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DIVERSIDAD Y EFECTIVIDAD SIMBIOTICA DE RIZOBIOS ASOCIADOS A
ALFALFA (MEDICAGO SATIVA) EN LA REGION DE ARICA Y PARINACOTA

DIVERSITY AND SYMBIOTIC EFECTIVITY OF RHIZOBIA ASSOCIATED TO
ALFALFA (MEDICAGO SATIVA) IN ARICA Y PARINACOTA REGION

Palabras indice adicionales: Ensifer meliloti, Sinorhizobium, Rhizobium.

RESUMEN

La aifalfa (Medicago sativa) es una especie forrajera que puede adaptarse a
condiciones de estrés hidrico y baja fertilidad. Ademas, fija nitrdgeno atmosférico
en asociacion con bacterias de la especie Ensifer (Sinorhizobium) meliloti. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad y efectividad simbiética de
rizobios aislados desde alfalfares en la Region de Arica y Parinacota. Se
recolectaron nédulos de alfalfa y muestras de suelo desde 10 sitios de la Regién
de Arica y Parinacota, obteniéndose 45 aislados bacterianos. A través de la
determinacién de la huella genética mediante RAPDs PCR con el partidor RPO1,
se identificaron 33 cepas genéticamente distintas. Mediante secuenciacion del gen
parcial 16S rRNA se identificaron cepas de los géneros Ensifer, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Curtobacterium, Klebsiella, Ochrobactrum, Escherichia y
Serratia. Se realiz6 un ensayo bajo condiciones controladas para evaluar la
capacidad de nodular alfalfa de las 13 cepas identificadas como Ensifer meliloti.
Luego de seis semanas se determiné materia seca, nodulacién e indice de
nodulacioén. Las cepas 9, 15, 24, 25, 26, 27, 28 y 29 fueron las que lograron mayor
produccién de materia seca en alfalfa siendo clasificadas como efectivas. Las
cepas 27 y 24 fueron las que lograron mejores resultados en indice de nodulacion,

destacando la cepa 27 que obtuvo un 100 % de efectividad de nédulos.

SUMMARY
Alfalfa (Medicago sativa) is a forage species that can adapt to water stress and low

fertility. In addition, it fixes atmospheric nitrogen in association with bacteria of the



species £nsifer (Sinorhizobium) meiiioti. The aim of this thesis was to evaluate the
diversity and symbiotic effectiveness of rhizobia isolated from alfalfa from Arica y
Parinacota region. Alfalfa nodules and soil sarples were collected from 10 sites of
Arica and Parinacota region, obtaining 43 bacterial isclates. Through RAPD-PCR
genetic fingerprint with the primer RPO1, 33 genetically distinct strains were
identified. These were later identified at genus and species level, by sequencing
the 16S rRNA partial gene. Strains of the genera Ensifer, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Curtobacterium, Kiebsiella, Ochrobactrum, Escherichia and
Serratia were identified. An assay was conducted under controlled conditions to
evaluate the ability of the 13 strains identified as Ensifer meliloti to nodulate with
alfalfa. After 6 weeks, dry matter, nodulation and nodulation index were
determined. Strains 9, 15, 24, 25, 26, 27, 28 and 29 reached the higher dry matter
in Alfalfa and were classified as effective. Strains 27 and 24 were the ones that
reached higher nodulation scores, and strain 27 stood out for showing 100 %

effective nodules.

INTRODUCCION

La Familia Leguminosae (Fabaceae), comprende de 17.000 a 19.000 especies
incluyendo hierbas, arbustos y arboles, con representantes en casi todos los
biomas terrestres (Lemus ef al., 2003). Se subdivide en tres subfamilias en donde
la subfamilia Faboideae es de gran relevancia ya que pertenecen diversas
leguminosas de importancia econémica, como algunas utilizadas en la
alimentaciéon humana por su alto contenido de proteina, almidén, vitaminas y
minerales (Rebello et al., 2014), y algunas de las principales leguminosas de uso
forrajero (Doyle y Luckow, 2003). La alfalfa (Medicago sativa L.) es desde hace
mas de 2.000 afos, uno de los cultivos forrajeros mas apreciados, no sélo por sus
excelentes cualidades nutricionales, sino por sus altos rendimientos en cantidad y
calidad (Lemus et al., 2003). Ademas, presenta una rapida recuperacion después
del corte, longevidad y tolerancia al medio ambiente adverso (McCulley ef al.,
2004). La alfalfa es una leguminosa forrajera perenne, vigorosa y de crecimiento

erecto, ia raiz principal es pivotante, robusta, de hasta 5m de longitud y con



numerosas raices secundarias, posee hejas trifoliadas y ubicadas alternadamente
en el tallo (Amato et al., 2008).

Registros historicos en Chile, indican que la alfalfa fue la primera forrajera
introducida desde Espana en el siglo XVil (Lemus et al., 2003). Actualmente, se
estima que en Chile existen 60.000 hectareas de alfalfa, concentrandose el 70 %
de la superficie entre la Regién de Valparaiso y la del Biobio (Ovalle et al, 2015).
Particularmente en la Zona Central de Chile, la alfalfa es parte integral de las
raciones para alimentar ganado lechero (Moreno et al., 2008). En la Regién de
Arica y Parinacota, en particular en los Valles de Lluta y de Camarones, ia alfalfa
fue introducida como cultivo forrajero hace mas de 300 afios adaptandose a
condiciones de sequia, salinidad y de pastoreo intenso, pudiendo encontrarse
algunas poblaciones de alfalfa hasta a 2.000 msnm en el Valle de Camarones
(Faundez et al., 2014). El ecotipo de alfalfa conocido como Alta Sierra ha
evolucionado naturalmente en la zona, constituyendo el material genético de
mayor importancia economica en el Valle de Lluta, principalmente por su
capacidad de adaptacién a las condiciones de salinidad (Fuentes et al., 2009).

