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Number and effectiveness of native strains of Rhizobium meliloti isolates
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SUMMARY

The numbers of naturalized R. meliloti in 86 cultivated soils from the zone of the High Valley of Rio
Negro and Neuquén were determined. The R. meliloti densities varied between <1 and 2 x 10¢
bacteria/g of dry soil. Sixty-four per cent of the soil samples contained more than 1000 R. melilotil
g. No significant correlation was found between the numbers and either the pH or the organic matter
content of the soils. Symbiotic nitrogen fixation with 83 isolates of R. meliloti was studied under
controlled environment with alfalfa cv. Bordenave INTA; plant yield (dry weight) was used as an
indirect measurement of nitrogen fixation, and as a criterion for selecting efficient strains of R.
meliloti. Eight very stable and efficient strains were selected after 30 months. The effects of three
strains of R. meliloti in match inoculants for alfalfa was studied in relationship to its yield. Fifty-six
combinations of three strains were used as inoculants. Twelve combinations of those biofertilizers

resulted in the highest yields, indicating synergistic effects.
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INTRODUCCION

Uno de los atributos mas importantes de las legu-
minosas es su propiedad de fijar nitrégeno atmos-
férico cuando viven en simbiosis con bacterias es-
pecificas del género Rhizobium y/o Bradyrhizobium.
En Argentina, el area sembrada con alfalfa (Medicago
sativa L.) es aproximadamente de 5,3 millones de
hectareas y en la actualidad se acepta que la inocu-
lacion de semillas de esaleguminosa, con R. meliloti,
no supera el 20% del area sembrada.

En diferentes estudios se demostré la presencia de
R. meliloti en suelos donde se cultivé alfalfa (Hely y
Brockwell, 1962; Nutman y Ross, 1970), asi como la
importancia de las cepas naturalizadas de Rhizo-
bium sp. en el éxito o fracaso de una inoculacién de
semillas de leguminosas (Roughley et al., 1976;
Labandera y Vincent, 1975).

En el sur del pais, el Alto Valle de Rio Negro y
Neuquén, es la principal zona productora de manza-
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nas y peras con destino a la exportacion, ocupando
estos cultivos un area aproximada de 40.000 hecta-
reas. Los suelos de esta zona son deficitarios en
nitrébgeno, siendo necesaria la aplicacion de fertili-
zantes nitrogenados. La urea es el compuesto mas
usado, con una incidencia en los costos de produc-
cién anual de aproximadamente cuatro millones de
doélares. Una via para la optimizacion econémica, en
este sistema de produccion, es el uso de la ferti-
lizacién biolégica, que se constituye en una alterna-
tiva para la practica de una agricultura sostenible,
que permite armonizar la produccién agricola, la
ecologia y la rentabilidad.

Enel Alto Valle, antes de 1930, la alfaifa era sembra-
da con destino a la exportacién y debido a estos
antecedentes es comun encontraria entre las hile-
ras de los frutales.

Los objetivos del presente trabajo fueron: a) deter-
minar la presencia y densidad de Rhizobium meliloti
en suelos cultivados con manzanos y perales y su
relaciéon con el pH y la materia organica de los
suelos estudiados y b) estudiar el efecto de cepas
naturalizadas del microsimbionte sobre los rendi-
mientos de alfalfa, dentro de un programa de mejora-
miento de la inoculacion de esa leguminosa.
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MATERIALES Y METODOS

Determinacion del nimero de R. melilotien suelos
y aislamiento de las cepas del microsimbionte

El area muestreada corresponde al sector centro-
oeste del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén, ubica-
do a lo largo del paralelo 39°, entre los meridianos
67°40' Sy 68°10' 0.

Los suelos estudiados correspondieron a Entisoles
y Aridisoles, con predominio de Torrifluvents Haplo-
cambids y Aquicambids.

Se tomaron 86 muestras de suelos entre las hileras
de los frutales (manzanos y perales). Cada super-
ficie muestreada comprendié aproximadamente
2.500 m?y en cada una de ellas se tomaron 50 sub-
muestras de suelo a una profundidad de 0-15 cm.
Las muestras antes de ser estudiadas, fueron mez-
cladas entre si y pasadas por tamiz estéril de 2 mm
(Weaver et al., 1972).

