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SUMMARY

Trifolium pratense and T. incarnatum are the most spread legumes in the dry areas of the 1X
Region. As an alternative to the use of this species, a research track which considers diverse
annual clovers has been initiated. However, there are non appropiate Rhizobium strains available
in the country to inoculate such clovers. For that reason T. incarnatum, T. alexandrinum, T.
subterraneum, T. hirtum, T. resupinatum, T. pratense and T. repens strains were isolated from
nodulated plants collected in different areas of the IX Region.

Effectiveness tests were carried out by inoculating T. incarnatum, T. alexandrinum and T.
pratense plants developed in tubes with agar medium, controlling them with and without nitrogen.
The tubes were kept for five weeks in a bioclimatic chamber, controlling the temperature, light and
environmental humidity.

The results show the existence of highly effective strains that exceed the nitrogen controls. It is
therefore necessary to continue the evaluation with more promising Rhizobium strains, first in
greenhouse and then in the field, in order to obtain an inoculant subject to be recommended for

these species.
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INTRODUCCION

La novena Regién posee una superficie cercana
a las 900.000 ha ocupadas por praderas (INE,
1989), que constituyen la base de la alimentacién
de su ganaderia.

En la IX Region, el trébol rosado representa un
50% del total de las praderas sembradas (INE
1982; Ortega, 1990). Otra forrajera de amplia
distriby cién, principalmente en el secano de los
suelos rojo arcillosos, es el trébol encarnado, que
se ha transformado en la especie de mayor acep-
taciéon por los agricultores de esta area (Demanet,
Contreras, y Garcia, 1991).

Como una alternativa al uso de estas legumino-
sas, se han evaluado diversos tréboles de com-
portamiento anual destinados a ser utilizados con
igual objetivo, pero que poseen caracteristicas de
crecimiento y desarrollo diferentes.

'Recepcion de originales: 20 de enero de 1994.

Estudio realizado con el aporte del Proyecto FIA "Economia del N
y otros nutrientes”.
*Centro Regional de Investigacién Carillanca (INIA). Casilla §8-D.
Temuco, Chile.

Estudios previos sefalan que los Rhizobium se
encontrarian en numero suficiente para realizar
su actividad fijadora en trébol blanco y rosado
(INIA, 1971), vy que estas cepas nativas o natura-
lizadas presentes en los diversos suelos serian
relativamente efectivas (Torres y Urzua, 1983;
Urzla y Torres, 1985).

Cuando se desea introducir leguminosas exéticas
en nuevos ambientes, éstas pueden no encontrar
cepas efectivas de Rhizobium, o no nodular efec-
tivamente con cepas disponibles en los inoculan-
tes comerciales. Esto puede evitarse si se dispone
de cepas de Rhizobium genéticamente compati-
bles con la planta hospedera y adaptadas a las
condiciones edafoclimaticas del lugar (Vincent,
1982).

Los objetivos de esta investigacién fueron aislar
cepas de Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii a partir de plantas noduladas de tréboles
anuales, bianuales y perennes, recolectadas des-
de los jardines de introduccién, ubicados en las
zonas agroecoldgicas de precordillera andina,
secano interior, valle central y secano costero de
la IX Regiéon, (Rouanet, 1983) y determinar la
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capacidad para fijar nitrégeno de estas cepas en
condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de cepas de Rhizobium

El aislamiento de cepas del género Rhizobium se
realizé a partir de plantas noduladas de Trifolium
incarnatum L. (trébol encarnado), T. alexandri-
num L. (trébol alejandrino), T. subterraneum L.
(trébol subterraneo), T. hirtum All. (trébol rosa),
T. resupinatum L. (trébol persa), T. pratense L.
(trébol rosado) y T. repens L. (trébol blanco)
desde los jardines de introduccién de estas
especies que no se inocularon artificialmente al
momento de la siembra. Los sitios de muestreo
se sefialan en el Cuadro 1.

