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RESUMEN

El empleo de leguminosas nativas asociadas a gramineas constituye un recurso eficiente
para mantener el suelo con buenos niveles de fertilidad nitrogenada minimizando el uso de
fertilizantes quimicos, generalmente costosos y de alto impacto ambiental. En este contexto, las
especies de leguminosas forrajeras nativas presentan un gran potencial practico y un ejemplo de
ello es Desmanthus virgatus (L.) Willd. leguminosa perenne de amplia distribucién en el centro
norte de Argentina. Hacia el uso sustentable de esta leguminosa, en este trabajo de tesis se
presenta la caracterizacién fenotipica, genotipica y simbidtica de rizobios noduladores del
complejo D. virgatus recuperados de suelos argentinos. Para ello, se seleccionaron y colectaron
10 poblaciones de plantas de D. virgatus (sensu lato) en diferentes ambientes de las provincias de
Santa Fe, Chaco, Santiago del Estero, Entre Rios, Corrientes, Misiones, Jujuy y Salta. A partir de los
nddulos de las plantas de campo y de los obtenidos de las poblaciones cultivadas con sus propios
suelos de origen en cdamaras de crecimiento se establecié una coleccién de mas de 170
aislamientos de rizobios noduladores del complejo D. virgatus mantenidos por criopreservacién
como reservorio de germoplasma de las bacterias simbiontes.

La caracterizacion fenotipica de los simbiontes permitié reconocer rizobios de crecimiento
rapido que mostraron un desarrollo éptimo en un amplio rango de pH, temperaturas entre 28 y
35°C, y en condiciones de salinidad entre 0,5% y 1% (p/v) de NaCl (85 y 171 mM). Por otro lado, se
identificaron rizobios con capacidad de crecer en condiciones que se consideran adversas y que
sugieren una mayor flexibilidad fisioldgica y capacidad de adaptacion al ambiente.
Posteriormente, los perfiles de amplificacion de ADN gendmico (fingerprints) evidenciaron una
marcada diversidad genética entre los aislamientos de rizobios presentes en suelos de diferentes
provincias de nuestro pais. En particular, el andlisis filogenético de aislamientos recuperados de
suelos de la provincia de Santa Fe realizado a partir de la secuenciacion parcial del rDNA 16S
reveld la presencia de rizobios y mesorizobios. En dichos simbiontes se observé ademas la
presencia de al menos dos tipos bien diferenciados de genes nodC. Con respecto a las
caracteristicas simbidticas, los ensayos de inoculacién de plantas realizados en camara de
crecimiento de cultivo evidenciaron que en los suelos de nuestro pais se encuentran poblaciones
de rizobios con una amplia variacion en términos de efectividad simbidtica permitiendo
seleccionar cepas con muy buena capacidad potencial de fijacién bioldgica de nitrégeno vy
competencia por el nicho simbidtico. Finalmente, en la evaluacién de la performance a campo de
los asilamientos previamente seleccionados en condiciones de laboratorio se comprobd que las
cepas de rizobios locales inoculadas en las semillas de D. virgatus promovieron un mejor
comportamiento agrondmico con importantes incrementos de biomasa vegetal y fijacidon de
nitrégeno. Los resultados presentados enfatizan la importancia de la inoculacidon con cepas
eficientes y adaptadas a nuestras condiciones edafoclimdticas para lograr un establecimiento
exitoso y crecimiento inicial adecuado de las plantulas de D. virgatus en condiciones reales de
campo.
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ABSTRACT

The use of grass-associated native legumes is an efficient resource in order to keep good
nitrogen fertility levels in the soil, minimizing the use of chemical fertilizers, which are usually
expensive and of high environmental impact. In this context, the native forage legumes species
have great practical potential, an example being Desmanthus virgatus (L.) Willd, a perennial
legume widely distributed in the central northern area of Argentina. Toward sustainable use of
this legume, this thesis paper includes a phenotypic, genotypic and symbiotic characterization of
D. virgatus complex rhizobia nodulators retrieved from Argentinian soils. For that, ten populations
of D. virgatus plants (sensu lato) were selected and collected from different environments in the
provinces of Santa Fe, Chaco, Santiago del Estero, Entre Rios, Corrientes, Misiones, Jujuy and
Salta. A collection of over 170 isolations of D. virgatus complex rhizobia nodulators was generated
from nodulators obtained from field plants and from populations raised in growth chambers using
their own soils of origin. The rhizobia are kept by means of cryopreservation as a germplasm
reservoir of the symbiontic bacteria.

