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Resumen: El objetivo del estudio fue analizar bajo distin-
tos escenarios de simulacion de cambio climatico (CO, y
temperatura elevados), el efecto de tres cepas de Sinorhi-
zobium meliloti, en la produccion, calidad y digestibilidad
in-vitro de la alfalfa. Las alfalfas mas productivas en su
primer corte durante el mes de noviembre fueron las ino-
culadas con la cepa 102F34, seguidas por la 102F78 y la
1032GMI. EI CO, y la temperatura elevados aumentaron
el contenido en fibras, disminuyendo la digestibilidad in-
vitro de la materia seca en las plantas inoculadas con las
cepas 102F78 y 1032GMI. La proteina bruta, un indica-
dor de la calidad del forraje, descendié en condiciones
de CO, y temperatura elevados, independientemente de
la cepa inoculada. Si bien las plantas inoculadas con la
cepa 102F78 produjeron forraje con mayor concentracion
de proteina bruta, la mayor digestibilidad obtenida con la
cepa 102F34, hizo que de las tres cepas analizadas, sea
ésta la mas adecuada en el escenario de cambio climéatico
estudiado.

Palabras clave: didxido de carbono, alta temperatura, in-
vernaderos de gradiente térmico, digestibilidad in-vitro de
la materia seca.
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Abstract: Elevated CO, may decrease alfalfa forage quality
and in-vitro digestibility through a drop in crude protein and
an enhancement of fibre content. The aim of the present stu-
dy was to analyze the effect of elevated CO,, elevated tem-
perature and Sinorhizobium meliloti strains on alfalfa yield,
forage quality and in-vitro dry matter digestibility. Shoot dry
matter under elevated CO, and temperature was different
depending on the S. meliloti strain, with 102F34 inoculated
plants being the most productive, followed by 102F78, and
then 1032GMI. Plants inoculated with the 102F34 strain did
not enhance neutral or acid detergent fibre under elevated
CO, or temperature and hence, in-vitro dry matter digesti-
bility was unaffected. Crude protein content, an indicator of
forage quality, was negatively related to shoot yield. Plants
inoculated with 102F78 showed a similar shoot yield to those
inoculated with 102F34, but had higher crude protein con-
tent at elevated CO, and temperature. Under these clima-
te change conditions, 102F78 inoculated plants produced
more quality forage. However, the higher digestibility of plants
inoculated with the 102F34 strain under any CO, or tempera-
ture conditions, makes them more suitable for growing under
applied experimental climate change conditions.

Key words: carbon dioxide, high temperature, temperature
gradient greenhouses, in-vitro dry matter digestibility.

egun el IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) la concentracion

atmosférica de CO, pasara de 392 pmol mol" a 700 umol mol" para finales de

siglo. Asimismo, el calentamiento global producido por el incremento del CO,
podria aumentar la temperatura media del planeta en 4 °C (IPCC, 2007).
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Las plantas en ambientes con CO, elevado durante largos periodos de tiempo dis-
minuyen la fotosintesis (aclimatacion fotosintética) y, como consecuencia, la produccién.
Sin embargo, se ha descrito que la respuesta al CO, elevado depende de diversos factores,
como disponibilidad de N, temperatura, intensidad de luz, etc. (Aranjuelo et al., 2005); ob-
servandose que la alta temperatura aumenta la produccién de alfalfa expuesta a CO, eleva-
do. La disponibilidad de N es otro factor critico, que limita la fotosintesis y el crecimiento
en condiciones de CO, elevado. Asi, un aporte extra de N puede evitar la aparicion de la
aclimatacidn fotosintética (Sanz-Séez et al., 2010). La disminucién del contenido de N de
la parte aérea crecida en una atmdsfera de CO, elevado, se correlaciona con la calidad del
forraje, ya que un descenso en el contenido de N, implica una caida en el contenido de pro-
teina bruta (CP) (Campbell et al.,, 2000). El CO, elevado también incrementa el contenido
en fibras, disminuyendo su digestibilidad in-vitro para el ganado y, por tanto, su calidad.

