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IDENTIFICATION QF RIHZOBIUM LOTI BY IMMUNODIFFUSION

The aim of this research was 1o determine the percentage of nodules occupation and the persistence of Rhizobivm loti
strain 733, in Loties feais, against native rhizobial populations in the soil. Field trials were sown in Balearce, Maipa
and Ayacucho(Bs, As., Avgentina); in 1992, 1994 and 1995, A randomized complete block design with twelve
repetitions, with and without inoculation was used. Before sowing the most probable number (MPN ) of indigenous
populations of rhizobia in the soil was determined. Lotus seeds were inoculated with the selected strain 733, Samplings
were carried out in autumn and spring, two samplings in Balcarce and theee in Maipt and Ayacucho. In the first
sampling at Balcarce, all the nodules frameach plotwere processed asa pool. In the remaining samplings, ten nodules
were selected at random for each plot 1o obtain pure cultures. Ditutions from pure isolations or suspensions of 10tal
nodules per sample were studied by immunoditfusion using antiserum 733. Serologic relationship reactions were
classified as: total identity, partial identity and lack of identity. In Balearce and Maip( no naturalized chizobia were
detected before sowing and the recovery of strain 733 afler 18 manths from mocufation was 78% and 69%
respectively. In Ayacucho, withanaturalized population 0f 3,7 x 102 rhizobia g ' of'soil, the recovery wasonly 13%.
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INTRODUCCION

Lotis tenuis ¢s una feguminosa forrajera que se ha
adaptado v estd colonizando los suelos sddicos y
anegadizos de la Pampa Deprimida Argentina. Se asocia
simbidticamente y en forma especifica con Rhizoblum
loti. En esta region el lotus se encuentra naturalmente
nodulado; sin embargo cuando es sembrado en dichos
suelos la implantacion es lenta y la nodulacion tardia
{Montes, Cauhépé 1985}, Habitualmente las semillas de
las leguminosas son inoculadas antes de la siembra con
cepas seleccionadas de rizobios para lograr una
nodulacionefectiva. Un aspecto importante es lapersis-
tencia de las cepas introducidas en el suelo para mante-
ner lanodulacion de las leguminosas perennes ( Dudman,
Brockwell 1968).

Enel Laboratorio de Microbiologia, Unidad Integra-
da Balcarce -INTA se ha aislado la cepa de R. /ot 733
a partir de un suelo alcalino hidromérfico de fa Pampa
Deprimida y se la ha seleccionado en base a criterios de
eficiencia en la fijacion de nitrdogeno en condiciones
controladas. En esta etapa del trabajo se hipotetiza que
733, cuando es inoculada a la semilla, es capaz de com-
petir exitosamente frente a los rizoblos naturalizados y
de reinfectar en alta proporcion en los sucesivos ciclos
de nodulacion de L. tenuis,

Ante la necesidad de diferenciar entre los rizobios
presentes en el suelo antes de la siembra v aguéllos
intraducidos mediante la inoculacidn de las semillas,

surge como una alternativa la utilizacion del rest
serologico de inmunodifusion en gel de agar, sobre todo
cuando es necesario analizar miles de nodulos para
esclarecer el fendmeno de competencia. Este es muy (il
para la identificacién de cepas de rizobios (Dudman
1964 v al mismo tiempo simple, de facil manipulacion
v baja costo. El objetivo del presente trabajo fue deter-
minar enensayosrealizados a campo en tres focalidades
de la Provincia de Bs.As.(Argentina), e} porcentaje de
penetracion v la persistencia de fa cepa imroducida de
R.oti 733, ennddulos de L. fenuis, frente a la poblacion
naturalizada del sucelo, por medio del mencionado test
serologico.

