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Resumen

El empleo de leguminosas nativas asociadas a gramineas, es un recurso eficiente para
mantener el suelo con buen nivel de fertilidad. El aporte de nitr6geno, a través de la Fijacion
Biolégica de Nitrégeno por rizobios en asociacion simbidtica con leguminosas, podria dismi-
nuir el uso de fertilizantes, sumado a que las leguminosas forrajeras son la fuente principal
de nitrégeno de la dieta animal en la zona ganadera del centro-norte de la Argentina, contri-
buyendo asi, en la digestibilidad y balance nutricional del forraje ofrecido. Este trabajo se ha
centrado en el estudio, analisis y caracterizacion fenotipica y genotipica, de cepas autécto-
nas de rizobios noduladores de Macroptilium erythroloma y Macroptilium lathyroides. Se uti-
lizaron nédulos colectados de las raices de M. erythroloma y M. lathyroides, de dos suelos
con diferentes caracteristicas quimica y aptitudes de uso. A partir de ellos se aislaron las
cepas simbiontes y se realizaron los analisis de caracterizacion fenotipica sometiéndolos a
diferentes estreses abioticos. La estructura genémica de los rizobios fue examinada a través
de huellas digitales de ADN por métodos de PCR, empleando secuencias conservadas de
bacterias. Se han hallado rizobios noduladores de M. erythroloma y M lathyroides con capa-
cidades de crecimiento a 40°C, pH 9, 1%p/v de NaCl y diversas concentraciones y tipos de
antibidticos. La caracterizacion genotipica permitio descubrir un germoplasma muy diverso
en la coleccion. La biodiversidad hallada de rizobios noduladores de M. erythroloma y M.
lathyroides junto con su tolerancia a la accién de diversos factores abioticos, constituyen una
herramienta fundamental para la seleccion de nuevas cepas para la produccién de biofertili-

zantes.

Palabras clave: Fenotipo, Genotipo, Macroptilium erythroloma, Macroptilium lathyroides,

Rizobios.
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Introduccion

El aporte de nitr6geno a través de la Fija-
cion Biol6gica de Nitrogeno (FBN) por
rizobios en asociacion simbidtica con le-
guminosas, podria disminuir el uso de
fertilizantes nitrogenados que generalmen-
te son costosos y de baja eficiencia. Las
leguminosas forrajeras nativas presentan
un gran potencial de produccion, sin em-
bargo, el desconocimiento sobre distintos
aspectos ha sido una de las causas del
escaso desarrollo que han tenido los pla-
nes de domesticacién y mejoramientos en
el pais. La produccién ganadera del cen-
tro-norte del a Argentina utiliza el forraje
proveniente de pastizales naturales, pas-
turas cultivadas y verdeos estacionales.
En estos, las leguminosas son la fuente
principal de nitrégeno de la dieta animal,
contribuyendo en la digestibilidad y balan-
ce nutricional del forraje ofrecido (Chest-
nutt y Lowe, 1970).

Por otro lado, la ganaderia se esta des-
plazando hacia zonas cada vez mas mar-
ginales donde las especies leguminosas
forrajeras disponibles y adaptadas a esas
condiciones son escasas. Una alternativa
validad es la introduccion de especies
leguminosas nativas con reconocido po-
tencias forrajero, asociadas a los rizobios
adaptados a esas regiones agroecoldgi-
cas. Existen especies promisorias para tal
fin como las del género Macroptilium
(Pensiero y Zabala, 2017), el cual contie-

ne dieciocho especies americanas, de las
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cuales nueve crecen en Argentina. (Dre-
wes, 1997), encontrdndose presente en
las selvas subtropicales misionera y tucu-
mano-boliviana, en las sabanas del Par-
gue Chaquefio y del Mesopotamico, lle-
gando su limite de distribucién, hacia el
Sur, hasta el Norte de la provincia de
Buenos Aires (Drewes, 1995). Entre ellas,
Macroptilium erythroloma (Mart. Ex Benth)
y Macroptilium lathyroides (L.) Urban.
Abundan en la zona del noroeste argen-
tino, en las regiones fitogeogréficas Para-
naense, Yungas y Chaquefia (Juarez y
Perez, 1987). La distribucién de M. eryth-
roloma y M. lathyroides en Argentina se

esquematiza en la Tabla 1.

