LA ACIDEZ DEL SUELO Y SU EFECTO SOBRE LA FIJACION SIMBIOTICA DE
NITROGENO EN LEGUMINOSAS FORRAJERAS'

Soil acidity and its effects on symbiotic nitrogen fixation on pasture legumes

Leticia Barrientos D.?, Ricardo Campillo R.} y Edith Méndez A.?

SUMMARY

During the 1993 season, a field research trial was carried out in a transitional soil, characterized by
high acidity, in the IX Region. The purpose was studying the effects of calcium carbonate over the
establishment of lucerne, berseem, crimson, red and white clover and alfalfa and their impact on the
symbiotic nitrogen fixation.

In absence of lime, the production of dry matter was drastically reduced and a low account and weight
of nodules formed on the roots were obtained. Moreover, a low activity of the nitrogenase enzyme in
the plants nodules was registered. Nitrogenase activity was evaluated through acetylene reduction
assay.

However, in presence of lime (4 ton/ha), there was an important and significant increase of the
parameters referred above, since the toxic aluminium of the soil was neutralized by the carbonate

applied through this management practice.
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INTRODUCCION

Los suelos acidos y la acidificacion de los suelos
son problemas de gran relevancia y en aumento en
la agricultura mundial de altos rendimientos
(Cooper y otros, 1983, Fageria y otros, 1985). Los
suelos acidos limitan tanto el tipo de cultivo que
puede desarrollarse, como su productividad. Algu-
nos cultivos de importancia afectados son las pra-
deras y las leguminosas de grano, los cuales, por
su asociacién con bacterias radicales fijadoras de
nitrégeno hacen una contribucién importante al ba-
lance de nitrégeno de los sistemas agricolas (Flis
y otros, 1993).

La acidificacién es un proceso natural que ocurre
muy lentamente en los suelos con alta pluviometria
como consecuencia de la lenta, pero constante,
pérdida de bases. Sin embargo, ha sido el hombre
quien mayor influencia ha tenido en acelerar este
proceso, al practicar una agricultura intensiva y muy
extractiva, que no ha ido aparejada con una ade-
cuada repaosicién de nutrientes y bases al suelo. Por
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otra parte, la utilizacién indiscriminada de fertili-
zantes de reaccidén acida, especialmente los amo-
niacales, sin considerar sus limitaciones de uso y
la necesidad de neutralizar sus efectos acidificantes
y las caracteristicas de los suelos, ha derivado en
una paulatina acidificacién de los suelos sometidos
a este manejo (Sadzawka y Campillo, 1993).

La acidez del suelo es un problema complejo, de-
bido, en parte, a elevadas concentraciones de iones
H*, especialmente cuando el pH es inferior a 5, a
toxicidad de aluminio y manganeso, y disponibilidad
limitada de calcio, molibdeno y fésforo (Flis, y
otros, 1993). Sin embargo, el principal factor limi-
tante de la productividad de los cultivos en suelos
acidos es la movilizacién del aluminio en la solucién
de suelo, por descenso del pH, el que puede alcan-
zar niveles téxicos para las plantas y organismos
del suelo (Wright, 1989).

Las leguminosas, cuyo crecimiento depende funda-
mentalmente del suministro de nitrégeno prove-
niente de la fijacién simbidtica, son, aparentemente,
mas susceptibles a la toxicidad de aluminio que las
leguminosas que reciben nitrégeno inorgénico
(Wright, 1989; Vance, 1991). La toxicidad de alu-
minio puede tener un efecto perjudicial sobre la
simbiosis Rhizobium - leguminosa, ya sea dafiando
directamente a la planta hospedera, reduciendo la
sobrevivencia del rizobio, o interfiriendo con alguno
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de los estados de la nodulacion y funcionamiento
del proceso simbiético (Holding y Lowe, 1971).

Con el objetivo de estudiar el efecto de la acidez
del suelo y su correccidn con carbonato de calcio,
junto con el impacto sobre la fijacién simbittica de
nitrégeno, se condujo un experimento de campo con
las especies trébol alejandrino (Trifolium alexan-
drinum L.), trébol encarnado (7. incarnatum L.),
trébol rosado (7. pratense L.), trébol blanco (T.
repens L.) y alfalfa (Medicago sativa).