The phenotypic characterization of the symbionts allowed for the recognition of rapid
growth rhizobia that showed an optimum development in a wide range of pH values,
temperatures ranging from 28° to 35° Celsius (82,4° to 95° Fahrenheit) and with salinity conditions
between 0.5% and 1% (w/v) of NaCl (85 and 171 mM). Rhizobia were found, which showed a
capacity for growth in conditions deemed adverse and which suggest a higher physiological
flexibility and an ability to adapt to environmental. Afterwards, the genomic DNA amplification
profiling (fingerprints) exhibited a clear genetic diversity amongst the rhizobia isolations present
in the soils of different provinces in our country. In particular, the phylogenetic analysis of
isolations recovered from soils of the Santa Fe province conducted on the basis of the 16S rDNA
partial sequencing revealed the presence of rhizobia and mesorhizobia. In these symbionts it was
also observed the presence of, at least, two very different types of nodC genes. Regarding the
symbiotic characteristics, the inoculation trials on plants performed in growth chambers showed
that, in the soils of our country, there are rhizobia populations that exhibit a wide variation in
terms of symbiotic effectiveness, allowing for the selection of strains with a great potential for
biological nitrogen fixation and competition for the symbiotic niche. Finally, in the field
performance evaluation of the isolations previously selected in laboratory conditions, it was
confirmed that strains of local rhizobia inoculated in the D. virgatus seeds led to an improved
agronomic performance with significant increases in plant biomass and nitrogen fixation. The
findings presented here emphasize the importance of using efficient strains adapted to our
edaphoclimatic conditions for inoculation in order to achieve a successful establishment and a
properearly growth of the D. virgatus seedlings in real field conditions.
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1. Fijacion bioldgica de nitrégeno.

El nitrégeno molecular (N,) es el gas mas abundante en la atmdsfera terrestre (79%)
y constituye junto al agua el principal factor limitante de la produccién agricola mundial,
ello se debe a que las plantas sélo son capaces de asimilar el nitrégeno combinado,
siendo necesaria una conversion previa a amonio, a nitrito o nitrato (Taiz y Zeiger, 2006).
La ganancia de nitrégeno de un determinado habitat se puede relacionar basicamente
con tres procesos fundamentales:

& Fijacion espontdnea de nitrogeno: ocurre a partir de la actividad natural de
descargas eléctricas sobre el nitrégeno atmosférico. Se estima que este proceso puede
fijar alrededor de 10 millones de toneladas métricas de N, por afio.

& Fijacion industrial: realizada para la produccion de fertilizantes nitrogenados, que
consiste en la transformaciéon del N, atmosférico en amoniaco, bajo condiciones de
temperatura y presion elevada; con lo cual se introducen en el suelo aproximadamente
70 millones de toneladas de N/afo (Martinez, 1992).

& Fijacion biologica de nitrégeno (FBN): realizada por microorganismos procariotas
gue poseen la enzima nitrogenasa capaz de reducir a amonio el N, de la atmdsfera
terrestre. El influjo anual de nitrégeno a la bidsfera correspondiente a la FBN es de
aproximadamente 175 millones de toneladas, lo que representa mas del doble del
nitréogeno aportado por los fertilizantes nitrogenados.

La FBN representa mas del 60% de la fijacion global de nitrégeno en la tierra y los
microorganismos que llevan a cabo este proceso se denominan diazétrofos (Raymond et
al., 2004; Lloret y Martinez-Romero, 2005). Dentro de estos microorganismos hay muchas
especies que realizan la fijacion de nitrogeno en vida libre, mientras que otras lo hacen a
través de asociaciones simbidticas con plantas.

