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SOBREVIVENCIA DE CEPAS DE Rhizobium meliloti EN SEMILLAS
DE ALFALFA Y EN SUELOS DEL ALTO VALLE DE RiO NEGRO
Y NEUQUEN, ARGENTINA!

Survival of Rhizobium meliloti strains in alfalfa seeds and in soil isolates
from the Upper Rio Negro Valley and Neuquén, Argentina

Perla Gili S.2, Graciela Marando 1.2 y Marcelo Sagardoy R.?

ABSTRACT

Nitrogen fixation in alfalfa ((Medicago sativaL.) cv. Cuf 101 inoculated with 40 strains of
R. melilotiisolated from soils of the Upper Rio Negro Valley and Neuquén, Argentina, was
studied in growth chamber experiments. Eight strains were selected based on their relative
infectiousness and capacity to produce biomass under controlled conditions. On evaluating
the survival of different R. meliloti strains in inoculated seeds, with inoculants in sterile peat,
it was found that the survival rate varied with the strain type in the bio-fertilizer. The results
showed that it was possible to obtain, using irrigated soils and studying the saprophytic
properties of the infective microsymbionts, infective and effective strains with high capacity
for nitrogen fixation in alfalfa Cuf 101. Natural strains of R. meliloti were found with
sufficient capacity to live for ten years in soils under environmental conditions.

Key words: Symbiotic nitrogen fixation, inoculants, survival, Medicago sativa.

INTRODUCCION

En el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén, Ar-
gentina, en 1928, la superficie cultivada con al-
falfa (Medicago sativa L.) era de 29.000 ha,
destinadas a la produccion de semillas y al pas-
toreo. En la actualidad en zonas recién coloni-
zadas, la alfalfa sigue siendo el cultivo inicial
tipico antes de ser utilizadas para la produccién
horticola o fruticola. En un estudio previo reali-
zado con suelos de estaregion sefialamos que R.
meliloti se encontraria en namero suficiente
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para realizar su actividad fijadora en alfalfa
(Gili et al., 1997).

Las cepas de Rhizobium de inoculantes comer-
ciales pueden competir con rizobios naturali-
zados del suelo, los cuales pueden tener menor
infectividad o efectividad comparadas con las
cepas rizobiales inoculadas (Ames-Gottfred y
Christie, 1989; Bottomley, 1992; Brockwell et
al., 1995).

Paralograr unacombinacidn leguminosa-Rhizo-
bium efectiva es posible intervenir modificando
la poblacién de cepas nativas de un suelo, me-
diante la inoculacion de semillas con cepas se-
leccionadas. Es reconocido que los inoculantes
multiples, dentro de un grupo de inoculacion,
dan una seguridad parcial contra la pérdida de
efectividad en la fijacién de nitrogeno (Vincent,
1970).
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Elnimero de microorganismos por semilla ino-
culadaes, segin Date (1970), uno de los factores
mas importantes que influye positivamente en la
inoculacion de las leguminosas. En la practica
una cepa debe seleccionarse por su capacidad
infectiva y efectiva, para ser utilizada en la fa-
bricacién de inoculantes. Ademas es necesario
que las cepas seleccionadas sean capaces de cre-
cer con facilidad en un medio de cultivo y sobre-
viviren el inoculante y en la semilla inoculada.
El Rhizobium es una bacteria que muere rapida-
mente por desecacion. El mayor porcentaje de
muerte se produce durante los estadios iniciales
dealmacenaje delas semillas. Estudios realizados
por Vincent (1959) y Salema et al. (1982), de-
mostraron que la muerte es extremadamente ra-
pida en estadios tempranos, en los cuales el ni-
mero disminuye 1000 veces en 24 horas. Brock-
welletal. (1968) y Howieson (1995), propusie-
ron como cualidad del inoculante para legumi-
nosas la habilidad de una cepa para formar né-
dulos tempranamente y la capacidad de competir
saprofiticamente en el suelo en ausencia de su
huésped.

Losobjetivos del presente trabajo fueron estudiar
las propiedades simbidticas de cepas de R. me-
liloti naturalizadas aisladas de 40 sitios del Alto
Valle de Rio Negroy Neuquén, Argentina, y es-
tablecer la sobrevivencia de distintas cepas de
Rhizobium meliloti sobre semillas de alfalfa
conservadas a dos temperaturas.