La alfalfa es considerada una planta mejoradora de suelo, por su capacidad
de captar grandes cantidades de nitrogeno atmosférico via fijacion simbidtica
(Coba de la Pefia y Pueyo, 2012). Esta propiedad de las leguminosas se debe a
su capacidad de establecer una simbiosis mutualista con bacterias del suelo
comunmente llamadas rizobios (Coba de la Pefia y Pueyo, 2012). El rizobio
especifico descrito para alfalfa corresponde a la especie Ensifer (Sinorhizobium)
meliloti (Yan et al., 2000), el cual coloniza las raices a través de los pelos radicales
(Dénarie et al., 1992). Esta interaccién comienza en el suelo, donde la leguminosa
y los rizobios intercambian moléculas de sefial difusibles, esencialmente
flavonoides liberados por la planta y lipo-quito-oligosacaridos, o también conocidos
como factores Nod, secretados por la bacteria. Una vez que se logra el
reconocimiento reciproco, se produce una interaccion y la planta desarroila
nodulos, que son nuevos érganos de la raiz que alojan a la bacteria (Gourion et
al., 2015). En los nédulos, la asociacion simbidtica se basa en un intercambio de

nutrientes, las bacterias proporcionan nitrégeno asimilable a la planta en forma de
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amonio y la planta suministra energia a las bacterias en forma de hidratos de
carbono (White et al., 2007). En este proceso, la alfalfa puede llegar a fijar de 200
a 250 kg de N por hectarea al afio (Dénarie et al., 1992).

El secano interior de la Zona Centro Sur de Chile es un area geografica que
se encuentra en las laderas de la cordillera de la costa, con condiciones de clima
mediterraneo que comparte con cuatro regiones del mundo, las cuales son: el sur
de Australia, el sur de California (EE.UU.), el extremo sur de Sudafrica y los paises
alrededor del mar mediterrénéo (Brunel et al., 2013).

En ambientes mediterraneos de secano, la productividad de leguminosas
anuales es baja durante el otofio y el invierno, y la senescencia comienza a
mediados de la primavera debido a la baja disponibilidad de agua en el suelo. Por
otro lado, la labranza intensiva de los suelos de secano ha causado un alto nivel
de erosion, degradacion fisica y menor fertilidad en los suelos, disminuyendo la
productividad agricola (Brunel et al., 2013). El uso de leguminosas perennes con
raices pivotantes profundas y con capacidad de extender la temporada de
crecimiento, puede proporcionar una alternativa para los sistemas de producciéon
de secano en las regiones con un déficit de humedad del suelo (Dear et al., 2003),
ademas contribuyen a mejorar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (Moreno
et al., 2008) y tienen una mayor eficiencia de uso del agua en comparacion con las
leguminosas anuales, y son mas resistentes a las condiciones climaticas adversas
(Howieson et al., 2008). Es por ello que Ovalle ef al. (2015) introdujeron y
estudiaron el establecimiento y productividad de especies de leguminosas
perennes, donde la alfalfa y en particular el ecotipo Altasierra-lllapata destaco
como una de las opciones forrajeras para las regiones de secano del Centro Sur
de Chile. Sin embargo, el inoculante utilizado para alfalfa en estos ensayos (Cepa
WSM2141, Australia) no logré persistir de una temporada a otra. Por esto, se
plante6 la hipétesis de que los alfalfares en la Region de Arica y Parinacota
constituyen una fuente de posibles rizobios que se pueden adaptar a las
condiciones edafoclimaticas del secano interior, los que podrian ser de interés en
el desarrollo de inoculantes especificos para el establecimiento de ecotipos de

alfalfa en la zona y también para la inoculacion de alfalfa en los valles de Arica y



5

Parinacota. Ei objetivo de esta investigacién fue identificar cepas de rizobios
asociadas a M. sativa L. (Alta sierra lliapata) en la Regién de Arica y Parinacota y
determinar su efectividad simbiética.

MATERIALES Y METODOS

Antecedentes generales

La colecta de material vegetal y recoleccién de suelos se realiz6 desde distintas
zonas de la Regién de Arica y Parinacota. El aislamiento, la caracterizacion e
identificacion molecular de las bacterias fueron realizados en el Laboratorio de
Bacteriologia del Departamento de produccion vegetal, Universidad de
Concepcién, Campus Chillan, Regién de Nuble, Chile.

Colecta de material vegetal y de suelos

La colecta se realizé en noviembre 2018. Los sitios de colecta correspondieron a
praderas de alfalfa Alta Sierra-lllapata del Valle de Lluta y Camarones de la

Regién de Arica y Parinacota (Tabla 1).

Tabla 1. Origen geografico de muestras de suelos y nédulos en alfalfares de la
region de Arica y Parinacota.

