INVESTIGACION

EFECTIVIDAD SIMBIOTICA DE CEPAS NATURALIZADAS DE
Mesorhizobium loti Y Bradyrhizobium sp. (Lotus) EN PLANTAS
DE TRES ESPECIES DEL GENERO Lotus'

Symbiotic effectiveness of indigenous strains of Mesorhizobium loti and
Bradyrhizobium sp. (Lotus) in three Lotus plant species

Leticia Barrientos?, Marcelo Higuera®, Herndn Acuifia‘, Jaime Guerrero®,
Fernando Ortega’ e Ivette Seguel?

ABSTRACT

Lotus species are very important for their interesting agricultural potential, their capacity to fix
atmospheric nitrogen and adaptation to low input agricultural systems. In this study, the most
utilized species in the country were used: L. corniculatus or birdsfoot trefoil, L. glaber or
narrowleaf trefoil, and L. uliginosus or big trefoil. With the objective of determining the nitrogen
fixation capacity and comparatively evaluating the symbiotic fixation of the different strains, a trial
under controlled conditions was conducted with 68 indigenous strains of Mesorhizobium loti and
Bradyrhizobium sp. (Lotus). Culture tubes with Norris and Date solution without nitrogen were
utilized. Emerging seedlings were inoculated with one of the native strains and evaluated 45 days
after inoculation. Plants without nitrogen and with nitrogen were utilized as controls. The plants
~were cultivated in a controlled environment with a photoperiod of 16:8 (light: dark), at 24 °C and
70% relative humidity. Of the evaluated strains, 60% were not capable of forming nodules in the
Lotus species after inoculation. For L. glaber three strains were selected as being the most efficient,
corresponding to 61, 65 and 66 identified as Mesorhizobium loti. For L. uliginosus, strains 38 and
52, identified as Bradyrhizobium sp., were selected as the most effective.

Key words: nitrogen fixation efficiency, rhizobial strains, Lotus corniculatus, L. glaber, L.
uliginosus.

RESUMEN

La lotera destaca en nuestro medio con un interesante potencial agricola, por su capacidad fijadora
de nitrégeno atmosférico y valioso aporte a los sistemas agropecuarios de bajos insumos. En este
estudio se trabajé con las especies mas utilizadas en el pais: Lotus corniculatus L. o lotera de hoja
ancha, Lotus glaber o lotera de hoja angosta, y Lotus uliginosus o alfalfa chilota. Con el objetivo
de determinar la capacidad de fijar nitrégeno y evaluar en forma comparativa la eficiencia de la
fijacion simbiética de distintas cepas, se realizé un ensayo bajo condiciones controladas con 68
cepas naturalizadas de Mesorhizobium loti y Bradyrhizobium sp. (Lotus). Para ello se utilizaron
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glaber, L. uliginosus.

tubos con solucidén nutritiva (agarizada) de Norris y Date, sin nitrégeno. Las plantas se inocularon
con cada una de las cepas nativas y la evaluacion se realiz6 45 dias después de la inoculacién. Como
controles se emplearon testigos sin nitrégeno y con nitrégeno. Las plantas crecieron en ambiente
controlado con un fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad), a 24 °C y 70% de humedad relativa. Un 60%
de las cepas evaluadas no fueron capaces de inducir la formacioén de nédulos sobre las especies de
Lotus en las cuales fueron inoculadas. Para L. glaber se seleccionaron tres cepas como las mas
eficientes en la fijacion de nitrégeno atmosférico, que correspondieronen a las 61, 65 y 66
identificadas como Mesorhizobium loti. Para L. uliginosus se seleccionaron las cepas 38 y 52,
correspondientes a Bradyrhizobium, sp. como las mas efectivas.

Palabras clave: eficiencia de fijacién de nitrégeno, cepas de rizobios, Lotus corniculatus, L.

INTRODUCCION

Las leguminosas son particularmente importan-
tes debido a su habilidad para fijar nitrégeno
atmosférico en simbiosis con Rhizobium, bac-
terias que nodulan sus raices, asi como por su
alto valor nutricional como alimentos para huma-
nos y como forrajes para animales. La fijacién
bioldgica de nitrégeno en los cultivos de legumi-
nosas resulta cada vez mas importante en vista
de los esfuerzos para desarrollar una produccion
agricola mas econdmica y sostenible.

