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RESUMEN

La alfalfa es una leguminosa forrajera perenne que tiene un excelente valor nutritivo, elevada
digestibilidad y alta produccion de biomasa. Esta especie contribuye a la incorporacion de N
en los sistemas pratenses, ayudando a reducir la aplicacion de fertilizantes sintéticos. Esta
especie forma simbiosis con Sinorhizobium meliloti, la cual es responsable de suministrar la
mayor parte del N requerido por esta planta para su crecimiento. Sin embargo, esta simbiosis
es altamente sensible a los efectos producidos por la acidez del suelo, la que reduce la
sobrevivencia de los rizobios y la nodulacion en las raices de las plantas, traduciéndose en una

reduccion de la productividad y persistencia de la pradera.

Dado que la alfalfa se establece mayoritariamente en suelos acidos (pH<5,5) de la zona
centro-sur de Chile, se plantea como hipotesis que la presencia de una poblacion
genéticamente diversa de rizobios asociados a alfalfa, permitird seleccionar cepas
simbidticamente eficientes y tolerantes a la acidez, las cuales estableceran una simbiosis
efectiva con alfalfa en suelos moderadamente acidos. El objetivo del presente estudio consistio
en evaluar la diversidad genética y el grado de tolerancia a la acidez de cepas naturalizadas de
S. meliloti y su efecto sobre la fijacion simbidtica de N en alfalfa, bajo condiciones moderadas

de acidez.

El numero de rizobios fue afectado por la acidez del suelo. Asi, praderas recientemente
establecidas donde se observaron mayores niveles de pH, presentaron un mayor nimero de
rizobios. También se observo que la acidez redujo significativamente el crecimiento in vitro de
las cepas naturalizadas de S. meliloti, observandose una respuesta diferencial en las cepas
sometidas a niveles de pH entre 5,0 y 5,5. Por su parte, un incremento de la concentracion
celular inicial de los rizobios indujo un mayor crecimiento de las colonias incluso bajo

condiciones de elevada acidez (pH 5,0).



El estudio de la identidad genética basado en la identificacion y amplificacion parcial del gen
16S rDNA reveld que las cepas naturalizadas correspondieron en su totalidad a la especie
Sinorhizobium meliloti. Se observo una alta diversidad genética entre las cepas aisladas asi
como una relacion entre ésta y el pH. Suelos con mayores valores de pH mostraron una menor

diversidad a diferencia de suelos mas acidos que presentaron una mayor diversidad.

El estudio de la efectividad simbidtica mostr6 que la acidez del suelo redujo
significativamente la nodulacion, contenido de materia seca y capacidad simbidtica en alfalfa
inoculada con cepas de S. meliloti, siendo la magnitud de dicha reduccion dependiente del
cultivar de alfalfa y el nivel de acidez. Sin embargo, la existencia de algunas cepas
naturalizadas (por ej. NS11) con un adecuado potencial de fijacion de N, bajo condiciones de
moderada acidez, sugiere su posible utilidad como inoculante de la alfalfa en suelos de la zona

centro-sur donde la acidez constituye el factor limitante.

Respecto del efecto de Al sobre los cultivares de alfalfa estudiados se observd que un
incremento en la concentracion de Al en solucién disminuyd el contenido de materia seca
tanto en la parte aérea como radical en alfalfa, asi como una acumulacion de Al a nivel radical,

la cual fue dependiente del pH.

Los cultivares de alfalfa respondieron al estrés por Al a través de un aumento de la exudacion
de 4cidos organicos como citrato y succinato. No obstante, de acuerdo a la especiacion

quimica realizada sdlo citrato fue capaz de complejar Al.

El mayor contenido de P y Al en raices de plantas de alfalfa sometidas a Al sugieren la
existencia de un mecanismo de exclusion basado en la precipitacion de Al con P a nivel

radical.



SUMMARY

Alfalfa is a perennial forage legume that has excellent nutritional value, high digestibility and
a high biomass yield. This species contributes to the incorporation of N in pasture systems,
helping to reduce the application of synthetic fertilizers. This species forms a symbiotic
association with Sinorhizobium meliloti which is responsible for supply most of the N required
for plant growth. However, this symbiosis is highly sensitive to soil acidity factors, which
decreases rhizobia survival and plant nodulation, leading to a reduction in the productivity and

persistence of the pasture.

Due to the alfalfa is mostly established in acidic soils (pH<S5.5) in central-southern Chile, the
present hypothesis suggest that the presence of a wide and genetically diverse population of
alfalfa-associated rhizobia, will eventually lead to the selection of acid-tolerant rhizobia which
might establish an effective symbiosis with alfalfa in moderately acid soils. The major aim of
this work was to assess the genetic diversity and the acid tolerance of naturalized S. meliloti
strains associated to alfalfa and their effect on the symbiotic N-fixation with alfalfa under

moderately acidic conditions.

Rhizobial numbers were affected by soil acidity. Thus, pastures recently established showed
higher pH levels and rhizobial counts. The acidity also reduced the growth in vitro of
naturalized S. meliloti strains which showed a differential response among isolates when pH
varied from 5.0 to 5.5. By the other hand, higher cell concentration of rhizobia leads to a

higher colony growth in plates even under highly acidic conditions (pH 5.0).

The genetic identity of isolates based on the identification and partial sequencing of 16S
rDNA gene revealed that naturalized strains belonged to Sinorhizobium meliloti. It was
observed a high genetic diversity among isolates and a relationship with soil pH. Soils with
higher pH levels showed a low diversity compared to the higher genetic diversity observed in

the more acidic soils.



Assessment of symbiotic effectiveness of rhizobia showed that soil acidity reduced
significantly the nodulation, dry matter yield and symbiotic capacity in alfalfa inoculated with
S. meliloti. The reduction in symbiotic parameters depended on the alfalfa cultivar and acidity
level. However, some naturalized strains (i.e. NS11) with an adequate N,-fixing potential,
suggest to be suitable as an inoculant for alfalfa in acidic soils of central-southern Chile, where

the acidity constitutes the major constraint for plant growth.

In relation to the effect of Al in alfalfa cultivars, an increase in the concentration of Al in
nutrient solutions reduced the dry matter content in both shoots and roots, but increased the Al

levels in roots. In both cases, the magnitude of this effect depend on the pH level.

Alfalfa cultivars responded to Al by an increase of the exudation of organic acids as citrate
and succinate. However, results from chemical speciation indicates that only citrate was

capable to complex Al.

Higher contents of P and Al in roots of alfalfa plants exposed to Al suggest the existence of an

exclusion mechanism of Al based on its precipitation with P in roots.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes Generales

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una leguminosa forrajera perenne que presenta un elevado
valor nutritivo, excelente palatabilidad y digestibilidad. También contribuye a la incorporacion
de nitrogeno (N) en los agroecosistemas ganaderos, con un consecuente beneficio tanto
econémico como ambiental (Campillo et al., 2003; Jensen y Hauggaard-Nielsen, 2003), ya

que permite reducir significativamente la aplicacion de fertilizantes sintéticos.

Esta especie forma una asociacion simbidtica con Sinorhizobium meliloti [(Dangeard 1926)
De Lajudie et al. 1994, comb. nov.], el cual es responsable de entregar la mayor parte del N
que la planta necesita. Sin embargo, ambas especies son muy sensibles a la acidez y
especialmente a Al en soluciéon (Howieson et al., 1992; Segundo et al., 1999), lo cual incide
en una menor fijacion de N, y una disminucion en la productividad y persistencia de la pradera

(Cheng et al., 2002).

En el centro-sur de Chile, las praderas destinadas a la produccion de carne y leche son
establecidas mayoritariamente en suelos acidos derivados de cenizas volcanicas (pH<S5,5).
Dichos suelos se caracterizan por poseer caracteristicas tales como alto contenido de materia
organica, elevados niveles de Al y Mn extractable y baja disponibilidad de P, Ca y Mg. Bajo
esas condiciones, la efectividad de la simbiosis depende de la capacidad del rizobio de

sobrevivir, competir con la biota del suelo y fijar No.

Debido a que la acidez del suelo representa una de las principales limitantes para el
establecimiento de la alfalfa en el centro-sur de Chile, la correccion de la acidez mediante la
aplicacion de enmiendas calcareas en cobertera constituye la alternativa econdémicamente mas
viable (Scott et al., 2001; Mora et al., 2002). Sin embargo, ésta generalmente no tiene un
mayor efecto en reducir la acidez del subsuelo, lo cual es requerido para asegurar una
adecuada fijacion de N, por parte del cultivo (Evans et al., 2005a). Si bien es cierto, diversos

estudios han demostrado que la aplicacion de yeso en cobertera permitiria incrementar el



contenido de Ca del subsuelo y asi mejorar la sobrevivencia de los rizobios en suelos acidos,
esta practica no es considerada actualmente dentro del manejo de la alfalfa en nuestro pais. En
este sentido, una estrategia promisoria que permitiria mejorar la efectividad de la simbiosis en
suelos acidos la constituye la seleccion de cepas con caracteristicas mejoradas tales como: alto
potencial de fijacion de N, capacidad de sobrevivir en el suelo bajo condiciones de estrés y
gran habilidad competitiva (Segundo et al., 1999; O'Hara et al., 2002; Hardarson y Atkins,
2003).

El presente estudio se fundamenta en el bajo conocimiento que existe sobre la diversidad
genética, tolerancia a la acidez y efectividad simbiotica de las poblaciones naturalizadas de
rizobios asociadas a alfalfa en suelos de Chile, conocimiento que resulta esencial a la hora de
disefar posibles estrategias para mejorar la productividad y persistencia de la alfalfa en este

tipo de suelos.



1.2.  Hipotesis de Trabajo

En los suelos de la zona centro-sur de Chile, la presencia de una poblacion genéticamente
diversa de rizobios asociados a alfalfa, permitira seleccionar cepas eficientes y tolerantes a la
acidez, las cuales estableceran una interaccion simbiotica productiva con alfalfa bajo

condiciones de acidez moderada.

Un aumento en la concentracion de Al en la solucion del suelo disminuira el rendimiento de
materia seca tanto de la parte aérea como radical en plantas de alfalfa, actualmente cultivadas
en la zona centro-sur, especialmente bajo condiciones de alta acidez (pH 4,5). Dicha respuesta
serd dependiente de la concentracion de Al y el cultivar de alfalfa. Las plantas responderan al
estrés por Al mediante la exudacion de acidos orgéanicos asi como la precipitacion de Al con P

en raices, lo que permitira reducir los efectos toxicos de Al.



1.3.

1.3.1.

1.3.2

Objetivos

General

Evaluar la diversidad genética y el grado de tolerancia a la acidez de cepas
naturalizadas de S. meliloti asociadas a alfalfa sobre la fijacion simbidtica de nitrogeno

en M. sativa, bajo condiciones moderadas de acidez.

Especificos

Evaluar el efecto de la acidez sobre el nimero de rizobios asociados a alfalfa en suelos

de la IX y X regiones.

Evaluar el efecto de la acidez y la concentracion celular inicial sobre el crecimiento de
cepas de rizobios naturalizados, aislados a partir de plantas de alfalfa noduladas

presentes en suelos de la IX y X regiones.

Determinar la identidad genética de las cepas mediante la identificacion y la
secuenciacion parcial del gen 16S rDNA y su diversidad genética mediante el uso de

PCR-fingerprinting.

Evaluar la aplicacion de técnicas moleculares como una herramienta para diagnosticar

el grado de tolerancia de S. meliloti a la acidez (gen fsrR).

Evaluar el efecto de la concentracion de Al y el pH sobre el rendimiento de materia
seca en cuatro cultivares de alfalfa y posibles mecanismos asociados a la tolerancia a

este elemento en solucion nutritiva.

Seleccionar cepas tolerantes a la acidez y evaluar su capacidad de establecer una

simbiosis efectiva con alfalfa bajo diferentes condiciones de acidez.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1  Lasimbiosis Rhizobium-leguminosa

2.1.1 Leguminosasy su importancia en la agricultura

Las leguminosas corresponden a un gran nimero de especies pertenecientes a la familia
Leguminosae la cual contiene aproximadamente 18.000 especies, que se dividen en tres
subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae y Papilionoideae (Royal Botanic Gardens,
2007). Las leguminosas presentan una amplia distribucién geografica y se utilizan como
fuente de alimento y forraje. Muchas leguminosas tienen la habilidad de formar nddulos
fijadores de N, con ciertas bacterias de suelo, llamadas cominmente rizobios, las cuales
contribuyen a la Fijacion Simbiotica de Nitrogeno (FSN). Esta asociacion simbidtica es mas
comin en las subfamilias Papilionoideae y Mimosoideae, mientras que so6lo algunos

miembros de Caesalpinioideae pueden formar esta simbiosis.

La asociacién simbidtica entre rizobio y leguminosa juega un rol importante en la
productividad agricola mundial, ya que fija anualmente 120 millones de toneladas de N»
atmosférico en amonio (Freiberg et al., 1997). Las leguminosas y sus rizobios son utilizados
en los agroecosistemas con el fin de mejorar la fertilidad del suelo y diversificar los sistemas

productivos (Sessitsch et al., 2002).

Las especies leguminosas de importancia agricola pueden incluirse dentro de dos categorias:
leguminosas de grano (anuales y oleaginosas) y leguminosas forrajeras. Mientras que las
leguminosas de grano entregan elevados niveles de proteinas, tanto las leguminosas de grano
como las forrajeras ademas de constituir un alimento de alta calidad en alimentacion animal,
incrementan el contenido de N del suelo, mejoran su estructura en aspectos tales como
porosidad, estabilidad de agregados y retencion de agua, rompe el ciclo de enfermedades y
ayudan al control de malezas (Howieson, 1999; Marenco y Bastos, 1999). Adicionalmente, las
forrajeras perennes de raices profundas como la alfalfa, permiten controlar el nivel de la napas

freaticas, evitando la aparicion de salinidad secundaria (Howieson et al., 2000c).



2.1.2 Alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una especie de la tribu Trifolieae, perteneciente a la
subfamilia Papilionoideae. Dentro de las leguminosas forrajeras, ésta destaca por poseer un
alto potencial productivo, alta palatabilidad y digestibilidad. Ademas, ésta es probablemente
una de las especies forrajeras mas utilizadas en la agricultura. En nuestro pais, la alfalfa
presenta una amplia distribucion, encontrandosela asociada a sistemas de produccion
ganaderos de carne y leche, especialmente de la zona centro-sur donde se utiliza tanto en

pastoreo directo como soiling (Ruiz, 1996).

2.1.3 Rhizobium

Las bacterias fijadoras de N», conocidas colectivamente como rizobios, son microsimbiontes
facultativos que pueden infectar las raices de la mayoria de las leguminosas y asi reducir el N,
atmosférico en N utilizable para la planta (Sessitsch et al., 2002) a través de la accion de la
enzima nitrogenasa. Estas bacterias son consideradas de gran importancia por su capacidad de
fijar N, en asociacion con las leguminosas. Los rizobios son bacterias Gram negativas,
moviles, cilindricas, pudiendo presentar polimorfismo bajo condiciones de estrés. Son
aerdbicas y poseen un mecanismo respiratorio donde el oxigeno actlia como aceptor final de
electrones. También pueden utilizar una amplia gama de compuestos orgédnicos (carbohidratos,

azucares, aminoacidos, etc.) como fuente de C.

Esta simbiosis es de gran importancia en el flujo global de N, atmosférico fijado a la forma de
amonio, nitratos y compuestos organicos (Kahindi et al., 1997). En presencia de su hospedero,
los rizobios pueden formar nodulos radicales, que corresponden a estructuras especializadas

donde el N, molecular es reducido a amonio.

Existen 44 especies de bacterias fijadoras de N, distribuidas en 12 géneros principalmente en
la clase a-proteobacteria (Sawada et al., 2003). También se ha reportado la nodulacion de
leguminosas por especies de la clase B-proteobacteria, las cuales incluyen los géneros
Burkholderia y Wautersia, pertenecientes a la familia Burkholderiaceae (Sawada et al., 2003).
Las bacterias fijadoras de N, en a-proteobacteria comprenden cinco familias: Rhizobiaceae

(que incluye los géneros Allorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium), Phyllobacteriaceae (que



incluye el género Mesorhizobium), Bradyrhizobiaceae (con el género Bradyrhizobium),
Hyphomicrobiaceae (que incluyen los géneros Azorhizobium 'y Devosia) y
Methylobacteriaceae (género Methylobacterium), segin lo indicado por los andlisis de
secuencia de genes 16S rDNA (Sawada et al., 2003).

2.1.4 Género Sinorhizobium

El género Sinorhizobium fue originalmente propuesto para los rizobios de crecimiento rapido
(R. fredii) aislados a partir de raices de soya (Glycine max L. Merr) (Chen et al., 1988). Sin
embargo, dicha proposicion fue rechazada debido a que las secuencias de genes 16S rDNA
indicaban que esa especie se encontraba estrechamente relacionada a R. meliloti (Jarvis et al.,
1992). Posteriormente, se concluyd que R. meliloti debia ser incluido en el género
Sinorhizobium (S. meliloti) al igual que R. fredii (S. fredii), asi como dos nuevas especies
aisladas desde suelos de Senegal, Sinorhizobium teranga y Sinorhizobium saheli (de Lajudie
et al., 1994). Posteriormente, una nueva especie fue descrita dentro de este género, S. medicae
(Rome et al., 1996), el cual es denominado el tipo B de S. meliloti. Recientemente, se ha
reportado que los géneros Sinorhizobium y Ensifer corresponden a un mismo taxén. Por lo
tanto, dado que Ensifer fue el primer sinonimo heterotipico, debe tomar prioridad, lo que
significa que las especies de Sinorhizobium spp. deben ser renombradas como Ensifer spp
(Young et al., 2003).