Sitio de colecta Sector Coordenadas

M1 Quebrada Camarones 19°01'07.5" S, 69°54'69.2" W
M2 Quebrada Camarones 19°00'14.8" S, 69°51'03.3" W
M3 Taltape 19°00'27.8" S, 69°49'02.8" W
M4 Huancarane 18°57'50.2" S, 69°41'19.7" W
M5 Pachica 19°00'27.8 "S, 69°49'02.8" W
M6 lllapata 18°56'46.8" S, 69°30'17.5" W
M7 lllapata 18°57'02.5" S, 69°30'12.1" W
M8 Valle de Lluta 18 24'29.0" S, 69°59'21.0" W
M9 Putre 18°11'34.7" S, 69°32'53.7" W
M10 Putre Bajo 19°00'27.8" S, 69°49'02.8" W

En cada sitio, se colectaron muestras de cuatro plantas de alfalfa, realizandose
excavaciones a un costado de cada planta para obtener nédulos radiculares desde
las raices laterales. En el caso de encontrarse nédulos, estos fueron depositados

en tubos Eppendorf con silica gel y algodoén hidréfilo, para ser deshidratados y
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preservados hasta su uso en laboratorio. Desde cada orificio de excavacién se
removié una porcion de suelo para luego conformar una muestra compuesta que
fue depositada en una bolsa de polietileno y mantenida en una caja refrigerante.
Sistema de cultivo trampa

En los sitios en que no se consiguié encontrar nédulos (M2, M5, M6, M7 y M9), se
utilizé una parte de la muestra de suelo para establecer un cultivo trampa con el fin
de capturar rizobios para alfalfa. Para ello, se utilizaron macetas de 500 cc
desinfectadas con etanol al 70 %, en las cuales se deposité una capa de 6 cm de
sustrato arena-perlita estéril, sobre esta, una capa de 2 cm de suelo recolectado y
finalmente se cubrié con 1 cm de sustrato arena-perlita (Hungria et al., 2016).

Se utilizaron semillas de alfalfa de la linea comercial Q31, las cuales fueron
desinfectadas sumergiéndolas durante tres minutos en una solucién de hipoclorito
de sodio al 4 %, posteriormente en etanol al 70 % durante un minuto para
finaimente realizar seis lavados en agua destilada estéril, esto con el fin de
eliminar residuos de hipoclorito o etanol. Las semillas fueron pre-germinadas en
cuatro placas Petri con agar agua al 15 % a una temperatura de 25 °C durante 7
dias en una camara de incubaciéon (Memmert).

En cada maceta se plantaron cuatro semillas pre-germinadas. Con una
espatula, previamente esterilizada, se realizaron agujeros en los cuales se
depositaron las semillas pre-germinadas utilizando la pinza estéril, cuidando de no
dafar la raiz. Finalmente, las plantulas fueron cubiertas y apisonadas utilizando la
espatula. Todos los implementos fueron desinfectados con etanol al 70 % al pasar
de una maceta a la otra, para evitar contaminacion cruzada de microorganismos.
Las macetas ya plantadas se mantuvieron en un fitotron con luz artificial, regulado
a 24 °C y bajo condiciones asépticas durante 60 dias. Por cada muestra de suelo
se realizd6 tres repeticiones, las cuales fueron dispuestas en un disefio
completamente al azar sobre el meson. Las plantas fueron suplementadas una
vez iniciado el ensayo con 20 mL de una solucién nutritiva carente de nitrégeno
(Howieson, 1995) (Anexo 1).

Aislamiento de bacterias desde nédulos

A partir de los nédulos colectados en terreno y los obtenidos desde las plantas del



cultive trampa se realiz¢ el aislamiento de rizobios. En el caso de las plantas
trampa, se seleccion6 aquellos nédulos de mayor tamafio y de coloracién rojiza
interna, la cual es indicadora de fijacion de N2 (Bottomley y Myrold, 2007), los que
fueron removidos junto a un trozo de raiz para asi evitar dafarlos y exponer los
rizobios. Los nédulos colectados en terreno fueron rehidratados en agua destilada
estéril durante una hora, previo a la desinfeccion.

Los nddulos fueron depositados en un infusor y desinfectados mediante
inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio al 3 % por 90 segundos seguido
de 30 segundos en etanol al 70 % y seis lavados en agua destilada estéril para
remover los desinfectantes (Hungria et al., 2016). Los nédulos desinfectados
fueron prensados con una pinza estéril sobre una placa Petri también estéril, para
extraer su contenido. El contenido interior de los nédulos fue sembrado en estrias
utilizando un asa bacteriologica esterilizada, en placas Petri con el medio de
cultivo agar manitol levadura (YMA del inglés yeast manitol agar) mas rojo congo
como indicador. Los cultivos fueron incubados a 25 °C por 2 a 6 dias,
dependiendo del crecimiento de cada rizobio. De cada placa se seleccionaron las
colonias que presentaron las caracteristicas tipicas de rizobios: colonias palidas,
con abundante exopolisacaridos y que no absorben el rojo congo (Hernandez et
al., 2012). Las colonias seleccionadas obtenidas de la primera aislacién fueron
sembradas en nuevas placas con YMA + rojo congo hasta obtener colonias puras
(Howieson et al., 2008). Los aislamientos obtenidos fueron criopreservados a -80
°C en un ultrafreezer (Panasonic), previo acondicionamiento en glicerol al 20 % en
tubos Eppendorf. Todos los procedimientos descritos se realizaron en una camara
de flujo laminar.

Preparacion de células para PCR

De cada aislamiento multiplicado en YMA, se suspendieron tres asadas de células
en tubos Eppendorf con 1 mL de solucion salina (NaCl al 0,89 % P V') estéril y
cada suspension se centrifugé a 5.000 rpm durante tres minutos, se retird el
sobrenadante para eliminar los exopolisacaridos y luego se resuspendid en
solucién salina estéril. Cada suspensién de células se estandarizé a una densidad

optica (DO) de 6,0 a 600 nm de longitud de onda. Este proceso se realiz6 en tres



oportunidades (Gerding, 2011).

