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QUANTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF Sinorhizobium meliloti IN THE

SOUTHEAST OF BUENOS AIRES PROVINCE

The low persistence of Lucerne has been attributed to nodulation problems. This depends on many
factors among them pH values and presence of rhizobium population in the soil. Soil samples were
taken up to 1.20 m in twelve Lucerne sites, and soil pH and Most Probable Number of S. melfiloti were
determined. At all studied sites 8. meliloti population was detected and in seven of them the MPN
were 10°-10° S meliloti g7 of dry soil. The regression between pH and log MPN of § meliloti was not
significant. The PCR-fingerprinting emploved for isolates characterisation showed 10 different patterns.
The patterns of standard strains differed among them and with the isolates obtained.
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INTRODUCCION

La alfalfa (Medicago sativa L) se
asocia especificamente con Sinorhizobium
meliloti efectuando la fijacion de nitrogeno
atmosférico. La baja perdurabilidad de los
alfalfares llevo a que se reflexionara sobre la
responsabilidad que la asociacion M.sativa-
S.meliloti podria tener en dicho fenomeno.
(Gonzalez et al. 1997). Determinaciones
realizadas en suelos de cinco partidos del
sudoeste de la Pcia de Bs As, demostraron que
el pH fue uno de los principales responsables
de los valores estimados de NMP de R.meliloti
(Sagardoy 1981). Por otra parte, Del Papa e al.
(1999), caracterizaron aislamientos de S.
meliloti obtenidos de suelos con valores de
pH acidos. El presente trabajo tuvo por
finalidad: i) cuantificar en suelos cultivados con
alfalfa el tamafio de las poblaciones de S.
meliloti en superficie y en profundidad ii)
determinar la magnitud de la relacion entre el
pH de los suelos y el tamafio de las poblaciones
de S, meliloii iii) caracterizar aislamientos de
S. meliloti que fueron aislados de nodulos
considerados como efectivos vy establecer la
existencia de similitudes con los patrones de
cepas de referencia recomendadas para
inoculantes comerciales.

MATERIALES Y METODOS
En los partidos de Tandil v General

Alvarado (Pcia de Bs As) se seleccionaron 12 sitios
con cultivos de alfalfa representativos de la zona
con mas de dos anos de implantacion. Todos los
cultivos fueron inoculados con productos comer-
ciales. Los muestreos se efectuaron durante el mes
de mavo. En cada cultivo se realizé una calicata de
1.20 m de profundidad o hasta la presencia del hori-
zonte con tosca. Las muestras de suelo se tomaron
desde el horizonte superficial y a través del pertil.
siempre que se determinara la presencia de nodulos
Sedeterminé, pH en agua (1:2.5); materia organica;
fosforo disponible (Bray 1) v fueron estimadas las
poblaciones de 5. melilosi con la técnica del Namero
Mas Probable (NMP) por infeccion en plantas.

- modificada por Brockwell (1980). Para ello se reali-

zaron 5 diluciones con 4 tubos de repeticion por
dilucion. Los tubos se colocaron en una camara de
cultivo con luz artificial a 21°C durante 5 semanas
El NMP de bacterias presentes en la muestra fue
estimado utilizando la tabla presentada por
Brockwell (1980). De estos sistemas experimenta-
les se aislo y purtlico 8. meliloti de nodulos de as-
pecto efectivo (color rojizo v mavor tamafo) que se
consideraron. podrian contribuir con la fijacion de
N.. Lasuperficie de los nédulos se tratéd con alcohol
70° durante 1 minuto, hipoclorito al 3 % durante 3
minutos v 7 lavados con agua destilada estéril. Los
aislamientos se obtuvieron en medio de cultivo ex-
tracto de levadura-manitol-rojo congo agarizado v
posteriormente verificados en plantulas de alfalfa
creciendo en medio de cultivo Jensen (Vincent 1970).
Como cepas de referencia se utilizaron B399, B38 y
B401 provistas por ¢l IMIZA del INTA Castelar.
Los aislamientos y las cepas de referencia se culti-
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varon en medio solido con triptona y extracto de
levadura (TY) para luego ser transferidas a medio
liquido TY e incubadas durante 48 h a 28° C bajo
agitacion (180 rpm). La extraccion del DNA total de
cada aislamiento v de cada cepa de referencia se
realizé por la técnica de precipitacién con
isopropanol (Sambrook et al. 1989). Utilizando la
técnica de la Polimerasa Chain Reaction (PCR) vel
iniciador Nod H se determiné para cada aislamiento
la presencia del gen nod especifico de S. meliloti. La
secuencia del iniciador fue: Nod H Rsp-r (5'-TCA
AAG AAC CTC GCG-37) v Nod H Rsp—f (5°-
CTC TTG ACG CCG AAG AAT AC-3"). Los
componentes de la PCR por cada 25 ul fueron: 2.5