Simbiodticamente, tanto S. meliloti como S. medicae son capaces de nodular raices de alfalfa. A
nivel molecular, tanto el gen IpiA, el cual confiere tolerancia a la acidez como su regulador,
fsrR, estan presentes en S. medicae, mientras que solo el gen IpiA esta presente en S. meliloti
(Reeve et al., 2006). Entre los rizobios de crecimiento rapido, Sinorhizobium es considerado el

género mas sensible a la acidez (Dilworth et al., 2000).



2.2 La diversidad de rizobios y su importancia en la agricultura

Las cepas de rizobios que habitan en el suelo pueden ser diversos tanto en términos

simbidticos como en sus caracteristicas genéticas y fenotipicas (Mclnnes et al., 2004).

Desde principios del siglo XX, ha existido conciencia de la presencia de cepas de rizobios
nativos en el suelo que limitan la nodulacién de las leguminosas por los inoculantes
comerciales. Las poblaciones de rizobios presentes en un suelo puede variar entre <10-10’
rizobios g suelo (Bottomley, 1992). Existen diversas condiciones de estrés que pueden
reducir el nimero de rizobios en un suelo. Estos factores son mayormente abioticos, entre los
que se encuentran la acidez (pH<5,0) o alcalinidad (pH>8,5), bajo contenido de arcilla (<15
%) y baja capacidad de intercambio cationico (<10 meq 100 g'). Otros factores de estrés
secundario son la aridez (combinacion de baja pluviometria con una baja capacidad de
retencion de agua), alta concentracion de N, salinidad y temperaturas extremas (Howieson y
Ballard, 2004). El historial de manejo también puede afectar el tamafio de la poblacion

existente (Brockwell y Bottomley, 1995).

La diversidad de rizobios en muchos suelos agricolas puede estar restringida a una diversidad
intra-especifica debido al monocultivo de la misma especie leguminosa sobre un largo periodo
de tiempo (Howieson y Ballard, 2004). Sin embargo, aquellos suelos de ambientes no
intervenidos pueden contener un amplio rango de leguminosas que soportan una amplia
diversidad de rizobios. Odee et al. (2002) aislé rizobios de los géneros Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium desde un suelo de Kenya donde no se habia

reportado la presencia de leguminosas introducidas.

La determinacion de la diversidad de rizobios de un suelo puede verse afectada por el método
usado para aislar el rizobio. La diversidad determinada a través de potes trampa solo
considerara aquella diversidad de rizobios capaz de nodular dicho hospedero y no la
diversidad total de rizobios residentes. Es asi como se han desarrollado diversos métodos para
aislar rizobios directamente del suelo (Tong y Sadowsky, 1994; Bromfield et al., 1995). La

evaluacion de la diversidad genética es fuertemente afectada por el método usado para



discriminar entre cepas (Mclnnes et al., 2004). Es asi como el poder de discriminacion de los
diversos métodos puede conducir a diferentes resultados de diversidad para un mismo sitio
(Bottomley, 1992). A nivel edafico, factores tales como el pH, influenciaran el grado de
variacion genética de las poblaciones de rizobios (Harrison et al., 1989; Laranjo et al., 2002).
En la actualidad existe un gran numero de técnicas usadas para evaluar la diversidad en

rizobios, las cuales son analizadas brevemente.

2.3  Meétodos utilizados para el estudio de la diversidad de Rhizobium

Los estudios taxonomicos y filogenéticos son necesarios para estructurar la biodiversidad de
los rizobios presentes en el suelo. La correcta identificacion de un microorganismo, de
acuerdo con sus relaciones filogenéticas ayuda a predecir sus propiedades genotipicas y
fenotipicas para cada especie. Asimismo, el analisis de la diversidad en rizobios es importante
ya que permite develar las complejas relaciones ecologicas y evolutivas, predecir el
comportamiento de los inoculantes comerciales y seleccionar cepas mejor adaptadas a
distintos tipos de estrés ambiental, lo que contribuird a mejorar la eficiencia simbidtica de la
asociacion leguminosa-rizobio. Es importante destacar que a la fecha so6lo se han identificado

unos 50 simbiontes de un total de 750 géneros de leguminosas (Sy et al., 2001).

2.4 Aplicacion de métodos basados en biologia molecular en estudios de diversidad y

taxonomia de rizobios

Previo a la aparicion de los métodos moleculares, los estudios de diversidad estaban basados
principalmente en funcion de caracteristicas fenotipicas tales como rango de hospedero,
crecimiento en medios de cultivo, relaciones seroldgicas, analisis de isoenzimas, proteinas
totales (SDS-PAGE), pirdlisis, producciéon de bacteriocinas, resistencia intrinseca a
antibioticos y resistencia a bacteri6fagos. Posteriormente, métodos tales como la utilizacion de
sustratos, perfiles proteicos, electroforesis de enzimas (MLEE) y perfiles lipidicos (FAMEs)
mostraron su utilidad en estudios de diversidad en rizobios. A pesar de que los métodos
fenotipicos fueron utiles para analizar la diversidad de cepas y la estructura de las

comunidades de rizobios, éstos poseian un bajo poder resolutivo comparado a los métodos



moleculares (Barnet, 1991). Los métodos fenotipicos pueden variar seglin sean las condiciones
de cultivo y el estado fisioldgico de las bacterias al momento del ensayo (van Rossum et al.,
1995). Mediante la utilizacion de los métodos moleculares basados en el estudio del genoma
bacteriano, se puede contar con una gran cantidad de datos, facilmente reproducibles y
generados sin la influencia de factores tales como las condiciones de cultivo o el estado

fisiologico, entre otros.

Las técnicas moleculares confieren un mayor grado de sensibilidad respecto de las técnicas
convencionales (Babalola, 2003). Un aspecto practico de estas metodologias lo constituye la
redefinicion de la taxonomia de los rizobios, la cual se basa en la capacidad de la cepa de
inocular una determinada especie de leguminosa, de acuerdo con los llamados “grupos de
inoculacion cruzada” (Baldwin y Fred, 1929), la cual fue finalmente abandonada debido al
alto numero de excepciones dentro de estos grupos (Graham, 1964). Posteriormente, se
demostrd que los genes responsables de la nodulacion, especificidad del hospedero y FSN en
rizobios de crecimiento rapido estan codificados en plasmidos simbioticos los cuales pueden
ser transmitidos entre las diferentes especies (Prakash et al., 1981). De acuerdo con esta
clasificacion inicial fueron reconocidas seis especies: Rhizobium leguminosarum (nodula
Lathyrus, Pisum, Vicia y Lens), R. trifolii (Trifolium), R. phaseoli (Phaseolus), R. meliloti

(Melilotus, Medicago y Trigonella), R. japonicum (Glycine max) y R. lupini (Lupinus).

La taxonomia de las bacterias fijadoras de N, ha sufrido una significativa revision producto de

la utilizacion de los métodos moleculares de analisis filogenéticos (Young, 1994).

Los métodos moleculares usados en los estudios de diversidad se han constituido en una
herramienta util en el estudio de una amplia variedad de rizobios asociados a Phaseolus spp.
(Grange y Hungria, 2004), alfalfa (Gandee et al., 1999; Carelli et al., 2000; Roumiantseva et
al., 2002), Medicago (Jebara et al., 2001), Hedysarum (Kishinevsky et al., 2003) y Leucaena
(Wang et al., 1999), ya que ha estimulado el desarrollo de métodos rapidos y simples para
caracterizar las poblaciones de microorganismos, los cuales son necesarios para determinar la
diversidad genética de las comunidades de rizobios del suelo, ya que son éstas las que pueden

ofrecer alternativas como inoculantes mejorados (del Papa et al., 1999; Carelli et al., 2000;
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Slattery y Pearce, 2002).

Los métodos genotipicos mas usados actualmente en los estudios de diversidad en rizobios son
los perfiles de plasmidos (Wernegreen et al., 1997), polimorfismo de los fragmentos de
restriccion de ADN (RFLP) (Bromfield et al., 1995; Odee et al., 2002; Grange y Hungria,
2004), perfiles de lipopolisacaridos (Wegener et al., 2001) y técnicas basadas en la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) (Richardson et al., 1995;
Gandee et al., 1999; Laranjo et al., 2002; Vachot-Griffin y Thies, 2005). Dentro de estas
ultimas, la comparacion de secuencias de los genes 16S rDNA se ha utilizado exitosamente
para evaluar las relaciones filogenéticas entre las diferentes especies de rizobios (Kishinevsky
et al., 2003; Young et al., 2004). La region que codifica estos genes es altamente conservada
entre las bacterias y al mismo tiempo, lo suficientemente variable y con la suficiente
informacion como para revelar eficazmente las relaciones filogenéticas entre las distintas
especies (Willems y Collins, 1993). Por otra parte, los métodos basados en PCR mediante el
uso de partidores aleatorios (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA) o dirigidos
(DAPD, Directed Amplified Polymorphic DNA), han sido exitosamente usados para estudiar
la estructura genética en varias especies de rizobios (Carelli et al., 2000; Thies et al., 2001).
Entre estos ultimos, el partidor nif RPO1 se lo ha descrito como un partidor adecuado para el
estudio de la diversidad genética en rizobios (Richardson et al., 1995), el cual incluye un
promotor con una secuencia consenso altamente conservada y reiterada en genomas
bacterianos (Schofield y Watson, 1985). Recientemente, el uso del partidor RPO1 ha
permitido la caracterizacion genética de los principales inoculantes comerciales utilizados en

Australia (Vachot-Griffin y Thies, 2005).

2.5  Meétodos utilizados para el estudio de la efectividad simbidtica en rizobios

La efectividad simbidtica puede ser definida como la capacidad del rizobio de asociarse a la
planta, a través de la formacion de nddulos y fijar N, atmosférico. La capacidad simbidtica de
las cepas puede determinarse mediante la medicion de parametros como contenido de N,
acumulacion de materia seca (MS), nodulacion y reduccion de acetileno a etileno (medida

indirecta de la fijacion de N»).
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2.6 Laacidez del suelo: Implicancias para la agricultura

Los suelos derivados de cenizas volcanicas ocupan en Chile una superficie de 4,89x10° ha
(Santander et al., 1993), lo que constituye entre el 50 al 60 % de los suelos arables del pais
(Besoain, 1985). Dentro de éstos, los Andisoles, suelos derivados de cenizas volcanicas
recientes, presentan propiedades fisicas adecuadas tales como baja densidad aparente y
elevada capacidad de retencion de agua, lo cual favorece el establecimiento de una gran
variedad de cultivos anuales y perennes. Sin embargo, su productividad se ve afectada por
algunas propiedades quimicas como bajo pH, baja suma de bases, alto contenido de alofan,

altos niveles de Al de intercambio y elevado poder de fijacion de P.

El alofan corresponde a alumino-silicatos asociados a suelos derivados de cenizas volcanicas y
vitreos. Son arcillas de bajo grado de cristalinidad y carga variable dependiente del pH y la
fuerza ionica del medio quimico. Asi, a pH acido, estos suelos presentan una alta capacidad de
retencion y fijacion de aniones como fosfato. La presencia de alofan en Andisoles chilenos
conduce a la acumulacion de materia organica en el suelo mediante la formacion de complejos
estables con o0xidos de Fe y Al (Zunino y Borie, 1985). Asimismo, la solubilizacién de Al en
la solucion del suelo conduce a la formacion de complejos estables con la materia organica, lo

que contribuye al aumento del contenido de materia organica en Andisoles.

Los Andisoles de la zona centro-sur de Chile son suelos mayoritariamente acidos (pH<S5,5). A
nivel mundial, la superficie afectada por la acidez alcanzaria a 3,19x10° ha (von Uexkiill y

Mutert, 1995).

La acidificacion del suelo es un proceso natural que ocurre como consecuencia de la lenta
pero constante pérdida de cationes basicos (Ca, Mg, K y Na) y una acumulacion de cationes
acidos, H y Al (Sadzawka y Campillo, 1993). De esta forma, los cationes basicos son
desplazados desde los sitios de intercambio y lixiviados a través del perfil del suelo y los
cationes H' intercambiables toman su lugar en los minerales de arcilla y en la materia
organica. Por otra parte, la acidez y Al intercambiable presente en estos suelos, hacen que

ciertos iones tales como el fosfato sean fuertemente adsorbidos y la actividad microbiana se
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vea disminuida. Varios factores quimicos estan asociados con la acidificacion del suelo,
estando relacionados principalmente al aumento o disminucion de la solubilidad y
disponibilidad de ciertos elementos (Mn, Fe, Al y P), los cuales afectan la nutricion vegetal
y la biologia del suelo. La disminucion en el pH se traduce en un aumento en la proporcion de
Al intercambiable y ligado a la materia organica. La presencia de Al disuelto en la solucion
del suelo proviene principalmente del pool de Al amorfo, mediante la sustitucion con cationes

basicos del suelo o complejados por la materia organica (Baba y Okazaki, 2000).

Los procesos naturales de intemperizacion ocasionan que los suelos se vayan acidificando y
hacen que la intensidad de esta acidificacion, determinada a través del pH del suelo, sea
afectada por el tipo de minerales y el material parental, clima y vegetacion. Otros procesos
naturales como la mineralizacion de la materia orgéanica en Andisoles generan la liberacion de
protones, lo cual contribuye a aumentar la acidificacion de estos suelos (Zunino y Borie,

1985).

Sin embargo, ha sido el hombre quien mayor influencia ha tenido en acelerar este proceso, al
practicar una agricultura intensiva y muy extractiva, que no ha ido aparejada con una
adecuada reposicion de nutrientes y bases al suelo. Por otra parte, la utilizacion indiscriminada
de fertilizantes de reaccion 4cida, especialmente los amoniacales, sin considerar sus
limitaciones de uso y la necesidad de neutralizar sus efectos acidificantes y las caracteristicas
de los suelos, ha derivado en una paulatina acidificacion de los suelos sometidos a este manejo

(Sadzawka y Campillo, 1993).

La acidez del suelo es un problema complejo, debido en parte, a concentraciones elevadas de
iones H', Al y Mn, y disponibilidad limitada de P, Ca, Mg y Mo (Flis et al., 1993). Debido a
que la FSN es un proceso altamente demandante de P y energia, la simbiosis tripartita
leguminosa-rizobio-micorriza adquiere una especial importancia en Andisoles donde la

disponibilidad de P esté regulada por el pH y la composicion coloidal del suelo.

Entre los factores que condicionan la magnitud de intensidad del proceso de acidificacion de

los suelos, destacan la hidrélisis de Al, el intercambio catidnico entre la raiz y los coloides del
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suelo, entre otros (Baba y Okazaki, 2000).
La quimica de Al en la solucién de suelo es compleja. La disponibilidad de Al en suelos
acidos esta sujeto a diversas reacciones de hidrodlisis dependientes del pH, las que se muestran

en la Tabla 1.

Tabla 1. Reacciones de equilibrio de Al a 25 °C.

Reacciones de Equilibrio log K®
Hidrolisis

A" + H,0 = AIOH*" + H' -5,00
A" + 2H,0 = AI(OH),” + 2H" 10,1
A" + 3H,0 = AI(OH);® + 3H" 16,8
AP’ + 4H,0 = AI(OH), + 4H" 22,99
Otros complejos

A" + H,PO, = AIH,POS* 3

AP’" + HPO, = AIHPO, 7

* Constantes de formacion de especies y complejos de Al (Nordstrom y May, 1996).

Cooper et al. (1983) sostienen que si bien es cierto, la deficiencia de Ca y toxicidad por Al y
Mn, junto con deficiencias de P y Mo son factores importantes en suelos con bajo pH, sin
embargo, el factor mas limitante de la productividad de los cultivos en estos suelos es la
movilizacion de Al en la solucion (Mossor-Pietraszewska, 2001), el cual puede alcanzar
niveles toxicos para las plantas y microorganismos, ya que afecta la captacion de ciertos

nutrientes y especialmente P (Mora et al., 1999).

Es asi como los suelos acidos limitan tanto el tipo de cultivo utilizado como su productividad
(Flis et al., 1993; Barrientos et al., 1994). Recientemente, Mora et al. (2006) observaron que
la acidez del suelo (pH 5,1; Al 24 %) redujo la productividad de una pradera en un 36 %

comparado con una pradera establecida en un suelo previamente encalado (pH 5,6, Al 2 %).
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La acidez afecta la productividad de praderas y leguminosas de grano, los cuales, mediante el
mecanismo de FSN, realizan una contribucion importante al balance de N de los sistemas
agricolas (Flis et al., 1993). Dicha magnitud dependera basicamente de la leguminosa y del
tipo de rotacion (Peoples et al., 2001). Otros factores que afectan este proceso son la nutricion
vegetal, cantidad y efectividad de rizobios, plagas y enfermedades, compuestos fitotdxicos y

manejo de pastoreo, entre otros (Riffkin et al., 1999).