El ndmero de R. meliloti se determin6 segun la téc-
nica de Vincent (1975), utilizando alfalfa (Medicago
sativa L.) Bordenave INTA como planta hospederay
el medio de Jensen agarificado al 8% para el de-
sarrollo de las plantulas. Se trabajé con 10 diluciones
decimales de suelo y arazén de dos tubos por dilu-
cion, utilizando como dilucién 1/10 a fa suspension
de 1 g de suelo en 9,5 ml de agua destilada estéril.
Los datos se obtuvieron por duplicado, y se expre-
saron como log del nimero de R. melilotilg de suelo
seco. A continuacién de la lectura de los tubos se
aislaron las cepas de R. meliloti, utilizando las plantas
mejor noduladas, de acuerdo con la técnica pro-
puesta por Vincent (1975). Las 83 cepas aisladas se
mantuvieron a 4 °C en el medio agar manitol extracto
de levadura (AMEL) hasta el momento de evaluar su
eficiencia. Las determinaciones de pH y materia
organica de los suelos fueron realizados segun
Jackson (1970).

Prueba de eficiencia de las cepas

La capacidad para fijar nitrégeno de cada una de las
83 cepas aisladas se realiz6 en tubo cerrado y de
acuerdo con la técnica de Vincent (1975), utilizando
una planta de alfalfa por tubo e inoculada con 0,2 ml
de una suspensian de 3 x 10® bacterias/ml. Tambien
se incluyeron como testigos tubos con plantas sin
inocular (T,) y plantas a las que se le agregd nitro-
geno en forma de KNO, (0,05%)(T,). Los tubos ino-
culados se dispusieron en camara de cultivo, donde
se mantuvieron durante 50 dias. Se usé un fotope-
riodo de 16 h diarias, manteniéndose ia temperatura
entre 24 y 26 °C.

El disefio del ensayo fue completamente al azar,
utilizando tres repeticiones por tratamiento.

La evaluacién de la efectividad, de las cepas de R.
meliloti, se realiz6 midiendo la produccion de materia
seca de la parte aérea de Ila alfalfa inoculada con
cada una de las cepas estudiadas y de acuedo con
la propuesta de Bordeleau et al. (1977). Las bacterias
que demostraron mayor eficiencia en la fijacién de
nitrégeno, con producciéon de materia seca igual o
superior a los testigos nitrogenados fueron evaluadas
nuevamente con las mismas técnicas para deter-
minar su estabilidad. En este estudio se incluyeron
cepas procedentes de otras colecciones, caracteri-
zadas por su buena capacidad para fijar nitrégeno
(cepas del INTA Castelar, R. meliloti 399 y R. meliloti
401) y aconsejadas para ser usadas en la produc-
cion de inoculantes.

Preparacién de inoculantes con varias cepas de
R. meliloti

Las cepas que mantuvieron su capacidad para fijar
nitrégeno, luego de 12 meses refrigeradas a 4 °C,
fueron utilizadas en la obtencién de inoculantes
mixtos, mediante la combinacion en grupos de tres
cepas, de acuerdo a un arreglo factorial. Paraello se
inocularon plantas de alfalfa con una suspensiénde
R. meliloti de 3 x 10® bacterias/mt por cada inocu-
lante estudiado, incluyendo testigos y cepas de co-
leccion, y se determiné luego de 50 dias en camara
de crecimiento, la produccion de materia seca de la
parte aérea de alfalfa. En el caso de inoculantes
mixtos, cada cepa tenia una concentracién igual a
1 x 108 bacterias/ml o sea un total de 3 x 108 bacte-
rias/ml por inoculante mixto ensayado. Cada planta
fue inoculada con 0,2 ml de la suspension del ino-
culante estudiado. Los datos de peso seco se ana-
lizaron mediante analisis de varianza y la prueba de
rangos multiples de Duncan (P < 0,05). Cada valor
es la media de tres repeticiones por tratamiento.

Con el objeto de agrupar las cepas que tenian una
eficiencia similar de fijacién de nitr6geno, se calculd
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.
A continuacién se procedié a promediar los valores
numeéricos correspondientes a cada cepa investi-
gada.

Las cepas de R. meliloti conservadas a 4 °C, fueron
repicadas cada seis meses durante 2,5 afios. Los
analisis estadisticos se realizaron segin Montgo-
mery (1991).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el 97% de las 86 muestra de suelos analizadas,
se demostré la presencia de R. meliloti naturalizado,
con densidades que oscilaron entre <1y 2 x 108
bacterias/g (Cuadro 1). Esta amplitud, con valores
superiores a seis unidades log, fue superior a la
determinada por Mahler y Wollum (1982), en suelos
sembrados con alfalfa de Carolina del Norte, donde
estos autores determinaron que la diferencia en el
numero de R. meliloti/g entre los suelos, era superior
atres unidades log. Las mayores densidades micro-
bianas (10%-107 R. melilotilg suelo), s6lo ocuparon
un 6% de los suelos estudiados, mientras que un
64% de los mismos tenian 1.000 o mas rizobios/g. E!
contenido de materia organica de los suelos oscild
entre 1,7-6,5% y el pH vari6é entre 6-8. No se deter-
miné una regresion lineal significativa entre el nimero
de R. melilotilg y esas dos variables abiéticas. Estos
resultados demostraron que existen otros factores,
no considerados en este estudio, que contribuyeron
a mantener las densidades de R. meliloti en los
suelos investigados.

