ESTUDIO DE LA EFECTIVIDAD DE CEPAS CHILENAS DE Rhizobium meliloti
EN SIMBIOSIS CON Medicago polymorpha’

Effectiveness of native Chilean strains of Rhizobium meliloti
in symbiosis with Medicago polymorpha
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SUMMARY

Fifty strains of Rhizobium meliloti were field collected in the Mediterranean zone of central Chile,
between the IV* and IX* Regions (30° 07' - 38° 47' S). These strains were then tested for relative
nitrogen fixation efficiency with a local ecotype ("Cauquenes”) of Medicago polymorpha. Emerging
seedlings were inoculated with one of the 50 strains (n = 3) and then planted individually in test
tubes containing an N-free nutrient solution in agar, and randomly distributed in a heated growth
chamber.

Statistically significant differences were found in phytomass production, a clear indication of
varying N -fixation potential. However, the range of differences occurs in large groups of similarly
performing strains. This makes agricultural selection more difficult.

The range of pH (water) in soils of the collecting sites ranged from 5.2 to 7.5, with 54% of strains
coming from soils ranging from 6.0 to 6.4 pH. Moreover, a significant correlation (P < 0.05) occurred
between soil pH and nitrogen fixation efficiency of the rhizobial strains collected. The 10 most
efficient strains were found in soils with pH over 6.0; 60% of these strains comes from soils with
over 6.5 pH. The most efficient strain (H7, Combarbald) was found in a 7.3 pH soil, and the least
efficient one (11a, Arauco) was found in a highly acidic soil (pH 5.2).

The agricultural implications of the relation between strain fixation efficiency and a high soil pH
are briefly discussed.
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fixation efficiency.

INTRODUCCION

Existen fundadas expectativas de que la intro-
duccién de praderas de Medicago polymorpha
(hualputra), en el secano interior, pueda cons-
tituir un factor clave para el mejoramiento de los
sistemas de produccién de cultivos y ganado, lo
que, a su vez, permitiria revitalizar la agricultura
de esta drea.

Junto con semillas seleccionadas, se necesitan
cepas de rizobios que aseguren una nodulacién
eficaz en la fijacion de nitrégeno, factor que,
segln estudios nacionales y extranjeros, limita
el establecimiento exitoso de las praderas, dado

'Recepcion de originales: 7 de diciembre de 1993.

2Universidad de Concepcion, Facultad de Agronomia, Casilla 537,
Chillan, Chile.

3Centro Regional de Investigacion Quilamapu (INIA), Casilla 426,
Chillan, Chile.

que la posibilidad de prosperar de los medica-
gos depende de la adaptabilidad de las cepas
de rizobios a suelos moderadamente acidos o
acidos, como los que existen en la zona (Howie-
son y Ewing, 1986; Howieson, Ewing y D'Antuo-
no, 1988; Del Pozo et al., 1989b; Letelier, 1989).

Medicago polymorpha, se encuentra naturalizada
en Chile, abarcando practicamente toda el area
Mediterranea desde la regién arida a la perha-
meda (Del Pozo et al., 1989a, 1989b; Ovalle et al,,
1990; Ovalle et al., 1994). Su extensa area de re-
particién es un indicador de la plasticidad de la
especie y permite suponer la existencia de una
alta variabilidad genética tanto del material vege-
tal como de los rizobios asociados. La alta pro-
ductividad que presenta en el secano interior,
hasta 8 t m.s. ha' aflo' (Del Pozo et al., 1989c),
posiblemente es el resultado de una efectiva
simbiosis con los rizobios del suelo.
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La interaccidn Medicago-Rhizobium meliloti de-
pende tanto de factores ambientales como de
las caracteristicas genéticas de ambos (Brock-
well, 1985). Esto a lievado, en areas en donde
se cultivan especies de este género, a realizar
numerosos trabajos de recoleccién y seleccion
de cepas para diferentes ambientes (Brockwell,
1985; ICARDA, 1986; Howieson y Ewing, 19886).
En leguminosas anuales forrajeras, en Chile,
sélo existen antecedentes de pruebas de efecti-
vidad de cepas nativas en trébol subterraneo
(Uslar, 1972), no asi en M. polymorpha.