Dentro de las leguminosas forrajeras, la alfalfa es probablemente la especie méas utilizada en el
mundo (Baligar et al., 1993). Esta se caracteriza por presentar un alto potencial de
rendimiento y una excelente calidad como forraje. Las leguminosas forrajeras, especialmente
alfalfa, contribuyen a la incorporacion de N en los agroecosistemas ganaderos, con un
consecuente beneficio tanto econdémico como ambiental (Campillo et al., 2003; Jensen y

Hauggaard-Nielsen, 2003).

2.7  Factores que afectan el crecimiento de Rhizobium

La acidez del suelo reduce drasticamente las poblaciones de Rhizobium (Robson y Loneragan,
1970b; Carter et al., 1995) y Sinorhizobium (Pijnenborg et al., 1990; Brockwell et al., 1991;
Ballard et al., 2003). En cultivos in vitro, se ha observado que el bajo pH reduce la tasa de
crecimiento de S. meliloti (Howieson et al., 1992), R. leguminosarum bv. trifolii (Watkin et
al., 1997) y B. japonicum (Hartel y Alexander, 1983). Asi, bajas tasas de crecimiento se
traducen en una reduccion en la poblacion de rizobios en suelos acidos (Pijnenborg et al.,

1990).

Por su parte, la toxicidad por Al y Mn en suelos acidos, afectan el crecimiento de los rizobios
(Keyser y Munns, 1979). Al igual que en las plantas, la tolerancia a la acidez en rizobios no se
relaciona necesariamente a la tolerancia por Al. Es asi como alrededor de un 60 % de las cepas
de R. leguminosarum y B. japonicum que sobrevivieron a pH 4,5, pudieron tolerar un nivel de
50 uM Al, que corresponde a un nivel de Al factible de encontrar en suelos acidos (Keyser y

Munns, 1979).
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Por otra parte, el Ca es un elemento esencial para la estabilidad de la pared celular, su
deficiencia origina una absorcion aumentada de antibidticos y pérdida de la integridad celular
(Ballen et al., 1988). El crecimiento de rizobios en suelos acidos depende significativamente
de la concentracion de Ca extracelular. A bajo pH, un incremento en la concentracion
extracelular de Ca resulta en un aumento en el crecimiento y la sobrevivencia de S. meliloti
(Howieson et al., 1992; Dilworth et al., 1999). La exposicion a la acidez (pH 4,6-4,7) en cepas
de R. leguminosarum bv. phaseoli, origina un eflujo repentino de Ca desde la célula con una
consiguiente reduccion del contenido de Ca intracelular (Aarons y Graham, 1991). O’Hara et
al. (1989) encontraron que las cepas de R. meliloti tolerantes a la acidez requerian menos Ca

que aquellas cepas sensibles.

2.7.1 Efecto de la acidez en la simbiosis
Alfalfa es una de las leguminosas mas susceptibles a la acidez y la toxicidad por Al (Baligar et
al., 1993), ya que bastan pequeiias cantidades de Al activo en la solucion del suelo para limitar

el crecimiento de las raices.

Especies del género Medicago spp. tales como M. sativa, M. truncatula, M. scutellata y
Glycine weightii son extremadamente sensibles a la acidez del suelo (Robson y Loneragan,
1970a; Andrew, 1976), Desmodium uncinatum y Trifolium repens son sensibles a la acidez
(Andrew, 1976). En una categoria semi-tolerante se presentan Stylosanthes humilis, Trifolium
semipilosum y Trifolium rueppellianum (Andrew, 1976), mientras que en la categoria de
tolerantes se encuentran Biserrula pelecinus y Ornithopus compressus (Howieson et al.,
1995), asi como Macroptylium lathyroides y Lotononis bainesii (Andrew, 1976). En general,
aquellas especies menos sensibles a la acidez que su rizobio, pueden crecer a niveles de pH y

Ca inferiores a los requeridos para la nodulacion, si €stas son fertilizadas con N mineral.
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2.7.2 Tolerancia a acidez en Rhizobium

La acidez del suelo constituye el factor determinante sobre la sobrevivencia y el crecimiento
de los rizobios (Brockwell et al., 1991; Roesner et al., 2005). En el caso particular de S.
meliloti, una disminucion en 0,1 unidades de pH puede disminuir fuertemente la sobrevivencia
del rizobio (Reeve et al., 1993). Brockwell et al., (1991) encontraron una relacion altamente
significativa (P<0,001, n = 84) entre el nivel de pH y el recuento de R. meliloti presentes en
diversos suelos no cultivados en Australia. También observaron que el rizobio fue
marcadamente mas sensible a la acidez que su hospedero (pH 5,35-5,49). En dichos suelos se
verifico la presencia de medicagos, mientras que el rizobio no fue detectado en ninguno de
ellos. Sin embargo, un incremento en la concentracion de Ca puede mejorar significativamente
la sobrevivencia del rizobio a bajo pH (Reeve et al., 1993; Watkin et al., 1997; Dilworth et al.,
1999). Asimismo, la presencia del hospedero (Medicago anuales) parece influenciar

positivamente la cantidad de R. meliloti en el suelo (Young y Brockwell, 1992).

Existen diferencias en cuanto a la capacidad de distintas especies de rizobios de sobrevivir
bajo condiciones de estrés acido. Las especies pertenecientes a Bradyrhizobium son
relativamente tolerantes a la acidez. Entre los rizobios de crecimiento rapido, Sinorhizobium
spp. es el menos tolerante mientras que R. tropici es el mas tolerante (Dilworth et al., 2000).
La tolerancia a la acidez también varia entre especies de un mismo género. Asi, R. tropici es
mas tolerante a la acidez que R. leguminosarum. También existen diferencias a nivel de cepa,
lo cual ha sido reportado en B. japonicum (Keyser y Munns, 1979), R. phaseoli (Aarons y
Graham, 1991), R. leguminosarum bv. trifolii (Watkin et al., 2000) y S. meliloti (Howieson y
Ewing, 1986).

Respecto de la morfologia, aquellas cepas de Rhizobium que forman colonias secas, pequeiias
y bien definidas son mas sensibles a la acidez que aquellas que forman colonias grandes y

gomosas (Ayanaba et al., 1983).
La variabilidad en la tolerancia a la acidez por parte de Rhizobium es un mecanismo

controlado genéticamente, el cual se ha utilizado para la construccion de cepas tolerantes a la

acidez (Dilworth et al., 2000).
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Se han desarrollado diversos métodos para evaluar tolerancia a la acidez en cepas de
Rhizobium (Ayanaba et al., 1983; Howieson et al., 1988). Las cepas son sembradas en el
medio acidificado, incubadas y examinadas mediante turbidez. En algunos casos, se monitorea
la densidad celular en los cultivos incubados antes que se detecten cambios en el pH. Debido a
que la tolerancia a la acidez-Al podria deberse a cambios en el pH, se ha vuelto necesaria la
utilizacion de buffer bioldgicos con el objeto de mantener el pH del medio y asi evitar que se
produzca una neutralizacion de la acidez en el punto de inoculacion (Howieson et al., 1988).
El uso de indicadores tales como verde de bromocresol y purpura de bromocresol permite

detectar cambios tempranos en el pH producto del crecimiento del rizobio en un medio so6lido.

La Respuesta Adaptativa de Tolerancia a la Acidez (Adaptive Acid Response, ATR) ha sido
ampliamente reportada en bacterias, incluyendo cepas de Bradyrhizobium, R. leguminosarum
y R. tropici (O'Hara y Glenn, 1994; Rickert et al., 2000). Esta respuesta se produce cuando
células que han crecido bajo condiciones de moderada acidez, se vuelven mas tolerantes a una
determinada condicion de acidez que aquellas células que se han desarrollado a un pH neutro
(Dilworth et al., 2000). Desde el punto de vista ecologico, la ATR puede contribuir a la

sobrevivencia y persistencia de rizobios en suelos acidos (Dilworth et al., 2000).

La ATR involucra una serie de genes regulatorios y estructurales esenciales para el
crecimiento de las células a bajo pH. Genes regulatorios tales como el sistema sensor-
regulador actRS en S. meliloti, confiere tolerancia a estrés acido (Tiwari et al., 1996). Dichos
genes son esenciales para el crecimiento a bajo pH y la ATR. Sin embargo, se desconoce que
proteinas son requeridas para la ATR en esta especie (Dilworth et al., 2000). Otro gen, eX0R,
controla la produccién de exopolisacaridos en R. leguminosarum bv. viciae, y en algunas
cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium puede conferir tolerancia a estrés acido (Reeve et al.,
1997).

2.7.3 Toxicidad por Al en plantas
Las especies monoméricas de Al, Al”, AIOH*", AI(OH)," y AI(OH)4 son consideradas como
fitotoxicas. A pesar de que no existe consenso acerca de cuales especies son mas toxicas para

las plantas, estudios realizados en soya por Noble et al. (1988) sostienen que la toxicidad de
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estas especies decrece en este orden: Al” > AIOH>" > AI(OH),". Por el contrario, otros
resultados sugieren que AIOH*>" y AI(OH)," son mucho mas toxicos para soya que Al” (Alva
et al., 1986). El trigo, asi como otras monocotiledoneas, parecen ser sensibles a Al™, no asi a
especies de Al monomérico Al-OH (Kinraide, 1991). Por el contrario, las dicotiledoneas

parecen ser sensibles a mondomeros de Al-OH, al igual que a Al™.

El efecto principal de la toxicidad por Al en las plantas es la restriccion del desarrollo radical,
por lo cual, las raices reducen el volumen de suelo que pueden explorar y son ineficientes en
la absorcion de agua y nutrientes. Asimismo, el efecto fitotoxico de Al es mucho mas
pronunciado en raices que sobre la parte aérea (Kochian, 1995; Ginting et al., 1998). Un
exceso de Al en solucidn interfiere en la absorcion de nutrientes esenciales para la planta
como N, P, K, Ca, Mg y Zn (Baligar et al., 1993), e inhibe los procesos microbianos que
suministran nutrientes a las plantas. A nivel celular, la toxicidad de Al afecta la estructura y el
funcionamiento de la membrana, la sintesis de ADN, la mitosis, elongacion celular, la

nutricion mineral y el metabolismo (Kochian et al., 2004).

Se han realizado diversos estudios con el objeto de analizar el efecto de Al sobre el
crecimiento, nodulacion y composicion quimica en especies de importancia agricola, tanto en
solucion nutritiva (Andrew et al., 1973; Alva et al., 1990; Baligar et al., 2001) como en suelos
(Baligar et al., 1993). Se ha observado que P y Ca pueden reducir los efectos toxicos de Al,

por una reduccion en la actividad de AL libre (Alva et al., 1990).

Los suelos acidos afectan el crecimiento y la captacion de nutrientes en alfalfa. Se han
observado diferencias en la composicion mineral y el rendimiento de MS entre cultivares,
genotipos y lineas de alfalfa, debido a la presencia de Al (Baligar et al., 1993). Altos niveles
de Al en el suelo se traducen en un mayor contenido de Al foliar y una reduccion del

rendimiento y el contenido de nutrientes de la parte aérea (Baligar et al., 1993).
La adicion de materiales encalantes (calcita, dolomita) puede reducir la acidez del suelo,

incrementando la persistencia de los rizobios (Slattery et al., 2001), mejorando el crecimiento

radical, nodulacion, rendimiento de MS y el contenido de proteina y Ca en alfalfa (Grewal y

19



Williams, 2003). Ballard et al. (2005) observaron que la adicién de 5 ton cal ha™ a un suelo
acido se tradujo en un aumento en la nodulacion de alfalfa, lo que se deberia a un aumento en

la sobrevivencia y colonizacion del rizobio.

2.8 Mecanismos de resistencia a Al en plantas superiores

Diversos mecanismos se han propuesto para explicar la tolerancia a Al, los que pueden ser
agrupados en mecanismos de exclusion y de tolerancia interna o protoplasmica (Kochian,
1995; Ma et al., 2001; Kochian et al., 2004). Las plantas que se desarrollan en presencia de
concentraciones potencialmente toxicas de Al deben ser capaces de evitar el contacto directo
entre las estructuras vitales y sus procesos metabélicos con altos niveles de Al”, considerada
la forma de Al mas toxica. Los procesos de precipitacion extracelular y detoxificacion de Al
por complejacion con exudados radicales quelantes se consideran dentro de los mecanismos
de exclusion. Asimismo, la formacidén de complejos menos toxicos, parece ser una condicion
necesaria para la tolerancia a altos niveles de Al en aquellas plantas que tienden a acumular el
Al en su parte aérea, como es el té (Camellia sinensis L.) o Hydrangea macrophylla (Ma et
al., 1997).

Se han conducido diversos estudios con el objeto de estudiar la exudacion de acidos organicos
como respuesta a Al en diversas especies entre las que se destacan el trigo (Zheng et al., 1998;
Zhang et al., 2003), maiz (Kollmeier et al., 2001), centeno (Li et al., 2000), cebada (Zhao et
al., 2003), arroz (Watanabe y Okada, 2005), triticale (Zhang et al., 2003), poroto (Shen et al.,
2004), soya (Dong et al., 2004) y alfalfa (Lipton et al., 1987). Tanto la calidad como la
cantidad de acidos organicos secretados difieren entre especies y entre cultivares dentro de
una especie cuando son expuestos a Al (Zheng et al., 1998). Por ejemplo, Dong et al. (2004)
observaron que la exposicion a Al en plantas de soya estimuldé la exudacion de citrato,
mientras que una deficiencia de P indujo una exudacion de malato y oxalato, no viéndose
afectada la exudacion de citrato. Otros estudios también han reportado la exudacion de citrato
en leguminosas como soya (Silva et al., 2001) y poroto (Miyasaka et al., 1991) en respuesta a
Al. Por su parte, la exudacién de succinato en alfalfa se ha reportado en plantas sometidas a

déficit de P (Lipton et al., 1987) o como resultado de la sobreexpresion de la enzima malato
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dehidrogenasa que resultd en un incremento en la exudacion de citrato, oxalato, malato,

succinato y acetato (Tesfaye et al., 2001).

Los acidos organicos pueden ser clasificados de acuerdo a su capacidad para detoxificar Al en
fuertes: citrico, oxalico y tartarico, moderados: malico, malénico y salicilico; y débiles:
succinico, lactico, formico, acético y ftalico (Ginting et al., 1998), lo cual estd determinado
por sus diferentes constantes de estabilidad con Al (por ej. Al-citrato > Al-oxalato > Al-

malato), resultando en diferentes actividades de Al libre.

La tolerancia a Al en una determinada especie o cultivar puede ser evaluada a través de la
magnitud de la inhibicién del peso de la raiz (Zheng et al., 1998). Asimismo, una baja
acumulacion de Al y la exudacion continua de una relativamente alta cantidad de acidos
organicos serian necesarias para conferir tolerancia a Al (Silva et al., 2001). Recientemente, se
ha reportado que la inmovilizacion de Al con P en raices de Fygopyrum esculentum esta
asociada a resistencia a Al (Zheng et al., 2005). La exudacion de acidos organicos constituye
también una importante estrategia para la adquisicion de nutrientes tales como el P en suelos

deficitarios en este elemento (Drouillon y Merckx, 2003).

Cuando persisten el bajo pH y un elevado nivel de Al en el suelo, el desarrollo radical se
inhibe dréasticamente. Esto es esperable, debido a que la produccion maxima de la alfalfa se
alcanza en un rango comprendido entre 6,5-7,5 (Baligar et al., 1993). Sin embargo, tanto a
nivel de especie como de variedades existen grandes diferencias en la susceptibilidad a la
toxicidad por Al. Asi por ejemplo, las leguminosas que dependen de la FSN aparentemente
son mas susceptibles a la toxicidad por Al que las leguminosas fertilizadas con N combinado.
Esto se debe a que la toxicidad por Al tiene un efecto detrimental sobre la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, lo cual se traduciria en una menor sobrevivencia, multiplicacion y
colonizacion por parte de los rizobios, ocasionando una menor nodulacion y por ende, una

menor fijacion de N, (Holding y Lowe, 1971).

Deficiencias de elementos minerales reducen la fijacion de N, en la simbiosis Rhizobium-

leguminosa en muchos suelos agricolas y como resultado de esto, disminuye su productividad
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por debajo de su potencial de rendimiento (Urzua et al., 1995). Dichas limitaciones
nutricionales no s6lo son producto de la deficiencia de macroelementos como el P, Ky S, sino

de microelementos como Fe, Mo, B y otros (O'Hara et al., 1988).

La asociacion entre alfalfa (Medicago sativa L.) y su microsimbionte (Sinorhizobium meliloti)
permiten que esta leguminosa sea capaz de fijar su propio N», pudiendo desarrollarse en suelos
con bajo contenido de este nutriente con una consecuente reduccion en el uso de fertilizantes

nitrogenados.