MATERIALES Y METODOS
Evaluacion de cepas en tubos de ensayo

Se evaluaron de acuerdo a las caracteristicas de
los nédulosy eficienciade fijacion simbidticade
nitrégeno, cuarenta cepas de R. meliloti aisladas
en estudios previos de suelos del sector centro-
oeste del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén,
Argentina. Los suelos correspondieron a Entiso-
lesy Aridisoles, con predominio de Torrifluvents,
Haplocambids y Aquicambids, ubicados a lo
largo del paralelo 39°, entre los meridianos
67°40°Sy 68°10°0. Los ensayos de nodulacién
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se realizaron en tubos cerrados de acuerdo con
la metodologia propuesta por Vincent (1970),
utilizando una planta de alfalfa (Medicago sativa
L.) cv. Cuf 101 por tubo. Se efectud una desin-
feccidn superficial de lasemillas, sumergiéndolas
en un baifio de alcohol etilico al 70% por 1 min
y en un bafio de H,0, al 6% durante 20 min y
cinco lavados con agua destilada estéril. Cinco
dias posteriores a la siembra, 10 repeticiones
para cada una de las cepas fueron inoculadas
con 0,2 mL de una suspension de 3 x 10% R.
meliloti mL"'. Las plantas crecieron durante 50
dias con un fotoperiodo de 16 hde luzy 8 h de
oscuridad.

En cada tratamiento se determind el tamaiio, co-
lor y nimero de nédulos por planta. La clasifi-
cacion de las cepas se realizo de acuerdo con
Rice et al. (1977). La media del peso seco de la
parte aérea de plantas de alfalfa fue usada para
calcular la produccioén relativa (PR), definida
como PR = I/N, donde I es la produccion de
materia seca en las plantas inoculadas, yN esla
produccién de materia seca en las plantas no
inoculadas y tratadas con KNO, al 5%. Una
produccionrelativa<1 indica que la fijacion de
nitrégeno no fue suficiente para cubrir los
requerimientos de nitrégeno de la planta.

Persistencia de R. meliloti en el suelo

La capacidad saprofitica de cepas de rizobios
fue evaluada por la persistencia en el suelo en
ausencia de su planta huésped. Las determina-
ciones se realizaron sobre ocho muestras de
suelo que fueron seleccionadas en base a la
efectividad de sus respectivas poblaciones
rizobiales, almacenadas durante 10 afios en
envases de plastico en un ambiente con tempe-
raturas de 20 + 2° C. Se utilizé la técnica del
Numero Mas Probable (NMP) (Vincent, 1970)
para determinar la densidad de poblacion de R.
meliloti en el suelo. Estos resultados fueron
comparados con los datos obtenidos en las mis-
mas muestras de suelo en el afio 1987. Las ca-
racteristicas quimicas determinadas en los suelos
fueron: porcentaje de materia organica (MO),
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Conductividad Eléctrica (CE) mS cm’, pH y
meq L' de K* Na'y Ca™+ Mg**, seglin Tan,
1996.

Evaluacion de la sobrevivencia en semillas

Lasobrevivenciade losrizobios sobre la semilla
se determino utilizando el método de recuento en
placa y el método del nimero mas probable
(NMP). Las semillas de alfalfa se inocularon
con inoculantes a base de turba estéril fabricados
con las siguientes cepas de Rhizobium meliloti:
Cepa INTA 401; Cepa INTA 399 ; Cepas de R.
meliloti 81,75y 73.Lascepasde coleccion 401
y399 fueron cedidas por el Laboratorio de Rizo-
biologia del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Castelar. Las semillas se
inocularon arazén de 10 g de inoculante en tur-
ba por kg de semilla, mas el agregado de goma
arabiga al 40% como adhesivo. La turba proce-
dente de El Bolson, Provincia de Rio Negro, fue
esterilizadaen autoclavea 121°C y una atmosfera
de presion, arazén de 50 g de turba, durante una
hora, por dos dias consecutivos. Entre una esteri-
lizacion y otra, existié un intervalo de 24 h. La
turba se neutraliz6 con CaCO, en polvo hasta
valores de pH 6,8.

Los indculos de las cepas se desarrollaron en
agitadores rotatorios a 27 °C hasta alcanzar una
concentracion celular del orden de 10° bacterias
mL"'y se emplearon para impregnar la turba
estéril ajustando el nivel de humedad al 60%. La
‘maduracidn se realizé a una temperatura de 25°
C durante 15 dias, con el objeto de obtener un
crecimiento suplementario de rizobios sobre la
turba, de modo que al iniciarse el estudio la con-
centracion de R. meliloti fue del orden de 10°
bacterias por g de turba hiimeda. En el caso del
inoculante contres cepas de Rhizobium, éstas se
multiplicaron e impregnaron por separado. En el
momento de la inoculacidn, las turbas maduras
se mezclaron en igual proporcion. Las semillas
inoculadas se conservaron a 5y 28 °C hasta ¢l
momento derealizar las determinaciones (Rough-
ley and Pulsford, 1982).