MATERIALES ¥ METODOS

Losexperimentos se sembraronen las localidades de Balearce,
Maipiy Avacucha (Buenos Aives Argentina), en el mes de abril
de los afios 1992, 1994 y 1995 respectivamente, en Natracuoles.
Se utilizé en todos 1os cusos un disefio en blagues completos al
azar con doce repeticiones, los tratamientos fueron inacalados
conR.lotiy sininocular (nodulado con fa florarizobial especifica
naturalizada en el suelo). El lotus se sembrd puro, en lincas y a
una densidad de seis kg ha'', Las parcelas tenian seis metros de
targo por dos m de ancho con un drea de muestreo de un m’,
separadas entre si por caminos de dos m, sembrados con festuca,
a finde disminuir riesgos de contaminacion. Previo alasiembra
seefectuaron recuentos de R fofinativos en el suelo, utilizando la
téenica del nimero mas probable (NMP)Y en plamtas (Brockwell
1980}, La semilla se inoculd con la cepa de R.fori 733 {Labora-
torio de Microbiologia, Unidad Integrada Balcarce-INTA} gue



demostro un buen comportamientoencondiciones de invernaculo.
La misma se selecciond entre 23 aislamientos obtenidos de la
depresion del Rio Salado. (Piconer al. 1991). El inoculante fue
preparado en el laboratorio, sorbiendo una suspensidn de lacepa
seleccionada sobre turba estéril.

Losmuestreos de plantas se realizaron en primavera y olofio,
Se tomaron de cuatro aseis plantas al azar por parcelaeneldrea
destinada al muestreo, tratando de mantener el sistema radical lo
mis intacto posible para no afectar la nodulacion. En el primer
muestreo de Balcarce, que serealizd en laprimaverade 1992, con
plantas que se encontraban en estado vegetativo ¥y muy poco
desarrolladas, se procesd en conjunto el total de nadulos de cada
parcela, esterilizindolos en superlicie con bicloruro de mercurio
al 0,1 % durante un minuto y realizando posteriormente varios
lavados con agua estéril para su eliminacion. Se colocaron en
tubos de ensayo con 0,2 ml de buffer fosfato 0,05 M pH 6,8 v se
machacaron. ista suspension, gue inclufa eventualmente nodulos
de distintos serogrupos, fue utilizada como antigena en el test de
inmunodifusion, dado que una prueba individual de nodulos no
era posible y sobre el supuesto de que, 51733 habia ingresado en
uncierto nimero de nodulos, se expresarialabanda de identidad.

Para el resto de los muestreos se seleccionaron diez nodulos
alazar por parcela, sedesinfectaron ensuperficie como se detallo
anteriormente, se machacaron individualmente y su extracto se
sembrd por estria en placas de Petri con medio de cultivo agar-
extracto de levadura-manitol conrojo congo (Vincent 1970), Las
placas fueron incubadas, durante cinco dias a 28 °C. Se realiza-
ron varios repiques hasta laobtencion de un cultivo puro, que fue
utilizado para la realizacion del test sero-ldgico.

En Balcarce se efectuaron dos muestreos, uno a los siete
meses de implantado el ensayo (primavera de 1992) y el otro al
ano de la implantacion (otofio de 1993 ). En Maip y Ayacucho
se realizaron tres muestreos. El primero, en el otofio correspon-
diente al mismo afio de implantado el lotus y los otros dos en el
otofio v la primavera del afio siguiente.

Laelaboracidn del suero anti-733 se efectud seglinel plande
inoculacion propuesto por Vineent (1970). Los cultivos puros de
los aislamientos obtenidos a partir de los diez nddulos seleccio-
nados al azar por parcela, fueron diluidos a aproximadamente
10" bacterias ml"', en solucion lisiolégica estéril (absorbancia 2
2450 nm de longitud de onda). Las diluciones provenientes de
los aislamientos puros o las suspensiones del total de nddulos por
parcela se colocaron en un bailo termostatico durante una hora a
90 °C para sensibilizar la reaccion y posteriormente se enfrenta-
ron con el antisuero 733 en placas de gel de agar. (Zablatowicz,
Focht 1981).
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Las relaciones de parentesco serologico entre la cepa intro-
ducida y los aislamientos obtenidos, fueron leidas en base a la
banda especifica (Vincent 1982). Las reacciones se clasificaron
en tres tipos: identidad total | identidad parcial y ausencia de
reaccion. Se efectuaron andlisis de varianza mediante el sistema
de Andlisis Estadistico SAS (SAS Institute, Inc. 1988),