MATERIALES Y METODOS

El sitio experimental se ubicé en un suelo transi-
cional, cercano a Pailahueque, en el valle central
de la comuna de Ercilla, |X Region. Los trata-
mientos de CaCOs_como cal IANSA (83% CaCO,),
fueron incorporados al suelo 25 dias previo al
establecimiento, para permitir que se expresara el
efecto de la cal (tiempo de incubacion). Los trata-
mientos corresponden a un arreglo factorial de las
especies leguminosas y cuatro niveles de CaCO,,
en un disefio de parcelas divididas, con cuatro repe-
ticiones. Para los objetivos de esta evaluacién se
muestred suelo solamente en las parcelas del expe-
rimento con los niveles de 0 y 4 ton/ha de cal. En
esta oportunidad se tomaron muestras de suelo con
barreno (0-7,5 cm), por bloque, para su caracte-
rizacion. Al momento de la siembra, se muestred
suelo por parcela para determinar la influencia del
encalado, es decir, determinar si se habfa mani-
festado o no el efecto de la cal. Las muestras se
enviaron al Laboratorio de Anélisis de Suelos y
Plantas, de la Estacion Experimental Carillanca,
perteneciente al Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias, para los anélisis quimicos correspon-
dientes.

La siembra del experimento se realizé en abril de
1993 con las especies forrajeras trébol alejandrino,
trébol encarnado, trébol rosado, trébol blanco y
alfalfa, cuyas semillas se inocutaron con un pro-
ducto comercial especifico, obtenido en PROBICAL,
y se recubrieron con carbonato de calcio (30% por
kilo de semilia).

La fertilizacién base incluy6é 50 kg/ha de fésforo
como superfosfato triple y 200 kg/ha de potasio
como KCI. Posteriormente, se aplicaron 58 kg/ha
de K, 70 kg/ha de S y 50 kg/ha de Mg como
Sulpomag.

Alos 90, 120 y 150 dias después de la emergencia
de las especies leguminosas, se tomaron, al azar,
diez plantas por parcela y a cada una de ellas se
les determin6 el nimero, peso de nédulos y materia
seca producida por la parte aérea (Vincent, 1982).

En terreno, se determiné la actividad de la enzima
nitrogenasa, mediante la técnica reduccién de aceti-
leno, incubando las plantas con su sistema radical
intacto en jarros herméticos, durante 1 hora en un
ambiente con 10% (v/v) de acetileno, metodologia
propuesta por Hardy y otros (1973). El acetileno y
etileno se determinaron en un cromatégrafo de
gases Perkin Elmer 8600, equipado con un detector
de ionizaciéon de llama y columna empacada Pora-
pak N.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis quimico inicial de este suelo (Cuadro 1)
muestra un pH fuertemente 4cido, con muy bajo
contenido de calcio, magnesio y suma de bases.
Paralelamente, se observan niveles muy altos de
aluminio de intercambio y de saturacién de alumi-
nio, lo que contrasta con el alto contenido de fésforo
disponible del suelo (28 mg/kg). Todos los para-
metros de acidez confirman el grado de deterioro
que presenta este suelo, derivado de un uso exce-
sivo de fertilizantes amoniacales aplicados por un
periodo de ocho a diez afios a los cultivos de la
rotacion.

CUADRO 1. Caracteristicas quimicas
del suelo Pailahueque

TABLE 1. Chemical characteristics of Pailahueque soil

Tratamientos

0 4
Anilisis CaCo,, ton/ha
Fésforo Olsen, mg/kg 28,0 28,0
pH en agua (1:2,5) 53 6,0
pH CaCl, (1:2,5) 4.6 54
Calcio intercambiable, cmol(+)/kg 21 10,6
Magnesio intercambiable, cmol(+)/kg 0,5 0,9
Suma de bases, cmol(+)/kg 3,4 123
Aluminio intercambiable, cmoi(+)/kg 1,3 0,0
Saturacion de aluminio, % 27,0 0,0

Con la aplicacién de 4 ton/ha de CaCO, se advierte
un cambio radical de los factores quimicos que
estdn causando problemas de acidez (Cuadro 1).
Es aslf como el pH, calcio y magnesio de intercam-
bio y la suma de bases se incrementan a valores
normales, mientras que los niveles de aluminio de
intercambio y saturacién de aluminio desaparecen.
Es decir, la aplicacién de 4 ton/ha de CaCO, per-
mitié normalizar completamente los parametros que
caracterizan la acidez quimica del suelo.
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El efecto detrimental de las condiciones acidas del
suelo se manifiesta claramente en |a etapa de esta-
blecimiento de estas leguminosas. Cuando no se
aplicé cal, se restringié drasticamente la produc-
cion de materia seca (Figura 1). Esto se deberia a
los dafios que causa la toxicidad de aluminio en el
sistema radical, lo que también provoca el retraso
en el desarrollo de la planta. Al respecto, Wright
(1989), sefiala que el crecimiento de las raices se
restringe severamente por el dafio que causa el
exceso del aluminio. Los apices radicales y las rai-
ces laterales se adelgazan, y las ramificaciones
finas y pelos radicales se reducen. A consecuencia
de ésto, las raices dafiadas por Al pueden explorar
un volumen limitado de suelo, y presentan serias
limitaciones para absorber nutrientes y agua. El
exceso de Al en el suelo interfiere con la captacion,
transporte y utilizacién de nutrientes esenciales,
tales como Ca, Mg, K, P y Fe. A nivel celular, la
toxicidad de Al afecta la estructura y funcionamiento
de la membrana, la sintesis de DNA y la mitosis,
la elongacidn celular y la nutricién mineral y el me-
tabolismo (Fageria y otros, 1988).
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FIGURA 1. Produccién de materia seca de las leguminosas con y
sin encalado del suelo. Cifras con distinta letra en sentido vertical
indican diferencias significativas, de acuerdo a la Prueba de Duncan
(P < 0,05).