Se seleccionaron aquellos nédulos de mayor ta-
mafio y de color rosado. El aislamiento de los Rhi-
zobium se realizé en agar manitol-extracto de le-
vadura, siguiéndose la metodologia recomenda-
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da por Vincent (1975). Las cepas asi obtenidas se
mantuvieron a4 °C hasta su utilizacién como inéculo.

También, se incluyeron cepas procedentes de
otras colecciones, caracterizadas por su buena
efectividad fijadora de nitrégeno (cepas 017, 018,
020 y 021) (Cuadro 1).

Evaluaciéon de la efectividad

Para proceder a determinar la efectividad de las
cepas de Rhizobium obtenidas se utilizaron tubos
de ensayo con 30 ml de solucién nutritiva que
contenfa 0,7 g de agar-agar/L medio, sin nitrége-
no (Vincent, 1975). La efectividad, seglin este
autor, se define como

E =log x - log,,
donde:

X, N acumulado por cepa "i",
¢ : N acumulado por testigo sin inoculacién.

CUADRO 1. Lugares de muestreo y hospederos de las cepas de Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii evaluadas

TABLE 1. Sampling and host areas in Rhizobium leguminosarum biovar trifolii strains evaluated

Area agroecolégica Hospedero

Cepa Lugar

301 Curacautin
305 Traiguén
308 Chufquén
309 Chufquén
310 Chufquén
311 Chufquén
312 Galvarino
313 Carillanca
315 Curacautin
402 Traiguén
403 Chufquén
407 Chufquén
409 Carillanca
502 Chufquén
503 Carillanca
601 Traiguén
603 Carillanca
604 Curacautin
210 Inoculante comercial
102 Curacautin
004 Pidima
005 Toltén

006 Traiguén
008 Traiguén
017 Australia
018 Nitragin Co., EE.UU.
020 Uruguay

021 Nitragin Co., EE.UU.

Precordiliera Trébol encarnado

Secano interior
Secano interior
Secano interior
Secano interior
Secano interior
Secano interior
Valle central
Precordillera
Secano interior
Secano interior
Secano interior
Valle central
Secano interior
Valle central
Secano interior
Valle central
Precordillera

Precordillera

Secano interior
Secano costero
Secano interior
Secano interior

Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol encarnado
Trébol alejandrino
Trébol alejandrino
Trébol alejandrino
Trébol alejandrino
Trébol rosa
Trébol rosa
Trébol persa
Trébol persa
Trébol persa
Trébol subterrdneo
Trébol rosado
Trébol blanco
Trébol blanco
Trébol blanco
Trébol blanco
Trébol blanco
Trébol blanco
Trébol blanco
Trébol blanco
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Debido a que existe inoculacién cruzada entre las
especies de trébol (Burton, 1885), aquellas cepas
aisladas desde trébol encarnado fueron inocula-
das en esa especie vegetal, las aisladas desde
trébol alejandrino, trébol subterraneo, trébol rosa
y trébol persa, fueron evaluadas sobre trébol
alejandrino; y las aisladas desde trébol rosado y
trébol blanco fueron evaluadas sobre trébol
rosado.

Semillas sanas, limpias y de tamafo uniforme de
trébol encarnado, alejandrino y rosado se esteri-
lizaron superficialmente, con bicloruro de mercurio
(0,1%) y se sembraron en los tubos a 0,3 cm de
profundidad. Luego, se incubaron en camara bio-
climatica a 24 °C, con 70% de humedad relativa
y 16 horas luz.

La inoculacién se efectué 4 dias después de la
siembra, eligiéndose una planta por tubo, sana,
vigorosa y todas de tamafio uniforme. Cada planta
se inoculd con 1,0 ml de la suspensién del Rhizo-
bium a ensayar con una concentracién de, al me-
nos, 1 x 10% cel/ml.