En el caso del microsimbionte de la alfalfa, Sinorhizobium meliloti, éste es particularmente
sensible a la acidez del suelo y especialmente a Al, donde su bajo crecimiento y sobrevivencia
limita la productividad de la alfalfa en suelos acidos (Howieson et al., 1992; Segundo et al.,
1999), lo que hace necesario manejar la FSN con el objeto de mejorar el rendimiento de este
cultivo (del Papa et al., 1999). La combinacion acidez-Al es detrimental para el rizobio, lo que
se traduce en largos tiempos de replicacion y disminucion de la tasa de crecimiento celular
(Keyser y Munns, 1979). Sin embargo, se ha observado que S. meliloti puede crecer bajo
condiciones de acidez, siempre que exista en el suelo un alto nivel de Ca (Howieson et al.,
1992). Esto se podria observar luego de aplicar dolomita al suelo, ya que el Ca y Mg
suministrado son antagonistas de Al a nivel celular. En trabajos realizados por Andrade et al.
(2002) se reportd que la sobrevivencia de rizobios asociados a Leucaena disminuy6 entre un
93-97% en suelos conteniendo entre 27 y 36% de saturacion de Al, respectivamente. También
observaron que en ausencia del hospedero, un nivel de saturacion de AI>20%, resultaba critico

para la sobrevivencia de rizobios asociados a Phaseolus.

2.9  Estrategias para mejorar la productividad de la simbiosis

La formacion de una simbiosis efectiva es esencial en la mayoria de las leguminosas. Esto
obliga a que en la practica, la inoculacion con cepas de Rhizobium simbiéticamente efectivas
sea necesaria para maximizar el rendimiento del cultivo (O'Hara et al., 2002). En suelos
acidos, uno de los atributos que se persigue en las cepas, ademas de su efectividad, es que

éstas sean tolerantes a la acidez (Segundo et al., 1999).
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Otros requisitos que deben cumplir los rizobios con potencial para la preparacion de
inoculantes, es una alta capacidad de fijacion de N, capacidad de sobrevivir en el suelo bajo
condiciones de estrés y gran capacidad competitiva, las cuales permitirdn mejorar la
productividad de la leguminosa (Segundo et al., 1999; O'Hara et al., 2002; Hardarson y
Atkins, 2003). Para identificar dichas cualidades es necesario realizar, primeramente, una
minuciosa caracterizacion de las cepas en términos de efectividad y tolerancia a la acidez (del
Papa et al., 1999). Debido a que la baja productividad de alfalfa en muchos suelos, es debida a
una baja poblacion de rizobios nativos, mas que a una baja efectividad de éstos, el estudio de
aquellos rizobios que sean capaces de persistir y nodular en suelos acidos, debiera ser

considerado en la seleccion de nuevos inoculantes para alfalfa (Ballard et al., 2003).

2.10 Contribucién de la planta y el rizobio a la tolerancia a acidez durante la

nodulacion

La tolerancia a la acidez tanto en la planta hospedera como en el rizobio contribuyen a una
simbiosis productiva bajo condiciones de estrés acido. Bajas poblaciones de rizobios presentes
en suelos acidos constituyen uno de los factores mas importantes responsables de la baja
nodulaciéon en M. sativa (Pijnenborg et al., 1990), M. truncatula, Vigna unguiculata (Hartel y
Alexander, 1983), P. sativum (Evans et al., 1993) y Vicia faba (Carter et al., 1995).

Existe una amplia variacion en la nodulacion a bajo pH, tanto entre especies de un mismo
género como entre cultivares de una misma especie. Estas diferencias se han observado en el
crecimiento y nodulacion de poroto (Vargas y Graham, 1988), soya (Hungria y Vargas, 2000),
Medicago anuales (Bounejmate y Robson, 1992) y alfalfa (Urzaa et al., 1995). Una mayor
reduccion en la nodulacion y el crecimiento vegetal se producira en el caso de que ambos
simbiontes sean sensibles a la acidez. Andrew (1976) evalu¢ el efecto del pH, Ca y N sobre la
nodulacioén y crecimiento de diversas leguminosas forrajeras, observando que la nodulacion de
alfalfa se veia fuertemente afectada por la acidez, alcanzando su méxima expresion a pH 6,0 y

2 mM Ca.
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En las ultimas décadas, se ha reportado la presencia de diversas cepas tolerantes a la acidez
(Barber, 1980; Howieson et al., 1988; Vargas y Graham, 1988), las que en algunos casos, han
mostrado su efectividad bajo condiciones de campo (Howieson y Ewing, 1986; Howieson et

al., 1988).

2.11 Utilizacion de cepas nativas en suelos: Experiencias y Proyecciones

La introduccion de cepas tolerantes a la acidez representa un importante avance a la hora de
mejorar la productividad de la simbiosis en suelos acidos. Se han realizado diversos estudios
conducentes a introducir especies de rizobios para mejorar la productividad de diversas
simbiosis. Cepas de S. meliloti aisladas desde suelos acidos en Cerdefia, Italia, fueron
introducidas en Australia, donde mostraron una mayor capacidad que los inoculantes
comerciales para nodular diversas especies de Medicago (Howieson y Ewing, 1986). Lo
anterior, junto a la utilizacion de cultivares tolerantes a la acidez, han permitido aumentar el
area de siembra para estas forrajeras. También destaca la introduccion de R. tropici, simbionte
tolerante a la acidez para P. vulgaris (Graham y Vance, 2000; Hungria et al., 2000), que ha

permitido la expansion de este importante cultivo en Brasil y Africa.

Generalmente, los inoculantes tienen que competir con los rizobios residentes. Cuando la
inoculacion es deficiente, las condiciones para la sobrevivencia del inoculante seran
desfavorables y su impacto sobre la productividad sera limitado. Incluso, aunque el inoculante
sea exitoso en el afio de establecimiento, su eficiencia se vera aminorada debido a la
disminucion de su persistencia (Slattery y Coventry, 1993) o por deriva genética producto del
intercambio de material genético entre el inoculante y otras bacterias del suelo (Sullivan y

Ronson, 1998).

Diversos estudios han evaluado la capacidad de las cepas nativas de rizobios de formar una
simbiosis efectiva en diversas especies de Medicago (Barber, 1980; Ballard y Charman, 2000;
Ballard et al., 2003; Bradic et al., 2003; Ballard et al., 2005) y soya (Hungria et al., 2001). Las
distintas especies de leguminosas difieren en su capacidad de formar una simbiosis efectiva

con las poblaciones de rizobios nativos (Ballard y Charman, 2000). Ballard et al. (2003)
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reportaron una alta efectividad de los rizobios nativos aislados desde suelos de Australia, ya
que 35 de los 50 suelos estudiados contenian cepas que permitieron alcanzar el 70 % de
rendimiento de MS respecto de la cepa comercial WSM826. Por otra parte, los bajos
rendimientos alcanzados por algunas cepas fueron explicados por el bajo nimero de rizobios
presentes en el suelo méas que por una baja efectividad simbidtica de los mismos. Se observo
que en algunos suelos acidos (pH 5,0) se mantuvo una adecuada productividad del cultivo
durante 28 afios, lo cual se atribuiria a la presencia de cepas simbidticamente efectivas y

tolerantes a la acidez.

En Chile, los trabajos realizados en rizobios se han centrado en la determinacion de la
efectividad simbidtica de cepas asociadas a especies tales como lotera (Ruiz et al., 1999;
Barrientos et al., 2002), trébol rosado (Borie et al., 1988), trébol blanco (Urzia y Torres,
1985), poroto (Longeri et al., 1990), alfalfa (Opazo y Veloso, 1988); hualputra (Herrera et al.,
1996), vicia (Urzta et al., 2001) y especies arbdoreas como acacia, algarrobo y tagasaste
(Aronson et al., 2002). En el pais se han realizado algunos estudios conducentes a evaluar la
efectividad simbidtica en cepas nativas de rizobios (Barrientos y Méndez, 1994; Urzua et al.,
2001; Campillo et al., 2003). Sin embargo, aspectos tales como su diversidad genética o su
grado de adaptacion a la acidez del suelo no han sido suficientemente investigados. Aspectos
tales como la introduccion de ciertas leguminosas anuales tales como serradela amarilla
(Ornithopus compressus L.) y biserrula (Biserrula pelecinus L.) en suelos del centro-sur de
Chile, requeriran la evaluacion del potencial simbiotico y la diversidad genética de los rizobios
asociados a dichas especies, debido al alto aporte de N que éstas pueden realizar en suelos

acidos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Muestreo y aislamiento de rizobios

Los rizobios fueron aislados a partir de nddulos de plantas de alfalfa creciendo en diferentes
sitios en el valle central de la IX y X Regiones de Chile. Parametros tales como edad del
cultivo, poblacion de plantas y localizacion geografica fueron considerados en la eleccion de
los sitios de muestreo. Las raices fueron descubiertas por excavacion, sus nodulos fueron
cuidadosamente extraidos, limpiados de restos de suelo y almacenados en tubos con tapa (10
mL) conteniendo CaCl, o silica gel y transportados al laboratorio, donde se mantuvieron
temporalmente a 4°C. Adicionalmente, se obtuvo una muestra de suelo (1 Kg aprox.) para
evaluar algunos parametros quimicos y biologicos. Los nodulos deshidratados fueron
rehidratados con agua destilada estéril en placas Petri durante 12 h. Posteriormente, fueron
desinfectados superficialmente mediante inmersion en etanol (70 % v/v) por 1 min seguido
por una inmersion en hiploclorito de sodio (4 % v/v) por 3 min y enjuagados exhaustivamente
con agua destilada estéril. Posteriormente, el contenido de cada nddulo fue cuidadosamente
extraido y homogeneizado en una gota de solucion salina estéril (SSE; 0,89 % NacCl), el cual
fue sembrado en una placa Petri conteniendo medio agar-extracto de levadura-manitol (YEM)
con rojo Congo (Vincent, 1970). El medio de cultivo contenia (g/L): K;HPOy4, 0,5; MgSOs,
0,2; NaCl, 0,1; CaCl, 2H,0, 0,05; manitol, 10; extracto de levadura, 1; agar, 15; CaCOs, 0,3 y
adicionado con 2,5 mL rojo Congo (solucion 1 % p/v). Las placas fueron incubadas a 25°C
durante 14 dias. Posterior a la incubacion, se obtuvieron un total de 46 aislados, los cuales
fueron conservados en crioviales conteniendo glicerol (20 % v/v) a -80°C para posteriores

analisis.

3.2 Poblaciones de rizobios en suelos

Para estimar el tamafio de las poblaciones de rizobios asociadas a alfalfa, se utilizo la
metodologia del nimero mas probable (NMP) de rizobios combinado con una técnica de

infeccion en planta descrita por Brockwell (1963). Plantulas de alfalfa cv. WL326HQ fueron

utilizadas como planta hospedera. La desinfeccion de las semillas se realizo de similar forma

26



que para los nodulos y sembradas en placas con agar-agua (1 % p/v) (Grado J3, Leiner Davis
Gelatin, Australia), las cuales se incubaron en una estufa de cultivo a 22°C durante 48 h en
oscuridad. Las plantulas con un largo de raiz de aproximadamente 1 cm fueron transferidas
asépticamente a tubos de vidrio (25 x 200 mm) conteniendo medio agar Jensen libre de

nitrogeno (N), ajustado a pH 6,6 (Zhao et al., 1997) (Figura 1).

= 8= VYV
- 4= YT
o A= TTTT
- 4= TTTT
- 4= YT
w A= YT

Figura 1. Recuento de rizobios mediante el método de diluciones seriadas combinado con una

técnica de inoculacion en planta (Brockwell, 1963).
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El suelo (10 g) fue suspendido en 100 mL de solucion salina (dilucion 1), a partir de la cual se
realizaron cinco diluciones sucesivas (1 mL de alicuota en 4 mL de solucion salina). De esta
forma se obtuvieron seis diluciones (1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 y 1:3125). En cada dilucion,
tres alicuotas de 1 mL se usaron para inocular tres tubos con planta, otra alicuota de 1 mL se
utilizd para realizar la siguiente dilucion. De esta forma se utilizaron un total de 18 plantas por
suelo. Los tubos se dispusieron en un disefio de bloques al azar y se mantuvieron en una
camara de crecimiento a 22 + 2°C y 16 h luz. Se incluyeron controles sin rizobio, los cuales
fueron inoculados con 1 mL de SSE. Se evalu6 visualmente la nodulacion de las plantas en los
distintos tratamientos y se calcularon las poblaciones de rizobios asociadas a cada suelo. El
analisis de correlacion entre el pH del suelo y el recuento de rizobios fue realizado con el

programa estadistico SPSS 11.

3.3 Identificacion molecular de aislados mediante amplificacion del gen 16S rDNA

Una répida identificacion de los aislados se realizdé mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando partidores especificos para la amplificacion del gen 16S

rDNA, lo que permite discriminar entre cepas de S. meliloti y S. medicae.

Los aislados inicialmente se inocularon en botellas McCartney (30 mL) conteniendo 5 mL de
medio Lupin Agar (LA) (Howieson et al., 1988) y se mantuvieron a 25°C por 24 h con
agitacion constante (200 rpm). Como control se utilizaron las cepas S. meliloti WSM2114
(cepa tipo) y S. medicae WSM419. Una alicuota de 1 mL de cada suspension se centrifugd a
5000 rpm por 2 min. El sobrenadante se eliminé y el pellet se resuspendié en 1 mL de SSE.
Este paso se repiti6 varias veces con el objeto de lavar el pellet y asi eliminar exopolisacaridos
o medio nutritivo desde el cultivo celular. Finalmente, las células fueron lavadas y
resuspendidas en 100 pL de SSE a una concentracion de seis unidades de densidad optica
(ODs0o nm)- Las células concentradas se utilizaron como templado de ADN en la reaccion por

PCR.

Cada mezcla de reaccion contenia 1 pL de células concentradas, 2,5 U de Amplitaq® ADN

polimerasa (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA), 50 uM de cada partidor (Geneworks,
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Adelaide, Australia), 1,5 mM MgCl,, buffer de polimerizacién 5% [67 mM Tris-HCI (pH 8,8 a
25°C) y 16 mM [NH4],SOs4, 0,45 % Triton X-100, 0,2 mg mL"’ gelatina, 0,2 mM dNTPs
(Fisher Biotech Int., Perth, WA, Australia)], en un volumen final de 20 pL. Los partidores
16SmWr F913 y SmedWr F913 fueron utilizados para reconocer y unirse especificamente a

regiones del gen 16S rDNA de S. meliloti y S. medicae, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Partidores utilizados para identificacion molecular de S. meliloti y S. medicae,

mediante amplificacion del gen 16S rDNA por PCR.

Partidor Secuencia

16SmWr F913 5’-GAT CGC GGA TAC GAG AGA TCG-3’
SmedWr F913 5'-GAT CGC GGA TAG GAG AGA TCC-3'
16SmWr R1330  5°-ATG GTG TGA CGG GCG GTG TG-3°

También se utilizo el partidor 16SmWr R1330, el cual fue utilizado para unirse al gen 16S
rDNA en ambas especies (Garau et al., 2005). La reaccion por PCR se realizd en un

termociclador GeneAmp modelo 9600 (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA).

Las condiciones de amplificacion con PCR fueron: un ciclo de 5 min a 94°C, seguido por 35
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 53°C, 1 min a 72°C y mantencion final a 15°C. La carga de las
mezclas de reaccion en el gel de agarosa se realizd agregando 3 pL de tincion de carga
azul/naranjo 6x (Promega, Madison, WI, USA) a cada tubo de PCR. Los productos de PCR
amplificados fueron comparados con un marcador de peso molecular de 1 kb (Promega,
Madison, WI, USA) y visualizados después de electroforesis en gel de agarosa (1,5 % en
buffer TBE 1x, 125 Volts) mediante tincién con bromuro de etidio (0,5 pg mL™). La
visualizacion de las bandas se realizd6 mediante un transiluminador UV conectado a una
camara digital. La amplificacion del gen 16S rDNA se verifico mediante la presencia de una
banda de aproximadamente 417 pb en el gel. Las imagenes fueron obtenidas y analizadas con

el software Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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3.4 Identificacion molecular mediante secuenciacion parcial del gen 16S rDNA

Para corroborar la identidad de las cepas de S. meliloti, la cepa SN4 fue aleatoriamente
seleccionada entre aquellas que amplificaron a 417 pb. Se realiz6 una primera amplificacion
total del gen 16S rDNA con los partidores 20F y 1540R, asi como diferentes combinaciones
de partidores (Genetech Pty, Adelaide, Australia) a una concentraciéon de 50 nM, segun la

metodologia propuesta por Yanagi y Yamasato (1993) (Tabla 3).

Tabla 3. Partidores utilizados en la amplificacion por PCR del gen 16S rDNA en cepas NS4 y
NS26.

Partidor * Secuencia (5’---> 3’) Referencia
20 F* AGT TTG ATC CTG GCT CA (Yanagi y Yamasato, 1993)
420 F° GAT GAA GGC CTT AGG GTT GT (Yanagi y Yamasato, 1993)
1190 R® GAC GTC ATC CCCACCTTCCT (Yanagi y Yamasato, 1993)
1540 R¢ AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA  (Yanagi y Yamasato, 1993)
FGPS 1490° TGC GGC TGG ATC ACCTCCTT (Laguerre et al., 1996)
FGPS 132" CCG GGT TTC CCC ATT CGG (Normand et al., 1992)

" Combinaciones de partidores: a+c, b+c, b+d, e+f.

