
Los inoculantes fueron mantenidos a la tem-
peratura de 20°C.

Disefio de experimentos en campo

Se efectuaron en un suelo de pH 6,1-6,2
en la region centro-oeste de la Prov. de Bue-

nos Aires. Se empled un disefio de bloques al
azar con 4 repeticiones en parcelas de 12 li-
neas de 6,0 m de largo, distanciadas 0,2 m
entre si. Las unidades experimentales esta-
ban separadas por caminos de 1 metro, tra-
zandose en el medio y a lo largo de aquellos,
zanjas de 0,3 m de ancho e igual profundi-
dad. La siembra se realizé a razén de 10 kg
por ha utilizando semilla de alfalfa ecotipo
pampeano. La inoculacién se efectué mez-
clando la semilla y los distintos inoculantes,
a los 150 dias de su preparacion, antes de
procederse a la siembra. Se adiciond la dosis
de inoculantes en la relacion de 250 gramos
para 25 kg de semilla. A los 60 dias de la ger-
minacion se procedi6 al recuento de nodulos
y se determind la materia seca de la parte aé-
rea de las plantas. Con los datos obtenidos se
realizé el andlisis de la variancia y se aplico la
prueba de Duncan con el nivel de 5 por cien-
to de probabilidad. Se utiliz6 un programa
de regresion lineal.

RESULTADOS

En las Figuras 1y 2 se presentan los re-
sultados de las experiencias de crecimiento
en medio liquido para ambas cepas desarro-
Iladas a distintos valores iniciales de pH. Se
observa que a pH 5,75 practicamente no se
obtuvo crecimiento. A los valores de pH 6,0
el crecimiento resulté limitado mientras que
los mayores valores de densidad éptica se al-
canzaron a pH 6,5 y 7,0 siendo el nimero de
viables a las 26 horas de proceso y para am-
bas cepas del orden de 1010 células/mililitro.
Las curvas de evolucion de pH muestran para
los medios con valores iniciales de 6,5; 7,0 y
7,5 un comportamiento similar con un ligero
descenso durante la etapa de maxima veloci-
dad de crecimiento y posterior incremento
en las ultimas horas del proceso. Las expe-
riencias realizadas a pH maés bajos (5,75 y
6,0) muestran una evolucion diferente con

tendencia a una continua disminucion.
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En las Figuras 3 y 4 se representan los
valores de células viables y pH de los inocu-
lantes estudiados en funcién del tiempo. Los
mayores niveles de células corresponden a
los inoculantes con pH iniciales 6,5 y 7,0.
También se observa un incremento del nu-
mero de microorganismos durante las prime-
ras cuatro semanas y a partir de ese momen-
to el namero de células viables disminuye se-
gin una cinética diferente para cada pH.

En el Cuadro 1, donde se indican los re-
sultados de los experimentos en campo, se
observa que, para ambas cepas, la mayor no-
dulaciéon y materia seca del forraje fueron
obtenidas en los ensayos donde se utilizaron
inoculantes con valores iniciales de pH 6,5
y 7,0.

DISCUSION

Analizando los resultados obtenidos en
medio liquido, la limitacion en el crecimien-
to y disminucién de pH que se observa a
5,75 y 6,00 (Figuras 1y 2) pueden ser expli-
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cados en razon de que dicho pardmetro afec-
ta al medio de cultivo y a la membrana celu-
lar, modificando el transporte de solutos con
alteracion del metabolismo microbiano (Pirt,
1975 y Kallas y Castenholz, 1982).

Considerando los experimentos en tur-
ba, el crecimiento que se observa hasta los
30 dias de su impregnacion es debido al
aporte de nutrientes que provienen del so-
porte y del medio que acompafia al Rhizo-
bium. Las causas que conducen a un menor
crecimiento y viabilidad celular inoculantes
de pH 6,0 y 6,3, serian las mismas que limi-
tan el desarrollo celular en medio liquido. La
evolucion de pH de los inoculantes, muestra
una tendencia a su disminucion. Este com-
portamiento, distinto a lo que ocurre en me-
dio liquido, puede ser atribuido a la diferen-
te composicion del material soporte, ya que
la produccién de acidez o alcalinidad no de-
pende Unicamente de la cepa sino de su in-
teraccion con el medio.

Los resultados de los estudios en medio
liquido son similares a los obtenidos por
Keyser, Munns y Hoheberg, (1979) y Cooper
(1982); pero dichos investigadores emplea-
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ron cultivos con concentracion inicial de mi-
croorganismos mas baja, lo que insume ma-
yores tiempos de proceso.

En cuanto a los experimentos en campo,
los cuales deben ser considerados como preli-
minares, los mejores resultados obtenidos
con los inoculantes a pH 6,5 y 7,0 podrian
atribuirse a un mayor nimero de microorga-
nismos incorporados por dichos preparados.
Ademas se podria pensar que la mayor su-
pervivencia a esos valores de pH seria el re-
sultado de el menor estrés a que estarian so-
metidos los microorganismos presentando
los rhizobios un estado fisiolégico mas favo-
rable para la nodulacién.

CONCLUSIONES

Los experimentos en medio liquido y de
supervivencia en turba indican que las dos
cepas de Rhizobium meliloti empleadas
(B 310 y B 323) son sensibles a valores de
pH inferiores a 6,5.
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