El objetivo del presente estudio ha sido evaluar
la efectividad fijadora de nitrégeno de cepas
nativas de R. meliloti colectadas en la zona
mediterranea de Chile, entre la IV y la I1X regiones
(30°07' S a38°47'S). '

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de cepas de R. meliloti

Para el aislamiento fueron utilizadas dos moda-
lidades: a) directa, colectando en terreno nédulos
de hualputra, los que fueron conservados en tu-
bos "venoject" con desecante (FAO, 1983) vy
posteriormente llevados al laboratorio para la
aislacién y conservacién de las cepas; b) indi-
recta, sembrando M. polymorpha en macetas,
sobre suelos provenientes de sitios de colecta
de germplasma. De los nédulos, asi producidos,
se procedié al aislamiento de las cepas. En el
Cuadro 1 se indica la ubicacién de los sitios de
colecta del material, como asimismo el pH
(agua) de los suelos.

Prueba de eficiencia de las cepas

E! estudio se realizé entre junio y diciembre de
1989, en una camara de cultivo de plantas con
ambiente controlado. Semillas de M. polymorpha,
esterilizadas superficiaimente (alcohol 95% por
1 min, agua oxigenada 30 vol por 2 min, lavado
con agua estéril por 5 min) se pregerminaron en
placas de Petri sobre agar semilla (sacarosa 5 g,
agar 12 g, agua 1 L). La siembra se realiz6 en fras-
cos de vidrio (20 cm altura x 6 cm de diametro ba-
sal, capacidad 600 ml). Se colocaron tres plantu-
las por frasco. Cada frasco contenia 100 ml de
soluciéon nutritiva “agarizada”, exenta de nitrégeno
(200 mg de K,HPO,, 200 mg de CaSO, 2H,0,
196 mg de CaCl, 2H,0, 184 mg de MgCl, 6H,0,
10 mg de Fe-EDTA, 1,81 mg de MnCl, 4H,0, 0,22
mg de ZnSO, 7H,0, 0,145 mg de NaMoO, 2H,0,
0,08 mg de CuSO, 5H,0, 0,002 mg de
CoCl, 5H,0, 10 g de agar, 1 L de agua destilada
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CUADRO 1. Sitios de colecta de germoplasma
de Medicago polymorpha y de los suelos a
partir de los cuales se aislaron las cepas de
Rhizobium meliloti

TABLE 1. Collecting sites of Medicago

polymorpha germplasm and soils from which
Rhizobium meliloti strains were isolated