Determinacion de la huella genética de los aislados

La diversidad genética de los aislados se evalué a nivel de cepa a través de la
amplificacion de la huella genética de cada aislado mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, del ingiés Polymerase Chain Reaction) utilizando
el partidor RPO1 (Richardson ef al, 1995). Cada muestra fue sometida a
amplificacion aleatoria de ADN polimérfico, técnica conocida como RAPDs (del
inglés Random Amplified Polymorphic DNA) (Alberti ef al., 2011).

Se utilizé el partidor RPO1 (5° AATTTTCAAGCGTCGTGCCA 3) el cual
amplifica regiones conservadas y regiones variables del gen nif (Richardson et al.,
1995; Gerding et al., 2012), de bacterias fijadoras de nitrégeno. La mezcla de
reaccion para cada muestra estuvo compuesta de los reactivos y concentraciones

indicados en la Tabla 2.

" Tabla 2. Mezcla de reactivos para la amplificacién aleatoria de ADN polimérfico
(RAPDs) de los aislados, para un volumen final de 20 pL.

Reactivo Volumen (ulL)
Preparado celular 1,0
Cloruro de magnesio [50Mm] 24
Buffer (5x) 40
Taq Polimerasa Go tag 0,5
Desoxirribonucleétidos trifosfatos [10mM] 0,4
Partidor RP01 [100 uM] 0,5
Agua ultrapura 11.2

Las condiciones de PCR para la amplificacion del DNA se encuentran descritas en
la Tabla 3. Para verificar la amplificacion de los fragmentos se realizé una
electroforesis con los productos de la PCR en geles de agarosa al 2 % (p v')
previamente tefidos con 10.000 X en Gel Red ™ Nucleic Acid Stain (Biotium). El
producto de la PCR de cada aislamiento se mezclé con 2 L de buffer de carga 6x
(Winkler), depositandolo en cada celdilla dejando una libre al comienzo para
depositar 18 uL de marcador KAPA Universal Ladder. La electroforesis se realiz6

a 100 Volts por tres horas (Gerding, 2011) y las bandas se visualizaron en un
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transiluminador UV conectado a una cédmara digital. Para identificar las cepas
genéticamente distintas, se analizé los patrones de bandas obtenidos y se
construy6é una matriz binaria indicando ausencia o presencia de bandas a cada
tamafio de fragmento. Para la construccion del cladograma de las relaciones
geneticas de los aislados se utilizé la aplicacion NEIGHBOR del programa PHYLIP
(the Phylogeny Inference Package) que calcula las matrices de distancia genética
entre las poblaciones, luego se utilizo el software MEGA 7.0 (Tamura et al., 2007)
para visualizar los cladogramas. Soélo se siguié evaluando aquellos aislados que
presentaban un patrén de bandas amplificadas Unico y que por tanto constituian
una cepa.

Tabla 3. Programa utilizado para la amplificacién aleatoria de ADN polimoérfico
(RAPDs) de los aislados asociados a Medicago sativa.

Temperatura (°c) Tiempo (segundos) N° ciclos

95 300 1

94 30 5

50 10 5

72 90 5

94 30 35

55 25 35

72 90 35

72 300 1

4 indefinido

Identificacion de especies por amplificacion del gen parcial 16S rRNA

Para poder identificar cada cepa a nivel de especie, se amplificé un fragmento del
gen parcial 16s rRNA. Las células de cada cepa fueron preparadas siguiendo el
protocolo descrito para el RAPDs PCR, ajustando a una densidad optica de 6,0 a
600 nm.

La amplificacién del ADN Ribosomal 16s rRNA se llevo a cabo con 2 pL de
células concentradas, 6,0 uL de MgCl2 25 mM, 20,0 pL de buffer GoTag® 5X, 0,5
uL de Tagq polimerasa, 2 pL dntp [10 mM], 0,5 uL de partidor 27 F, 0,5 uL de
partidor 1492 R a [50 mM] respectivamente (Tabla 4), y 68,5 UL de agua ultra pura
para PCR para completar 100 pL por reaccion. Las condiciones de PCR se
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encuentran descritas en la Tabla 5. La PCR se llevd a cabo en un termociclador
(Tempora Model MG96G).

Tabla 4. Partidores utilizados para la amplificacion del gen parcial 16S rRNA de las
cepas asociadas a Medicago sativa.

Partidor Concentracion [mM] Secuencia
27 F 50 S'’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3
1492 R 50 5 GGCTACCTTGTTACGACTT 3’

Tabla 5. Programa utilizado para la amplificacion del DNA Ribosomal 16s de las
cepas asociadas a Medicago sativa.

Temperatura (°C) Tiempo (s) N° ciclos
95 300 1
04 30 30
55 30 30
72 90 30
72 420 1
4 indefinido

Los productos de PCR se analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1,2 %
(p v'") tefiida con GelRed Nucleic Acid Gel StainTM (Biotium, Hayward, CA). Una
vez confirmada la amplificacion de la region parcial de 16s rRNA, las muestras de
ADN amplificado fueron enviadas a secuenciar a Macrogene Korea. Los
cromatogramas de las secuencias obtenidas fueron revisados y ensamblados,
manualmente con el programa GeneTool 1.0.

Para la construccién del arbol filogenético se utilizé el método de
reconstruccién a distancia Neighbor Joining con el programa MEGA 7.0. Las
“cepas tipo” utilizadas en la construccion del arbol filogenético fueron obtenidas
desde el National Center for Biotechnology Information (NCBI). El érbol
filogenético incluyé cepas de este trabajo que fueron identificadas como rizobios,
cepas tipo de los géneros Ensifer y Rhizobium y cepas aisladas de alfalfa en

Magallanes del trabajo realizado por Galaz (2019). Se incluyé genes de dos cepas
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del género Burkholderia como outgroup del arbol.