El potencial forrajero de algunas especies del
género Lotus, su buena adaptacién a suelos de
baja fertilidad, su capacidad de fijar N y otras
caracteristicas, como su alto contenido de taninos
que evita que se produzca meteorismo en los
animales (Montes, 1988; Langer, 1990), desta-
can aesta especie como una forrajera importante
de estudiar e introducir en algunos sectores de la
zona centro-sur y sur del pais.

En Chile, las especies de importancia forrajera
del género Lotus son Lotus corniculatus L., co-
nocida como lotera de hojaancha, L. uliginosus
Schk. (L. pedunculatus Cav.) o alfalfa chilota,
y L. glaber Mill. (L. tenuis Wald et Kit.) o lotera
de hoja angosta (Acuiia, 1998). La tercera estd
presente en forma natural en praderas de la zona
central del pais y hace una importante contribu-
cién a la produccion forrajera, especialmente
durante latemporada estival, en suelos arcillosos
que eventualmente reciben agua de riego. La

lotera de hoja ancha es de crecimiento erecto,
con un sistema radical profundizador; se adapta
asuelos imperfectamente drenados o con restric-
ciones de humedad en algunos periodos (Acuiia,
1998). Laloterade hojaangosta es de crecimiento
postrado y desarrolla una corona en su tallo
principal, de la cual se originan ramas laterales
de crecimiento indefinido; laraiz es pivotante de
caracteristicas similares a la lotera de hoja ancha
(Mifion et al., 1990); crece en forma espontanea
en los suelos de la zona arrocera y otros de la
VIII Regidn, pero no ha sido cultivada en Chile.
Ambas crecen en suelos con pH igual o superior
a5,8-6,0. Por otro lado, la alfalfa chilota es una
planta de raiz profundizadora, que desde su co-
rona produce numerosos tallos erectos durante
latemporada de crecimiento; crece bien en suelos
de baja fertilidad, con exceso de aguay elevada
acidez (Acuiia, 1998; Langer, 1990).

Cuando se desea introducir y establecer legumi-
nosas en nuevos ambientes, no siempre se encuen-
tran cepas efectivas de rizobios. Esta situacion
puede evitarse si se dispone de cepas de bacterias
fijadoras de nitrégeno, que pueden ser inoculadas
favoreciendo el desarrollo y rendimiento de las
praderas con leguminosas, en este caso del género
Lotus. Dentro de las Rhizobiaceae, las bacterias
capaces de nodular las especies de Lotus incluyen
tanto cepas de crecimiento intermedio (Mesorhi-
zobium loti) como de crecimiento lento (Brady-
rhizobium sp.) (Jordan, 1982, 1994; Jarvis et
al., 1997).



228

Con estos antecedentes se disefié una investi-
gacién en la cual se plante como objetivo aislar
y seleccionar cepas naturalizadas eficientes de
Mesorhizobium loti y Bradyrhizobium sp.
(Lotus), provenientes de colectas realizadas en
la VIIL, IX, X y XI regiones de Chile, a partir de
plantas noduladas del género Lotus (L. cornicu-
latus, L. glaber y L. uliginosus).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Centro Regional de
Investigacion Carillanca, del Instituto de Inves-
tigaciones Agropecuarias (INIA), ubicado cerca
de Temuco, IX Region, Chile.

A partir de plantas noduladas correspondientes
a L. corniculatus, L. glaber 'y L. uliginosus, co-
lectadas en los suelos de la zona centro-sur
(VIIL IX, X y XIregiones de Chile), se aislaron
cepas naturalizadas de Mesorhizobium loti y
. Bradyrhizobium sp. (Lotus). El aislamiento de
las cepas de Mesorhizobiumy Bradyrhizobium
apartir de los noédulos, se realizé de acuerdoala
metodologia descrita por Vincent (1975).

Laevaluacion de la efectividad de la fijacion de
N se realiz6 en tubos cerrados de acuerdo a la
metodologia propuesta por Vincent (1975). El
material vegetal utilizado correspondid a loteras
de los cultivares Quimey (L. corniculatus), Toba
(L. glaber)y Maku (L. uliginosus), en las cuales
se evalud untotal de 68 cepas de Mesorhizobium
y/o Bradyrhizobium sp., obtenidas de las colectas
de germoplasma naturalizado de estas especies,
cuya procedencia y hospedero se indican en el
Cuadro 1.