La sobrevivencia de R. meliloti se estudid a 0,
24,48 y 72 h de realizada la inoculacion de las
semillas, teniendo en cuenta que el mayor por-
centaje de mortandad se produce en las primeras
horas. Se tomaron asépticamente 10 semillas de
alfalfa de cada uno de los tratamientos y se co-
locaron en un erlenmeyer con 10 mL de medio
YEM (caldo manitol-extracto de levadura) y se
agitaron en un agitador rotatorio durante 15
min. A partir de esa suspension se realizaron
diluciones decimales que se utilizaron en los
siguientes métodos:

Recuento en placa: se sembré 0,1 mL de cada
una de las diluciones en medio agar-extracto de
levadura-manitol con Rojo Congo (10 mL por
litro de una solucién acuosa 1/400). Se incubaron
a27°Cdurante 5 dias. Se contaron las cajas que
tenian entre 30 y 300 colonias. Las siembras se
realizaron por triplicado.

Determinacion del NMP: Dos semillas de alfalfa
esterilizadas superficialmente se sembraron en
cada tubo en medio Jensen agarificado al 8%o.
Luego, se incubaronen camaraa24°Cy 16 hde
luz. La inoculacidn se efectud 5 dias después de
la siembra. Las plantas se inocularon con 0,2
mL de las diluciones. La determinacién del ni-
mero de rizobios se realiz6 por duplicado y 21
dias posteriores a la inoculaciéon de acuerdo a
Vincent (1970).

El disefio fue completamente aleatorizado. El
analisis estadistico comprendié anélisis de la
varianza y prueba de comparacion de medias
segiin Tukey (Montgomery, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Latotalidad de las plantas inoculadas con las 40
cepas de R. meliloti formaron nédulos. La efec-
tividad simbidtica medida por la produccion de
materia seca por planta, varié desde cepas ine-
fectivas hasta cepas altamente efectivas (Cuadro
1). Un75% de las cepas tenian una eficiencia de
nivel medio, expresada en materia seca planta’'.
La mayoria de las cepas produjeron numerosos
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nddulos inefectivos, de color blanquecino, de ta-
mafio inferior a3 mmy distribuidosalo largo de
toda la raiz.

Mediante el ensayo de efectividad relativa fueron
seleccionadas ocho cepas (Cuadro 2). La cepa
mas eficiente (R. meliloti 72) presentéun 71,4%
de nédulos rosados y un 47,6% tenia un tamafio
entre 3-10 mm. No existi6 una correlacién signifi-
cativa entre el nimero de nédulos y la produccién
de materia seca (r = 0,15).

Cuadro 1. Categorias utilizadas para clasificar
la nodulacién y la fijacion simbiética de N
(FSN) en alfalfa cv. Cuf 101 y resultados
obtenidos con 40 cepas de R. meliloti aisladas
de suelos del Alto Valle de Rio Negro
y Neuquén, Argentina

Table 1. Criteria used for assessing nodulation
and symbiotic nitrogen fixation in alfalfa cv.
Cuf 101 and results obtained for 40 strains
of R. meliloti isolates from soils of the Upper
Rio Negro Valley and Neuquén, Argentina

Caracteristicas Cepas o
de los n6dulos nédulos
y eficiencia
de la FSN Categorias N° %'
Color rojo 0-29% 32 80,0
30-49% 5 12,5
50-69% 1 2,5
70-89% 2 5,0
90-100% 0 0,0
Nimero planta’! 1-4 15 37,5
5-20 25 62,5
Tamafio? (mm) <3 1.724 84,6
3-10 314 15,4
> 10 0 0,0
Produccion de alta > 14,5 5 12,5
materia seca media 7,2-14,4 30 75,0
(mg pl™") baja< 7,1 ) 12,5

'Los valores indican el porcentaje del total de las cepas
o nédulos determinados.