Ensayo de efectividad simbidtica en planta

Este experimento fue llevado a cabo en el fitotrén de la Estacién Experimental El
Nogal, Campus Chillan, durante los meses de junio a agosto de 2019, con el
objetivo de evaluar la efectividad de fijacion de nitrégeno de las cepas que fueron
identificadas como rizobios.

Preparacion de frascos para cultivo y sustratos. Los frascos para cultivo
(Incutissue ®) de 250 cc fueron lavados con una solucién detergente, se
desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % por un periodo de 24
h y posteriormente se lavaron con agua destilada. Cada frasco incluyo una pieza
conectora que fue desinfectada siguiendo el protocolo anterior. Se utilizé arena-
perlita como sustrato en proporciéon 1:1, la cual fue esterilizada por 30 min en
autoclave (121 °C).

Preparacion del inoculante. Se reactivaron los aislamientos desde glicerol y se
incubaron en medio YMA durante 7 dias. Se extrajeron asadas de inéculo, se
depositaron en tubos con sacarosa al 1 % y se estandarizaron a densidad 6ptica
de 0,1 a longitud de onda de 600 nm.

Siembra e inoculacion de plantulas. Previo a la inoculacion se realizo la
desinfeccion de las semillas de alfalfa de la linea Altasierra-lllapata, en una
solucién de etanol al 70 % v/v agitando durante 30 s y posteriormente en
hipoclorito de sodio al 4 % por 90 s. Para finalizar se lavaron seis veces con agua
destilada estéril. Una vez desinfectadas fueron sembradas en frascos para cultivo
(Incutissue ®) con un volumen de 250 cc de sustrato arena-perlita en proporcion
1:1 y 250 cc para el desarrollo aéreo, mas una pieza conectora. La siembra se
realizd en camara de flujo laminar para evitar contaminacion depositando seis
semillas por cada frasco mas 20 mL de solucién nutritiva exenta de nitrégeno
(Anexo 1). Siete dias después de la siembra se realizé un raleo y se dejaron dos
plantas por frasco y se inoculé cada planta con 1 mL de cultivo bacteriano con una
densidad 6ptica de 0,1 a longitud de onda de 600 nm.

Diseiio experimental y evaluaciones. El disefio experimental fue completamente

al azar, con cuatro repeticiones por tratamiento. Los tratamientos correspondieron
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a la inoculacién con 13 cepas identificadas como Ensifer meliloti desde los
distintos sectores de la Region de Arica y Parinacota (Apendice 1), se incluyé
ademas un testigo sin inocular y sin nitrégeno y un testigo sin inocular y con
nitrogeno, al cual se le adicioné 10 mL de KNOs. Fueron 15 tratamientos en total.
Transcurridas 5 semanas, se abrieron los frascos, se lavo el sistema radicular y se
evaluaron los siguientes parametros:

Peso seco aéreo. Se separé la parte aérea de la radicular, las cuales fueron
depositadas en bolsas de papel y secadas a 60 °C hasta peso constante, para
luego determinar peso seco de cada unidad experimental.

Numero y efectividad de nédulos e indice de nodulacién. Se contabilizé el
numero de noédulos, se registré la posicion del nédulo en el sistema radicular (ya
sea si se encontraba en la raiz principal o en las raices secundarias), se midi6 la
longitud de cada nédulo y se clasificd en pequefio (menor que 2 mm), mediano
(mayor o igual que 2 mm y menor que 4 mm) y grande (mayor o igual que 4 mm).
Se diseccion6 cada nédulo para poder ver su coloracién interna (blanca, rosada o
roja) y asi determinar su efectividad, si la coloracion es roja o rosada el nédulo se
consider6 efectivo y si fue blanca, inefectivo. Para evaluar el indice de nodulacién,
se utilizo los datos de ubicacion en la raiz y tamafio de nédulos basandose en la
escala de nodulacién propuesta por el Centre for Rhizobium Studies (Tiwari y
Kulasooriya, 2012) (Anexo 2), donde a los nédulos de mayor tamaro y ubicados
en la raiz principal mas cercanos a la corona, se les asigno un valor mayor y a los
nédulos de menor tamaro, ubicados en las raices laterales mas alejados de la
corona, se les asigno un valor menor.

Analisis de datos

Los datos de peso seco aéreo fueron tabulados y sometidos a analisis de
conglomerados de acuerdo a la distancia Euclidea, agrupando los datos en tres
conglomerados. Las variables: nimero de nédulos totales e indice de nodulacion,
fueron sometidas a analisis de varianza no paramétrica de Kruskal Wallis (P <
0,05) y en caso de encontrarse diferencias significativas la separacion de medias
se realizd con el test de Conover. Todos los andlisis fueron realizados en el

programa estadistico Infostat version 2008 (Balzarini et al., 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Colecta de material y aislamiento bacteriano

En la prospeccién realizada en la Regién de Arica y Parinacota fue posible
encontrar nddulos radiculares en alfaifa en los siguientes sectores: M1, M3, M4,
M8, obteniéndose 39 aislados. Desde las muestras de suelo en los sitios M2, M5,
M6, M7 y M9, utilizadas en sistema cultivo-trampa, se logré inducir nodulacién en
alfalfa en todos los casos, obteniéndose 6 aislados bacterianos. Las colonias para
todos los aislados fueron mucilaginosas y de color blanquecino con un crecimiento
rapido en medio YMA, lo que caincide con lo descrito para E. meliloti, el simbionte
asociado a alfalfa (Hungria et al., 2016). Ademas, las colonias no absorbieron el
colorante rojo del medio YMA, caracteristica que es tipica de los rizobios y que
permite reconocerlos de los contaminantes (Hungria et al, 2016). Algunos
aislados de los sitios M1, M2, M4, M8, M10, no presentaron ningln tipo de
crecimiento bacteriano o las bacterias obtenidas no presentaron las caracteristicas
descritas para rizobios en el medio de cultivo YMA mas rojo congo, por lo que
fueron excluidas de los analisis.