RESULTADOS Y DISCUSION
No se detectaron rizobios natives en Balcarce y
Maip( y en Ayacucho el NMP de R./ofi nativos fue de
5,7 x 10 ? por gramo de suelo. La sintesis de las reac-
ciones serologicas se presentan en las Tablas |, 2y 3.
Balcarce: Para el primer muestreo se demostro que
la cepa 733 se encontraba presente en el 100% de las
parcelas pertenecientes a los tratamientos inoculados v
enel 78% de aquellos correspondientes a los tratamicen-
tossininoculacion(Tabla 1). Estos resultados indicanel
éxito en la introduccion de la cepa, pero no son conclu-
ventes dado que se trabajo con antigeno del total de
nodules, y séloindicagque en ese conjunto hubo suficien-
te cantidad de antigeno de la cepa 733 como para
expresar la banda de identidad. Por otro lado, hubo
contaminacién entre parcelas ya que se encontrd 733 en
los tratamientos sin inoculacion. Estas contaminacio-
nes, presumiblemente fueron debidas a que durante los
meses de invierno el suelo permanecio con una lamina
deaguasuperficial, facilitando el transporte de rizobios.
Enel segundo muestreo, que serealizo enotono luego de
uncicloreproductivo, se presume pudoexistirreinfeceion
con formacién de nuevos nodulos, vaque se hallaron los
tres tipos de reacciones seroldgicas. Las reacciones de
identidad total en ambos tratamientos demostraron la
capacidad de persistencia de la cepa introducida. Las
redeciones de identidad parcial indicaron la existencia
de cepas con cierto parentesco seroldgico, ya que com-
parten algunos determinantes antigénicos con la cepa
33. La ausencia de reaccion fue significativamente
diferente entre tratamientos. Las reacciones parciales y

Tabla 1. Balcarce. Reacciones seroldgicas observadas a 7 y 18 meses de implantado

Latus tenuis.

Primavera 1992

Otofio 1993

Tratamientos N obs.* IT 1P AUS N®obs.** 1T 1P AUS
——————— (%) ===mmm=- e (W) -

Inoculado 11 o o 0 115 78 17a S5a

Sin Inocular 9 78 0 22 107 T0a  13a 17b

* Machacado del total de nédulos de cada muestra. ** Aislamicnto hasta cultivo puro,

a partir de cada nddulo. 1T=identidad total IP=identidad parcial ALIS-

ausencia de

reaccion, Cada dato cs el promedio de 12 repeticiones. Para una misma reaccion, los
valores con letras iguales no dificren significativamente entre si a P> 0,05 (DSM)



Tabla 2. Maipu. Reacciones serologicas ohservadas en el primer, segundo y tercer muestro.

Primavera 1994

Otofio 1995

Primavera 1995

Tratamientos N° Obs. * T 1P AUS., N°Obs. * IT P AUS. N° Obs. * 1T I[P AUS.
------- D — o= (%) =oreee N O

Inoculado 115 75a 16a 9a 116 62a 4a 34a 86 6%a Da 3la

Sin Inocular 101 60b  12a  28b 96 18b 9h 73b 95 17b 8b 75b

* Aislamiento hasta cultivo puro, a partir de cada nodulo. 1T=identidad total 1P=identidad parcial

AUS=ausencia de

reaccion. Cada dato es el promedio de 12 repeticiones. Para una misma reaccion, los valores con letras iguales no difieren

significativamente entre si a P> 0, 05 (DSM).

ausencia de reacciondemostraron la presenciade rizobios
nativos que alasiembra se hallaban enmuy bajo nimero
(no detectables porlatécnica del NMP)y ante lapresen-
cia de la planta eventualmente se estimularon, siendo
capaces de reinfectarla en una segunda instancia.