Tabla 1: Distribucién de M. erythroloma y M. lathyroides en
Argentina. (Adaptado de Drewes, 1995).

Provincias M. erythroloma [M. lathyroides

Jujuy X

Salta X
Formosa X
Tucuman

Chaco X

Misiones

X X X X X X

Sgo. del Estero
Catamarca
Corrientes

Santa Fe
Cordoba

Entre Rios

X X X
X X

Buenos Aires

Referencias: X: Presencia en dicha provincia.
Ambas especies son plantas herbaceas,
anuales o perennes, de ciclo primaveroes-
tivo-otofial (Covas, 1978; Pensiero y Za-
bala, 2017). Crecen en climas con una
estacion  seca

marcada (invierno-

-, UNCUYO E)

N2y, UNIVERSIDAD
%= NACIONAL DE CUYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENE

S

INVESTIGADORES AUGM

A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA:
SABER TE HACE LIBRE

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

primavera, veranos lluviosos con un rango
de precipitacion entre 500 y 1900 mm por
afio e inviernos con temperaturas bajas
(Martin et at., 2012). M. erythroloma es
una especie que se destaca por su capa-
cidad de produccion y vigor para el rebrote
(Fernadndez, Benitez, Pizzio y Pallares
1988). Fragmentos de una planta de M.
erythroloma, se pueden observar en la

Figura 1.

Figura 1: Fragmentos de planta de Macroptilium
erytholoma (Mart ex Benth.) Urb. (Adaptado de Snak et
al,2011).

M. lathyroides se caracteriza por ser una
especie muy palatable y tener buena re-
siembra, Las caracteristicas morfolégicas

mas relevantes se pueden apreciar en la

Figura 2.
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Figura 2: Fragmentos de planta de Macroptilum lathyroides
(L) Urban.(Adaptado de Tropical Forajes. Cook et al, 2005).

Un factor determinante en el estableci-
miento exitoso de leguminosas forrajeras
es una efectiva FBN a través de la simbio-
sis con rizobios noduladores (Cooper,
1977). Esta asociacion bioldgica se carac-
teriza por generar un beneficio mutuo, en
la cual, la bacteria recibe carbohidratos a
cambio de amonio proveniente de la fija-
cion de nitrégeno atmosférico. Esta carac-
teristica es de gran importancia ya que el
nitrégeno es el elemento mineral de mayor
necesidad para los cultivos (y con mayor
déficit en muchos suelos). Dentro de los
microorganismos de suelo se encuentran
las bacterias que forman nodulos en las
raices de las leguminosas. Estas bacterias
son las comunmente conocidas como “Ri-
zobios”, que en presencia de una legumi-
nosa producen el fenbmeno de simbiosis
rizobio- leguminosa (Pascual, 2008).

La FBN proporciona alrededor del 70% de
todo el nitrégeno requerido en los ecosis-
temas naturales y agroecosistemas (Burns

y Hardy, 1995). Esta fijaciéon funciona en
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bacterias adaptadas a diferentes ambien-
tes ecoldgicos y estilos de vida muy diver-
sos, sin embargo, todas poseen la misma
enzima responsable de la reduccion del
nitrogeno, la “Nitrogenasa” (Zahran, 199).
Esta les permite la reduccion del nitrégeno
molecular atmosférico (N,) hasta la forma
asimilable de amonio (NH,") (Mayz, 2004).
Con la llegada de la revolucién verde, se
perdié de forma paulatina la necesidad de
utilizar los rizobios como fertilizantes. No
obstante, la necesidad de alimentar a una
poblacion cada vez mas abundante ha
ocasionado el empleo masivo de fertilizan-
tes quimicos que, junto a plaguicidas y
herbicidas, ha resultado en la contamina-
cibn de aguas y sedimentos, erosion de
los suelos, e incluso dafios a la salud hu-
mana. Esta situacion ha ocasionado el
auge de la agricultura biolégica que trata
de prescindir al maximo de cualquier pro-
ducto quimico, lo que ha revitalizado tanto
el interés en la rotacion de cultivos como
las practicas de inoculacion (Ramirez-
Bahena, 2016). La busqueda de nuevas
alternativas que ayuden a disminuir los
costos de produccion agropecuarios, cui-
dar el medio ambiente y lograr un desarro-
llo sustentable, motiva a estudiar la posibi-
lidad de utilizar el potencial que tienen las
bacterias que nodulan las raices de las
leguminosas. Asi, el relevamiento de las
poblaciones de rizobios presentes en los
suelos, constituird una valiosa herramienta