Cepa Sitio . pH
rizobio colecta Latitud Longitud suelo
H10 Vicuia 30° 07' 70° 41 7.1
H12 Alcones 30° 17 71° 34’ 6,8
H9 Ovalle 30° 33 71° o7 7,3
H8 Chadaral Alto 30° 58' 71° o1 7.1
H7 Combarbala 31° 09’ 71° 00' 7.3
H13 Totoral 31° 13 71° 3¢ 6,8
H6 Llahuin 31° 23 71° 0S%' 7,5
HS Napel 31° 40 71° 1¢' 7.1
H4 Los Vilos 31° 53 71° 28' 7.5
H3 Pichicuy 32° 16° 71° 27 6,7
H14 Papudo 32° 28 71° 20° 6,1
H15 Zapallar 32° 32 71° 26’ 6.4
H16 Maitencillo 32° 40 71° 26 6,1
H17 Casablanca 33° 21' 71° 24 6,6
H18 Los Maitenes 33° 29 71° 19 6,7
H19 Rapel 33° 57 71° 32 6,2
15a Calleuque | 34° 26' 71° 27 6,3
16a Calleuque Il 34° 26’ 71° 27 6,3
18b Calleuque Il 34° 26 71° 27 6,3
H22 Peralillo 34° 29 71° 31' 53
H23 Los Mayos 34° 47 71° 40 6,3
H24 Hualafé 34° 58' 71° 41 6,4
H25 Licantén 35° 01' 72° 01 6,5
H27 Quivolgo 35° 19 72° 20 6,0
H28 Faro Carranza 35° 3% 72° 3% 6,2
3a Cauquenes 35° 38 72° 19 6,2
6a La Estrella | 35° 40 72° 11' 6,1
7a La Estrella Il 35° 40 72° 11 6,2
8a La Estrella Il 35° 40 72° 11 -1
H29 Chanco 35° 41° 72° 29 6,1
Sa Santa Dolores | 35° 52 72° 11° 6,4
4a Santa Dolores Il 35° 52 72° 11' 6,2
9a Fundo Roma 35° 54 72° 10 6,0
E.E. Cauquenes 35° 58 72° 19 6,4
10a Campos 35° 58 72° 05 6,1
1a El Boido | 35° 58' 72° 11 6,0
2a El Boido I 35° 58' 72° 11" 6,1
19a Fundo El Ala 36° 32 72° 10 -
H41 Rucapequén 36° 42 72° 13 7,7
14b Buines 36° 44 72° 20 59
13b Concepcion 36° 51° 73° 03 6,2
H32 Coronel 37° 03 73° 09 6,3
11a Arauco 37° 16’ 73° 20 5,2
H33 Cailete 37° 48' 73° 23 6,3
H34 Los Sauces 37° 58' 72° 44 6,6
H35 Traiguén 38° 09 72° 41' 5,8
H36 Galvarino 38° 14 72° 41 6,4
H40 Victoria 38° 14 72° 23 6,8
H37 Galvarino || 38° 18 72° 42 -
H39 Temuco Il 38° 47" 72° 3T 6,4

'Dato no determinado.
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y pH 6,5). Previo a la siembra, los frascos fueron
tapados con una capa doble de género y este-
rilizados en autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Los cultivos de rizobios se prepararon sembran-
do una asada de cada cepa en tubos de ensayo
conteniendo 12 ml de medio manitol-extracto de
levadura, liquido (Medio 79) (Fred y Waksman,
1928) e incubandolos a 25 °C durante 7 dias.
La inoculacién se efectué agregando, aséptica-
mente, 1 ml de cultivo de una cepa de rizobio a
cada frasco. Como testigos se incluyeron frascos
con plantulas sin inocular. El disefio estadistico
correspondié al de uno completamente al azar
con tres repeticiones.

Los frascos asi sembrados e inoculados se dis-
pusieron en la camara de cultivo, en donde se
mantuvieron por 45 dias. Se efectuaron aplicacio-
nes de agua cada 15 dias para reponer el agua
perdida del medio “agarizado”. El riego se efectud
inyectando agua destilada esterilizada a través de
la tapa de género mediante una jeringa “pipetea-
dora” estéril. Se usé un fotoperiodo de 14 horas
diarias, manteniéndose la temperatura entre 24
y 26 °C.

Dado el alto nimero de cepas a probar y a la
limitacion en superficie de camara de cultivo, se
efectuaron dos ensayos (Ensayo | y Ensayo lI).
En el primero de ellos se probaron 33 cepas y
en el segundo 18 (17 nuevas cepas y la mejor
cepa del primer ensayo).

Evaluaciones

Se extrajeron cuidadosamente las plantas de los
frascos, evitando perder raicillas y nédulos. Las
plantas completas se secaron en horno a 60 °C
hasta peso constante. Los datos de peso seco
se analizaron mediante analisis de varianza y la
prueba de rangos multiples de Duncan. Con el
objeto de agrupar las cepas con una eficiencia
similar de fijacién de nitrégeno, se calculé el
"Indice de efectividad relativa" (Longeri, 1989),
asignando a cada letra de la prueba de Duncan
los siguientes valores numéricos: a=1,b=2 ¢c=3
etc. Luego, se procedié a promediar los valores
numéricos correspondientes a cada cepa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dado que las plantas fueron cuitivadas en solu-
cion nutritiva exenta de nitrégeno, se consideré
a la acumutacién de fitomasa como un criterio
adecuado de seleccién de la efectividad de las
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diferentes cepas de rizobios en estudio, debido
a su estrecha relacién con el contenido total de
nitrégeno de las plantas (Vincent, 1962; Vincent,
1970; Gibson et al.,, 1975; Kremer y Peterson,
1982).