Tabla 1. Caracteristicas quimicas y NMP de §
meliloti g de suelo seco de los 12 sitios estudiados.
Table 1. Chemical characteristics and Most Prob-
able Numbers of S meliloti g of dry soil in 12 farms.
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plde bovine serum albumin (BSA), 2.5 ul de buffer
Tris (pH 8.3), 3 pl de MgCl,, 2.5 pl de
deoxirribonucleétidos (DNTPs), 2.5 ul primer, 2,5ul
primer, 0,2 pl de laenzima Tag polimerasa (Promega)
v 10 ul del DNA del aislamiento. Las condiciones
de los ciclos fueron: 94°C por 15 segundos acompa-
nado de 35 ciclos a 94°C-10 segundos, 55°C-10 se-
gundos y 72°C-30 segundos, finalizando con 72°C a
30 segundos. Luego de la reacciéon 10 pl de cada
producto PCR fue separado en gel de agarosa al 0.8
% conteniendo | pg ml"' de bromuro de etidio. La
caracterizacion molecular se realizé con la PCR-
fingerprinting. utilizando los iniciadores ERIC],
ERIC2 y la combinacion de ellos (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus, de 124-127 pb,
Versaloviceral. 1991). La secuencia del iniciador
ERIC IR: (5"-ATG TAA GCT CCT GGG GAT
TCA C-3) y del iniciador ERIC 2 fue (57-AAG
TAA GTG ACT GGG GTG GTG AGC G-3°).
L.os componentes de la PCR por cada 25 pl fueron:
2.5 ul de bovine serum albumin (BSA), 2.5 pl de
buffer Tris (pH 8.3). 3 pl de MgCl, 2,5 pl de
deoxirribonucledtidos (DNTPs), 2.5 pl iniciador, 0,2
ul de la enzima Tag polimerasa (Promega), 10 pl del
DNA del aislamiento y 1.8 pl de agua bidestilada
estéril. Las condiciones de los ciclos fueron: 94° C
por 7 minutos acompaiado de 30 ciclos a 94°C-10
segundos, 52°C-10 segundos v 72°C-2 minutos. fi-
nalizando con 72°C- 4 minutos. Los componentes
de la PCR utilizando la combinacion de los iniciado-
res ERIC1 y ERIC2 por cada 25 pl fueron: 2.5 pl de
bovine serum albumin (BSA), 2.5 ul de buffer Tris
(pH 8.3). 3 pl de MgCl,. 2.5 ul de
deoxirribonucledtidos (DNTPs), 2,5 ul primer
ERICI, 2.5 pl primer ERIC2, 0.2 ul de la enzima
Tag polimerasa (Promega) v 9.3 pl del DNA del
aislamicnto. Todas las amplificaciones se realizaron
en tubos capilares en un termociclador Idaho 1605,
Luego de cada una de las reacciones 10 pl de cada
producto PCR fue separado en geles de agarosa al
1.5 % conteniendo 1 pg ml"* de bromuro de etidio.
La observacion y fotografia de los geles se realizd
bajo luz ultravioleta utilizando una Polaroid tipo
667 film.

RESULTADOSY DISCUSION

Las caracteristicas quimicas y el NMP
de S. meliloti obtenidos a través de los perfi-
les de suelo en los 12 sitios estudiados se
presentan en la Tabla 1.

En todos los sitios estudiados fueron
detectadas poblaciones de S. meliloti (Tabla
1). Valores de S. meliloti g de suelo seco me-
nores que 100, se detectaron solamente en el
sitio 1. En los sitios 7 y 9 los valores maximos
alcanzados fueron del orden de 102, De acuer-
do con Thies er al. (1991) poblaciones de este
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orden son suficientes para establecer un ade-
cuado numero de nodulos. Los restantes si-
tios presentaron estratos con poblaciones de
S. meliloti " de suelo seco del orden de 10° y
10%. En este relevamiento los valores de pH
aumentaron en profundidad para el total de los
sitios superando el valor de 7. No obstante
cuando se realizo la regresion log del NMP de
las poblaciones de S. meliloti y el pH de los
perfiles estudiados, con las 49 determinacio-
nes obtenidas, se obtuvo un R* de 0.1523 (log
NMP=-2,8565+0,7916 pH, p|T| 0.051, para
H =B =0; n=50), valor no significativo como
para atribuir al pH la variabilidad del tamafio de
las poblaciones. Este resultado no coincide
con el determinado por Sagardoy (1981) quien
registro una correlacion lineal altamente signi-
ficativa, entre el tamano de S. meliloti y el pH
delsuelo. Los aislamientos para la caracteriza-
cion de S.meliloti fueron obtenidos de los
nodulos de las plantas utilizadas en la técnica
del NMP, las cuales presentaron en su mayo-
ria, nodulos pequenos vy blanquecinos, encon-
trandose solamente n6dulos con caracterfsti-
cas de eficientes en las plantas inoculadas con
suelos provenientes de los horizontes
subsuperficiales de los sitios 4, 10, 11y 12,
por lo que de acuerdo al criterio utilizado se
obtuvieron solamente 13 aislamientos de S.
meliloti. Estos fueron identificados alfabética-
mente y con el niimero del sitio del cual fueron
aislados. Los aislamientos fueron: 4A. 4B, 4C,
4D, 10E, 10F, 11G, 11H, 111, 11], 12K, 12L y
12M. Dichos aislamientos y las cepas patrén
presentaron la secuencia génica nod de S.
meliloti. La utilizacion de la técnica PCR-
fingerprinting con el iniciador ERIC2 y la com-
binacion de los inciadores ERIC1 y ERIC2 per-
mitié observar que los productos de la amplifi-
cacion de los genomas de las cepas patron
B401, B58 v B399 eran distinguibles entre si.
Con la utilizacion del iniciador ER1C2
se determinaron 10 patrones de bandas dife-
rentes entre los 13 aislamientos caracterizados.
De acuerdo con Niemann ef al. (1997) el inicia-
dor ERIC2 favorece un numero mayor de frag-
mentos permitiendo una mejor caracterizacion
de los genomas. En el sitio 4 se observaron a
distintas profundidades patrones de bandas
diferentes. Los aislamientos 111y 11]y los ais-
lamientos 12L y 12M que fueron obtenidos de
un mismo nodulo, no presentaron similitudes
en los patrones de sus bandas, demostrando

una doble infeccion nodular. No se hallo simi-
litud entre los patrones genéticos de los aisla-
mientos y los de las cepas de referencia.
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