CUADRO 1. Distribucién de Rhizobium meliloti
en suelos del Alto Valle de Rio Negro y
Neuquén cultivados con perales y manzanos

TABLE 1. Distribution of Rhizobium meliloti
in soils of the High Valley of Rio Negro and
Neuquén cultivated with pears and apples

Log del nimero Nuamero Porcentaje del
de R. meliloti | g de suelos total de suelos
de suelo seco estudiados estudiados
0-1 3 3,5
1-2 3 3,5
2-3 25 29,0
3.4 27 31,4
4-5 22 25,6
5-6 1 1,2
6-7 5 5,8
Total 86 100,0

De las 83 bacterias aisladas de los nédulos de
alfalfa solo 44 cepas tuvieron capacidad para infectar
a alfalfa, luego de 12 meses de conservacion a4 °C,
resultados que coinciden con los expresados por
Vincent (1975). En el Cuadro 2, se muestran los va-
lores de produccién de materia seca y la efectividad
relativa de las 44 cepas infectivas de R. melilotijunto
aladelas dos cepas que son utilizadas para producir
inoculantes comerciales en Argentina. El rango de
producciéon de materia seca en las cepas, oscild
entre 23,1 y 4,9 mg/planta de alfalfa. El testigo no
inoculadoy no fertilizado produjo 4,6 mg/planta (T ).
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Latécnica de efectividad relativa y la separacion de
estos valores en cuartiles permitié detectar cuatro
grupos de cepas infectivas de R. meliloti. El grupo 1
estabaformado por nueve cepas donde el R. meliloti
68, aislado de un suelo de la localidad de Senillosa
con pH 8, presenté la mayor produccion de materia
seca/planta (5,7 veces superior a T,). Sin embargo,
después de mantener durante 30 meses en refrige-
rador a 4 °C a las 44 cepas de R. meliloti infectivas
y efectivas, y realizando repiques sucesivos cada
seis meses en el medio AMEL, sélo ocho cepas del
microsimbionte (83, 79, 18, 72, 73, 31, 81 y 75)
mantuvieron su capacidad para producir materia
seca en alfalfa en forma significativamente diferente
respecto al testigo T, (P < 0,05). El comportamiento
individual de esos microsimbiontes, en lo que res-
pecta a produccion de materia seca, fue similar al de
las cepas R. meliloti 399 y 401. Estos resultados
demostraron que las cepas indigenas constituyen la
fuente primaria de todos los inoculantes (Date, 1976)
y que es posible obtener del suelo, cepas que fijen
mas N que las que se usan regularmente para fabri-
car inoculantes para alfalfa. Ademas, esos datos
mostraron que de las cepas aisladas de los suelos,
solamente una de cada cinco tenian una capacidad
infectiva y efectiva estable genéticamente. La dife-
rencia en el potencial para fijar nitrogeno que poseen
las cepas nativas de R. meliloti también ha sido
encontrada en estudios con Medicago polymorpha
(Herrera et al., 1996).

Kucey (1989), trabajando con suelos de Canad3,
que contenian valores superiores a 8 x 10° R. legu-
minosarum bv phaseolilg suelo, no observé aumen-
tos en el tenor de N en plantas de Phaseolus vulga-
ris L. inoculadas con rizobios especificos. Turk et al.
(1993), demostraron que la respuesta a la inocula-
cién de leguminosas, en suelos de Hawaii, dismi-
nuia rapidamente cuando la densidad de los rizo-
bios aumentaba de 0 a 50 microsimbiontes/g suelo.
En este estudio es posible que las condiciones de-
tectadas, alto numero de suelos con valores mayo-
res a 10° R. meliloti/lg unido a la eficiencia, infecti-
vidad y estabilidad genética de un 18% de las cepas
naturalizadas investigadas, influyan decididamente
sobre el éxito de lainoculacién comercial de semillas
de alfalfa.