para el estudio y seleccion de posibles
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cepas inoculantes que luego podrian se

usadas en suelos de la regiéon. En este
contexto y con el propésito de avanzar en
diversos aspectos sobre la relacién entre
los rizobios y plantas del género Macropti-
lium, se ha enfocado el estudio en el ana-
lisis y caracterizacion fenotipica y genoti-
pica de las cepas autéctonas de rizobios
noduladores Macroptilium erythroloma y

Macroptilium lathyroides.

Objetivos
Objetivo general:

e Caracterizar fenotipica y genotipi-
camente los rizobios noduladores
de Macroptilium erythroloma y
Macroptilium lathyroides.

Objetivos especificos:

e Establecer una coleccién de rizo-
bios noduladores.

e Realizar una caracterizacion feno-
tipica de los aislamientos obteni-
dos.

e Analizar la tolerancia de las cepas
a diferentes estreses abidticos.

e Estudiar la biodiversidad genética

de los rizobios simbiontes.

Materiales y Métodos

La coleccion de microsimbiontes se esta-
bleci6 mediante el aislamiento de rizobios
de nodulos radiculares de plantas trampas
(plantas cultivadas en ensayos de labora-
torio e inoculadas con muestras de suelo).

A partir de los ensayos en camara de cre-
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cimiento en condiciones controladas (28°C
de temperatura, fotoperiodo de 16/8hs
luz/oscuridad), se colectaron nodulos de
M. erythroloma y M. lathyroides, emplean-
do suelos provenientes de las localidades
de General Obligado, provincia de Santa
Fe (28°18'S, 59°16'W) y Santo Tomé, pro-
vincia de Corrientes (28°07’S, 56°03'W),
ambos con buena aptitud potencial para el
cultivo de estas leguminosa. Los suelos
utilizados presentaron diferentes aptitudes
de uso y caracteristicas: General Obliga-
do, pertenece a la Region Fitogeogréfica
Chaquenfia, Distrito Oriental, con suelos
alfisoles. En cambio, Santo Tome, se ubi-
ca en la Regién Fitogeografica Paranaen-
se, Distrito de Los Campos, con suelos
ultisoles. Las Provincias Fitogeograficas
presentan un clima célido subtropical sin
estacion seca, con una temperatura media
anual superior a 20°C y abundantes preci-
pitaciones.

Para los ensayos se utilizo el cv. Don Au-
gusto de M. erythroloma y cv. Mancebo de
M. lathyroides como “plantas trampas”. La
semillas fueron escarificadas manualmen-
te con lija, desinfectadas y germinadas en
placas de Petri con agar-agua 1% (p/v) a
28°C. Al cabo de un tiempo, las semillas
gue presentaron una radicula de 10 a
15mm de longitud se colocaron en mace-
tas con vermiculita estéril y suelo, en rela-
cién 5:1. Las plantulas permanecieron en
camara de cultivo durante 60 dias y se

regaron peridodicamente con agua estéril.
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Los ndédulos colectados fueron desinfecta-