Los productos de PCR amplificados fueron purificados utilizando el kit de purificacion de
ADN QIAquick (Qiagen, Victoria, Australia) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, los productos de PCR obtenidos fueron re-amplificados con los partidores

420F y 1190R.

Las mezclas de reaccion fueron mantenidas a 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por
30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 30 s, extension final a 72°C por 7 min y mantencion a 15°C. La
secuenciacion parcial fue realizada utilizando un kit se reaccion de secuenciacion ABI
PRISM™ en un secuenciador automatico (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA). Finalmente,

se realizd una busqueda mediante la opcion ENTREZ proporcionada por NCBI (National
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Centre for Biotechnological Information) con el objeto de encontrar aislados genéticamente

relacionados y valores de similaridad de secuencia.

3.5  Diversidad genética en aislados de S. meliloti

Se estudi6 la diversidad de los aislados de S. meliloti a nivel de cepa, mediante la técnica de
PCR-fingerprinting utilizando el partidor RPOI, el cual amplifica regiones conservadas y
variables del gen nif segiin la metodologia propuesta por Richardson et al. (1995). Como
templado de ADN se utilizaron células concentradas de cada cepa. Cada reaccion de PCR fue
realizada en un volumen de 20 pL similar a lo descrito en la Seccion 3.3. Como controles se
incluyeron dos cepas de S. meliloti: WSM826 (cepa precursora de inoculantes en Australia) y
WSM 2114 (cepa tipo), ademas de la cepa S. medicae WSM419. Las condiciones de reaccion
por PCR fueron: 5 min a 94°C, seguido por 40 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 20 s y 72°C
por 90 s y una extension final a 72°C por 5 min. Los productos amplificados por PCR fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa (1,5 %), comparados con un marcador de peso
molecular de 1 kb (Promega, Madison, WI, USA) y visualizados en un transiluminador UV
mediante tincién con bromuro de etidio (0,5 pg mL™). El analisis cluster de los perfiles de

PCR se realiz6 usando el programa SPSS 11 (SPSS, Chicago, IL, USA).

3.6  Tolerancia a la acidez en cepas de S. meliloti

Se evalu6 la capacidad de las cepas de crecer y formar colonias en medio LA a diferentes
niveles de pH (4,5; 5,0; 5,5; 6,0 y 7,0) segtin lo propuesto por Howieson et al. (1988). Con el
propodsito de mantener constante el pH del medio, se utilizaron los buffer biologicos HEPES,
MES y HOMOPIPES (Tabla 4). Los buffers fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MI, USA), con la excepcion de HOMOPIPES (Research Organics, Cleveland, OH,
USA).
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Tabla 4. Buffers utilizados en el presente estudio.

Buffer Conc. mM pH Descripcion
HOMOPIPES 20 4,5-5,0 homopiperazina N,N'-bis-2-[4cido etanosulfénico]
MES 20 5,5-6,0 2-[N-morfolino] acido etanosulfonico
HEPES 20 7,0 N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-[2-4cido etanosulfénico]

Las cepas fueron sub-cultivadas en botellas McCartney conteniendo 5 mL de caldo YMA, con
una densidad Optica inicial de 0,1, las que se incubaron a 28°C durante 3 d bajo agitacion
constante (200 rpm). Cada placa con medio LA se sembr6 con cuatro cepas distintas mediante
alicuotas de 10 pL de suspension conteniendo 10°, 107 y 10® células mL™, segun lo muestra la

Figura 2, las cuales se incubaron a 28°C por 4 d.

10’
]
cepal
10°  10°
& &
cepa?2 cepa3

Figura 2. Disposicion de diluciones celulares en placas para ensayo de tolerancia a acidez.

3.7 Amplificacién del gen sensor-regulador fsrR

Con el objeto de analizar si las diferencias registradas en términos de tolerancia a la acidez

entre las cepas estudiadas se debié a la presencia del gen regulador fsrR, se realizd la
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amplificacion de este gen mediante el uso de los partidores fsrR-82F (5’-AGG GTG CTC
TAC ATT GAC G-3’) y IpiA-1556R (5’-GAC GGC GGT GAG ATA GCT C-3’) segin la
metodologia propuesta por Reeve et al. (2006). Cabe destacar que tanto el gen IpiA, el cual
confiere tolerancia a la acidez, como su regulador fsrR, estan presentes en S. medicae,
mientras que sé6lo el gen IpiA esta presente en S. meliloti. La mezcla de reaccion para PCR
contenia 1 pL de suspension celular saturada, 2,5 pL de 10 mM MgCl,, 5 pL buffer de
polimerizacion 5% (Fisher-Biotec, Australia), 0,5 pL de cada partidor, 0,5 pL Taqg DNA
polimerasa (5 U pL”, Invitrogen Life Technologies) y 15 pL agua grado PCR. Las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: 94°C por 5 min, 30 ciclos de denaturacion a
94°C por 30 s, alineamiento a 57°C por 30 s y extension a 72°C por 2 min, seguido por
mantencion de temperatura a 14°C. Los productos de PCR amplificados fueron comparados
con un marcador de peso molecular de 1 kb (Promega, Madison, WI, USA) y visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa (1 % p/v). El andlisis se realiz6 de manera similar a

lo descrito previamente en la Seccion 3.3.

3.8  Efectividad simbidtica en cepas de S. meliloti

3.8.1 Disefio experimental

La efectividad simbiotica de las cepas de S. meliloti fue evaluada bajo condiciones de
invernadero, con luz natural y temperatura controlada segin lo descrito por Howieson et al.
(2000b). El experimento consistié en un arreglo de parcelas divididas completamente al azar
con 9 aislados naturalizados de S. meliloti, las cepas S. meliloti WSM2114 (cepa tipo) y
WSM522, la cepa S. medicae WSM419 y controles no inoculados con N (+N) y sin N (-N).
Las cepas fueron inoculadas en plantulas de alfalfa, las cuales se hicieron crecer en macetas
conteniendo una mezcla suelo: arena (1:1 v/v) (pH 5,0) y una mezcla suelo: arena (1:2 v/v)
(pH 5,5), con tres repeticiones. El suelo utilizado correspondié a un suelo acido (acid yellow
Kandosol), perfil 0-15 cm, con bajo contenido de Al, colectado en la localidad de Merredin,
WA, cuya caracterizacion fisico-quimica se muestra en la Tabla 5. Este suelo presenta un bajo
contenido de Al en el perfil 0-15 cm, pese a que el contenido de Al en el subsuelo (15-25 cm)

es lo suficientemente alto como para afectar el crecimiento vegetal (Carr y Ritchie, 1993).
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Tabla 5. Propiedades fisicas y quimicas del suelo utilizado en ensayo de invernadero.

Parametros ® Suelo Merredin
% arena (0,02-2 mm) 80,5
% limo (0,002-0,02 mm) 3,0
% arcilla (<0,002 mm) 16,5
N-NO; (mg Kg™) 3
N-NH;" (mg Kg™) 6
P (mg Kg™) 12
K (mg Kg™) 32
S (mg Kg™) 32
Carbono organico (%) 0,51
Fe (mg Kg™) 598
Conductividad (dS m™) 0,043
pH (0,01 M CaCl,) 4,1
pH (H,0) 4,5

* Analisis realizados de acuerdo a la metodologia descrita por (Rayment y Higginson, 1992).

3.8.2 Condiciones de crecimiento en cepas y plantas
Las plantas se hicieron crecer en macetas de polietileno conteniendo aproximadamente 2,5 Kg
de suelo. Se realizaron reiteradas aplicaciones de agua destilada a 100°C a las macetas con

suelo, con el propdsito de eliminar el N del suelo.

Las semillas de alfalfa (Medicago sativa cv. Sceptre) se esterilizaron superficialmente
mediante inmersion en etanol (70 % v/v) por 1 min, seguido por una inmersioén en hipoclorito
de sodio (4 % v/v) durante 3 min y se enjuagaron exhaustivamente con agua destilada estéril.
Las semillas fueron germinadas en placas con agar (1,5 % p/v) (Grado J3, Leiner Davis
Gelatin, Australia), incubadas a 20°C en oscuridad y trasplantadas asépticamente a las macetas
con suelo cuando las radiculas alcanzaron aproximadamente 1 cm de longitud. Se incluyé un
total de seis semillas por maceta. Las cepas seleccionadas se hicieron crecer en placas con

medio LA a 28°C durante 4 d, siendo posteriormente suspendidas en una solucion de sacarosa
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(1 % p/v), la cual se utilizd para inocular cada plantula (1 mL, 10° rizobios mL™”,
aproximadamente). Se prefirid usar este método de inoculacion dada la facilidad de comprobar
la pureza de la cepa al poder observar las colonias en la placa. Cada maceta fue cubierta con
pellets de polietileno (Alkathene™®) estériles para prevenir la contaminacién con rizobios

transportados por el aire.

Las macetas fueron irrigadas regularmente con agua destilada estéril y solucion nutritiva sin N
a través de un tubo de PVC con tapa, inserto en el centro de la maceta. La solucion nutritiva
contenia los siguiente macronutrientes (g L'l): MgSO4 7H,0, 0,31; KH2PO4, 0,21; KsSOy,
0,44; Fe-EDTA, 0,06; CaSO4, 0,04; y micronutrientes (mg L'l): H;BO;, 0,116;
Na,Mo04x2H,0, 0,0045; ZnSO4x7H,0, 0,134; MnSO4xH,0, 0,01; CoSO4x7H,0, 0,03;
CuS04x5H,0, 0,03. A los tratamientos con N (+N) se les agregé 5 mL KNO; (10 g L) por

s€mana.

3.8.3 Evaluaciones

Las plantas se hicieron crecer durante 35 dias a temperatura constante (22 £ 1°C).
Transcurrido ese periodo, las plantas se cortaron y se separaron. La parte aérea de cada maceta
se seco (60°C por 48 h) y pesd, mientras que las raices se cortaron y limpiaron con el objeto de
evaluar la nodulacion en base al nimero y color (blanco = inefectivo, rojo = efectivo) de los
nodulos de cada planta, segin la metodologia propuesta por Ballard et al. (2003), con lo cual

se asignd un puntaje entre 0 y 4, donde:

0, sin nodulos;

1, <5 nodulos blancos;
2, >5 nédulos blancos;
3, <5 noédulos rojos y

4, >5 nddulos rojos.

Ademas, se calculdo la efectividad simbiotica del rizobio, expresada como capacidad

simbiotica (SC) a través de una escala arbitraria a través de la siguiente ecuacion:
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Sc=(1-U)/(N-U),

donde | correspondié a la MS aérea tratamiento inoculado,U a la MS aérea testigo sin
inocular y N a la MS aérea control con N (+N). Asi, de acuerdo a Brockwell et al. (1966) se
calcularon los indices de efectividad, donde Sc> 0,67 (altamente efectiva), 0,33 < Sc < 0,67

(efectiva), Sc < 0,33 (levemente efectiva) y sin nodulacion (inefectiva).

Los resultados de MS aérea, efectividad simbiotica y nodulaciéon a un mismo nivel de pH
fueron analizados mediante test de ANOVA y la Prueba de Comparacion Multiple de Tukey
(P<0,05). Comparacion de promedios en funcion del pH se analizaron mediante la prueba t-

student para 2 muestras independientes con el programa SPSS 11 (SPSS, Chicago, IL, USA).

3.9 Efecto de Al en el contenido de materia seca y la exudacion de &cidos organicos en

M. sativa

3.9.1 Disefio experimental

Se disefid un ensayo con el objeto de evaluar la respuesta diferencial de diferentes cultivares
de alfalfa como respuesta a Al, sobre la acumulacion de MS en la parte aérea, asi como la
exudacion de acidos orgénicos como un posible mecanismo de tolerancia a Al. El disefio
experimental consistio en un arreglo de parcelas divididas con bloques al azar, con tres niveles

de Al (0,50 y 100 uM) en la forma de AICl; y dos niveles de pH (4,5 y 6,0) en triplicado.

3.9.2 Condiciones de crecimiento

Semillas de cuatro cultivares de alfalfa (California-55, Robust, Sceptre y Aquarius) se
seleccionaron por color, forma y tamafo. Las semillas se desinfectaron superficialmente
mediante inmersion en etanol (70 % v/v) por 1 min seguido por una inmersion en hiploclorito
de sodio (4 % v/v) por 3 min, enjuagadas exhaustivamente con agua destilada estéril y
germinadas sobre papel filtro himedo en oscuridad por 4 d. Posteriormente, las plantulas

fueron montadas en soportes de poliestireno expandido sobre macetas de polipropileno de 1 L.
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Un total de 8 plantas se incluyd en cada maceta conteniendo 1 L de solucion nutritiva de
Taylor y Foy (Taylor y Foy, 1985), con la siguiente composiciéon en macro y micro nutrientes
(mM): NH4NOs, 120; NaCl, 150; MgCl,x6H,0, 162; KH,PO4, 120; NH4Cl, 66; NaNOs, 252;
Na,S04x10H,0, 72; KNOs, 330; Ca(NOs),x4H,0, 762; H3BOs, 3,96; ZnSO4x7H,0, 0,36;
MnSO4xH,0, 1,44; (NH4)sM070,4%4H,0, 0,06; Fe-EDTA, 10,74; CuSO4x5H,0, 0,12. La
solucién nutritiva fue renovada cada 5 d. El pH de la solucion se mantuvo constante,
ajustandose diariamente con NaOH o HC1 0,1 M. El experimento se realizé en una camara de

crecimiento a 22°C, 50-60 % de humedad relativa y fotoperiodo de 16 h luz durante 31 d.

3.9.3 Coleccién y analisis de los exudados radicales

Los exudados fueron colectados a los 15 dias de comenzado el experimento segin la
metodologia propuesta por Rosas et al. (2007) con algunas modificaciones. Las plantas con
sus raices intactas, las cuales habian sido expuestas a los distintos tratamientos con 0 a 100
uM Al fueron enjuagadas con agua desionizada y posteriormente sumergidas en agua
desionizada (50 mL) bajo aireacion constante durante 1 h. La solucion resultante fue filtrada
(0,45 uM) y almacenada a -20°C para su posterior analisis. Este corto periodo de elucion fue
escogido con el objeto de minimizar la degradacion de acidos orgéanicos por la accion
microbiana, la cual aumenta a periodos de elucion mas prolongados (Jones y Darrah, 1994).
Para cuantificar la concentracion de aniones organicos (citrato y succinato), los exudados
fueron liofilizados, el residuo redisuelto en 5 mL de agua desionizada y utilizado para su
analisis por HPLC. La separacion fue realizada en una columna de fase reversa LiChrospher
100 RP-18, de 250 x 4 mm con 5 um de tamafio de particula (Merck, Darmstadt, Alemania).
Alicuotas de 20 pL fueron inyectadas en la columna, donde como fase movil se us6é una
solucion de 200 mM de acido ortofosforico (pH 2,1) en elucidn isocratica con un flujo de 1
mL min™ y deteccion UV a 210 nm. Observaciones preliminares realizadas con estandares de
acidos organicos mostraron que los niveles de recuperacion de dichos aniones orgéanicos

fueron cercanos al 98 %.
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3.9.4 Especiacion quimica de la solucion nutritiva
La especiacion de Al y la formacion de complejos Al-carboxilatos en la solucion nutritiva fue
realizada con el programa GEOCHEM version 2,0 (Parker et al., 1987). La cantidad total de

acidos organicos exudados en 1 L fue considerada para la especiacion quimica.

3.9.5 Peso seco y analisis quimico de las plantas

Al final del periodo de crecimiento, las plantas fueron cortadas y separadas en parte aérea y
radical, secadas (60°C por 48 h) y pesadas. Las muestras fueron incineradas a 500 °C por 8 h
en una mufla y digeridas con HCI 2M para determinar Al y P foliar y radical. Al se determin6
mediante espectrofotometria de absorciéon atomica y P se determind colorimétricamente
mediante el método del vanado-foésforo-molibdato de acuerdo a la metodologia propuesta por

Sadzawka et al. (2004).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Muestreo y aislamiento de rizobios

Los suelos establecidos con alfalfa desde los cuales se aislaron los rizobios, mostraron un
amplio rango de pH, con valores que fluctuaron entre 4,9 y 6,7 (Tabla 6). Aunque
habitualmente el establecimiento de la alfalfa se realiza en suelos con pH sobre 6,2, se observo
que alrededor del 56 % de los suelos exhibieron niveles de pH<6,0, el cual es considerado el
nivel critico de pH para el establecimiento de la alfalfa en Andisoles acidos (Suarez, 1995,
http://www. tattersall.cl/revista/revl79/agricola.htm). La progresiva acidificacion de estos
suelos se debe en gran medida a la disminucion de bases intercambiables causada por la
lixiviacion producto de la alta pluviosidad, asi como la absorcion de éstas por parte de las

plantas (Mora et al., 2004).

Tabla 6. Caracteristicas de los suelos establecidos con M. sativa.