La eficienciay la efectividad en alfalfa inoculada con
56 inoculantes liquidos mixtos, fabricados con las
ocho cepas de R. meliloti agrupadas de a tres, fue
estudiada. En el Cuadro 3 se presentan los 12
mejores inoculantes mixtos que permitieron una
produccién de materia seca igual o superior a la que
producian los inoculantes fabricados con las ocho
cepas individuales. Los inoculantes mixtos produ-
jeron cambios significativos en la produccion de
materia secay en el nimero de nédulos/planta entre
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CUADRO 2. Lugares de muestreo, propiedades de los suelos y producciéon de materia seca
en alfalfa inoculada con 44 cepas de Rhizobium meliloti aisladas de suelos
del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén
TABLE 2. Sampling sites, soils properties and dry weight of alfalfa inoculated with 44 strains
of R. meliloti isolated from the High Valley of Rio Negro and Neuquén
M.O. Peso seco Eficiencia
Cepas Sitio de muestreo % pH {mg/planta) relativa Grupo
68 Senillosa 2,13 8,0 23,1 a* 1,0 1
32 Barda del Medio 5,06 7.4 17,7 b 2,0
82 Allen 1,76 7.7 15,7 be 2,5
72 Senillosa 2,18 6.9 15,6 be 2,5
11 Cinco Saltos 5,28 7.7 14,8 bed 3,0
78 Villa Manzano 5,34 7.3 14,6 becde 3,5
75 Villa Manzano 7,58 6,7 14,3 bedef 4,0
57 Cipolletti 3,27 7,3 14,2 bedefg 4,5
18 Cipolletti 5,21 7.1 13,8 bedefgh 5,0
71 Senillosa 3,99 6,8 13,1 bedefghi 55 2
79 Villa Manzano 5,19 7,4 12,9 bedefghi 55
84 Allen 2,77 8,0 12,9 bedefghi 5,5
81 Allen 2,37 7.7 12,4 cdefghij 6,5
44 Sargento Vidal 7.65 7.4 12,4 cdefghij 6,5
399** - - 12,3 cdefghij 6,5
5 Cinco Saltos 6,26 7,4 12,1 cdefghij 6,5
85 Guerrico 4,55 7.7 12,1 cdefghij 6,5
83 Allen 4,37 7,2 12,1 cdefghij 6,5
401** - - 12,0 cdefghij 6,5
31 Ferri 5,70 71 11,9 cdefghijk 7,0
19 Cipolletti 3,59 7,3 11,7 cdefghijk 7,0
13 Cinco Saltos 5,07 7,5 11,3 cdefghijkl 7.5
27 Cipolletti 4,29 7.2 11,2 cdefghijki 7.5
14 Cinco Saltos 571 7.0 11,1 cdefghijkl 7.5
77 Villa Manzano 3,52 6,9 11,0 cdefghijkl 7.5
40 Cte. Cordero 3,67 7.4 10,8 cdefghijki 7.5
46 Sargento Vidal 3,94 7.5 10,6 cdefghijkim 8,0
65 Ferri 5,16 7.3 10,2 defghijklmn 9,0
73 Senillosa 2,06 6,7 10,0 defghijkimno 9,5 3
53 Plottier 5,34 7,5 9,9 defghijklimno 9,5
21 Cinco Saltos 1,78 7.9 9,5 efghijkimnop 10,5
76 Sargento Vidal 5,00 7,0 9,4 efghijkimnop 10,5
67 Neuquén 4,29 7.6 9,2 fghijkimnop 11,0
35 Barda del Medio 3,21 7.7 9,0 ghijkimnop 11,6
80 Neuquén 4,42 7.5 8,8 hijklmnop 12,0
45 Sargento Vidal 5,48 7.6 8,8 hijklmnop 12,0
- Testigo con N - - 8,7 hijkimnop 12,0
54 Plottier 3,84 7.7 7.8 ijkimnop 12,5
55 Plottier 1,66 7.9 7,8 ijkimnop 12,5
52 Plottier 1,53 7.7 7.6 jkimnop 13,0
29 Cipolletti 3,73 7.4 6,8 klmnop 13,5
87 Roca 3,03 7,0 6,4 Imnop 14,0 4
86 Roca 4,38 7.7 6,2 Imnop 14,0
47 Centenario 3,76 7,0 5,6 mnop 14,6
24 Cipolletti 4,77 7,6 5,3 nop 15,0
33 Ferri 4,82 7.5 5,3 nop 15,0
69 Senillosa 3,63 7.1 4,9 op 15,5
- Testigo (To) - - 460p 16,0

*Valores con una letra distinta son estadisticamente diferentes segun la Prueba de Duncan (P < 0,05).
**Cepas recomendadas para producir inoculantes comerciales para alfalfa.
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CUADRO 3. Efecto de diferentes inoculantes
mixtos de Rhizobium meliloti sobre la
infectividad y efectividad en Medicago sativa*