Previo a lainoculacion con las cepas colectadas
se efectué una desinfeccién y escarificacion
superficial de las semillas, sumergiéndolas en
una solucidn concentrada de acido sulfirico
(H,S0,,95-97%) durante 30 min, y 10 lavados
con agua destilada estéril. La inoculacién se
efectud siete dias posteriores a la siembra. Para
ello se eligieron cinco plantas de cada una de las
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variedades, las que se inocularon con cada una
de las cepas a evaluar (68). Cada planta recibid
1 mL de una suspensién de 1 x 108 M. loti o
Bradyrhizobium sp. (Lotus) mL™'. Las plantas
crecieron en ambiente controlado durante 45
dias, con un fotoperiodo de 16 h de luz, a 24 °C
y 70% de humedad atmosférica. Como testigos
se emplearon cinco repeticiones sin inoculante y
sin N (T0), y el mismo ntimero de repeticiones de
un testigo sin inoculante y con N (TN), que
recibio cada 15 dias una solucién de nitrato de
potasio (0,75 g N L).

Cuadro 1. Regiones de colecta y hospederos a
partir de los cuales se aislaron las cepas na-
turalizadas de Mesorhizobium loti y/o Brady-
rhizobium sp. (Lotus)

Table 1. Regions of collection and hosts from
which indigenous strains of Mesorhizobium
loti and/or Bradyrhizobium sp. (Lotus) were
isolated

Identificacién  Regién de colecta Hospedero
1-30 IX-X L. uliginosus
31-59 X -XI L. uliginosus
60 - 68 Vil L. glaber

En cada tratamiento se determind el tamafio, co-
lor y nimero de los nédulos por planta, produc-
cion de materia seca (MS) y el contenido de N de
la parte aérea, cuarenta y cinco dias después de
lainoculacién. El peso seco de la parte aérea de
las loteras fue usado para calcular la produccién
relativa (PR), definida como PR= I/N, donde I
es laproduccion de MS en las plantas inoculadas,
yNeslaproduccion de MS en las plantas no ino-
culadas, pero que recibieron nitrégeno. Una
producciénrelativa<1 indica que la fijacién de
nitrégeno no fue suficiente para cubrir los reque-
rimientos de nitrégeno de la planta (Bordeleau et
al., 1977). Otro criterio de efectividad que se
utiliz6 fue el sefialado por Vincent (1975), donde
E =log x, - log ¢, donde x, corresponde al nitro-
geno acumulado por la cepa “i”, y ces el N acu-
mulado por el testigo sin inoculacién y sin nitr6-
geno. Se consider6 como eficiente aquella cepa
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que presento igual o mejor desarrollo que el tes-
tigo con N.

El disefio fue completamente al azar. Los datos
experimentales fueron procesados mediante an4-
lisis de varianza y prueba de Tukey, utilizando
el programa estadistico SAS (1989).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se determind que un 60% de las
cepas procedentes de los hospederos naturales
L. uliginosus y L. glaber recolectados desde la
VIII, IX, X y XI regiones, no indujeron la for-
macion de nédulos en las tres especies de lotera
evaluadas. Algunas de estas cepas (1 a30) estu-
vieron almacenadas en camara fria desde el afio
1991, y fueron sometidas a sucesivos repiques
en medio levadura-manitol para la mantencién
del cepario, por lo que podria haber pérdida de
efectividad, como consecuencia de lo anterior,
debido amutaciones espontaneas, que afectarian
tanto la infectividad como la efectividad de los
rizobios (Date, 1982). Distinguir entre la inesta-
bilidad genética inherente o inducida por el me-
dio ambiente en una cepa de rizobio es dificil. Se
ha demostrado que unacoloniaaisladade cultivos
parentales mantenidos en condiciones de labora-
torio muestran nodulacion disminuida, efectivi-
dad simbidtica variable y atin pérdida de invasi-
vidad (Jansen y Strijdom, 1985).

Para cepas naturalizadas de Rhizobium meliloti
Gili et al. (1997) reportaron, que sélo uno de
cada cinco aislamientos tenia capacidad infectiva
y efectiva genéticamente estable, y un 82% de
las cepas de esta especie no conservaron en el
tiempo su capacidad para fijar N en alfalfa. Por
otra parte, Sullivan ef al. (1996) sefialaron que
las propiedades simbiéticas de algunos rizobios
son genéticamente inestables, surgiendo la posi-
bilidad que rizobios no simbio6ticos sean un com-
ponente significativo de las poblaciones rizobia-
nas de los suelos.