La alfalfa en simbiosis con bacterias del género Sinorhizobium, al poseer una fuente
extra de N, suele mostrar mayor estimulacion de la fotosintesis y crecimiento en CO,
elevado (Aranjuelo et al., 2005). Por lo tanto, la inoculacién con cepas de S. meliloti alta-
mente eficientes, podria inhibir la aparicién de la aclimatacion fotosintética y aumentar
la produccién y calidad de la alfalfa crecida en CO, elevado (Bertrand et al., 2007).

El objetivo de este trabajo, fue analizar el efecto del CO, elevado, la alta tempera-
turayla cepa de S. meliloti en la produccién, calidad y digestibilidad in-vitro del primer
corte de plantas de alfalfa en su primer afio de crecimiento.

MATERIAL Y METODOS
Material biolégico y disefio experimental

El experimento se llevé acabo entre el 20 de septiembre (siembra) y el 20 de no-
viembre de 2009 (cosecha final) en invernaderos de gradiente térmico (IGT) (Aran-
juelo et al., 2005). Se sembraron plantulas de Medicago sativa cv. Aragdn en macetas
de 13 Ly se inocularon con las diferentes cepas de S. meliloti. A plantulas de 30 dias de
edad se les aplicaron doce tratamientos resultantes de la combinacién lineal de: CO,
(ambiente vs 700 umol mol*), temperatura ambiente vs ambiente + 4 °C y cepa de S.
meliloti (102F78, 102F34 y 1032GMI). La temperatura media del periodo luminoso
durante todo el experimento fue de 13,9°C en el tratamiento ambiente (correspon-
diendo a 750 grados-dia) y de 4°C mas en el tratamiento de temperatura elevada (870
grados-dia). El fotoperiodo oscil6 entre 12,18 horas el 20 de septiembre a 9,36 horas el
20 de noviembre. Las plantas con una altura media de 50 cm, se cosecharon al inicio de
la floracion (67 dias de edad). Se analiz6 el primer corte y el experimento se repitié dos
afios consecutivos, utilizindose 4 macetas por tratamiento/afio.

Crecimiento, contenido en fibras, digestibilidad in-vitro de la materia
seca, contenido en N y carbohidratos no estructurales

Hojas y tallos se cosecharon, se secaron a 60 °C en estufa y se determiné la ma-
teria seca de la parte aérea (SDM). Para los analisis de fibra neutro detergente (NDF)
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y fibra acido detergente (ADF) se utiliz6 espectroscopia de reflectancia de infrarrojo
cercano (NIRS, FOSSNIR Systems 6500, Silver Spring, MD, USA). Més detalles sobre
la técnica y calibracion en Van Soest et al., 1991. La digestibilidad in-vitro de la materia
seca (IVDMD) se determind mediante el método de la pepsina-celulasa (Aufrére y
Demarquilly, 1989). EI N se determind con un analizador elemental (EA1108, Series 1,
Carlo Erba Instrumentazione, Milan, Italy), y expres6 como mg g SDM™. El contenido
de proteina bruta (CP) se calculé como el contenido en N x 6,5. Los carbohidratos no
estructurales (NSC), se calcularon como la suma del contenido de azicares solubles
totales (AST) (Yemm y Willis, 1954) y almidén (Jarvis y Walker, 1993).

Analisis estadistico

Se realizo mediante un ANOVA de tres factores (factorial 2 x 2 x 3) (SPSS v.15.0)
(CO, primero, temperatura segundo y cepa tercer factor respectivamente).