dos superficialmente con alcohol 95° por
un minuto, agua oxigenada (30 vol.) a lo
largo de 3 a 4 minutos, lavados 5 veces
con agua destilada estéril, macerados y
los rizobios contenidos en su interior, fue-
ron aislados en medio LMA (Extracto de
levadura con Rojo Congo) e incubados a
28°C (Vincent, 1970). Las observaciones
se realizaron repicando cada dos dias las
colonias tipicas de rizobios hasta obtener
cultivos puros (CIAT, 1988). Las cepas
obtenidas de los aislamientos, fueron con-
firmadas mediante pruebas de infectivi-
dad, por su habilidad para formar nédulos
en la planta huésped (Vincent, 1970). Pos-
teriormente, las cepas de rizobios aisladas
y confirmadas, fueron conservadas en
tubos eppendorf con caldo LMA + glicerol
en freezer a -20°C.

La caracterizacion fenotipica de los rizo-
bios, se realizo por métodos de morfologia
de colonia, velocidad de crecimiento y
microscopicas (forma, agrupamiento y
respuesta a la coloracion diferencial de
Gram) (CIAT, 1988). La tolerancia de las
cepas a diferentes condiciones de estre-
ses abidticos se evalud a través del cre-
cimiento y desarrollo en medios de culti-
vos con diferentes niveles de pH, incuba-
ciones a distintas temperaturas y diferen-
tes contenidos de sal. Para evaluar la re-
sistencia intrinseca a antibi6ticos, se sem-
braron los aislados en medio LMA con

adicion de los siguientes antibioticos: am-

1918 2018

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

NCUYO




XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

17, 18 y 19 de octubre de 2018

picilina (20 y 40 ug/ml), kanamicina (10 y
40 ug/ml), gentamicina (5 y 20 ug/ml) y
estreptomicina (20 y 100 ug/ml). En todos
los estudios se utilizo como parametro un
tratamiento control que consisti6 en la
incubacién de las cepas en condiciones
optimas de crecimiento (pH 7, 28°C vy
0,01% p/v de NaCl) y cinco cepas de refe-
rencia: Bradyrhizobium
USDA 3622T, Bradyrhizobium elkani
USDA 76T, Bradyrhizobium yuanmingen-
se CCBAUI10 071T, Esifer fredii USDA
205T y Rizobium tropici CIAT 899T.

La caracterizacion genotipica de los rizo-

liaoningense

bios se llevo a cabo a través del analisis
de los productos de amplificacion de ADN
total de los aislamientos, usando la técni-
ca de Reaccion en Cadena de la Polime-
rasa (PCR). Las preparaciones y manipu-
laciones de las muestras de ADN se reali-
zaron segun las técnicas descriptas por
Sambrook, Fritsch y Maniatis (1989). La
estructura genoémica de los rizobios fue
examinada a través de las huellas digita-
les (fingerprintings) de ADN. Los finger-
prints de ADN total se realizaron con el
cebador BOXAL1R (Versalovic, Schnieder,
De Bruijin y Lupski, 1994). La composicion
de la mezcla de reaccion utilizada fue: 50
mM Tris-HCI (pH 8,3); 3 mM MgCl,, 200
uM dNTPS; 1 U Taq DNA polimerasa
(Promega Corp.) y 10 uM del cebador
BOXA1R completando un volumen final
de mezcla de reaccion de 25 ul. Las con-

diciones de ciclado empleadas fueron: un
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ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C 7
minutos y 30 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 10 segundos, annealing a 52°C 60
segundos y elongacién a 722C 2 minutos.
Al finalizar las reacciones de PCR, 10 ul
de cada uno de los productos fueron se-
parados por electroforesis en gel de aga-
rosa (De Brujin, 1991; Judd, Schneider,
Sadowsky y De Brujin, 1993; Versalovic et
al., 1994). Se emplearon como referencia
las cepas: B. Elkani USDA 76T, B. yuan-
mingense CCBAU 10071T y B. japonicum
E109.