Los resultados de la evaluacion de las cepas de
Mesorhizobium loti o Bradyrhizobium sp.
(Lotus) sobre lanodulacidn, materia seca aérea
y efectividad simbidtica en L. corniculatus cv.
Quimey, L. glaber cv. Tobay L. uliginosus cv.
Maku, se presentan en los cuadros 2, 3 y 4,
respectivamente.

Se observé que en L. corniculatus sélo tres de
las 68 cepas naturalizadas evaluadas indujeron
la formacién de nddulos, lo que corresponde a
7% del total. Estas son las cepas de Mesorhizo-
biumlotiidentificadascomo 61,63 y 65 aisladas
del hospedero L. glaber. El numero de nédulos
formados fue muy bajo y no existieron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05) entre
estas cepas (Cuadro 2). En la evaluacién de la
efectividad o capacidad simbiética de las cepas,

Cuadro 2. Propiedades simbiéticas de tres cepas de Mesorhizobium loti inoculadas en Lotus corniculatus

cv. Quimey
Table 2. Symbiotic properties of three strains of Mesorhizobium loti inoculated on Lotus corniculatus
cv. Quimey
Cepas de R. loti Materia seca' Produccién Efectividad Nédulos!
(mg)* relativa (PR) (E)
61 3,5b 0,20 0,03 1
63 36b 0,21 0,03 1
65 ’ 3,6b 0,21 0,04 1
Testigo (con N) 17,2 a - 0,63 NN?
Testigo (sin N) 3,1b - - NN

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

'Promedio de cinco plantas.
INN= no nodulada.



230 AGRICULTURA TECNICA - VOL. 62 - N22 - 2002

Cuadro 3. Propiedades simbiéticas de 11 cepas de Mesorhizobium loti o Bradyrhizobium sp. (Lotus)
inoculadas en L. glaber cv. Toba ’ ‘

Table 3. Symbiotic properties of 11 strains of Mesorhizobium loti or Bradyrhizobium sp. (Lotus) inoculated
on L. glaber cv. Toba

Cepas de R. loti y/o Materia seca’ Produccién Efectividad Nédulos'
Bradyrhizobium sp. (mg)* relativa (PR) (E)
(Lotus)
29 43d 0,28 0,07 10,6 a
30 3,7d 0,25 0,02 9,6 ab
32 42d 0,28 0,06 7,6 ab
33 4,1d 0,27 0,05 6,0 ab
34 3,5d 0,23 0,02 3,4 ab
35 3,7d 0,25 0,02 2,4b
36 4,1d 0,27 0,04 5,2 ab
61 13,9 be 0,93 0,71 5,4 ab
64 49d 0,32 0,33 1,3 ab
65 8,3 bed 0,55 0,58 5,0 ab
66 30,1a 2,00 0,96 5,3 ab
Testigo (con N) 15,1b - 0,60 NN?
Testigo (sin N) 29d - - NN

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

'Promedio de cinco plantas.
INN= no nodulada.

calculada segun los criterios empleados, produc-
cion relativa de materia seca, y la estimacion
propuestapor Vincent (1975), utilizando los da-
tos de acumulacién de nitrégeno de la parte
aérea, se pudo apreciar que las tres cepas presen-
taron una respuesta similar y muy por debajo del
testigo que recibio nitrégeno mineral en la can-
tidad no limitante para su desarrollo, no encon-
trandose ninguna cepa efectiva para fijar nitro6-
geno en esta especie.

Enotrainvestigacionrealizada en Chile, peroen
trébol rosado (Trifolium pratense), Urzha y
Torres (1985) también sefialaron que las bajas
mediciones obtenidas en peso seco de la parte
aérea y radical son el resultado de nodulos
inefectivos.

En la Figura 1 se puede apreciar la accion de la
cepade Mesorhizobiumloti61 en loteradel cv.
Quimey, con escasanodulacién y poco desarrollo
aéreo y radical, similar al desarrollo del testigo

sin nitrégeno (TO) y menor al desarrollo del
testigo con nitrogeno mineral (TN), lo que
demuestra su inefectividad.