Como testigos se emplearon plantas que sélo se
inocularon con 1,0 mi de solucién peptonada (T,)
y plantas a las que se le agregd nitrogeno (T,)

en la forma de nitrato de potasio (0,75 g/L), sema-
nalmente.

El disefio del ensayo fue completamente al azar,
utilizando cinco repeticiones por tratamiento.
Cinco semanas después de la inoculacion se eva-
lué la produccion de materia seca de las plantas
y el contenido de nitrégeno de la parte aérea.

RESULTADOS Y DISCUSION

La totalidad de las plantas recolectadas presen-
taron nodulacién, lo que sugiere que existen bac-
terias infectivas en los suelos de las diferentes
areas agroecoldgicas en donde se hicieron los
muestreos.

Los resultados de la evaluacién de la efectividad
de cepas de Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii, en trébol encarnado, alejandrino y rosado,
expresados como producciéon de materia seca,
acumulacién de nitrégeno y efectividad en base
a N acumulado, se datallan en los cuadros 2, 3y
4, respectivamente.

La evaluaciéon de diferentes cepas de Rhizobium
sobre la efectividad de la fijacién de nitrégeno en
trébol encarnado (Cuadro 2), permite observar

CUADRO 2. Efecto de diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii sobre la
efectividad de la fijacién de N en trébol encarnado

TABLE 2. Effect of different strains of Rhizoblum leguminosarum biovar trifolii on the effectiveness
of the N fixation in crimson clover

Produccién Nitrégeno
materia seca acumulado Efectividad
Cepas 000 — e —— mg/planta —— — — — — (E)
T, sin inoculante 8,541 0,25e 00 e
Cepas 301 31,04 ab 0,98 a 0,57 a
302 20,58 bcde 0,30 e 0,07 def
303 19,12 cdef 0,30 e 0,07 def
304 15,86 ef 0,35 de 0,04 ef
305 32,52a 0,91 ab 0,53 a
306 18,46 ef 0,21 e 00 f
308 29,72 abed 0,65 bed 0,38 abe
309 25,14 abcde 0,72 abc 0,44 abc
310 19,68 cde 0,45 cde 0,21 bede
311 30,04 abc 0,76 ab 0,48 ab
312 27,10 abcde 0,83 ab 0,52a
313 19,06 cdef 0,41 de 0,17 bede
314 16,62 ef 0,28 e 0,05 def
315 23,60 abcde 0,64 bed 0,34 abcd
Ty 18,70 def 0,37 de 0,15 cde

'Cifras con distinta letra en sentido vertical son estadisticamente diferentes (P < 0,05), segin Prueba de Duncan.
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CUADRO 3. Efecto de diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii sobre la
efectividad de la fijacién de N en trébol alejandrino

TABLE 3. Effect of different strains of Rhizobium leguminosarum biovar trifolii on the effectiveness
of the N fixation in berseem clover

Produccién Nitrégeno
materia seca acumulado Efectividad
Cepas =’ m — e —— mg/planta = — — — — (E)
T, sin inoculante 2,60 f! 0,16 e 0,00d
Cepas 210 32,20 abcde 1,16 abed 0,85 ab
401 24,60 de 0,78 cd 0,67 abc
402 39,00 abcd 1,35 abe 0,91 ab
403 27,20 de 1,02 abed 0,90 ab
407 41,80 abc 1,47 ab 0,96 ab
408 2140 e 1,02 abed 0,76 abc
409 44,40 a 1,45 ab 0,92 ab
410 29,40 bcde 0,95 bed 0,5t c
502 35,80 abcde 1,18 abcd 0,86 ab
503 43,60 ab 1,63 a 1,01 a
504 28,60 cde 0,93 bed 0,75 abc
601 38,80 abcd 1,47 ab 0,96 ab
603 26,60 de 0,77 cd 0,90 ab
604 38,00 abcd 1,46 ab 0,95 ab
Ts 25,60 de 0,57 de 0,64 bec

‘Cifras con distintas letras en sentido vertical son estadisticamente diferentes (P < 0,05), segtin Prueba de Duncan.