Suelo Lat. (S) Long. (E)  NMP‘rizobios Numero pH suelo Edad pastura
(rizobios g™ suelo) sitios (afios)

Carillanca® 38°41" - 72°23' 4.100 - 35.300 2 5,8-6,5 4

Las Encinas®  38°44'- 72°37' 283 - 18.800 7 6,3-6,7 2

Caivico® 38°49' - 72°24' 72 - 2.820 3 59-6,2 2-6

Rio Bueno” 40°19' - 72°52' 0-750 9 49-59 3-10

Imperial” 38°44' - 72°59' 436 - 1.080 1 5.8 2

? Praderas establecidas con fines de investigacion (manejo 6ptimo).

® Praderas establecidas para produccion animal (bajo nivel de manejo).

¢ NMP, Numero Mas Probable

Aquellos suelos que habian sido establecidos mas recientemente con alfalfa, presentaron una
mayor poblacion de plantas, asi como una mayor nodulacion (datos no mostrados). Sin
embargo, la nodulacion se redujo significativamente en aquellos suelos mas acidos. Por lo
anterior, se consideraron aspectos tales como pH del suelo, historial de manejo y cobertura

vegetal para la eleccion de los sitios de muestreo.
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A partir de nodulos de plantas de alfalfa se aislaron un total de 46 cepas de rizobios (Figura
3a). El aislamiento de las cepas mediante la utilizacién de medio YEM-rojo Congo resulté en
una facil y rapida diferenciacion y aislamiento de rizobios sobre otras bacterias acompafiantes
(Figura 3b). Aquellas colonias formadas por rizobios mostraron una coloracion rosado palido
(lo cual indica una baja absorcion de colorante) mientras que otras bacterias asociadas a los

nodulos exhibieron un color rojo intenso.

Figura 3. Morfologia de (a) nodulos de M. sativa y (b) cepa S. meliloti NS21 aislada en placas

conteniendo medio agar YEM-rojo Congo.

La mayoria de las colonias aisladas sobre medio YEM generaron una importante cantidad de
exopolisacaridos (EPS), presentando una apariencia gomosa, caracteristico en cepas de
Sinorhizobium (Figura 4), mientras que otras cepas presentaron un fenotipo “seco” y con
colonias mas pequefias y definidas. En un estudio previo, Cunningham y Munns (1984)
reportaron que cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium tolerantes a la acidez produjeron mas
EPS que aquellas sensibles, sugiriendo la posible existencia de una correlacion entre la
cantidad de EPS producida y la tolerancia a la acidez en rizobios. Sin embargo, Howieson et
al. (1988) observaron que ciertas cepas de fenotipo “seco” pudieron crecer adecuadamente a
pH 5,6-5,8. Por otra parte, en un estudio realizado con la cepa Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli CIAT899, no se encontr6 una correlacion entre estas dos variables (Kingsley y
Bohlool, 1992). A pesar de esto, diversas proteinas inducidas por pH han sido identificadas en
R. tropici y R. etli, las cuales han mostrado una alta similitud con enzimas involucradas en la

sintesis de exopolisacaridos (Peick et al., 1999). Por el contrario, otro estudio reportd que el
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gen exoR en R. leguminosarum bv. viciae, controla la produccion de EPS (Reeve et al., 1997);
asi, un mutante deficiente del gen exoR produjo mas EPS que el tipo salvaje, pero resulto ser

mas sensible a la acidez.

Figura 4. Morfologia de cepas naturalizadas de S. meliloti aisladas desde suelos de la zona

centro-sur de Chile, mostrando (a) bajo y (b, c) alto nivel de produccion de exopolisacaridos.

4.2 Poblaciones de rizobios en suelos

La magnitud de las poblaciones de rizobios asociados a alfalfa, se estimaron a través del
método del Numero Mas Probable (NMP) combinado con una técnica de inoculacién en
planta (Brockwell, 1963). Se observo una amplia variacion en el nimero de rizobios presentes
en los distintos suelos, con valores que fluctuaron entre 0 y 3,5x10* rizobios por g de suelo
(Tabla 5). Estos resultados son consistentes con las observaciones de Young y Brockwell
(1992) quienes encontraron que las poblaciones de R. meliloti asociadas a especies de
Medicago anuales fluctuaron entre 3 y 1x10° rizobios g en suelos con niveles de pH entre 4,7
y 7,25. La presencia de bajas poblaciones de R. meliloti (<100 rizobios g') se asociaron a

suelos con pH<6,5 (Brockwell et al., 1991) (Figura 5).
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Figura 5. Relacion entre el pH del suelo y las poblaciones de rizobios asociadas a M. sativa en

suelos acidos de la zona centro-sur de Chile.

Los mayores recuentos de rizobios se obtuvieron en suelos de pH neutro, como es el caso de
Las Encinas y Carillanca, mientras que las menores poblaciones se registraron en aquellos
suelos mas acidos. El pH del suelo (pH<6,5) es considerado un factor determinante sobre el
numero de rizobios asociados a Medicago en suelos (Howieson y Ewing, 1986; Brockwell et
al., 1991). Estudios previos han evidenciado el efecto detrimental de la acidez del suelo sobre
la colonizacion y persistencia de S. meliloti en sistemas pratenses (Barber, 1980; Brockwell et
al., 1991; Ballard y Charman, 2000; Ballard et al., 2003). Ballard et al. (2003) demostraron
que la acidez redujo la sobrevivencia de rizobios asociados a alfalfa en suelos de Australia. Es
asi como no se detectaron rizobios en algunos suelos (pH 4,9-5,3) en Rio Bueno, que habian
sido establecidos con alfalfa hace 6 a 8 afios, mientras que alrededor de un 20% del total de
sitios estudiados presentaron poblaciones de rizobios menores a 100 rizobios g”'. Estos bajos
recuentos de rizobios pueden ser explicados segin lo propuesto por Barber (1980), quien
observd que el nimero de R. meliloti disminuia en la medida que aumentaba la acidez del
suelo y la edad de las praderas de alfalfa. Existe consenso respecto a que poblaciones menores

a 100 rizobios g pueden producir una baja acumulacion de MS en plantas de alfalfa debido a
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una nodulacion insuficiente (Brockwell et al., 1988). Diversos estudios realizados en
diferentes asociaciones rizobio-leguminosa concluyen que es poco probable que poblaciones
de rizobios menores que 100 rizobios g™ de suelo sean suficientes para inducir una nodulacién
adecuada en su hospedero (Brockwell et al., 1987; Howieson y Ballard, 2004). Es probable
que la presencia de arcillas de alta superficie especifica (ej. alofan) favorezca la estabilizacion
de los rizobios como ha sido recientemente reportado para Pseudomonas putida, donde las
propiedades electrostaticas tanto de bacterias como de arcillas, parecieron gobernar la

magnitud de la adsorcion de las bacterias a las superficies minerales (Jiang et al., 2007).

Por otra parte, los resultados revelaron una relacion altamente significativa (P<0,001) entre el
pH del suelo y el numero de rizobios (Figura 5), lo que concuerda con otros estudios que han
reportado la existencia de una relacion altamente significativa entre el pH del suelo y la
magnitud de las poblaciones de S. meliloti, indicando que el pH es el factor que determina la
presencia de dichas poblaciones, a pesar que otros factores como es la presencia del hospedero
también ejerceria un efecto sobre el numero de rizobios presentes en un suelo (Brockwell et
al., 1991; Young y Brockwell, 1992). Mas atn, Palmer y Young (2000), encontraron una
correlacion positiva entre el pH y la diversidad de R. leguminosarum bv. viciae en suelos con
un rango de pH entre 5,8 a 6,8. Sin embargo, otro estudio realizado por Ballard y Charman
(2000) no encontrdé una relacion entre ambas variables, probablemente porque los suelos

estudiados excedian dicho valor de pH.

4.3  Autenticacion de las cepas

El ensayo de autenticacion de las cepas in vitro, mostrd que la totalidad de éstas, con la sola
excepcion de la cepa NS26, fueron capaces de nodular las raices de alfalfa. En general, las
cepas produjeron pocos nddulos, pero de una coloracion rojiza, lo cual es indicativo de la
presencia de rizobios simbidticamente efectivos. Posteriores analisis deberian confirmar la

identidad de las cepas aisladas como pertenecientes al genero Sinorhizobium.
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4.4 Identificacion molecular mediante amplificacion del gen 16S rDNA

La técnica de amplificacion del gen 16S rDNA realizada sobre los aislados, permitio la rapida
discriminacion entre cepas de S. meliloti y S. medicae. Asimismo, se observd una alta
reproducibilidad en esta técnica, debido a la especificidad de la secuencia junto a una alta
temperatura de alineacion. En este caso, se evidencid que la totalidad de las cepas
correspondian a S. meliloti (Figura 6). Por el contrario, la prueba de amplificacion para S.

medicae resultd negativa para todas las cepas, excepto las cepas NS26 y WSM 419.

1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
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1kb 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 B
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Figura 6. Amplificacion del gen 16S rDNA mediante partidores 16SmWr F913 y 16SmWr
R1330 en cepas naturalizadas de rizobios asociados a M. sativa en suelos acidos de la zona
centro-sur de Chile. (1 kb: marcador de peso molecular; 1-46: cepas naturalizadas; 47: S. meliloti WSM826;
48: S. medicae WSM419; B: blanco).

Resulta necesario indicar que las poblaciones de S. meliloti se obtuvieron inicamente a partir

de nddulos y debido a que éstas representan solo a una fraccion de los rizobios, estos aislados
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no serian necesariamente representativos de la poblacion total presente en el suelo (Bromfield
et al., 1995). Sin embargo, al no existir evidencia de la presencia de cepas de S. medicae entre
los aislados, cabria suponer que dicha especie no se encontraria en estos suelos, o al menos, no
estaria nodulando la alfalfa presente en los sitios estudiados. Este hallazgo, junto con el hecho
que S. medicae es capaz de nodular efectivamente la alfalfa y dado que es una especie mas
tolerante a la acidez que S. meliloti, sugiere que la productividad de la alfalfa podria verse
mejorada con la incorporacion de S. medicae, o al menos, justificaria la necesidad de evaluar
su comportamiento simbidtico con alfalfa bajo condiciones de acidez, como una posible

estrategia para mejorar la productividad y persistencia de esta especie en suelos acidos.

45  Identificacion molecular mediante secuenciacion parcial del gen 16S rDNA

La amplificacion de ADN con distintas combinaciones de partidores se muestra en la Figura 7.

lkb 1 2 3 4 5 6 7 8

1000
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250

Figura 7. Amplificacion por PCR de ADN genémico mediante diferentes combinaciones de

partidores en cepas NS4 (columnas 1-4) y NS26 (columnas 5-8).
Partidores utilizados por reaccion: 1 kb (marcador de peso molecular), 1 y 5 (20F + 1190R), 2 y 6 (420F +
1540R), 3y 7 (420F + 1190R), 4 y 8 (FGPS).

Es posible observar que solamente la combinacion de partidores 420F y 1190R permiti6 la
amplificacion del ADN en ambas cepas, la que se puso en evidencia mediante la visualizacion
de una banda de 770 pb. Es por esta razon, que se realizd la secuenciacion parcial (y no

completa) del gen 16S rDNA.
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La amplificacion parcial por PCR corrobord que todos los aislados correspondieron a S.
meliloti, no detectandose cepas de S. medicae. La identidad de la cepa NS4 fue confirmada
mediante la secuenciacion parcial del gen 16S rDNA, el cual mostr6 que dicha cepa presenta
una homologia de un 100 % con las cepas S. meliloti CC2013 y S. meliloti S33, aisladas en
suelos de Australia y Estados Unidos, respectivamente. Es interesante mencionar que la cepa
S. meliloti CC2013 es ecoldgicamente peculiar en cuanto a su rango de hospedero, siendo
capaz de nodular efectivamente a la especie Trigonella suavissima (una especie endémica de
Australia), la cual presenta una alta selectividad por el rizobio. Este aislado podria representar
una linea filogenética antigua, o bien, puede haberse originado por reiteradas recombinaciones

cromosomales (Eardly et al., 1990).

Los resultados aqui expuestos son similares a aquellos obtenidos por Yan et al. (2000) quienes
reportaron la presencia casi exclusiva de cepas de S. meliloti asociados a Medicago sativa y
Melilotus spp. en suelos de China. Asimismo, diversos autores destacan la gran capacidad de
este rizobio de asociarse y nodular efectivamente la alfalfa (Jebara et al., 2001; Biondi et al.,

2003).

4.6  Diversidad genética de aislados de S. meliloti

El analisis de PCR-fingerprinting mediante el partidor nif RPO1, mostrd una alta diversidad

genética entre los aislados (Figura 8).
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Figura 8. Relaciones genéticas entre cepas de S. meliloti aisladas de suelos acidos de la zona

centro-sur de Chile, mediante PCR-fingerprinting con el partidor RPO1.

Cepa: 1-46: cepas naturalizadas; W1: S. meliloti WSM2116; 48: S. meliloti WSM826. Suelos: A: Rio Bueno;
Carillanca; C: Imperial; D: Caivico; E: Las Encinas; F: Coleccion WSM Murdoch University, Perth, Australia.

B:
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La utilizacion de la técnica de PCR-fingerprinting con el partidor RPO1 permiti6, en una sola
reaccion, la obtencion de numerosas bandas, permitiendo la deteccion de polimorfismo lo
suficientemente alto para el analisis genético de los rizobios, lo cual representd una ventaja
sobre los métodos basados en el uso de partidores no especificos (Chueire et al., 2000).
Asimismo, la alta reproducibilidad obtenida por esta técnica, se debid probablemente a la
especificidad de la secuencia de 20 pb del partidor, junto a una alta temperatura de
alineamiento (Laranjo et al., 2002). Cabe destacar que la secuencia del partidor RPO1
corresponde a una region conservada dentro de la region del promotor nifHDK en Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii ANUS843, la cual esta repetida entre 5-10 veces dentro del plasmido
simbidtico en esta especie. Dentro de la secuencia (primeros 9 nucleotidos del extremo 3°)
también se encuentra el elemento consenso del promotor del gen nif, altamente conservado y

presente en especies de rizobios de crecimiento rapido.

En relacion al andlisis filogenético, el analisis cluster revel6 la presencia de una alta diversidad
genética, separada en tres grandes grupos. En relacion a estos resultados, diversos estudios han
reportado una amplia diversidad genética a nivel de cepa en S. meliloti (Paffetti et al., 1996;
Gandee et al., 1999; Carelli et al., 2000; Jebara et al., 2001; Roumiantseva et al., 2002; Zribi
et al., 2005). Paffetti et al. (1996) analizaron la diversidad genética de cepas de R. meliloti
aisladas a partir de nodulos de diferentes cultivares de alfalfa establecidas en dos suelos en
Italia. Dichos autores encontraron que el tipo de suelo y el cultivar de alfalfa fueron
responsables de una alta variacién genética entre los distintos aislados. Sin embargo, las
diferencias quimicas y fisicas del suelo también ejercerian un cierto efecto sobre la variacion
genética encontrada. De hecho, varios autores sostienen que el tipo de suelo constituye un
factor determinante sobre la diversidad genética de poblaciones de R. leguminosarum (Strain
et al., 1994) y Sinorhizobium spp. (Zribi et al., 2005).

El analisis filogenético reveld una relacion entre la diversidad genética de las cepas y el pH del
suelo desde el cual éstas fueron aisladas. Por ejemplo, salvo s6lo algunas excepciones, las
cepas pertenecientes al grupo 1 provenian de los suelos Carillanca, Rio Bueno y Caivico, los
cuales presentaron valores de pH entre 4,9 y 6,5. Las cepas pertenecientes al grupo 2 fueron

aisladas desde los suelos Carillanca, Rio Bueno e Imperial que registraron valores de pH mas
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acidos (5,0-5,8), mientras que las cepas pertenecientes al grupo 3 se encontraron en los suelos
Las Encinas y Caivico, con valores de pH entre 6,1 y 6,6. Asimismo, se observé que praderas
establecidas mas recientemente, como Las Encinas (2 afios) presentaron un mayor valor de
pH, una menor diversidad genética y un alto nimero de rizobios (283-18.800 rizobios g) a
diferencia de praderas establecidas en Rio Bueno (3-10 afios) que mostraron menores valores
de pH, una mayor diversidad genética y bajo recuento de rizobios (0-750 rizobios g™). Estos
resultados difieren a los reportados por Harrison et al. (1989) quienes encontraron una menor
diversidad de R. leguminosarum biovar trifolii en suelos acidos (pH 4,2-4,4), asociados a bajos
recuentos de rizobios (<100 rizobios g'), mientras que Dughri y Bottomley (1983) reportaron
un efecto de la acidez sobre la dominancia de distintos serogrupos en R. trifolii. Roumiantseva
et al. (2002) concluyeron que la alta variacion genética observada entre cepas de S. meliloti
aisladas en Asia Central, se deberia a los efectos conjuntos de la mutacion, recombinacion y
seleccion. Especificamente, se ha observado que el contenido de materia organica y arcilla,
junto al pH, tienen un efecto significativo en la transferencia de plasmidos entre cepas de R.

fredii (Richaume et al., 1989).

Por otra parte, los resultados sugieren que la diversidad genética de los aislados puede ser
atribuida a un efecto combinado entre el tipo de suelo, su origen geografico y/o un efecto del
cultivar de alfalfa, a pesar que estudios realizados previamente por Carelli et al. (2000)
mostraron que el efecto del cultivar de alfalfa o del tipo de suelo no fue mayormente

responsable de la presencia de una poblacion de rizobios genéticamente heterogénea.