Para el andlisis de los resultados fenotipi-
Cos, se construyo un dendograma con las
cepas estudiadas, el cual demostré la se-
paracion de diversos grupos metabdlicos.
Se genero también una tabla que expone
las principales caracteristicas fenotipicas
de cada microsimbionte estudiado. Para el
andlisis de los productos de amplificacion
de PCR, obtenidos con el ADN total de las
cepas, se estableci6 la presencia “1” o
ausencia “0” de bandas de cada individuo
analizado. Los datos fueron utilizados pa-
ra generar un dendograma (UPGMA vy
coeficiente de similitud Dice). Se utilizaron
los software Cross Checker (para la cons-
truccion de la matriz binaria), FAMD
(Schulter y Herris, 2006) y MEGA 4.0
(Tamura, Dudley, Nei y Kumar, 2007).
Resultados y Discusion

Se obtuvieron nddulos radiculares de color
marrdn rojizo en su interior, lo cual permi-

tid considerarlos como posibles fijadores,
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en coincidencia con Marquina, Gonzélez y
Castro (2012). Ademas, dichos nddulos
evidenciaron que en suelos de las Provin-
cias Fitogeogréficas Paranaense y Cha-
guefia, con caracteristicas edaficas distin-
tas y naturaleza quimica diferente, se en-
cuentran poblaciones de rizobios simbion-
tes de M. erythroloma y M. lathyroides.

A partir de los aislamientos realizados, se
conformé una coleccion de 32 aislamien-
tos nodulares de M. erythroloma, 18 recu-
perados de Corrientes (MeC) y 14 de San-
ta Fe (MeSF), y 19 aislamientos simbion-
tes de M. lathyroides, 9 de Corrientes
(MIC) y 10 de Santa Fe (MISF). Mediante
la tincion de Gram se observo que la mor-
fologia de las células se correspondia con
la descripcion de bacterias que forman
nédulos con leguminosas en el Phylum
B12 Proteobacteria (Garrity, Bell y Lilbrun,
2005). Se observaron bacilos finos, Gram
negativos y sin presencia de esporas. Las
colonias de M. erythroloma y M. lathyroi-
des se caracterizaron por ser menores a 1
mm, circulares, con bordes regulares y
lisos, colores rosa blanquecinas o de color
naranja traslucido. El aspecto de las colo-
nias se ajusto a los fenotipos descriptos
por Fuhrmann (1990), para Bradyrhizobios
simbiontes de soja. Las cepas presenta-
ron crecimiento lento y muy lento, siendo
el tiempo de apariciéon de las colonias 5-6
y 7-9 dias respectivamente. Toniutti el al.
(2015), obtuvieron resultados similares en

referencia a la velocidad de crecimiento
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de rizobios simbiontes de M. atropurpu-

reum y M. bracteatum. Los aislamientos
de la coleccion presentaron una morfolo-
gia y tasa de crecimiento caracteristicas
del
1984).

En particular, las bacterias simbiontes de

genero Bradyrhizobium  (Jordan,

M. erythroloma presentaron crecimiento
optimo en pH de 5 a 8. Los aislamientos
recuperados de suelos de Santa Fe mos-
traron una buena aptitud de crecimiento a
altas temperaturas, ya que el 57% pudo
crecer a 37°C y 3 cepas a 40°C. Segun
Giongo et al. (2010), la tolerancia a altas
temperaturas podria ser Gtil en la selec-
cion de rizobacterias tolerantes a tempera-
turas oscilantes en condiciones de campo.
El NaCl es considerado un buen indicador
de la tolerancia al estrés salino por parte
de las bacterias (Abdelmoumen, Neyra y
Belabed, 1999).

En el presente trabajo, la mitad de los ais-
lados de Santa Fe toler6 0,5% de NaCl,
mientras que el 16% de las cepas de Co-
rrientes pudieron crecer a esa concentra-
cion. En relacién a la resistencia intrinseca
a antibioticos, las cepas manifestaron re-
sistencia a diferentes concentraciones de
ampicilina y gentamicina. Cabe destacar
que el 70% de los aislados de Santa Fe
fueron resistentes a kanamicina (10 ug/ml)
y la cepa MeSF 2.6 también mostro resis-

tencia a estreptomicina (20 y 100 ug/ml).
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Las principales caracteristicas fenotipicas
manifestadas por los simbiontes de M.

erythroloma se resumen en la tabla 3.