CUADRO 4. Efecto de diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii sobre la
efectividad de la fijacién de N en trébol rosado

TABLE 4. Effect of different strains of Rhizobium leguminosarum biovar trifolil on the effectiveness of the N
fixation in red clover

Produccién Nitrégeno
materia seca acumulado Efectividad
Cepas 0z  —emme— e —— mg/planta — == — —— — (E)
T, sin inoculante 6,4 ¢! 0,12¢ 0,00 d
Cepas 004 50,2 a 1,57 a 1,11 a
005 50,0 a 1,51 a 1,09 a
006 134c¢ 045¢ 0,63 ¢
008 544a 1,64a 1,12a
102 544 a 1,69a 1,15 a
017 6,4 de 0,11d 0,25d
018 388b 1,19b 1,31 a
020 35,0 be 1,07b 1,27 ab
021 9,0 de 0,18d 0,38d
Ty 29,4 b 0,96 b 0,90 b

'Cifras con distintas letras en sentido vertical son estadisticamente diferentes (P < 0,05), segin Prueba de Duncan.
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que las cepas 305 y 301, correspondientes a aisla-
mientos desde nddulos de trébol encarnado en la
zona de Traiguén y Curacautin, respectivamente,
destacan por la alta respuesta, tanto en produc-
cion de materia seca (>30 mg /planta), acumula-
ciéon de nitrégeno (>0,8 mg/planta) y efectividad
(>0,5). Por otra parte, la cepa 311, procedente de
Chufquén, presenta sélo una produccién de mate-
ria seca destacada (>30 mg/planta).

Los rendimientos de las cepas mencionadas son
significativamente diferentes y superiores a las del
testigo con nitrégeno mineral, cuyos resultados se
observaron entre los niveles de respuesta mas
bajos.

La evaluacién de las cepas en trébol alejandrino
(Cuadro 3), permite observar que la cepa 503,
aislada desde suelos de Carillanca, cuyo hospe-
dero era trébol rosa, tiene las mejores respuestas
en acumulaciéon de nitrégeno y efectividad.

Cabe destacar que la cepa 210, que corresponde
a una cepa aislada desde un inoculante comercial
para trébol subterrdneo, presenta un comporta-
miento superior al testigo nitrogenado en los tres
pardmetros evaluados. Pero, las cepas aisladas
desde nodulos de trébol rosa (5603) y trébol alejan-
drino (409 y 407), procedentes de Carillanca y
Chufquén, respectivamente, son superiores a esta
cepa presente en los inoculantes.

Al considerar el efecto de diferentes cepas de
Rhizobium sobre la efectividad de la fijacién de
N en trébol rosado (Cuadro 4), la respuesta mas
alta se obtiene con las cepas 102 de trébol rosa-
do, 008, 004 y 005 de trébol blanco, correspon-
dientes a aislamientos desde los lugares Cura-
cautin, Traiguén, Pidima y Toltén, respectiva-
mente, con producciones de materia seca supe-
riores a 50 mg/planta, acumulaciones de nitrdge-
no superiores a 1,5 mg/planta, y con efectividades
superiores a 1,0. Los rendimientos de estas cepas
resultan ser significativamente diferentes y supe-
riores a las respuestas obtenidas con el testigo
que recibié nitrégeno mineral.

Es importante destacar, que en esta evaluacion
se incluyeron cuatro cepas como controles intro-
ducidos (017, 018, 020 y 021), caracterizados por
sus buenas condiciones para fijar nitrégeno at-
mosférico. Sin embargo, las cepas 017 y 021 pre-
sentaron un comportamiento significativamente
diferente e inferior al testigo nitrogenado y a las
demdés cepas naturalizadas e introducidas.