FIGURE 1. Dry matter production of iegumes with and without lime.
Figures with different vertical letter show significant differences
according o Duncan Test (P < 0.05).

La toxicidad de Al en leguminosas en simbiosis, ha
recibido poca atencidn, a pesar del hecho que, bajo
estas condiciones, la respuesta de la planta puede
ser diferente a la respuesta en la presencia de
nitrégeno combinado. En experimentos con Stylo-
santhes nodulado y no nodulado, creciendo con
nitrégeno combinado, Carvalho y otros (1981), con-
cluyeron que las plantas noduladas eran mas sen-
sibles al aluminio que las plantas que reciblan nitrg-
geno mineral.
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En el caso especifico de las leguminosas forrajeras,
el dafio mas importante ocurre en el mecanismo
de la fijacién de nitrégeno. Las limitaciones provo-
cadas por la toxicidad de Al puede afectar cualquier
etapa de la simbiosis Rhizobium - leguminosa,
como por ejemplo, la sobrevivencia del Rhizobium
en el suelo, su multiplicaciéon en la rizésfera, la
infeccién de las raices, la formacion y funciona-
miento de los nddulos y el crecimiento de ia planta
huésped (Cooper y otros, 1983). Esto se refleja cla-
ramente en este ensayo por la fuerte disminucién
del nimero (Figura 2) y peso de nédulos (Figura 3)
formados en las raices de las plantas que crecen
sin encalado y, en la baja actividad de la enzima
nitrogenasa (Figura 4), responsable de la fijacién
de nitrégeno. Los datos correspondientes a la eva-
luacién efectuada a los 150 dias, presentan similar
tendencia que aquellos medidos a los 120 dias
(datos no presentados).

Munns (1968) y Lie (1969), trabajando con alfalfa
y arvejas en condiciones controladas, sugirieron
una etapa “acido sensible” en el proceso de infec-
cién, la que ocurrirfa en las primeras 12 horas des-
pués de la inoculacién, a bajo pH (menor a pH §,5).
Esta etapa coincidiria con el curvamiento de los
pelos radicales. Esta temprana etapa del proceso
de infeccién, que es inhibida por bajo pH, es con-
siderada como mas adversa si la concentracién de
Ca es baja (Munns, 1970). Alva y otros (1986), de-
mostraron que el aumento de la concentracién de
Ca presenta un efecto benéfico para el crecimiento
de las raices bajo estrés de Al, y esta respuesta
era variable dependiendo de la especie vegetal.
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FIGURA 2. Numero de nodulos radicales de las leguminosas cony
sin encalado del suelo. Cifras con distinta letra en sentido vertical
indican diferencias significativas, de acuerdo a la Prueba de Duncan
(P £0,05).

FIGURE 2. Nodule numbers in roots of legumes with and without
lime. Figures with different vartical letter show significant differences
according to Duncan Test (P < 0.05).
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FIGURA 3. Peso de nédulos radicales de las leguminosas con y sin
encalado del suelo. Cifras con distinta letra en sentido vertical
indican diferencias significativas, de acuerdo a la Prueba de Duncan
(P £ 0,05).

FIGURE 3. Root nodule weigths of legumes with and without lime.
Figures with different vertical letter show significant differences
according to Duncan Test (P < 0.05).
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FIGURA 4. Actividad reductora de acetileno de las leguminosas con
y sin encalado del suelo. Cifras con distinta letra en sentido vertical
indican diferencias significativas, de acuerdo a la Prueba de Duncan
(P £0,05).

FIGURE 4. Acetylene reduction assay of legumes with and without
lime. Figures with different vertical letter show significant differences
according to Duncan Test (P s 0.05).

Richardson y otros (1988), en estudios con T.
repens, obtuvieron marcadas disminuciones en el
nimero de nddulos, aln a bajas concentraciones
de aluminio, pero con bajo pH (menor a pH 4,5).
Sin embargo, la influencia precisa del Al en la
simbiosis no esta bien entendida. Estos mismos
autores mostraron que el Al afecta el crecimiento
de R. trifolii tanto en solucién como en la rizésfera
de la planta.