Todos los nédulos, tanto los colectados en terreno como del cultivo trampa,
fueron del tipo indeterminado corn morfologia elongada o ramificada. La
clasificacion de los nédulos como determinados o indeterminados se basa en la
ubicacion del meristema. El nodulo indeterminado se origina a partir de divisiones
celulares en la corteza interna y tiene un meristema apical persistente. El nédulo
determinado se origina a partir de divisiones de células de la corteza externa el
cual no tiene un meristema persistente (Lima, 2012). Los rizobios asociados a
alfalfa se caracterizan por formar nédulos indeterminados cuya morfologia puede
variar entre una elongacion a varias ramificaciones (Tejera et al., 2007).
Determinacion de la huella genética de los aislados
De acuerdo a la huella genética obtenida con el partidor RPO1 mediante RAPDs
PCR, se pudo observar amplificacién de los fragmentos en los 45 aislados
bacterianos de Medicago sativa. El andlisis del patrén de bandas permitié construir
un cladograma e individualizar cepas genéticamente distintas entre si y eliminar
copias idénticas. La Figura 1 muestra el cladograma generado con las huellas
genéticas de los distintos aislados, distinguiéndose 33 cepas genéticamente
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Unicas, cuyo origen geografico se detalla en la Tabla 6.

Tabla' 6. Cepas bacterianas aisladas desde nodulos radiculares de alfalfa
(Medicago sativa) desde plantas en terreno o en sistema cultivo-trampa con suelos
colectados desde la Region de Arica y Parinacota.

Cepa Sitio de colecta Origen
1,2,3,4,5,6,7 M1, Quebrada Camarones Noédulos de terreno
8,9,10,11,12,32 M3, Taltape Nodulos de terreno
13,14 M4, Huancarane Nodulos de terreno
15,16,17,18,19,20,21,30 M8, Valle de Lluta Nédulos de terreno
31,33

22,23 M10, Putre bajo Nédulos de terreno
24 M2, Quebrada Camarones Sistema cultivo-trampa
25 M5, Pachica Sistema cultivo-trampa
26,27 M6, lllapata Sistema cultivo-trampa
28 M7, lllapata Sistema cultivo-trampa
29 M9, Putre Sistema cultivo-trampa

Identificacion por secuenciacion de 16S rRNA

La secuenciacion y analisis filogenético del gen parcial 16S rRNA de ias diferentes
cepas permiti6 identificar ocho géneros: Ensifer, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Curtobacterium, Klebsiella, Ochrobactrum, Escherichia y
Serratia. En donde trece de las cepas, (4, 9, 11, 14, 15, 16, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y
30), se encontraron dentro del género Ensifer, en el clado de la especie Ensifer
meliloti (Figura 2). E. meliloti es el microsimbionte dominante asociado a
leguminosas del género Medicago, se asocia predominantemente con especies
del género Medicago adaptadas a suelos alcalinos o neutros (Garau et al., 2003),
caracteristicas que son similares al sector de colecta de las muestras de nodulos
en la Regién de Arica y Parinacota (Apéndice 2). Ensifer ha sido descrito como el
simbionte especifico para alfalfa (Yan et al., 2000) y es el rizobio utilizado en

inoculantes comerciales para alfalfa (Bromfield et al., 2010; Redondo et al., 2012).
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Figura 1. Cladograma de las relaciones genéticas entre 45 aislados bacterianos de
Medicago sativa, de acuerdo al producto de RAPDs - PCR con el partidor RPO1.
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Figura 2. Arbol filogenético del gen ribosémico 16S rRNA de las cepas de rizobios
asociadas a Medicago sativa.
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En este trabajo se obtuvo un 70% de bacterias no identificadas como rizobios,
coincidiendo con los resultados de Galaz (2019) en alfalfares de Magallanes.

La cepa 1 fue identificada como Pseudomonas spp., que es un género que, a
pesar de que no induce nodulacion, ha logrado incrementos en nodulacién por
rizobios ya que, al producir hormonas, promueve el crecimiento de pelos radicales
permitiendo una interaccién mas efectiva por rizobios (Fox et al., 2011).

Las cepas 13, 19, 20, 21, 31 y 33, pertenecen al género Stenotrophomonas,
las especies de este género, especialmente S. maltophilia y S. rhizophila, a
menudo se encuentran en asociaciéon con plantas. Estas bacterias se pueden
aislar de la rizésfera, o de los tejidos internos de las plantas, particularmente de
los tejidos vasculares de la raiz y el tallo. Se han aislado cepas endofiticas de S.
maltophilia de las raices de muchas especies de plantas, incluyendo, papa
(Solanum tuberosum), alfalfa (Medicago sativa), maiz (Zea mays) (Schwieger y
Tebbe, 2000). Ninguno de estos géneros ha sido reportado como bacterias
capaces de formar nédulos en leguminosas, pero se encuentran dentro de las
bacterias consideradas endofitos no rizobiales (NRE) (de Meyer ef al., 2015). Las
bacterias NRE tienen efectos benéficos sobre las plantas hospedadoras como la
promocion del crecimiento de las plantas y la fijacion de nitrégeno (Andrews et al.,
2010). Todos los estudios mencionados anteriormente sugieren que ademas de
rizobios, los NRE estan presentes dentro de los nédulos de la raiz. Un estudio
realizado por de Meyer et al. (2015) pudo concluir que E. meliloti puede establecer
una relaciéon simbidtica con bacterias de vida libre, permitiéndoles la entrada al
nédulo. Wigley et al. (2017) descubrieron que en nédulos de alfalfa pueden
encontrarse bacterias endéfitas no nodulares, como Bacillus, Pseudomonas y
Mycobacterium, aparte del rizobio E. meliloti y concluyeron que esta interaccion
podria hacer mas eficiente la simbiosis de E. meliloti con alfalfa y aumentar la
produccién.