Los dos ensayos revelaron un amplio rango de
variacion en la produccién de fitomasa (peso
seco), lo cual indica la diferencia en el potencial
para fijar nitrégeno que poseen ias cepas nativas
de R. meliloti en simbiosis con M. polymorpha.

La prueba de comparaciéon mualtiple de Duncan
(P < 0,05) mostré diferencias significativas entre
los valores medios de fitomasa, llegando a se-
parar hasta 7 y 4 grupos de cepas en los ensa-
yos | y i, respectivamente, con un fuerte traslapo
entre ellos. Estas categorias se indican en los
cuadros 2 y 3, siendo las cepas con letra "a" las
mas eficientes en fijacion de nitrégeno al provo-
car mayores valores de acumulacién de materia
seca. El amplio rango de efectividad que presen-
tan las cepas nativas de rizobios también se ha
encontrado en otros estudios de poblaciones de
R. meliloti (Purchase et al., 1951) R. leguminosa-
rum bv. trifolii (Uslar, 1972) R. leguminosarum bv.
vicea (Kremer y Peterson, 1982) y R. leguminosa-
rum bv. phaseoli (Kremer y Peterson, 1982;
Longeri, 1989), y refleja ila heterogeneidad gené-
tica de las poblaciones naturales de rizobios de
los suelos.

A objeto de poder visualizar mejor las posibles
diferencias entre cepas, se calculd el indice de
“efectividad relativa" (Longeri, 1989). La separa-
cién de estos valores en cuartiles permite cata-
logar a 10 de las 50 cepas (20% de la poblacion)
como eficientes. El bajo porcentaje de cepas
eficientes en las poblaciones nativas de rizobios
también ha sido encontrado en numerosos estu-
dios de esta naturaleza (Purchase eof al., 1951;
Vincent, 1962; Holding y King, 1963; Jones, 1966;
Uslar, 1972; Hagedorn, 1978; Kremer y Peterson,
1982).

Este hecho sefala que la practica de inoculacién
de las semillas con cepas de R. meliloti eficien-
tes es un requisito fundamental para el buen
establecimiento de praderas de M. polymorpha
en el secano interior, dada la alta probabilidad
de la nodulacién de las siembras con cepas
poco eficientes o ineficientes.

El rango de pH de los suelos de los lugares
donde se aisl6é las cepas nativas fluctué entre 5,2
y 7,5 (Cuadro 1), con una acidificacién progresiva
de norte a sur. El 91% de los suelos tenia un pH
6,0 y el 54% un pH entre 6,0 y 6,4 (Figura 1); sélo
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CUADRO 2. Peso seco de Medicago polymorpha inoculada con cepas de Rhizobium meliloti aisladas
de sitios de la zona mediterranea de Chile. Ensayo 1

TABLE 2. Dry weight of Medicago polymorpha inoculated with Rhizobium meliloti strains