Los dafos causados por el exceso de aluminio
directamente sobre el huésped, tales como cambios
en la morfologia de la superficie de las ralces y
disminuciéon de la formacién de pelos radicales,
interferirdn también con los procesos de infeccién
y formacién de nédulos.

La toxicidad del aluminio para las leguminosas es
importante en suelos acidos que contienen canti-
dades elevadas de Al intercambiable. La mayoria
de los datos seflalados por la literatura se han obte-
nido en soluciones nutritivas con Al, por lo que de-
ben ser interpretados con precaucién, debido a las
dificultades en mantener concentraciones constan-
tes de este elemento en solucién, pero pueden
obtenerse algunas conclusiones generales. El
crecimiento de las leguminosas sensibles, tales
como Medicago sativa, esta limitado por concen-
traciones de 20 uM de Al en solucién, y se inhibe
completamente por soluciones con concentraciones
de 80 uM de Al (Andrew y otros, 1973). La capta-
cién y translocacién de fésforo y calcio puede ser
reducido en presencia de aluminio (Andrew y otros,
1973, Clarkson, 1965; Munns, 1965).

En cambio, en presencia de dosis adecuadas de
cal (4 ton/ha), hay un importante aumento de la
materia seca producida, del namero y peso de los
nédulos y de la actividad de la enzima nitrogenasa,
puesto que el aluminio téxico de la solucién del
suelo ha sido neutralizado por el carbonato aplicado
por dicha enmienda, proporcionando asi{ un ambien-
te favorable para que el mecanismo de la fijacién
simbiética de nitrégeno opere eficientemente
(Munns, 1970; UrzGa, 1991). De esta manera, las
leguminosas pueden hacer uso de un nitrégeno
gratuito proveniente del aire, con el consiguiente
ahorro de fertilizantes nitrogenados para el sistema
productivo.

Las especies vegetales y los genotipos dentro de
una especie varfan ampliamente en su tolerancia
al aluminio. Esta tolerancia puede ser exhibida en
términos de mejor crecimiento de las partes radical
y aérea, lo que se traduce en una utilizacién mas
eficiente de nutrientes. Wright (1989), sefala que
el uso de plantas tolerantes al Al ofrece una solu-
cién parcial a problemas de toxicidad de Al en
suelos donde la aplicacién de cal no es factible ni
econdémica ni técnicamente.

Es interesante sefalar que las diferentes especies
de leguminosas forrajeras presentan distintos gra-
dos de sensibilidad a la toxicidad por aluminio en
suelos acidos. Esto también se aprecia en los
resultados obtenidos, donde la alfalfa aparece como
la especie mas afectada por esta condicién de
acidez, puesto que, practicamente, desaparece en
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las parcelas que no recibieron cal. En cambio, los
tréboles anuales, aparentemente, mostrarian una
mayor tolerancia relativa al aluminio del suelo, lo
que concuerda con lo indicado por Flis y otros
(1993). De acuerdo a los resultados, la sensibilidad
al Al de las especies, en orden decreciente, seria
trébol alejandrino, trébol encarnado, trébol rosado,
trébol blanco y alfalfa.
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A pesar que las plantas leguminosas tienen una
tolerancia menor a la acidez, se ha demostrado que
Medicago sativa L., Glycine wightii L. y algunas
especies de tréboles pueden crecer bien en solu-
ciones de cultivo a pH 4,0. Estos hallazgos sugieren
que una seleccién apropiada de cepas de Rhizo-
bium, para tolerancia a la acidez, puede mejorar
la nodulacién y la efectividad simbidtica en suelos
acidos.

RESUMEN

En la temporada 1993, se realizé un experimento
de campo, en un suelo transicional de la |X Region,
caracterizado por su gran acidez, para estudiar el
efecto del carbonato de calcio en el establecimiento
de trébol encarnado, trébol alejandrino, trébol
rosado, trébol blanco y alfaifa, y su impacto sobre
la fijacién simbiética de nitrégeno.

En ausencia de cal, se restringié drasticamente la
produccién de materia seca y se obtuvo un bajo
recuento y peso de nédulos formados en las raices.
Ademas, se constatd una baja actividad de la enzi-

ma nitrogenasa en los nédulos de las plantas, eva-
luada a través de la técnica reduccién de acetileno.

En cambio, en presencia de cal (4 ton/ha), hay un
importante y significativo aumento de los parame-
tros sefialados anteriormente, puesto que el alumi-
nio téxico de la solucién del suelo ha sido neu-
tralizado por el carbonato aplicado por dicha
enmienda.

Palabras claves: leguminosas forrajeras, suelo,
acidez, fijacion de nitrégeno.
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