En los sectores de muestreo de nédulos, en particular los suelos del sector M1
(Tabla 6), se identificaron los géneros Curtobacterium, Klebsiella, Escherichia y
Serratia donde estan incluidas las cepas 2, 3, 6, 7 y 32. La presencia de estos

géneros bacterianos podria evidenciar la existencia de contaminacion por aguas
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servidas (Van der Kooij, 1992). Knobelsdorf y Mujeriego (1997), demostraron que
bacterias de estos géneros proliferan en las aguas de riego contaminadas y en los
sistemas de almacenamiento y distribucién de agua potable constituyendo un
ambiente propicio para el desarrollo bacteriano. Es muy probable que estas cepas
de bacterias entéricas se hayan adaptado a la rizésfera, incluso pudiendo
establecerse como endéfitos y promover el crecimiento de las plantas, como ha
sido reportado por diversos autores (Taghavi et al., 2010; Wright et al., 2013:
Yousaf et al. 2011).

Las cepas 10 y 12 aisladas de suelos del sector Taltape (Tabla 6), pertenecen
al género Ochrobactrum, género que incluye bacterias de la rizésfera que juegan
un papel vital en el crecimientc de las plantas, control de patégenos,
biodegradacion y la sefializacion de la rizésfera, cualidades descritas por Imram et
al. (2014), quien realiz6 un estudio en el cual se inocularon plantas de frejol con
bacterias de este género, resultando un aumento significativo en la altura de la
planta, peso fresco y la absorcién de nitrégeno en comparacién con plantas no
inoculadas.

Ensayo de efectividad simbiética en planta

Las plantas inoculadas con las trece cepas de Ensifer meliloti presentaron nédulos
en sus raices, estos fueron del tipo indeterminado con morfologia elongada o
ramificada y los tratamientos sin inoculacién no presentaron nodulacién. A partir
del analisis de conglomerados en base al peso seco aéreo de alfalfa (Figura 3), se
logrd identificar tres grupos. El conglomerado 2 incluy6 las cepas 4, 11, 16, 30,
que obtuvieron un peso seco aéreo inferior al testigo con nitrégeno (N+), las
cuales quedaron agrupadas cercanas al testigo sin nitrégeno (N-) y por lo tanto
son cepas que no son de interés para futuros ensayos de fijacion biolégica de N.
E!l conglomerado 1 incluy6 sélo a la cepa 14 al tener un peso seco aéreo superior
al testigo sin nitrégeno (N-), pero inferior al testigo con nitrégeno (N+), ademas de
ser parcialmente efectiva (Figura 4). El conglomerado 3 incluy6 a las cepas 9, 15,
24, 25, 26, 27, 28 y 29, que obtuvieron un peso seco aéreo similar al testigo con
nitrégeno (N+) y que ademas fueron categorizadas como efectivas (Yates, 2008)

(Figura 4), siendo de interés para el futuro desarrollo de inoculantes especificos
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para alfalfa.

Figura 3. Cladograma comparativo de cepas de Ensifer meliloti con testigo N+ y N-
en base al peso seco aéreo en alfalfa, generado por analisis de conglomerados de
acuerdo con la distancia euclidea.
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La figura 4 presenta la respuesta de Medicage sativa a la inoculacién con las
distintas cepas de E. meliloti, expresado en porcentaje de peso seco aéreo con
relacion al testigo con nitrégeno (N+). Las cepas 9, 15, 24, 25, 26, 27, 28 y 29,
lograron alcanzar los porcentajes mas altos, considerandose como cepas efectivas
de acuerde a Yates (2008), ya que superaron el 75 % del peso seco del testigo
(N+). Las cepas 4, 14, 11 y 30 son consideradas parcialmente efectivas ya que
tienen un porcentaje superior al 20 % y menor al 75 % (Yates, 2008). La Unica
cepa inefectiva fue la cepa 16 que se encuentra por debajo del 20 % del peso
aéreo del testigo con nitrégeno (N+), cabe destacar que corresponde al mismo
sector de muestreo de la Cepa 15 (Tabla 6), la cual es efectiva y logré el mayor
porcentaje de peso seco aéreo, por io tanto se puede demostrar gue aunque sean
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bacterias del mismo género (Ensifer), al ser individuos diferentes tienen
capacidades distintas como el ser capaces de nodular con alta efectividad o
nodular pero sin ser efectivas.

Figura 4. Produccién de materia seca aérea en relacion al pesc seco aéreo del
tratamiento N+ para Medicago sativa.
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La cantidad de nddulos por sistema radicular suele ser un buen indicador de la
habilidad del rizobio para colonizar la raiz (Franco y Vincent, 1976), sin embargo, a
diferencia del indice de nodulacion no muestra si estos se encuentran
efectivamente fijando nitrégeno, ni tampoco la distribucién de los nédulos en la
raiz. En la Figura 5 se observa el indice de nodulacion alcanzado por las distintas
cepas Y el respectivo porcentaje de efectividad de los nodulos determinado en
base al color interno de estos. Las cepas 4, 11, 14, 16 y 30, si bien no fueron de
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las que lograron mayor indice de nodulacién ni el mayor nimero de nédulos
totales (Apéndice 2), si fueron capaces de nodular y fijar nitrégeno con Medicago
sativa.