TABLE 3. Effect of different multiple strains of
Rhizobium meliloti on the infectiveness and
effectiveness of the N fixation in Medicago sativa*

Inoculante Peso seco Nédulos/
mixto mg /planta planta
ABF™ 26,1 a*** 21,3
BGH 21,4 ab 26,0
CFH 20,7 ab 7.0
EGH 20,7 ab 12,2
CFG 19,8 ab 6,0
AFH 19,2 ab 9,0
BEH 18,56b 10,0
ADE 18,5b 18,1
ADF 18,3 b 13,2
CEF 18,1 b 4,8
BDE 17.7b 21,4
ABH 17,70 7.5
T, 46¢ 0,0

*Cada valor es la media de 10 plantas.

**Las letras indican el numero de cepa de R. meliloti utilizada:
A=83 B=79, C=18, D=72 E=73, F=31,G=81,H=75,
T, = testigo no inoculado.

***Valores con una letra distinta son estadisticamente diferentes
segun la Prueba de Duncan (P < 0,05).

los tratamientos, pero no se detecté una correlacion
significativa entre esas dos variables. Las cepas
seleccionadas produjeron, cuando formaban parte
de un inoculante mixto, valores muy diferentes de
eficiencia (rango = 26,1 - 17,7 mg/planta) y de
nodulacion (rango = 21,3 - 7,5 ndédulos/planta) en un
mismo cultivar de alfalfa. Ademas, esos 12 ino-
culantes mixtos produjeron un incremento medio del
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39% (18 mg/planta) en la produccion de materia
seca, respecto a los valores medios obtenidos con
las cepas individuales utilizadas como inoculantes
para alfalfa Bordenave INTA (13 mg/planta), bajo
las condiciones en que se realizé este trabajo. Bor-
deleau y Antoun (1977), demostraron un sinergismo
en cepas de R. meliloti utilizadas de a pares, con un
aumento del 10% en los rendimientos de materia
seca respecto a lo que producian las cepas del mi-
crosimbionte en forma individual. Hasta lo que no-
sotros conocemos, es la primera vez que se detecta
un sinergismo con inoculantes mixtos triples en
alfalfa, desconociéndose las causas principales de
estos resultados. Finalmente, recomendamos que
antes de utilizar la mezcla de estas cepas en un
inoculante comercial es necesario estudiar su com-
portamiento bajo condiciones de campo y sus efec-
tos sobre diferentes cultivares de alfalfa.

CONCLUSIONES

En e! Alto Valle de Rio Negro y Neuquén la mayoria
de los suelos estudiados estaban colonizados con
cepas naturalizadas de R. meliloti infectivas y efec-
tivas. El 82% de esas bacterias eran inestables
desde el punto de vista genético y no conservaron,
en el tiempo, su capacidad para producir materia
seca, es decir, para fijar N en alfalfa. Sin embargo,
el aislamiento de ocho cepas de R. meliloti con
estabilidad genética y capacidad para formar parte
de inoculantes mixtos triples, que tenian un efecto
sinérgico en los rendimientos de M. sativa, fue de-
mostrado bajo condiciones controladas. Estos re-
sultados aconsejan continuar con estudios sobre
las posibles aplicaciones biotecnologicas de esos
microsimbiontes.

RESUMEN

En este estudio se determiné la densidad de R. me-
liloti naturalizado en 86 muestras de suelos del Alto
Valle de Rio Negro y Neuquén, cultivados con man-
zanos y perales. El nimero del microsimbionte, os-
cilé entre <1 y 2 x 10° bacterias/g de suelo. Un 64%
de los suelos contenian 1.000 6 mas R. melilotilg.
Estos valores no se relacionaron significativamente
con los contenidos de materia organica ni con el pH
de los suelos. Se aislaron 83 cepas de R. meliloti, y
ocho biotipos fueron seleccionados por su eficiencia
en la producciéon de materia secay por su estabilidad

genética. Se produjeron inoculantes con cultivos
mixtos, con los ocho biotipos seleccionados, utilizan-
dotres cepas por biofertilizante. De los 56 inoculantes
investigados, el 93% tuvo una produccion de materia
seca superior al testigo nitrogenado no inoculado;
ademas, el 22% de los inoculantes ensayados super6
a la actividad fijadora que provocaron las ocho
cepas individuales seleccionadas.

Palabras claves: Fijacién biolégica de nitrégeno,
inoculante, Medicago sativa, Rhizobium meliloti.
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