Tabla 3: Crecimiento de bacterias simbiontes de M.
erytholoma frente a diferentes estreses abidticos, en
comparacién a un control en condiciones de crecimiento

oéptimas. Referencias: 3: Crecimiento éptimo; 2: C. bueno;
1: C. escaso; 0: C. nulo. a: Cepas utilizadas.

Crecimiento a la
concentracian de NaCl
(% plv) indicada

Crecimisnton la Crecimiento al nivel de pH
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El andlisis estadistico permitié6 generar un
dendograma y reconocer 6 grupos princi-
pales de actividad metabdlica, el grupo |
incluyo la cepa de referencia R. tropici, de
crecimiento rapido, tolerante pH acido. El
grupo Il compuesto por 12 aislamientos de
Corrientes, se caracterizo por crecer en
pH 5 a 8 y no toleraron concentraciones
de NaCl superiores a 0,01 g/L. El grupo I
incluyo la cepa E. fredii y dos aislamientos
gue crecieron a 35°C, pH5 a9y 1% de
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NaCl. El grupo IV representado por dos

cepas de Santa Fe y una de Corrientes,
toleraron 40°C y 1% de NaCl. El grupo V
incluyé 15 cepas nativas de caracteristi-
cas intermedias. El grupo VI integrado por
las tres cepas de referencia B. elkani, B.
liaoningense y B. yuanmingense, de cre-
cimiento lento, sensibles a pH extremos y
salinidad.

Las bacterias simbiontes de M. lathyroides
presentaron crecimiento 6ptimo en un
rango de pH 6 a 8, aunque se observo
diversidad de crecimiento a pH extremos
en los aislamientos correspondientes a
Santa Fe, donde el 30% de las mismas
pudieron crecer a pH 5y 9. En el caso de
las cepas procedentes del suelo de Co-
rrientes, el 20% manifesté desarrollo a pH
5y solo el 11% a pH 9. Con respecto al
crecimiento en diferentes temperaturas,
los aislamientos de Santa Fe evidenciaron
tolerancia a altas temperaturas, ya que el
70% y el 60% de los simbiontes pudieron
crecer en temperaturas de 37°C y 40°C
respectivamente, mientras que solo un
20% de los rizobios provenientes de Co-
rrientes mostr6 desarrollo a 37°C. Se
comprobé que las cepas de Corrientes
presentan dificultades para crecer en con-
centraciones de sal elevadas. Por el el
contrario, en los aislamientos de Santa Fe,
3 cepas pudieron crecer a 0,5% p/v NacCl,
dos simbiontes a 1% p/v NaCl y una en
particular lo hizo también a concentracio-

nes de 2% y 3% p/v NaCl. Respecto a la
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resistencia intrinseca a antibiéticos, los
rizobios noduladores de M. lathyroides
manifestaron resistencia a diferentes con-
centraciones de ampicilina y gentamicina.
Las principales caracteristicas fenotipicas
manifestadas por los simbiontes de M.
lathyroides se muestran en la Tabla 4.

Tabl 4: Crecimiento de bacterias simbiontes de M.
lathyroides frente a diferentes estreses abidticos, en

comparacion a un control en condiciones de crecimiento

optimas. Referencias: 3: Crecimiento dptimo; 2: C. bueno;
1: C. escaso; 0: C. nulo. a: Cepas utilizadas.

Crecimiento a la
concentracién de NaCl
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Crecimiento al nivel de pH
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Cabe resaltar que un aislamiento prece-
dente de Corrientes expreso resistencia a
las dos concentraciones de kanamicina
evaluadas, sin presentar crecimiento en
estreptomicina. De modo inverso, una
cepa recuperada de Santa Fe manifestd
crecimiento en distintas concentraciones
de estreptomicina, pero sin evidenciar
crecimiento en kanamicina.