RESULTADOS Y DISCUSION

El CO, elevado no aumentd la materia seca de la parte aérea (SDM) en tempera-
tura ambiente. La combinacién de CO, y temperatura elevados resulté en una mayor
SDM (fig. 1). Esto concuerda con estudios previos, en los que se demuestra que el efec-
to del CO, sobre el crecimiento aumenta en alta temperatura (Aranjuelo et al., 2005).
La combinacién alfalfa-Sinorhizobium que mas produccién presentd, fue la inoculada
con la cepa 102F34 (40,5% del total de la SDM producida por todas las plantas), segui-
da de 102F78 (34,7%) y 1032GMI (24,8%) (fig. 1). Esta diferencia en la SDM producida
por las diferentes cepas, pudo deberse a diferencias en el coste de C dela fijacion de N,
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Figura 1. Efecto del CO, (ambiente, alrededor de 400 pmol mol”o elevado, 700
pmol mol ™), temperatura (ambiente o ambiente +4°C) e inoculacion con S. meliloti
(102F78, 102F34 y 1032GMI) en la materia seca de la parte aérea (SDM, g DM
planta ). Las barras representan la media + SE; n = 4. Las barras con distinta letra
son significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con el test LSD.
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El CO, elevado en temperatura ambiente, aumento el contenido de NDF y ADF
con la cepa 102F78, no mostrandose descenso en la digestibilidad in-vitro de la ma-
teria seca (IVDMD) (fig. 2). Por el contrario, al someter las plantas al tratamiento de
temperatura elevada, el contenido de NDF y ADF aumentd para todas las cepas tanto
en CO, ambiente como elevado; observandose descenso de la IVDMD con las cepas
102F78 y 1032GMI (fig.2). Estos resultados apoyan los obtenidos por Bertrand et al.
(2007), que observaron que la variacién de ADF y NDF en condiciones de CO, eleva-
do, es dependiente de la cepa inoculada. Este aumento en el contenido en fibras con
CO, y temperatura elevados, se suele asociar a un aumento en el contenido de lignina,
principal causante de la baja digestibilidad del forraje (Van Soest, 1994). Con la cepa
102F34 se produjo el forraje mas adecuado para el consumo animal desde el punto de
vista del contenido de fibras y digestibilidad.
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Figura 2. Efecto del CO, (ambiente, alrededor de 400 pmol mol'o elevado,
700 pmol mol'), temperatura (ambiente o ambiente +4°C) e inoculacién con S.
meliloti (102F78, 102F34 y 1032GMI) en el contenido fibra neutro detergente
(A) (NDF, porcentaje respecto DM), fibra acido detergente (B) (ADF, porcentaje
respecto DM) y digestibilidad in-vitro de la materia seca (C) (IVDMD, porcentaje
respecto DM). Lo deméas como en la figura 1.
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Es conocido que el contenido en proteina bruta (CP), es uno de los indicadores
de calidad mas importantes del forraje. En este estudio, al igual que en el realizado por
Milchunas et al. (2005), el CO, y temperatura elevados descendieron el contenido en
CP con todas las cepas, por lo que la calidad del forraje se redujo (fig. 3). La disminu-
cién en CP fue debida al efecto directo del CO, y no a un efecto de dilucién asociado
al aumento de carbohidratos no estructurales (NSC). Fisher et al. (2002) relacionaron
el aumento del contenido de NSC en condiciones de CO, elevado, con una aumento
de la digestibilidad y calidad del forraje. En el presente estudio, el contenido de NSC
permanecié constante en los tratamientos de CO, y temperatura elevados (fig. 3), por
lo tanto la calidad del forraje no mejord en este aspecto. El contenido de CP se corre-
laciond negativamente con la SDM, ya que los tratamientos que mas SDM mostraron,
fueron los que menor contenido de CP presentaron.
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Figura 3. Efecto del CO, (ambiente, alrededor de 400 umol mol”o elevado, 700
pumol mol™), temperatura (@mbiente 0 ambiente +4°C) e inoculacién con S. meliloti
(102F78, 102F34 y 1032GMI) en el contenido de proteina bruta (A) (CP, mg g' DM) y
carbohidratos no estructurales (B) (NSC, mg g' DM). Lo demés como en la figura 1.

CONCLUSIONES

El efecto del CO, y la temperatura sobre SDM fue dependiente de la cepa inocu-
lada, siendo las plantas inoculadas con 102F34 las mds productivas en su primer corte,
seguidas de 102F78 y 1032GMI. La temperatura elevada indujo aumento en NDF y
ADF en las plantas inoculadas con 102F78 y 1032GMI, que repercutié en una bajada
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de IVDMD; mientras que en las inoculadas con 102F34 este valor no se vio afectado.
El contenido en CP disminuyé con el CO, y la temperatura elevados, siendo las plantas
inoculadas con 102F34 las que menor CP presentaron. En las condiciones estudiadas,
las plantas inoculadas con 102F78 presentaron mayor calidad (CP) respecto a la can-
tidad de forraje producido. Sin embargo, las inoculadas con 102F34 al ser mas diges-
tibles bajo cualquier condicién de CO, o temperatura, fueron mas adecuadas para su
crecimiento en las condiciones de cambio climético estudiadas
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