En los resultados de la inoculacién en L. glaber
cv. Toba (Cuadro 3), fue posible apreciar que
s6lo 11 de las 68 cepas evaluadas indujeron la
formacién de ndédulos, lo que corresponde a un
16% del total. Estas son las cepas identificadas
como 29, 30, 32, 33, 34, 35 y 36, que corres-
ponderian a Bradyrhizobium sp.,y 61, 64,65y
66 que corresponderian a M. loti, aisladas a
partir de los hospederos naturales L. uliginosus
y L. glaber, respectivamente. El nimero de né-
dulos formados después de la inoculacién con
estas cepas no mostro6 diferencias significativas.

Las plantas inoculadas con las cepas 61, 65 y 66
formaron nédulos grandes (3 a 5 mm de dia-
metro), de color rojizo en su interior, de forma
regular y distribuidos a lo largo de toda la raiz
principal, lo que coincidié con las caracteristicas
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Cuadro 4. Propiedades simbidticas de 15 cepas de Mesorhizobium loti o Bradyrhizobium sp. (Lotus)

inoculadas en L. uliginosus cv. Maku.

Table 4. Symbiotic properties of 15 strains of Mesorhizobium loti or Bradyrhizobium sp. (Lotus) inoculated

on L. uliginosus cv. Maku.

Cepas de R. loti y/o Materia seca’ Produccién Efectividad Nédulos!
Bradyrhizobium sp. (mg)* relativa (PR) (E)
(Lotus)
31 4.9 be 0,36 0,25 5,4
32 38¢ 0,28 0,22 4,6
33 4,5 be 0,33 0,23 5,2
36 6,4 be 0,46 0,38 5,4
37 5,3 be 0,38 0,29 4,6
38 9,7 ba 0,70 0,70 5,2
40 8,0 abc 0,60 0,53 6,2
41 7,4 be 0,54 0,50 7,8
42 4,8 be 0,35 0,24 4,4
43 33c¢ 0,24 0,20 3,2
44 5,8 be 0,42 0,31 4,8
49 4,2 be 0,30 0,27 4,8
50 8,4 abc 0,61 0,55 5,4
52 8,8 abc 0,64 0,61 5,4
65 32¢ 0,23 0,07 4,0
Testigo (con N) 13,8 a - 0,63 NN?
Testigo (sin N) 3,1c - - NN

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

'Promedio de cinco plantas.
’NN= no nodulada.

de una buena nodulacion, descritas por Williams
(1988) y Cerda (1996) para plantas del género
Lotus. El periodo de formacién de nédulos ocu-
rri6 19 a 20 dias después de lainoculacion, coin-
cidiendo con la formacion de la primera hoja
verdadera, lo que concuerda también, con lo
sefialado por estos mismos autores.

Las cepas 29, 30, 32, 33, 34, 35 y 36 corres-
ponderian a Bradyrhizobium sp. (Lotus) aisladas
desde L. uliginosus, en colectas realizadas en la
IX, Xy XIregiones. Deacuerdo a los resultados
obtenidos en este estudio, poseen solamente ca-
pacidad infectiva pero no efectiva sobre L.
glaber.

A diferenciadeNorris (1965), que indico que las
cepas aisladas de L. uliginosus no infectan a L.

glaber 'y a L. corniculatus, la evaluacion reali-
zada mostrd que algunas de las cepas de Brady-
rhizobium sp. infectan al primero de estos hos-
pederos, y son capaces de formar nédulos, pero
inefectivos, ya que se presentaron en gran niime-
ro, de tamaiio pequefio (<1 mm de didmetro) y
blanquecinos (Cuadro 3). Gault et al. (1994)
seflalaron que Bradyrhizobium sp. (Lotus) es
especifico sobre L. uliginosus.

Alevaluar la efectividad de las diferentes cepas
inoculadas en el cv. Toba, se pudo observar que
s6lo la cepa 66 de Mesorhizobium loti, proce-
dente de un aislamiento a partir de nédulos del
mismo hospedero es la que sobresali6 porsualta
efectividad, de acuerdo a los dos criterios
empleados. La Figura 2 muestra plantas de L.
glaber inoculadas con lacepa 66; la inoculacién
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con esa cepa produjoraices con abundante nodu-
lacién, desarrollando plantas de aspecto saluda-
ble y color verde tipico. Correspondié a la cepa
mejor evaluada en Tobay en las otras dos espe-
ciesevaluadas, y fue sin duda una cepa altamente
efectiva. Lesiguié lacepa 61 con la segunda me-
jor respuesta sobre esta especie. Aun cuando la
cepa 65 presentd una efectividad algo inferior a
estas otras dos cepas y al testigo nitrogenado,
también se destaco por las caracteristicas de su
nodulacién. Por el contrario, las cepas 29, 30,
32,33,34,35y 36 presentaron baja efectividad
para la fijacién simbidtica de nitrégeno.