El dendograma revel6 8 grupos metaboli-
cos. Las bacterias nativas que conforma-

ron el grupo | se caracterizaron especial-

mente por crecer a una temperatura ex-
trema de 40°C, mientras que los simbion-
tes del grupo V no manifestaron creci-
miento a dicha temperatura. El grupo Il y
el grupo IV estuvieron constituidos cada
uno por un solo aislamiento (cepas MISF
3.2 y MIC 1.7 respectivamente). En rela-
cion a estos dos ultimos grupos, MISF 3.2
present6 crecimiento a 40°C, pH 9 y con-
centracion de NaCl hasta 3%, en tanto
MIC 1.7 es la unica bacteria simbionte
recuperada de Corrientes que presento
tolerancia a pH 9 y diversas concentracio-
nes de kanamicina.

El analisis de la diversidad del germo-
plasma asociado a M. erythroloma y M.
lathyroides se realiz6 a través de la gene-
racion de huellas digitales de ADN em-
pleando como cebadores secuencias con-
servadas de bacterias (BOXALR).

Los resultados obtenidos para los sim-
biontes de M. erythroloma revelaron 8
tipos de perfiles de amplificacion BOXA1R
diferentes evidenciando una marcada di-
versidad genética entre los aislamientos.
El dendograma con los perfiles formados

se presenta en la Figura 3.
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Figura 3: Analisis UPGMA realizado en base a la pre-
sencia-ausencia de bandas en los productos de ampli-
ficacion BOXA1R de diferentes aislamientos nodulado-
res de plantas de M. erythroloma. MeC: Aislamientos
provenientes de Corrientes MeSF: Aislamientos prove-
nientes de Santa Fe. Cepas de referencia: B. yuan: B.
yuanmingense; B. elk: B. elkani; B. japo: B. japonicum.

El perfil tipo “H” esta representado por
38% de las cepas recuperadas de Co-
rrientes y Santa Fe, mientras que dos per-
files BOXA1TR (tipo “B” y “G”) se hallan
representados solo por un aislamiento
precedente de Corrientes. La cepa de re-
ferencia B. yuanmingense mostro un perfil
distinto a los observados en los aislamien-
tos simbiontes de M. erythroloma. Los
grupos restantes presentaron caracteristi-

cas intermedias.
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El andlisis de la diversidad genética de los

rizobios noduladores de M. lathyroides,
evidenci6 la separacion de los aislamien-
tos en 6 tipos de perfiles BOXALR diferen-
tes. El dendograma de la Figura 4 mani-
fiesta la separacion en distintos perfiles
del germoplasma de M. lathyroides.

MISF4.7
MIC2.3
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MISF1.5
B.jap
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MIC1.3
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Figura 4: Andlisis UPGMA realizado en base a la presen-
cia-ausencia de bandas en los productos de amplifica-
ciéon BOXALR de diferentes aislamientos noduladores de
plantas de M. lathyroides. MIC: Aislamientos provenien-
tes de Corrientes MISF: Aislamientos provenientes de
Santa Fe. Cepas de referencia: B. yuan: B. yuanmingen-
se; B. elk: B. elkani; B. japo: B. japonicum.

El perfil tipo “A” incluye el 47% de los ais-
lamientos, mientras que 5 perfiles se ha-
yan representados solo por una, dos o
tres cepas simbiontes.

La marcada diversidad genética también
ha sido hallada en germoplasma asociado
a las leguminosas nativas Desmanthus
paspalaceus (Fornasero et al.,, 2014) y
Desmodium incanun (Toniutti et al., 2017),
procedentes del centro y norte de nuestro

pais.
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Los principales simbiontes de M. erythro-
loma y M. lathyroides presentes en los
suelos de Corrientes y Santa Fe que ma-
nifestaron caracteristicas destacables se
presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Aislamientos de rizobios noduladores de
M. Erythroloma y M. Lathyroides con tolerancia
destacada a condiciones de estrés abidtico de
importancia agronémica.