Es importante destacar que la amplia diversidad genética observada en estos suelos muestra la
complejidad de la poblacion de estos rizobios y pone de manifiesto la dificultad de predecir su
interaccion con aquellas cepas que puedan ser eventualmente introducidas como inoculantes
comerciales (Handley et al., 1998). También se ha observado que la diversidad de rizobios
puede determinar la capacidad de ciertas especies de leguminosas de habitar un determinado
ecosistema. Es asi como recientes estudios filogenéticos realizados sobre S. medicae y S.
meliloti indican que la distribucion geografica de los rizobios, genéticamente diversos, ejerce
una fuerte influencia sobre la distribucion de especies de Medicago, asi como su capacidad

para colonizar nuevas areas (Béna et al., 2005). Lo anterior reafirma la importancia del estudio
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de la diversidad en cepas naturalizadas de S. meliloti, no s6lo por su rol como microsimbionte
de la alfalfa, sino también como un factor determinante de la presencia de especies de

Medicago en nuestros suelos.

4.7  Tolerancia a la acidez en cepas de S. meliloti

La Tabla 7 muestra el efecto del bajo pH el crecimiento de S. meliloti en placas con medio

YMA, evaluado a distintas densidades celulares.

Tabla 7. Efecto de la acidez sobre el crecimiento de cepas naturalizadas de Sinorhizobium

meliloti en medio YMA a diferentes concentraciones celulares.

Concentracion celular (células mL™)

Cepa 10° 10’ 10°
pH50 pH55 pH50 pHS55 pH50 pHS55
NS5 - + - + + ++
NS11 - + + +++ ++ +++
NS13 - ++ - -+ ++ 4+
NS15 - ++ - ++ + +++
NS18 - + - ++ + 4+
NS21 - ++ - +++ ++ +++
NS34 - ++ + -+ ++ -+
NS45 - + + ++ ++ -
NS46 - + + ++ ++ -+
WSMS826 - + + ++ ++ -
WSM2114 - + - ++ ++ +++

Rangos de crecimiento: (-) sin crecimiento, (+) minimo, (++) bajo, (+++) alto.

Ninguna de las cepas creci6 a pH 4,5. Por el contrario, la totalidad de las cepas mostr6 un alto
nivel de crecimiento a pH 6,0 comparado con su control a pH 7,0 (datos no mostrados). Se
observo un alto crecimiento de colonias a altos niveles de pH y altas densidades celulares. Si

bien es cierto no se observaron diferencias significativas en el grado de tolerancia a la acidez
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entre los aislados, sin embargo, es interesante indicar que algunas cepas mostraron un mayor
o . - 6 s -1
crecimiento de colonias a pH 5,5 con una concentracion de 10° células mL~ (NS13, NS15,

NS21 y NS34) y 107 células mL™" a pH 5,0 (NS11, NS34, NS45 y NS46).

Diversos estudios han evaluado la tolerancia a la acidez en rizobios bajo condiciones de
laboratorio e invernadero (Dilworth et al., 2000; Watkin et al., 2000). Se ha demostrado que la
acidez incrementa el tiempo de replicacion y disminuye la tasa de crecimiento en rizobios
asociados a alfalfa en medios de cultivo, solucion nutritiva y suelos (Segundo et al., 1999). El
mayor crecimiento en rizobios evaluados a altas densidades celulares puede asociarse a una
respuesta adaptativa a la acidez (ATR) previamente reportada en rizobios (Dilworth et al.,
2000; Rickert et al., 2000). Al parecer, las células en contacto directo con el medio sélido
actuarian como una barrera protectora contra el estrés acido, protegiendo a aquellas situadas a
mayor distancia de la superficie del medio de cultivo, lo que les permitiria desarrollarse

adecuadamente.

Cabe destacar que no se observo una relacion entre el origen geografico de la cepa y su grado
de tolerancia a la acidez. Sin embargo, algunos autores sostienen que cabria esperar
diferencias en el grado de tolerancia a la acidez a nivel de cepa en suelos &cidos (Gemmel y

Roughley, 1993).

4.8  Amplificacion del gen fsrR como posible mecanismo de tolerancia a la acidez en S.

meliloti

La amplificacion del gen fsrR no arrojo resultados positivos en las cepas naturalizadas de S.
meliloti, lo cual indicaria la ausencia de este mecanismo como posible explicacion a las
diferencias observadas en el grado de tolerancia a la acidez. A pesar que la presencia de
variaciones significativas en el grado de tolerancia a la acidez confirma la teoria de la
existencia de una base genética para dicha variacion, ésta no ha sido encontrada hasta ahora
para S. meliloti, a diferencia de lo que ocurre en S. medicae WSM419, donde la presencia del
gen fSIR, activa transcripcionalmente al gen IpiA, lo cual le confiere tolerancia a la acidez

(Reeve et al., 2006).
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4.9  Efectividad simbiética en cepas de S. meliloti

Se observaron diferencias significativas en cuanto a nodulacion, contenido de MS y capacidad

simbiodtica en los tratamientos inoculados con las distintas cepas analizadas (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de la inoculacion con cepas naturalizadas de S. meliloti y cepas de referencia
sobre la nodulacion, produccion de materia seca y capacidad simbidtica en M. sativa cv.

Sceptre en suelo Merredin a dos niveles de pH en condiciones de invernadero.

Cepas Nodulacion Rendimiento  Capacidad Simbiética®
(0-4) (mg MS maceta™) (8)
pH50 pH55 pH50 pH55 pH50 pH55

Naturalizadas

NS5 0,0c 3,0 be 29bcd 58cd 0,26 e- 0,28 e-
NS11 0,2¢c 3,4 abc 20d 93 abc -0,131 0,73 E
NS13 0,3bc 3,2bc 25 cd 85 be 0,09e- 0,63¢
NS15 0,5bc 3,5ab 35abc  75¢c¢ 1,1I7TE 0,53 ¢
NS18 0,6 bc 3,3 abc 29bcd 73 ¢ 0,26e- 047e
NS21 0,8ab 3,4 abc 35abc 77c¢ 0,52e¢e 0,53¢
NS34 0,6 bc 3,4 abc 36abc 83c¢c 0,57e¢ 0,60e
NS45 0,2¢ 1,6d 37abc 86 bc 06le 064¢e
NS46 0,4bc 3,1bc 41 ab 86 bc 0,7E 0,64 ¢
Promedio 04bc 3,1bc 32 be 80 ¢ 046e 0,56¢
Referencia
WSM419 0,8ab 2,6 bcd 32 bc 67 de 0,39e¢ 040¢
WSM2114 13a 3,8a 33 be 64 c 043e 036¢
WSMR26 0,0c 3,4 abc 27 cd 122 a 0,17e- 1,10E
Control
-N? 23cd  36d
+N? 46 a 114 ab
DMS (P<0,05) 0,6 0,6 11 26

* Controles no inoculados con (+N) y sin (-N) nitrégeno.
® Indice de efectividad simbidtica: (E: alta; e: moderada; e-: baja; i: nula)
Valores seguidos con la misma letra en una columna no son significativamente distintos (P<0,05) segin analisis

de Diferencia Minima Significativa (DMS).
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Se evidencid que las variaciones observadas en los parametros simbidticos fueron

dependientes del genotipo de rizobio y el nivel de acidez.

La nodulacion fue significativamente afectada a pH 5,0, mostrando valores entre 0 y 1,3. Por
el contrario, ésta aumentd a pH 5,5, donde algunas cepas naturalizadas (NS11, NS15, NS21 y
NS34) no mostraron diferencias significativas (P<0,05) con las cepas de referencia WSM2114
y WSMS826. Esto resulta particularmente interesante debido a que estudios previos han
destacado la capacidad de la cepa WSMS826 de nodular efectivamente varias especies de
Medicago anuales y alfalfa (Howieson et al., 2000b). Lo anterior sugiere que dichas cepas
podrian presentar un comportamiento simbiodtico similar o incluso superior a las cepas
comerciales, debido a que estarian mejor adaptadas a las condiciones edafoclimaticas locales.
A pesar que la mayoria de esas cepas fueron las mismas que exhibieron mayor tolerancia a la
acidez en medio YMA, sin embargo, es posible concluir que no existe una relacion directa

entre el grado de tolerancia a la acidez y la efectividad simbidtica.

A pesar que las cepas NS5 y WSM826 mostraron una adecuada nodulacion a pH 5,5, ambas
fueron mas sensibles a pH 5,0, donde no presentaron nodulacion. Resultados similares han
sido reportados por Cheng et al. (2002), quienes observaron un retraso en el desarrollo de
nodulos en plantas de alfalfa creciendo en suelos a pHg 4,3. Asimismo, otro estudio
conducido por Munns (1965) concluyo6 que las cepas de S. meliloti diferian considerablemente
en su capacidad para nodular alfalfa en suelos 4cidos. Estudios realizados en suelos del centro-
sur de Chile indican que la acidez constituye el principal factor limitante del desarrollo de la
alfalfa, afectando la nodulacion y por ende, la produccion de MS en alfalfa (Urzha et al.,
1995). En promedio, el aumento de la acidez produjo una disminucion de la nodulacién en un
84 %, lo cual se deberia principalmente al efecto detrimental de la acidez en la sobrevivencia y
el crecimiento de los rizobios, lo cual afectaria el desarrollo y funcionamiento de los nodulos

(Munns, 1968).
Por otra parte, la produccion de MS en las plantas también se vio afectada por la acidez,

alcanzando valores promedio de 83 y 34 mg MS por maceta, a pH 5,5 y 5,0, respectivamente,

lo que representa una disminucion cercana al 60 %. En general, las plantas fertilizadas con N
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mineral (+N) acumularon mas MS que los tratamientos inoculados con rizobios o aquellos que
no fueron ni inoculados ni fertilizados con N (-N). Esto es debido a que el contenido de N en
el suelo fue lo suficientemente bajo como para observarse una respuesta a la fertilizacion
nitrogenada. A pesar que la recomendacion de fertilizacion en alfalfa indica que no es
necesario aplicar N al cutlivo, ya que el mayor suministro proviene de la FSN, las plantas

podran extraer el N desde el suelo si éste se encuentra disponible (Hannaway y Shuler, 1993).

Algunas cepas naturalizadas mostraron valores similares a aquellos obtenidos por las cepas de
referencia a ambos niveles de pH. Sin embargo, las cepas NSI5 y NS46 fueron
simbidticamente mas efectivas que las cepas de referencia bajo condiciones de mayor acidez
(pH 5,0). Por otra parte, las cepas NS11 y WSM826 mostraron una mayor efectividad a pH
5,5. Estos resultados son congruentes con aquellos reportados por Delavechia et al. (2003),
quienes observaron que una baja nodulacion se tradujo en una menor acumulacion de MS en

alfalfa en un suelo acido (pH 5,5).

Si bien es cierto, ninguna cepa naturalizada mostrd parametros simbioticos significativamente
mayores que las cepas de referencia, es interesante mencionar que la cepa NS11 fue la tinica
cepa (incluidas las cepas de referencia) que mostrd los mayores valores en los tres pardmetros
simbidticos analizados, lo cual es considerado una caracteristica esencial del rizobio para su

utilizacion como inoculante de elite (Howieson et al., 2000a).

Los resultados obtenidos concuerdan con diversos estudios que han demostrado la amplia
variacion existente en términos de efectividad simbidtica en cepas nativas de S. meliloti,
destacando su alta capacidad de formar una simbiosis efectiva con la alfalfa (Ballard y
Charman, 2000; Bradic et al., 2003; Evans et al., 2005b). En un estudio realizado por Bradic
et al. (2003), se observé una gran variacion en el rendimiento de MS (12-26 g por maceta) en
plantas de alfalfa inoculadas con varias cepas nativas de S. meliloti. Asimismo, se reportaron
diferencias significativas en la efectividad simbidtica de rizobios asociados a alfalfa aislados
desde suelos acidos de Argentina y Uruguay, concluyendo que la cepa LPU63 puede ser
utilizada como un inoculante efectivo para alfalfa en suelos acidos (Segundo et al., 1999).

Asimismo, Gandee et al. (1999) observaron que la presencia de rizobios nativos en un suelo,
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adaptados a las condiciones locales, fueron capaces de formar una simbiosis efectiva con
alfalfa. Claramente, dichos estudios destacan la importancia que tienen los rizobios nativos

como una fuente de nuevos inoculantes para alfalfa.

Debido a que es comun la presencia de suelos moderadamente acidos en el centro-sur de
Chile, la presencia de cepas naturalizadas con un adecuado potencial de fijaciéon de N bajo
condiciones de acidez podria incrementar la productividad y persistencia de esta especie
forrajera en dichos suelos. A pesar que resulta evidente la inexistencia de una relacion entre el
grado de tolerancia a la acidez y la eficiencia simbidtica en las cepas estudiadas, lo cual ha
sido demostrado por varios autores (Howieson et al., 1988), los resultados sugieren que la
cepa NS11 es una buena alternativa a ser considerada en el desarrollo de nuevos inoculantes
para alfalfa. La utilizacion de estas cepas también podria contribuir a la incorporacion de N en
agroecosistemas de la zona centro-sur del pais, reduciendo asi la necesidad de incorporar altos
volumenes de fertilizantes nitrogenados, necesarios para mantener la productividad vegetal y

animal.

4.10 Efecto de Al sobre el contenido de materia seca y la exudacion de acidos organicos

en M. sativa

Al en solucidn ejercio un efecto detrimental significativo sobre la acumulacion de MS de la

parte aérea y radical en plantas de diferentes cultivares de alfalfa (Figura 9).

A pesar que las raices de plantas sometidas a estrés por Al mostraron claros signos de
toxicidad, el mayor efecto de Al se evidencié en la acumulaciéon de MS en la parte aérea de
dichas plantas. Esto claramente indica que Al afectd la absorcion de nutrientes, repercutiendo
en un menor crecimiento aéreo de las plantas. Por otra parte, los resultados mostraron que la

magnitud de dicho efecto fue dependiente del cultivar de alfalfa.
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Figura 9. Efecto de Al sobre la acumulacion de materia seca (g MS maceta'l) en la parte aérea

y radical de cuatro cultivares de M. sativa en solucion nutritiva a dos niveles de pH.

Valores promedio de tres repeticiones. Barras en columnas representan error estandar.

Cuando las plantas se expusieron a 50 uM Al en solucion, se observd una reduccion del
contenido de MS entre 21 y 55 %, respecto del tratamiento sin Al y que correspondio a los
cultivares California 55 y Robust, respectivamente. Por otra parte, niveles de 100 uM Al en
solucion ocasionaron una reduccion entre 52 y 63 % respecto del tratamiento sin Al en los
cultivares California 55 y Sceptre, respectivamente. Las diferencias registradas en el contenido
de MS de los cultivares estudiados muestran la existencia de diferentes potenciales de
produccion bajo condiciones Optimas (sin Al), asi como una respuesta diferencial de los
cultivares de alfalfa frente a la toxicidad por Al, lo cual se tradujo en distintos niveles de
crecimiento de las plantas. La presencia de una respuesta diferencial a Al tanto a nivel de
especie como de cultivares en una misma especie ha sido previamente reportado por Foy

(1988). Por lo tanto, resulta logico suponer que aquellos cultivares que muestren un mayor
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grado de tolerancia a Al en solucion nutritiva podran exhibirla también en condiciones de

campo.