Al respecto, también debemos considerar que
los taninos condensados, que se sabe estan pre-
sentes en las especies de Lotus, son de compo-
sicion variable (Pankhurstezal., 1987) y pueden
afectar lanodulacién de estas especies e indirec-
tamente disminuir la persistencia y calidad de
las plantas en distinta magnitud, particularmente
en suelos poco fértiles y de mal drenaje; los mis-
mos autores también encontraron que los taninos
ricos endelphinidina se acumulaban en las raices
y en nddulos inefectivos de L. uliginosus. Ellos
sugirieron que tal inefectividad podria deberse a
la sensibilidad de las cepas de rizobios localiza-
das en los nédulos a estos compuestos. Las rai-
ces de L. corniculatus var. hirsutus también
contienen un alto nivel de taninos ricQs en del-
phinidina pero éste es menor que en las raices de
L. uliginosus. Por el contrario, los taninos con-
densados presentes en L. glaber no contienen
delphinidina en su estructura (Pankhurst et al.,
1987).

En L. uliginosus cv. Maku s6lo 15 de las 68
cepas de Bradyrhizobium sp. (Lotus) evaluadas
lograron la formacion de nédulos, lo que corres-
pondié a un 22% del total. Estas son las cepas
identificadas como 31, 32, 33, 36, 37, 38, 40,
41,42,43,44, 49,50y 52, que corresponderian
a Bradyrhizobium sp., aisladas a partir del hos-
pedero natural L. uliginosus, procedentes de co-
lectas realizadas en las IX, X y Xl regiones, y la
65 aislada a partir de L. glaber (Cuadro 4). En
relacién con el niimero de nddulos obtenidos con
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la inoculacién de estas cepas no se observaron
diferencias significativas (P <0,05), y lamayoria

. formaron en promedio cinco nédulos, pequefios

(<2 mm de didmetro) y de color verdoso palido,
por lo que se consideraron como nédulos inefec-
tivos.

Al determinar la efectividad, de acuerdo al cri-
terio de produccion relativa, no hubo ninguna
cepa que destacara sobre el testigo nitrogenado.
De acuerdo al criterio de Vincent (1975), la cepa
38 fue la mas efectiva en L. uliginosus. En la
Figura 3 se puede observar el efecto de la inocu-
lacién de esta cepa, correspondiente a Bradyrhi-
zobium sp. (Lotus) sobre el cv. Maku. Se aprecia
un abundante desarrollo aéreo y radical, y buena
nodulacién. También se observa que el desarrollo
adquirido supera ampliamente al testigo sin ni-
trogeno (TO)y es similaral testigo con nitrégeno
mineral (TN), por lo que se considera una cepa
efectiva. Otra cepa que destacé en esta especie
por su efectividad fue la cepa 52.

Baraibar ef al. (1999) en un estudio de 50 aisla-
mientos desde 10 suelos uruguayos, encontraron
una alta variabilidad en la eficiencia simbiética
y tolerancia a la acidez. Los nédulos de Lotus
pedunculatus y L. subbiflorus eran pequeiios,
rojosen lasuperficie e inefectivos en la fijacion
de nitrégeno. Este trabajo mostré que existe una
grandiversidad entre las cepas aisladasy sostiene
la importancia de seleccionar entre las mas efi-
cientes y resistentes previo a su.inclusién como
inoculantes.

Muchos autores discuten acerca de las razones
de laregular efectividad de los aislamientos de
campo. Al respecto, Gibson (1964) sefial6 que
existe la posibilidad que lamayoria de estos ais-
lamientos represententizobios que son simbiéti-
camente efectivos con leguminosas endémicas,
pero que son menos compatibles con las lineas
huéspedes utilizadas con proposito de ensayosy
agricultura comercial. En este punto seria impor-
tante, entonces, la eleccion del huésped en las
pruebas de efectividad, ya que puede afectar la
estimacion de laefectividad de la poblacion, y la
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subsecuente interpretacion de los resultados. En
Escocia (Lowe y Holding, 1970) y en Irlanda
(Sherwood y Masterson, 1974), encontraron
que las pruebas de efectividad con aislamientos
de R. trifolii de poblaciones nativas de Trifolium
repens eran mas eficientes con ecotipos del cam-
po que con plantas de lineas comerciales. La
principal conclusioén que obtuvieron de su trabajo
fueel alto grado de variabilidad en la efectividad
de la poblacion muestreada. Estos resultados
sugieren que la proporcién de los genotipos pre-
sentes en la poblacién de R. trifolii estan cam-
biando constantemente.