isolated from Chilean mediterranean zone locations. Trial 1

Cepa

rizobio Sitio colecta Peso seco' (g frasco™) Eficiencia relativa

H7 Combarbala 0,237 a? 1,0 Grupo A
4a Santa Dolores Il 0,237 a 1,0

H8 Chanaral Alto 0,227 ab 1,5

H13 Totoral 0,223 abc 2,0

13b Concepcidn 0,223 abc 2,0

2a El Bolido Il 0,220 abcd 2,5

H9 Ovalle 0,220 abcd 2,5

H5 lllapel 0,217 abcd 2,5

3a Cauquenes 0,210 abcde 3,0 Grupo B
H12 Alcones 0,210 abcde 3,0

14b Bulnes 0,207 abcde 3,0

H3 Pichicuy 0,203 abcde 3,0

EE Cauquenes 0,200 abcde 3,0

18b Calleuque i 0,200 abcde 3,0

Sa Santa Dolores | 0,197 abcde 3,0

1a El Boldo | 0,197 abcde 3,0

15a Calleuque | 0,193 abcde 3,0

9a Fundo Roma 0,190 abcde 3,0

H17 Casablanca 0,197 abcde 3,0

16a Calieuque Il 0,183 abcede 3,0

H6 Lliahuin 0,183 abcde 3,0

7a La Estrelia 1l 0,177 abcdef 3,5

19a Fundo E! Ala 0,173 abcdef 3,5

H16 Maitencillo 0,167 abcdef 3,5

10a Campos 0,157 abcdefg 4.0

H4 Los Vilos 0,157 abcdefg 4,0

8a La Estrella Il 0,143 abcdefg 4,0

H10 Vicuia 0,137 bcdefg 4,5

H15 Zapallar 0,130 cdefg 5,0 Grupo C
6a La Estrella | 0,130 cdefg 5,0

H14 Papudo 0,127 defg 5,5

H18 Los Maitenes 0,120 efg 6,0

11a Arauco 0,087 fg 6,5

- Testigo no inoculado 0,070 g - 7,0 Grupo D

'Tres plantas por frasco.

Cifras con distinta letra son estadisticamente diferentes (P < 0,05).

una localidad presenté un pH inferior (5,2),
aunque muy cercano al limite 5,3 a 5,5, seflalado
como inhibitorio para el crecimiento de R. meliloti
y al limite 5,3 a 5,4 para la noduiacién de M.
polymorpha (Jensen, 1942, 1943). Por lo tanto,
el pH de los suelos de la zona en estudio no
parece ser un factor que impida la nodulacién de
la planta y la sobreviviencia de los rizobios.

Otros estudios han indicado un efecto de las
propiedades del suelo sobre la efectividad
simbidtica de las poblaciones nativas de rizobios.
Holding y King (1963), en Escocia, y Hagedorn
(1978), en Oregon, encontraron que la efectividad

de cepas de R. trifolii en simbiosis con T. repens
correlacioné (P < 0,001) negativamente con el pH,
y positivamente con el porcentaje de saturacién
de bases; Jones (1966), en Escocia, también en-
contré una mayor proporcién de cepas de R.
trifolil inefectivas en los suelos mas acidos y que
el encalado aumenté la proporcién de cepas
efectivas en la poblacién nativa. Holding y King
(1963) estiman que las condiciones de los sue-
los acidos (toxicidad de Mn y Al) afectan menos
la multiplicacién e infectividad de las cepas
menos eficientes y que la correcciéon del pH crea
condiciones mas favorables para la mantencién
de una poblacién de rizobios eficientes.
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CUADRO 3. Peso seco de Medicago polymorpha inoculada con cepas de Rhizobium meliloti aisladas
de sitios de la zona mediterranea de Chile. Ensayo 2

TABLE 3. Dry weight of Medicago polymorpha inoculated with Rhizobium meliloti strains
isolated from Chilean mediterranean zone locations. Trial 2

Cepa

rizobio Sitio colecta Peso seco' (g frasco™) Eficiencia relativa

H41 Rucapequén 0,151 a? 1,0 Grupo A
H7 Combarbala 0,237 a 1,0

H29 Chanco 0,142 a 1,0

H25 Licantén 0,138 ab 1,5 Grupo B
H34 Los Sauces 0,137 ab 1,5

H27 Quivolgo 0,136 ab 1,5

H36 Galvarino | 0,133 ab 1,5

H40 Victoria 0,131 ab 1.5

H35 Traiguén 0,125 ab 1,5

H23 Los Mayos 0,121 ab 1,5

H24 Hualafié 0,119 ab 1,5

H37 Galvarino Il 0,117 ab 1,5

H19 Rapel 0,108 ab 1,5

H33 Cafiete 0,101 ab 1,5

H28 Faro Carranza 0,100 ab 1,6

H39 Temuco || 0,097 ab 1,5

H32 Coronel 0,092 ab 1,5

H22 Peralillo 0,090 ab 1,5

- Testigo no inoculado 0,059 b 2,0 Grupo C

"Tres plantas por frasco.