También, se debe hacer notar que las cepas
evaluadas sobre trébol rosado tienen la mas alta

respuesta en los pardmetros evaluados, y aque-
las que tienen como hospedero trébol encarnado
son las que presentan la méas baja respuesta, lo
que tal vez se deberia a la mejor adaptacion y
distribucién del trébol rosado en la region.

En general, hay cepas nativas que aparecen como
muy promisorias para ser evaluadas en inverna-
dero y campo, a fin de determinar la potencialidad
de ser empleadas como inoculantes para estas
leguminosas.

Ademds, en estos resultados, se puede apreciar
la superioridad que se observa en las cepas na-
tivas o naturalizadas, en lo que se refiere a efec-
tividad, frente a cepas de coleccién. Esto, con-
cuerda con lo sefialado por otros investigadores
(Urzda y Torres, 1985; Naour et al.,, 1987), quie-
nes también manifiestan la superioridad de la
efectividad de las cepas nativas o naturalizadas
frente a las cepas de coleccién o introducidas.

Estos resultados también indican que, los suelos
de la IX Region presentan una abundante pobla-
cién de Rhizobium nativos o naturalizados, que
poseen una buena capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico, si no existen otras condiciones que
limiten este proceso. En este punto hay que tener
presente, que la presencia de R. trifolii en los
suelos da poca seguridad que una especie o
cultivar de trébol introducida serda nodulada
efectivamente, a menos que se le suministre la
cepa de Rhizobium apropiada en la forma de
inoculante. Ademas, es importante recordar que
el principal interés agronémico no es la ocurrencia
de R. trifolii como tal, sino mas bien el obtener
nddulos que fijen nitrégeno activamente en una
especie de trébol en particular.

Todo esto sugiere que, ademds de seleccionar
aquellas cepas mas efectivas en el proceso de
fijacion de nitrégeno atmosférico, es primordial
determinar qué factores ambientales son los que
estarfan limitando su correcto funcionamiento a
fin de obtener todas las ventajas y beneficios de
un buen proceso simbidtico.

Por este mismo motivo, es que las pruebas de
efectividad, efectuadas bajo condiciones controla-
das, sélo forman parte de una primera e impor-
tante etapa dentro de un programa de seleccién
de cepas, que posteriormente deberd continuar
con la evaluacién de los otros parametros de efi-
ciencia de las bacterias del género Rhizobium,
tales como su habilidad para colonizar y nodular
las raices, su capacidad de multiplicacién en el
suelo y de competir con el resto de la flora exis-
tente en ellos, entre otros.
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RESUMEN

En el secano de la IX Regién de Chile, Trifolium
pratense y T. incarnatum son las leguminosas
de mayor distribucién. Como alternativa de uso
de dichas especies, se ha iniciado una linea de
investigacion que considera diversos tréboles de
comportamiento anual. Sin embargo, en el pais
no se dispone de cepas de Rhizobium apropiadas
para la inoculacién de dichos tréboles. Por este
motivo se aislaron cepas a partir de plantas
noduladas de T. incarnatum, T. alexandrinum,
T. subterraneum, T. hirtum, T. resupinatum, T.
pratense y T. repens, recolectadas en diferentes
localidades de la IX Regién.

Los ensayos de efectividad se realizaron inocu-
lando plantulas de T. incarnatum, T. alexandri-
num y T. pratense, desarrolladas en tubos con

solucién nutritiva adicionada de agar, utilizandose
controles con y sin nitrégeno. Los tubos se mantu-
vieron durante cinco semanas en camara biocli-
matica, con control de temperatura, luminosidad
y humedad ambiental.

Los resultados indican que existen cepas alta-
mente efectivas, que superan a los controles nitro-
genados e introducidos, haciéndose necesario
continuar la evaluacién con aquellas cepas de
Rhizobium mas promisorias en invernadero y
luego en el campo, a fin de obtener un inoculante
que pueda ser recomendado para estas especies
vegetales.

Palabras claves: Rhizobium, Trifolium, aisla-
miento, efectividad.
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