Por otro lado, la baja efectividad de las cepas
evaluadas puede reflejar la inestabilidad genética
de las mismas que ocurre a lo largo de su proge-
nie después de varios afios en el suelo. Se ha in-
formado que la ocupacion de nddulos por cepas
de inoculantes declina en los afios que siguen al
establecimiento (Moénne-Loccozet al., 1994).

Conrespecto a la baja estabilidad genética que
presentan los aislamientos de Mesorhizobiumy
Bradyrhizobium evaluados se debe hacer men-
cion ainvestigaciones de Sullivan et al. (1996),
quienes seflalaron que un grupo de simbiontes de
Lotus spp. estan representados por R. loti, pero
analisis de secuencias de 16S rARN sugieren
que R. loti junto con otras cepas tipo Rhizobium
se originaronde R. ciceri(Cicer arietinum)y R.
mediterraneum. Anteriormente, Sullivan et al.
(1995) presentaron evidencia indirecta que rizo-
bios no simbioticos juegan un papel significativo
en ladinamicade las poblaciones de rizobios en
los suelos. Ellos sefialaron diversidad genética
entre los aislamientos de nédulos de una pradera
de L. corniculatus establecida siete afios antes

con un inoculante de una Unica especie en un
area que carecia de rizobios naturalizados capa-
cesdenodular especies de Lotus. Los aislamien-
tos dieron distintos patrones de ADN y cambios
ensu 16SrARN comparados con lacepa inocula-
da, indicando que ellos no eran derivados de la
cepainoculada. Estos autores sugirieron que los
aislamientos estaban originados de bacterias no
simbioticas que adquirieron genes simbidticos
de la cepainoculada. Posteriormente, en el afio
1997, (Jarvis et al.) propusieron lareclasificacién
de R. loti en Mesorhizobium loti, basandose
principalmente en sus caracteristicas de creci-
miento “intermedio” en medios de cultivo, con
respecto a las cepas conocidas tipicamente como
de crecimiento rapido o lento. También, se empled
como criterio el hecho queen M. Jotilos genes de
nodulaciony fijacién de nitrdgeno, generalmente
son cromosomales, y no estan determinados en
plasmidos como en muchos de los rizobios de
crecimiento rapido (Young, 1996).

CONCLUSIONES

Losresultados de este estudio sugieren que dada
laelevadainestabilidad genética de lascepasde
Mesorhizobium loti y Bradyrhizobium sp. eva-
luadas, debe buscarse una alternativa para la
adecuada mantencion de ellas. Al parecer, la
simbiosis L. corniculatus - M. loti es muy especi-
fica, por lo que seria necesario evaluar cepas
aisladas de este mismo hospedero para obtener
una cepa eficiente en la fijacion de N. Mediante
las pruebas de efectividad realizadas se determiné
quelascepas 61,65y 66 de Mesorhizobiumloti
y las cepas 38 y 52 de Bradyrhizobium sp. se
presentan como posibles alternativas para su
utilizacién como inoculantes comerciales.



234 AGRICULTURA TECNICA - VOL. 62 - N2 2 - 2002

Figura 1. Efecto de la cepa de
Mesorhizobium loti 61 en Lotus
corniculatus cv. Quimey.

Figure 1. Effect of strain 61 of
Mesorhizobium loti 61 on Lotus
corniculatus cv. Quimey.

Ty: Testigo con nitrégeno.
Ty: Testigo sin nitrégeno.

Figura 2. Efecto de la cepa de Mesorhi-
zobium loti 66 en Lotus glaber cv.
Toba.

Figure 2. Effect of strain 66 of Mesorhi-
zobium loti on Lotus glaber cv. Toba.

Ty: Testigo con nitrégeno.

Figura 3. Efecto de la cepa de
Bradyrhizobium sp. (Lotus) 38
en L. uliginosus cv. Maku.

Figure 3. Effect of strain 38 of
Bradyrhizobium sp. (Lotus) on
L. uliginosus cv. Maku.

Ty: Testigo con nitrogeno.
Ty: Testigo sin nitrogeno.
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