2Se evaluaron 2.038 nédulos pertenecientes a 372 plantas
de alfalfa cv. Cuf 101.
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Cuadro 2. Propiedades simbiéticas de 8 cepas
de R. meliloti aisladas de suelos del Alto Valle
de Rio Negro y Neuquén, Argentina

Table 2. Symbiotic properties of 8 strains of R.
meliloti isolated from soils of the Upper Rio
Negro Valley and Neuquén, Argentina

Materia
seca
Cepas de planta’® Produccién Nédulos
R. meliloti (mg)* relativa!  planta’
83 12,1ab 1,39 5,8a
31 11,9ab 1,37 5,9
73 10,0abc 1,15 6,1a
72 15,6a 1,79 4,2a
18 13,8ab 1,59 8,9a
81 12,4ab 1,43 12,6a
79 12,9ab 1,48 10,5a
75 14,3ab 1,64 4,1a
Testigo (con N) 8,7¢c - NN?
Testigo (sin N) 4,6¢d - NN

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

!Calculada segun el cuociente: Materia seca producida
plantasinoculadas con R. meliloti/Materia seca producida
en plantas no inoculadas fertilizadas con KNO, (5 mg N/
tubo).

INN = No nodulada.

Las plantas de alfalfa fueron noduladas como
resultado de la inoculacién con suspensiones de
suelo de los sitios seleccionados. El nimero de
esa bacteria vari6 en los sitios como muestra el
Cuadro 3. Si consideramos que cinco de las ocho
muestras de suelo presentaban, después de 10
afios, un numero superior a 103 rizobios por gra-
mo de suelo, es posible que en esos suelos la efi-
ciencia de los inoculantes comerciales podria
verse afectada por las cepas que sobreviven li-
bremente en los mismos, tal como fue demos-
trado por otros investigadores (Roughley et al.,
1976; Dowling y Broughton, 1986).

En el experimento de sobrevivencia de cepas de
Rhizobium en semillas de alfalfa, el nimero de
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bacterias por gramo de inoculante, alcanzado de correlacidn entre ambos métodos (recuento
después de 15 dias desde la impregnacion de la en placa y NMP), y para cada uno de los ino-
turba, fue inferior en la cepa INTA 401, que en culantes fue el siguiente: Inoculante 1 (cepa

Jos otros dos inoculantes (Cuadro 4). El indice INTA 401)(r=0,86*), Inoculante 2 (cepaINTA
Cuadro 3. Caracteristicas de 8 suelos del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén y sobrevivencia en los
mismos de R. meliloti naturalizado después de 10 aiios!

Table 3. Characteristics of 8 soils from the Upper Rio Negro Valley and Neuquén and survival of
naturalized R. meliloti after ten years

Log,, N° R. me-
liloti g suelo™

MO? CE? K* Na* Ca*™* Ca+Mg
Suelo N° (%) mS cm’! pH (meq L) (meq L') (meq L') (meq L) 1987 1997
83 4,37 1,02 7,23 0,53 0,90 1,91 3 3,39 3,30
31 5,70 1,89 7,16 0,70 0,80 4,89 5,6 2,95 2,45
73 2,06 0,35 6,77 0,23 0,35 1,27 2 4,42 4,40
72 2,18 0,35 6,99 0,36 0,38 0,64 1,4 2,96 2,00
18 5,21 0,51 7,13 0,31 0,49 1,27 2,6 2,42 2,00
81 2,37 0,98 7,75 0,80 0,75 1,27 2,2 3,40 3,45
79 5,19 1,30 7,47 0,37 0,85 2,76 4 4,39 4,12
75 7,58 6,38 6,77 2,80 5,25 0,15 13 3,40 3,34

'Suelos mantenidos en envases plésticos a 20 = 2 °C.
MO = Materia Orgénica.
JCE = Conductividad Eléctrica.

Cuadro 4. Sobrevivencia de R. meliloti en semillas de alfalfa cv. Cuf 101 bajo dos temperaturas
de conservacién

Table 4. Survival of R. meliloti on alfalfa seeds cv. Cuf 101 under two storage temperatures

Log,, de R. meliloti semilla'**

M¢étodo Log 0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
de R. meliloti/
Cepa recuento g inoculante 5°C 28 °C 5°C 28 °C 5°C 28 °C
INTA 401 Placa 7,69 484a 454a  3,50b 3,54c  3,44b  3,36¢c 1,50c
NMP! (110) 87 (76) (63) (69) (49) 387 (113)
Placa 9,02 5,82a  5,75a  5,73a  5,74a 5,73a  5,74a  5,72a
INTA 399 NMP (96) (85) (68) (86) (82) a7 64) (82)
Mezcla Placa 9,51 6,39a 546a 5,59a 546a 5,382 543a  5,34a
(81,75, 73) NMP 101) (78)  (108)  (75) (95) 87) (1000  (54)

'NMP: Namero més probable, N° de R. meliloti semilla”, determinado con la técnica de infeccion de plantas, expresado
como por ciento del valor obtenido con la técnica de recuento en placa.