Los niveles de P y Al foliar y radical en alfalfa en funcion del nivel de Al y pH en solucion

nutritiva se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Contenido de P (%) y Al (g kg™) en la parte aérea y radical en cuatro cultivares de M.

sativa sometidos a estrés por Al en solucion nutritiva a pH 4,5 y 6,0.

pH 4,5 pH 6,0
Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
ABM) o) e’ 0 ke) 00 eke) (o eke)
California 55

0 0,14 abA 0,05 abA 0,23 0,23 0,13 abA 0,03 cdB 0,29 0,08

50 0,15 abA 0,09 aA 0,32 6,08 0,13 abA 0,06 abB 0,36 3,70

100 0,14 abA 0,10 aA 0,32 7,84 0,14 abA 0,07 aB 0,30 3,04
Robust

0 0,17 abA 0,03 cA 0,29 0,30 0,16 abA 0,02 dA 0,35 0,04

50 0,15 abA 0,03 cA 0,31 6,83 0,16 abA 0,06 abcA 0,40 3,66

100 0,18 aA 0,05 abA 0,30 7,03 0,15 abA 0,07 aA 0,35 3,10
Sceptre

0 0,13 abA 0,04 abA 0,27 0,27 0,11 abA 0,03 dA 0,27 0,02

50 0,17 abA 0,05 abA 0,32 7,08 0,17aA 0,03 cdB 0,31 2,48

100 0,15 abA 0,09 aA 0,38 7,20 0,15 abA 0,03 cdB 0,29 2,21

Aquarius

0 0,12 bA 0,04 abA 0,23 0,28 0,10bA 0,02 dA 0,32 0,05

50 0,14 abA 0,06 bA 0,26 5,46 0,13 abA 0,03 dB 0,34 2,96

100 0,14 abA 0,06 bA 0,28 6,35 0,13 abA 0,04 bcdA 0,27 2,32

Promedios seguidos con distintas letras minusculas o mayusculas en columnas o filas, repectivamente, indican

diferencias significativas (P<0,05) segun la Prueba de Comparacién Multiple de Tukey o prueba t-student para

dos muestras independientes. Datos correspondientes a P y Al en parte aérea fueron calculados en triplicado,

mientras que el contenido de P y Al en raices corresponden a un unico valor.
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Respecto al contenido de P foliar, no se registraron diferencias significativas en los diferentes
cultivares a ambos niveles de pH. Sin embargo, se observo un aumento en el contenido de Al
foliar en los cultivares California 55 y Robust a ambos niveles de pH. En cambio, el contenido
de P y Al radical aumenté considerablemente en aquellas plantas expuestas a Al. Los mayores
niveles de Al radical se registraron en plantas sometidas a pH 4,5 y 100 uM Al, los cuales
fueron desde 6,35 a 7,84 g Al kg™ en los cultivares Aquarius y California 55, respectivamente.
Por su parte, los niveles de P en raices fueron entre 0,28 y 0,38 % en los cultivares Aquarius y

Sceptre, respectivamente.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Zheng et al. (2005), quienes estudiaron la
inmovilizacion de Al con P en dos cultivares de Fygopyrum esculentum con diferente grado de
tolerancia a Al, reportando altas concentraciones de P y Al en raices del cultivar resistente, lo
que sugiere que la inmovilizacion de Al mediante la precipitacion con P en la raiz puede haber
contribuido a aliviar los efectos toxicos de Al. Esta hipotesis se reafirma con el hecho que los
niveles de P radical aumentaron en la medida que se increment6 la concentracion de Al en
solucion. La precipitacion de Al con P (como fosfatos de Al) a nivel radical ha sido descrita
como un mecanismo de tolerancia a Al en plantas tolerantes (Gaume et al., 2001). En estudios
realizados en maiz, Gaume et al. (2001) reportaron que junto a una mayor precipitacion de Al,
el cultivar resistente tuvo una mayor capacidad de utilizar el P, gracias a un mecanismo activo

de transporte del complejo Al-P desde la pared celular hacia la vacuola (Vasquez et al., 1999).

La exudacion de acidos organicos dependiente de Al ha sido ampliamente descrita como un
importante mecanismo mediante el cual, algunas especies vegetales pueden minimizar los
efectos toxicos de Al presente en suelos acidos (Ma et al., 2001; Ryan et al., 2001; Barcelo y
Poschenrieder, 2002; Kochian et al., 2004). Los resultados obtenidos muestran que la
exudacion de acido citrico aumento significativamente en respuesta a Al, siendo la magnitud

de dicha respuesta dependiente del cultivar de alfalfa (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la concentracion de Al sobre la exudacién de citrato (umol g MS raiz
h™") en cuatro cultivares de M. sativa en solucién nutritiva a pH 4,5.

Columnas con letras distintas para cada cultivar indican diferencias significativas (P<0,05) segin la Prueba de
Comparacion Multiple de Tukey. Valores promedio de tres repeticiones. Barras en columnas representan error

estandar.

La exudacion de citrato fue mayor en los cultivares California 55 y Robust sometidos a estrés
por Al, en comparacion al testigo sin Al. A pesar que los niveles de exudacion de citrato en
estos cultivares fueron mayores a los cultivares Sceptre y Aquarius, dichas diferencias no

fueron estadisticamente significativas.

Ginting et al. (1998) en un estudio realizado con soya en solucién nutritiva a pH 4,25,
observaron que el citrato fue el ligando que present6 la mayor capacidad de complejar Al.
Previamente, Lipton et al., (1987) reportaron una mayor exudacion de citrato en plantas de
alfalfa expuestas a déficit de P comparado con plantas que recibieron un suministro adecuado
de P. Por otra parte, la exposicion de plantas de soya a Al se tradujo en un aumento en la

exudacion de citrato, la cual fue dependiente del cultivar utilizado (Silva et al., 2001).

59



Respecto de la exudacion de succinato por parte de las plantas, se observo una tendencia
similar a la registrada con el citrato, esto es, una mayor exudacion a niveles crecientes de Al,

con un rango de exudacion entre 0,57 y 3,07 pmol g"' MS raiz h!' (Figura 11).

0 uM Al

4 - ] 50 uM Al
B 100 uM Al

ab abc

Exudacion de succinato
(umol g'1 MS raiz h™)

Cal-55 Robust Sceptre Aquarius

Cultivares

Figura 11. Efecto de la concentracion de Al sobre la exudacién de succinato (umol g MS
raiz h™) en cuatro cultivares de M. sativa en solucion nutritiva a pH 4,5.

Columnas con letras distintas para cada cultivar indican diferencias significativas (P<0,05) segin la Prueba de
Comparacion Multiple de Tukey. Valores promedio de tres repeticiones. Barras en columnas representan error

estandar.

Sin embargo, los resultados de la especiacion quimica indican que no existe complejacion de
Al por el succinato, por lo que su rol como mecanismo de tolerancia a Al resultaria poco
probable (Tabla 10). Esto concuerda con lo informado por ciertos autores quienes sostienen
que el succinato corresponde a un ligando de caracter débil, con una baja capacidad para
detoxificar Al (Hue et al., 1986). Estudios previos han demostrado que la exudacion de
succinato en plantas de alfalfa se produce preferentemente en condiciones de baja
disponibilidad de P (Lipton et al., 1987). Dichos autores también detectaron la presencia de

altos niveles de citrato y malato en los exudados de plantas que crecieron en una solucion
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nutritiva completa, mientras que una concentracion de citrato significativamente mayor fue
observada en los exudados de plantas sometidas a deficiencia de P. En ambos casos, el

succinato constituyo una pequeiia fraccion de los acidos organicos presentes en los exudados.

Si bien es cierto, se observo que los cultivares de alfalfa incrementaron la tasa de exudacion de
citrato y succinato en respuesta a Al, la concentracion de estos acidos orgénicos en la solucion
nutritiva estuvo directamente relacionada a la fitomasa radical total de cada tratamiento. Es asi
como una alta tasa de exudacion (umol g”' MS raiz h™) se tradujo en una mayor concentracién
de acido exudado, solamente en aquellos tratamientos que alcanzaron una adecuada fitomasa
radical lo suficientemente grande para asegurar una concentracion apropiada de citrato en
solucion, que permita aliviar (aunque sea de manera parcial) el efecto fitotoxico de Al. De esta
forma se obtuvieron diferentes concentraciones de citrato en solucion nutritiva, lo cual se

muestra en las Figuras 12 y 13.
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Figura 12. Concentracién de citrato (umol L) en solucién nutritiva a pH 4,5 en cuatro

cultivares de M. sativa sometidos a diferentes niveles de Al.

Columnas con letras distintas para cada cultivar indican diferencias significativas (P<0,05) segun la Prueba de
Comparacion Multiple de Tukey. Valores promedio de tres repeticiones. Barras en columnas representan error

estandar.
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De esta forma, la concentracion de citrato en solucion (umol L) fue responsable de reducir

los efectos toxicos de Al.

pH 6,0 Bl O0.MAl
50 uM Al
1100 M Al

abc abc

Concentracién de citrato
(umol L)

Robust Sceptre

Cultivares

Aquarius

Figura 13. Concentracion de citrato (umol L) en solucion nutritiva a pH 6,0 en cuatro

cultivares de M. sativa sometidos a diferentes niveles de Al
Columnas con letras distintas para cada cultivar indican diferencias significativas (P<0,05) segun la Prueba de

Comparacion Multiple de Tukey. Valores promedio de tres repeticiones. Barras en columnas representan error

estandar.

La especiacion quimica de Al esta directamente relacionada al pH. Esto fue confirmado por
los resultados de la especiacion quimica realizada mediante el programa GEOCHEM, los
cuales mostraron que los niveles de Al™ fluctuaron entre 8,8 y 17,5 uM a pH 4,5, mientras
que a pH 6,0 no se observd Al”, encontrandose éste mayoritamente precipitado como
complejos Al-OH (Tabla 10). Estos resultados coinciden con las observaciones de Nair y
Prenzel (1978), quienes sostienen que la actividad de Al puede disminuir como resultado del

aumento del pH, formacion de complejos con el fosfato y acidos organicos.
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Tabla 10. Distribucion porcentual de especies de Al en solucion nutritiva y su interaccion con
la exudacion de citrato desde raices de M. sativa de acuerdo a la especiacion realizada

mediante el programa GEOCHEM.

pH 4,5 pH 6,0

Aluminio (uM) Aluminio (uM)

Complejos 50 100 50 100
California 55
Al 17,5 8.8
Al - PO, 30,4 15,2 0,03 0,02
Al - citrato 43,1 8,5 7.8 19,7
Al - OH? 7,0 66,6 92,2 80,3
Robust
Al 13,1 8.8
Al - PO,™ 23,8 15,2 0,03 0,02
Al - citrato 58,3 43 16,4 1,63
Al - OH? 3,2 70,8 83,5 98,3
Sceptre
Al 17,5 8,8
Al - PO, 30,3 15,2 0,03 0,02
Al - citrato 22,1 20,4 18,9 11,8
Al - OH? 28,0 54,7 81,0 88,2
Aquarius

Al 17,5 8.8
Al - PO, 30,3 15,2 0,03 0,02
Al - citrato 245 94 19,9 11,0
Al - OH? 25,5 65,7 80,1 89,0

* Al complejado en solucion y precipitado

La presencia de citrato permitié6 complejar una fracciéon importante de Al, especialmente a pH

4,5, 1a cual fluctu6 entre 22 y 58% del total de Al presente en la solucion.

Altas concentraciones de Al en solucion se tradujeron en una mayor formacion de complejos

AI-OH, especialmente a pH 6,0. Sin embargo, la presencia de mayores concentraciones de
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citrato en la solucion (ej. cultivar Sceptre, 50 uM a pH 4,5), al complejar una mayor cantidad

de Al se tradujo en una menor formaciéon de complejos AI-OH.

Elevadas concentraciones de Al se tradujeron en una mayor reduccion del crecimiento en

plantas de alfalfa, especialmente a pH 4,5 (Tabla 11).

Tabla 11. Reduccion relativa del crecimiento, expresada como porcentaje respecto del control

sin Al, en plantas de M. sativa sometidas a estrés por Al en solucion nutritiva a pH 4,5 y 6,0.

pH 4,5 pH 6,0
Cultivar 50 uM Al 100 pM Al 50 uM Al 100 puM Al
California 55 21+£6 52+ 10 67+7 50+9
Robust 55+9 61 +10 24+7 29+9
Sceptre 38+10 63+ 14 17+£6 46 =7
Aquarius 44 + 8 55+6 20+ 6 9+8

Si bien es cierto, el AI” fue la forma de Al predominante a pH 4,5, la presencia de otras
especies quimicas de Al como los hidroxidos mononucleares, AIOH*", AI(OH)," y AI(OH)4 o
el polimero Al,3, pueden haber contribuido a la toxicidad por Al (Kinraide, 1991).Estas formas
quimicas podrian ser responsables de la reduccion del contenido de MS en plantas sometidas a
Al a pH 6,0, debido a la inexistencia de Al libre a este nivel de pH. Cabe destacar que el
contenido de nutrientes se mantuvo dentro de rangos normales y no fueron mayormente
afectados por la adicion de Al a la solucion (datos no mostrados), lo cual reafirmaria la teoria

de toxicidad por especies de Al-OH a pH 6,0.

Debido a que tanto la cantidad como el tipo de 4cido organico exudado son responsables de
disminuir la toxicidad por Al, se ha estimado que una concentraciéon equimolar de citrato
(respecto de Al) es necesaria para evitar la elongacion en raices de maiz, criterio utilizado para
estimar la toxicidad por Al (Zheng et al., 1998). Esto significa que la concentracion de citrato

requerido en la solucion nutritiva para contrarrestar los efectos de Al debiera ser equivalente a

la de A1 (50 y 100 uM).
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Es posible concluir que la exudacion de citrato dependiente de Al podria constituir un
mecanismo mediante el cual la alfalfa disminuiria la disponibilidad de Al en suelos y asi
reducir su fitotoxicidad. Sin embargo, considerando que la exudacion de citrato no siempre se
tradujo en un mayor desarrollo de las plantas expuestas a Al, la existencia de multiples
mecanismos de tolerancia han sido propuestos como responsables de inducir tolerancia a este
elemento (Pellet et al., 1995). Otra posible explicacion a este fendmeno radica en que la
determinacion de acidos organicos presentes en la raiz completa no es indicativa de la
concentracion presente en el apice de la raiz, el cual corresponde al sitio primario de toxicidad
por Al en la planta, y donde la expresion de los mecanismos de resistencia a Al debieran estar

localizados (Sivaguru y Horst, 1998).

Considerando que un alto nivel de Al en suelos estd comunmente asociado a una baja
disponibilidad de P, la liberacion de diversos &cidos orgédnicos por parte de la alfalfa,
especialmente el citrato, podria constituir un mecanismo adaptativo mediante el cual las
plantas podrian modificar su microambiente rizosférico y asi mejorar la disponibilidad de

ciertos nutrientes como el P.
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CONCLUSIONES

El nimero de rizobios fue afectado por la acidez del suelo. Asi, praderas recientemente
establecidas donde se observaron mayores niveles de pH, presentaron un mayor

numero de rizobios.

La acidez redujo significativamente el crecimiento in vitro de las cepas naturalizadas
aisladas a partir de plantas de alfalfa noduladas presentes en suelos de la IX y X
regiones, observandose una respuesta diferencial en las cepas sometidas a un rango de
valores de pH entre 5,0 y 5,5. Por su parte, un incremento de la concentracion celular
inicial de los rizobios indujo un mayor crecimiento de las colonias incluso bajo

condiciones de elevada acidez (pH 5,0).

El estudio de la identidad genética basado en la identificacién y secuenciacion parcial
del gen 16S rDNA revel6 que las cepas naturalizadas correspondieron en su totalidad a

la especie Sinorhizobium meliloti.

El anélisis filogenético reveld una alta diversidad genética entre las cepas aisladas asi
como una relacion entre ésta y el pH. Suelos con mayores valores de pH mostraron una
menor diversidad a diferencia de suelos més acidos que presentaron una mayor

diversidad.

La acidez del suelo redujo significativamente la nodulacion, contenido de materia seca
y capacidad simbidtica en alfalfa inoculada con cepas de S. meliloti, siendo la
magnitud de dicha reduccion dependiente del cultivar de alfalfa y el nivel de acidez.
Sin embargo, la existencia de algunas cepas naturalizadas (por ej. NS11) con un
adecuado potencial de fijacion de nitrégeno bajo condiciones de moderada acidez,
sugiere su posible utilidad como inoculante de la alfalfa en suelos de la zona centro-sur

donde la acidez constituye el factor limitante.
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Un incremento en la concentracion de aluminio en solucion disminuy6 el contenido de
materia seca tanto en la parte aérea como radical en alfalfa. A su vez se observd una

acumulacion de aluminio a nivel radical, la cual fue dependiente del pH.

Los cultivares de alfalfa respondieron al estrés por aluminio a través de un aumento de
la exudacion de acidos organicos como citrato y succinato. No obstante, de acuerdo a

la especiacion quimica realizada solo citrato fue capaz de complejar aluminio.
El aumento de la concentracion de aluminio en solucion condujo a una acumulacion de

P a nivel radical, lo que sugiere la existencia de un mecanismo de tolerancia a aluminio

por exclusion, basado en la precipitacion de aluminio con fosforo a nivel radical.
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PROYECCIONES

Dado que la simbiosis rizobio-leguminosa es una interaccion donde existe una alta
especificidad y que las cepas naturalizadas mostraron distintos potenciales de fijacion
de N bajo condiciones de acidez, deberian realizarse estudios para evaluar la
compatibilidad funcional entre las cepas nativas y los cultivares de alfalfa disponibles,
a objeto de establecer aquellas combinaciones cepa-cultivar que muestren una mayor
productividad, de modo que puedan ser consideradas dentro de los sistemas de

produccioén de forraje.

Debido a que las cepas naturalizadas presentaron un grado de tolerancia relativamente
mayor que las cepas comerciales, deberia estudiarse el efecto de la acidez del suelo
sobre la evolucion del numero de rizobios en el tiempo, debido a que la progresiva
acidificacion de los suelos va ocasionando una menor sobrevivencia del rizobio, lo que
repercutird en una menor nodulacion y por ende, en una menor produccioén y

persistencia de la alfalfa.

Debido a que los resultados mostraron que la amplia diversidad genética de las cepas
dependeria, en parte, al pH del suelo, seria deseable evaluar su efecto sobre la
transferencia lateral de genes en suelos chilenos como un mecanismo que contribuye a

aumentar la diversidad genética de S. meliloti.

Las plantas de alfalfa mostraron un aumento en la exudacion de éacidos organicos,
especialmente citrico, al ser sometidas a estrés por Al en solucion nutritiva. Sin
embargo, la validacion de estos resultados deberia contemplar ensayos de invernadero
o campo, en donde puedan utilizarse suelos acidos elevados en Al. Ademas, deberia
contemplarse la evaluacion de los cultivares de alfalfa que estan actualmente

disponibles en el mercado.
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