_Figura 5. Indice de nodulacién y efectividad de nédulos en Medicago sativa
inoculadas con distintas cepas de rizobios
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Las cepas 9, 15, 24, 25, 26, 27, 28, 29 fueron de las que lograron mayor indice de
nodulacién y coincidentemente, estas cepas fueron las que alcanzaron mayor
numero de nédulos totales (Apéndice 2), indicando que estas cepas no solo
inducen la formacion de una alta cantidad de nédulos, si no que estos son de un
mayor tamafio y ubicados en la raiz principal (Anexo 2) y en su mayoria, efectivos

en fijacion de nitrégeno. Es importante destacar a las cepas 9, 26, 27 y 29 ya que
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ademas alcanzaron un 100 % de efectividad de nédulos en alfalfa.

El analisis de datos de efectividad arroj6 diferencias estadisticas significativas
entre distintas cepas, variando entre 25 % a 100 % de efectividad (P < 0,05). La
efectividad entrega informacién de la cantidad de nédulos que se encuentran
fijlando nitrégeno, parametro relevante de analizar pues existe la posibilidad de que
la planta forme nédulos incapaces de sintetizar amonio. La coloracién rojiza de los
ndédulos indica que estan realizando fijacion de dinitrogeno atmosférico (N2), ya
que se debe a la presencia de leg-hemoglobina, hemoproteina que es producida
en las raices de las leguminosas colonizadas por rizobios (Mathieu et al., 1998) y
que es un componente esencial para la fijaciéon de N2 (Becana y Klucas, 1992). La
enzima nitrogenasa es la encargada de convertir el nitrégeno atmosférico (N2) en
amonio (NHs) en los n6édulos (Fourmond y Léger, 2017) y pierde su actividad si es
expuesta a niveles atmosféricos de oxigeno, es por ello que la leg-hemoglobina
facilita la difusion del Oz y junto con las altas tasas de respiracion de los
bacteroides, se asegura un flujo rapido de 02, evitando cambios repentinos del
gas que podrian ser perjudiciales para la nitrogenasa (Becana y Klucas, 1992).

Este trabajo de investigacion permite contar con cepas de rizobio que se
podrian adaptar a suelos con diferentes niveles de pH y a las condiciones
edafoclimaticas del secano interior de la zona Centro Sur de Chile y
probablemente capaces de sobrevivir y realizar simbiosis con praderas de alfalfa

en condiciones bajas de humedad y erosion de los suelos.

CONCLUSIONES

1. Entre las bacterias aisladas desde nédulos de Medicago sativa (Ecotipo Alta
Sierra lllapata) de la Region de Arica y Parinacota, se logré identificar los
géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas, Curtobacterium, Klebsiella,
Ochrobactrum, Escherichia, Serratia y solo a la especie Ensifer meliloti dentro
de la familia Rhizobiaceae.

2. Medicago sativa (Ecotipo Alta Sierra lllapata) en la Region de Arica y
Parinacota es capaz de realizar simbiosis principalmente con bacterias de la

especie Ensifer meliloti.
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3. De las 13 cepas de Ensifer meliloti aisladas de la regién de Arica y Parinacota,
8 cepas fueron categorizadas como simbidticamente efectivas en Medicago
sativa.

4. Las cepas 9, 26, 27 y 29 lograron 100 % de nédulos efectivos en Medicago

sativa, destacando la cepa 27 que obtuvo el mayor indice de nodulacién.
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Anexo 1. Solucién nutritiva para el
nitrégeno.
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ANEXOS

crecimiento de plantas leguminosas carente de

Nutrientes Concentracion (g L)
MgSQ04.7H20 12,30
KH2PO4 6,80
K2S04 17,50
Fe-EDTA 2,50
Elementos Traza

H3BOs3 0,464
Na2MoO4 0,018
ZnS0Oq4 0,539
MnSQO4 0,042
CoS04 0,141
CuSO4 0,125
CaS0s4 1,2

Fuente: Howieson (1995)

Anexo 2. Sistema de clasificacion de la nodulacién para sistemas radiculares

jovenes.
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Apéndice 1. Analisis de suelo, sitios de colecta.

30

Sector colecta pH %M.O. CICE
M1 8,29 2,35 28,32
M2 8,17 2,19 25,64
M3 8,46 1,09 19,11
M4 8,11 1,25 32,156
M5 8,11 1,58 22,56
M6 7,98 2,09 14,86
M7 8,02 4,20 27,80
M8 6,42 1.72 11,83
M9 6,86 1,63 5,78
M10 6,90 4,51 13,32

Apéndice 2. Niumero de nédulos totales y peso seco aéreo alcanzado por los

tratamientos inoculados con las cepas de Ensifer meliloti.

Cepas Lugar de origen Sector indice de Nodulos Peso
nodulacion totales  seco (g)
C4 Quebrada Camarones M1 9 2 0,06
C9 Taltape M3 28 11 0,21
C11 Taltape M3 13 4 0,04
C14 Guancarane M4 17 5 0,09
C156 Valle de Lluta M8 29 8 0,23
C16 Valle de Lluta M8 4 1 0,03
C24 Rizosfera Camarones M2 74 8 0,21
C25 Pachica M5 32 8 0,21
C26 lllapata M6 27 7 0,22
c27 lllapata M6 39 9 0,23
C28 lllapata M7 33 10 0,19
C29 Putre M9 27 10 0,21
C30 Valle de Lluta M8 < 1 0,04