"Valores en una misma fila, para una determinada temperatura, con letra o letras iguales no son significativamente
diferentes, segin el test de Tukey (P < 0,05).
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399) (r=0,64"%)y con el Inoculante 3 (cepas 81,
73, 75) (r = 0,45™5). Estos resultados estarian
indicando que los ensayos del NMP tienen una
tendencia a subestimar el recuento en placa. Re-
sultados similares fueron obtenidos trabajando
con soja (Weaver y Frederick, 1972).

La muerte del microsimbionte en semillas ino-
culadas es rapida en los estadios iniciales de
almacenamiento de las mismas (Vincent, 1959;
Vincentezal., 1962; Burton, 1967). Sin embargo,
en lacepa INTA 399 la sobrevivencia, luego de
72 h, fue practicamente idéntica que al inicio del
estudio (Cuadro 4). LacepaINTA 401 presentd
la mas baja sobrevivencia sobre la semilla, per-
diendo aproximadamente tres unidades logarit-
micas en tres dias, lo que corresponde al 31% del
numero inicial. Finalmente, la mezcla de cepas
(R. meliloti 81,75y 73)aisladas de los suelos de
Rio Negro y Neuquén, present6 un estado in-
termedio, es decir, disminuyo aproximadamente
una unidad logaritmica.

Estos resultados indican que el namero de bac-
terias por semilla no es el factor que determina
lasobrevivenciadel R. meliloti sobre lasimiente;
la sobrevivencia depende de la adaptacién que
tengan las cepas a las condiciones de inoculacién.

Respecto a la temperatura de almacenamiento
sobre lasobrevivenciade R. melilotipor semilla,
no se observaron cambios significativos entre
almacenara 5 °C 6 a 28 °C durante 72 h. Si cal-
culamos el tiempo necesario para que el niume-
ro de bacterias por semilla disminuya 10 veces
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a28°C, vemos que lacepaINTA 401 necesitaba
18,1 hy lamezcla 30,3 h. La cepa INTA 399,
en las primeras 24 h practicamente no cambio su
nimero por semilla, en consecuencia no fue de-
terminado el tiempo de disminucidn.

CONCLUSIONES

El estudio con 40 cepas de R. meliloti aisladas
de suelos bajo riego del Alto Valle de Rio Negro
y Neuquén demostré que sélo un 20% de las
mismas tenian una alta efectividad relativa para
fijar N atmosférico. Ademas, se detectd que el
efecto del ambiente sobre semillas de alfalfa cv.
Cuf 101 inoculadas con tres inoculantes, fabri-
cados en base a turba estéril, fue diferente segin
la cepa o cepas de R. meliloti que formaban los
mismos. Los estudios mostraron, ademas, que
la temperatura de almacenaje, 5 °Cy 28 °C du-
rante 72 h, no actué como un factor primario en
la sobrevivencia de las cepas de R. meliloti in-
corporadas a las semillas de alfalfa. Simulta-
neamente, se encontr6 que el nimero de las po-
blaciones del microsimbionte por gramo de suelo
se mantuvo sin grandes cambios en suelos que
fueron mantenidos a temperatura ambiente du-
rante diez afios. Finalmente, como el nimero del
microsimbionte por semillaes decisivo en los re-
sultados que se obtienen con lafijacion simbiotica
denitrégeno, seria importante desde un punto de
vista practico, poder incorporar como un patron
de calidad de un biofertilizante, junto a otros
factores, la velocidad de muerte del microsim-
bionte sobre la semilla de alfalfa para un deter-
minado tipo de inoculante comercial.

RESUMEN

Se estudié la fijacion de nitrégeno en alfalfa
(Medicago sativaL.) cv.Cuf 101 inoculada con
40 cepas de R. meliloti aisladas de suelos del
Alto Valle de Rio Negro y Neuquén, Argentina.
Ocho cepas fueron seleccionadas en base a su
infectividad y capacidad relativa para producir
biomasa bajo condiciones controladas. Al evaluar
la sobrevivencia de R. meliloti sobre semillas

inoculadas, con inoculantes en base a turba es-
téril, se encontrd que ésta variaba con la cepa o
cepas que constituian el biofertilizante. Los da-
tos obtenidos mostraron que era posible obtener,
a partir de los suelos irrigados y estudiando las
propiedades saprofiticas de los microsimbiontes,
cepas infectivas y efectivas con alta capacidad
para fijar nitrégeno en alfalfa Cuf 101. Se en-
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contrd una buena capacidad de las cepas natu-
ralizadas de R. meliloti para vivir durante diez
afios en suelos a temperatura ambiente.
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Palabras claves: Fijacion simbiética de nitro-
geno, inoculantes, sobrevivencia, Medicago
sativa. : '
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