Maip: Los resultados expuestos en la Tabla 2
indican la buena introduccién de la cepa y por otro lado,
la contaminacion entre parcelas, ya que se la encontra
también en los tratamientos sin inocular. La recupera-
cidn de la cepainoculadacn losnddulos se mantiene alto
y sinmayor variacion através del tiempo, lo cual sugiere
su naturalizacion. No es clare, sin embargo el resultado
obtenido en el primer afio de implantado el ensayoencel
tratamiento no inoculado y su posterior drastica dismi-
nucion en los afios subsiguientes. Las reacciones de
identidad parcial demuestran la existencia de rizobios
nativos, que si bien no fueron detectados por la técnica
del NMP, existian en muy bajo nimero y aumentaron
con la presencia del cultivo homologo.

Ayacucho: En el primer muestreo se observo la
pobre competencia de la cepa introducida ya que las
reacciones de identidad total se encontraron en solo un

59 de los tratamientos inoculados (Tabla 3). Las reac-
ciones de identidad parcial y ausencia de reaccion indi-
can la presencia de cepas nativas, corroboradas por el
hecho de que en el sitio experimental existia antes dela
siembra gran cantidad de plantas espontaneas de lotusy,
coherentemente el numero de rizobios naturalizados fue
de 5,7 x 10" de suelo. Esta respuesta pudo haber sido
provocada por la existenciaenel suelo de esapoblacion
de rizobios naturalizada, que aunque pequefia compitio
¢ impidio la entrada de la cepa introducida. Estos resul-
tados son coincidentes con losencontrados por Singleton,
Tavares (1986), Thiesetal.(1991) y Fvanseral.(1996),
quienes demostraron como el incremento ¢n el nimero
de rizobios naturalizades incide negativamente en la
respuestaalainoculacion. Este concepto se veriarespal-
dado por la dinamica de la recuperacion de la cepa
inoculada en Balcarce y Maipu, sitios en los cuales se
partié de un suelo exento de R lofi, 0 portandolos en
cantidades minimas, por debajo del nivel de deteccion
de la técnica usada (Brockwell 1980). Asimismo el
suelo de Ayacucho presentaba un valor de pH de 7,5
versus 8,6 de los suelos de Balcarce y Maip(. Es proba-

Tabla 3. Ayacucho. Reacciones seroldgicas obsery adas en el primer, segundo y tercer muestreo.

Primavera 1995 Otofio 1996 Primavera 1996
Tratamientos  N% Obs* 1T IP  AUS. N°Obs* IT IP AUS. N°Obs.* 1T IP AUS.
e (Vo) e e (%) ~ermmn AP
Inoculado 77 52 17a T8 74 18 202 62a 80 132 222  63a
Sin Inocular 79 Oa 16a  84a 67 13a 23a  6da 89 2la 14a  65a

* Aislamiento hasta cultivo puro, a partir de cada nodulo

IT= identidad total 1P= identidad parcial AUS-ausencia de

reaccion. Cada dato es el promedio de 12 repeticiones. Para una imisma reaccion, los valores con letras iguales no difieren

significativamente entre si a P> 0,05 (DSM).



ble que el pH pueda influir sobre las relaciones de
competencia que se establecen entre las poblaciones
rizobiales inoculadas y naturalizadas (Damirgi ef al.
1967, Duniganet al. 1984), pero se considera que fue la
presencia de rizobios especificos naturalizados la causa
principal de la no penetracion de la cepa. Seria intere-
sante efectuar un seguimiento prolongado de la tasa de
recuperacion de 733 en el suelo de Ayacucho, a fin de
determinar si se mantiene sunivel en el orden del 13%,
incrementa con el tiempo o decrece, siendo finalmente
dominada totalmente por la flora naturalizada.

Laproporcion derecuperaciondeR. [lori 733 al poco
tiempo de implantado el lotus y a los 18 meses de la
implantacion, permiten concluir que esta cepa mostro
una muy buena capacidad de infeccion, adaptacion y
persistencia en Balcarce y Maip donde no existian
rizobios naturalizados. En Ayacucho, no fue capaz de
introducirse exitosamente por la presencia de una pobla-
cion de rizobios naturalizada, que aunque pequena,
compitio e impidié su ingreso a los nodulos.
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