Cifras con distinta letra son estadisticamente diferentes (P < 0,05).

NUMERO DE CEPAS

5254 65559 6064 65698 7075
pH SUELO (AGUA)

FIGURA 1. Frecuencia de las cepas de R. mellloti en relacién al pH
del suelo del sitio de colecta.

FIGURE 1. Frequency of R. meliloti strains in relation to pH of the
collecting site.

En el estudio, también se encontré una relacién
entre el pH de los suelos y la efectividad de las
cepas de R. meliloti en simbiosis con M. poly-
morpha. Asi, tanto la correlacién entre el pH del
sitio de colecta y el peso seco de las plantas
inoculadas como la correlacién entre el pH y el
peso relativo de las plantas inoculadas [(peso
planta inoculada -peso planta no inoculada/peso
mayor planta inoculada- peso planta no inocu-
lada) x 100] fueron significativas (P < 0,01). Ade-
mas, las 10 cepas mas eficientes seleccionadas
(cuadros 1 y 2) provienen de suelos con pH
mayor a 6,0; el 60% de estas cepas provienen
de suelos con pH mayor a 6,5; la cepa mas
eficiente (H7, Combarbald) fue aislada de un
suelo con pH 7,3 y la cepa menos eficiente (11a,
Arauco) del suelo mas acido (pH 5,2).

Por lo tanto, estos resultados llevan a concluir
que desde un punto de vista aplicado, aparte de
la necesidad de la inoculacién con cepas eficien-
tes, debe prestarse especial atencién en mante-
ner mediante encalado, niveles apropiados de pH
en el suelo, ya que éstos favorecen la ocurrencia
y la mantencién de las cepas de mayor eficiencia.
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Por otra parte, el gradiente de precipitaciones
existente en el pals, entre estas latitudes, deter-
mina que la mayoria de los suelos con pH alto
se encuentren mayoritariamente en el norte, que

es, a la vez, la zona de mayor aridez. La posible
relacién entre el estrés relativo a la aridez y la
eficiencia de las cepas de rizobio es un tema que
merece a futuro mayores investigaciones.

RESUMEN

Un total de cincuenta cepas de Rhizobium meli-
loti fueron colectadas en la zona mediterranea de
Chile entre la |V y la IX Regiones (30° 07' S a 38°
47' 8).

Las cepas fueron sometidas a pruebas de efi-
ciencia de fijacion de nitrégeno en cdmara de
cuitivo. Las 50 cepas se probaron con un ecotipo
de Medicago polymorpha (ecotipo Cauquenes),
sembrando e inoculando las plantas dispuestas
en frascos con soluciéon nutritiva “agarizada”,
exenta de nitrégeno. El disefio estadistico fue
completamente al azar con tres repeticiones. Se
encontraron diferencias significativas en la pro-
duccién de fitomasa, lo cual indica el diferencial
de potencial para fijar nitrégeno que poseen los
materiales ensayados. Sin embargo, esta dife-
renciacién se da en grupos amplios de cepas
que comparten similar eficiencia de fijacion, lo
cual hace dificil 1a seleccién.

El rango de pH (agua) de los suelos de los sitios
de colecta oscilé entre 5,2 y 7,5. Sin embargo,
un 54% de ellas provenia de suelos con pH entre
6,0 y 6,4. Se encontré una correlacién significa-
tiva (P < 0,01) entre el pH de los suelos y la efec-
tividad de las cepas. Las 10 cepas mas eficien-
tes provienen de suelos con pH mayor a 6,0; el
60% de estas cepas provienen de suelos con pH
mayor a 6,5; la cepa mas eficiente (H7, Combar-
bald) fue aisiada de un suelo con pH 7,3 y la
cepa menos eficiente (11a, Arauco) del suelo
mas acido (pH 5,2).

Las implicancias agrondmicas de la relacién efi-
ciencia de fijaciéon de las cepas con un pH de
suelo alto, son brevemente discutidas.

Palabras claves: Rhizobium meliloti, cepas de
rizobios, Medicago polymorpha, medicagos
anuales, eficiencia de fijacién de nitrégeno.
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