Tolerancia a la condicién de estrés abidtico
Cepa de indicada
rizobio!
Perfil
Temperatura Nivel de Concentracién BOXAIR
pH9 1% p/v NaCl

MeCl1.2 - + + B2
MeC7.2 - + + C2
MeC8.2 - + + F2
MeSF2.2 + - + E2
MeSF2.6 + - + H2
MeSF3.2 + - - H2
MeSF3.5 - + - E2
MeSF3.7 - - + H2
MIC1.7 - + - A3
MIC2.1 + - - Al
MISF1.2 + + A3
MISF2.7 + - F*
MISF3.2 + + + E3
MISF4.7 + - + A3
MISF6.3 + - D3
MISF6.8 + + D3

(+): Crecimiento éptimo. (-): Sin crecimiento

7 Seleccionadas en base a su ftolermncia al menos a un
factorabiético adverso.

2 Tpos BOXA1R segun ks huellas gendmicas en el
analisis de los pmoductos de amplificacibn de M.
erythmoloma.

3 Tpos BOXA1R segun ks huellas genémicas en el
analisis de los pmroductos de amplificacion de M.
lathyroide s.

Aislamientos de M. erythrolboma: MeC: aislamientos
procedentes de Corrientes. MeSF: aislamientos
provenientes de Santa Fe.

Aislamientos de M. lathymides: MIC: aislamientos
procedentes de Corrientes. MISF: aislamientos
provenientes de Santa Fe.

Conclusiones

Al inicio del presente trabajo, hemos men-
cionados los problemas por los que atra-
viesa el sector ganadero y los efectos eco-
l6gicos atribuidos al sector agropecuario.
Es evidente la creciente preocupacion por
la preservacion en el mundo de los ecosis-
temas que habitamos y también de los
que sacamos provecho. Es necesario for-
jar y aplicar practicas agronémicas mas

respetuosas hacia el medio ambiente. Una

\ s

Asociacién de Universidades

[— —J
&S GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018
alternativa es prometedora es el aprove-

chamiento de las relaciones bildgicas que
se establecen entre leguminosas y rizo-
bios, las cuales permiten prescindir de
fertilizantes nitrogenados ajenos al siste-
ma. En la busqueda de microrganismos
simbiontes que realicen esa funcion, y
ademas sean altamente eficientes y espe-
cializados, en este trabajo de investiga-
cion se hallaron cepas autdctonas, las
cuales son huéspedes habituales de las
raices de M. erythroloma y M. lathyroides.
Sobre la base de estas observaciones y
consideraciones, en este trabajo se ha
presentado una coleccién de rizobios no-
duladores, caracterizada fenotipica y ge-
notipicamente. Estas caracterizaciones
son fundamentales para perseguir los cri-
terios polifasicos estandar de la taxonomia
de bacterias en el futuro. Ademas son
criterios valiosos como recurso para la
busqueda y seleccion de cepas eficientes
en la fijacion de nitrégeno, lo cual permiti-
ria incrementar los programas de desarro-
llo de inoculantes bacterianos que estimu-
len la produccion vegetal de M. erythrolo-
ma y M. lathyroides.

En las colecciones se han hallado cepas
de rizobios noduladores de M. erythroloma
y M. lathyroides agronémicamente desta-
cables, debido a las diferentes cualidades
manifestadas en torno a la resistencia de
estreses abibticos. La caracterizacion ge-
notipica permitié separar los aislamientos

recuperados en grupos de perfiles BO-
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XA1R diferentes, los cuales constituyen
un material interesante por la variabilidad
encontrada en suelos de Argentina, como
asi también, ciertas cepas élites halladas
podrian ser candidatas para programas de
seleccién de rizobios inoculantes. De esta
manera se verian beneficiadas zonas
marginales para la produccion forrajera,
extendiendo asi, las barreras de la pro-
duccién acompafiadas de un crecimiento
sostenible a nivel medioambiental al dis-
minuir las necesidades de aportes de nu-
trientes nitrogenados exdgenos, estimu-
lando la FBN y sumando las bondades del
aumento cuantitativo de biomasa micro-
biana en el suelo, que posteriormente sera
transformada en fuente de materia organi-
ca y nitrégeno, mejorando y recuperando,
en ciertos aspectos suelos con diferentes

grados de degradacion.
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