La eficiencia de la fijacion de nitrogeno (N) es relativamente baja en el caso de los
fijadores en vida libre ya que reducen el N, a amoniaco (NH,") por medio de una reaccién
enzimatica muy costosa energéticamente y de esta forma incorporan N inorganico. El
NH,;" incorporado es asequible para otros grupos bacterianos, que pueden oxidarlo a
nitritos (NO5) y nitratos (NO3). Los iones NH,*, NO,, y NO;* se combinan para formar

sales muy solubles en agua y consecuentemente se distribuyen en la ecdsfera en



soluciones acuosas, formando pequeios reservorios de reciclado activo. Estos
compuestos son muy importantes para el crecimiento vegetal y se agotan rapidamente.
Sin embargo, la fijacién de N en simbiosis es mucho mas eficiente ya que las bacterias
fijadoras transforman por medio de la misma reaccién el N, en NH;" que es incorporado a
aminodacidos y ureidos, que en este caso son cedidos a la planta, de la cual obtienen a
cambio carbono (C) como nutriente y fuente de energia. La capacidad de reducir el N, se
ha explotado en la agricultura realizando biofertilizaciones del cultivo de leguminosas con
su par simbidtico como una forma de obtener nitrégeno de bajo costo y sin realizar el
proceso de fertilizacion.

Las plantas pertenecientes a la familia Leguminosae poseen la caracteristica
distintiva de asociarse simbidticamente a bacterias denominadas genéricamente rizobios.
La asociacion mutualista rizobio-leguminosa ha sido la mas estudiada por la importancia
agrondmica, econdmica y social que tiene el cultivo de estas plantas a escala mundial.
Ambos simbiontes son capaces de vivir independientemente, sin embargo, los dos se
benefician mutuamente de la interaccién que se caracteriza por la formacién de nédulos
fijadores de nitrogeno que, en la mayoria de las leguminosas se forman en las raices. En
especies de Aeschynomene, Sesbania, Neptunia y Discolobium, también se observan
infecciones y nddulos en los tallos (Carranca, 2013, Martins et al., 2015).

Los nédulos son dérganos especializados que se desarrollan como resultado de un
didlogo molecular entre los rizobios y las plantas (Gibson, 2008). En el interior de estos
nddulos, los rizobios se diferencian a un estado llamado bacteroide. La planta aporta
esqueletos carbonados para el metabolismo del bacteroide a través del floema y, por su
parte, el bacteroide aporta amonio en forma de diferentes aminoacidos a la planta
(Lodwig y Poole, 2003). La reduccion de nitrégeno a amonio es catalizada por la enzima
nitrogenasa cuya actividad se ve inhibida en presencia de oxigeno. Asi, los nddulos
generan el ambiente en el que los rizobios protegidos de altas tensiones de oxigeno
expresan su capacidad de fijar nitrégeno. Dentro del nddulo, los bacteroides se localizan
en células corticales, englobados por una membrana de origen vegetal formando el
simbiosoma. El grado de diferenciacion y especializacion de los rizobios dentro del
simbiosoma es tal que la planta debe ser la encargada de suministrarle carbono a la

bacteria. El transporte de oxigeno al simbiosoma se realiza a muy bajas presiones
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parciales por la leghemoglobina, una proteina de la familia de las hemoglobinas presente
en las leguminosas (Appleby, 1984).

Se ha estimado que la fijacién anual de N, es de 300 millones de toneladas métricas
por ano, de las cuales 45 son aportadas por la FBN relacionada al uso de biofertilizantes,
principalmente al conjunto rizobios y leguminosas (Socolow, 1999). Sin embargo, como
consecuencia del crecimiento de la poblacion y la demanda mundial de alimentos, ha
aumentado el N antropogénico incorporado al ciclo. El empleo elevado de fertilizantes
quimicos nitrogenados representa una carga medioambiental, que incluye Ia
contaminacién del aire, la lluvia acida, contaminacién del agua por nitrato, asi como
eutrofizacién y reduccion de la biodiversidad (Socolow, 1999). Los costos econdmicos y
ambientales del uso intensivo de fertilizantes quimicos en la produccién de los cultivos
constituyen una preocupacién mundial. Esto indica que la FBN por microorganismos,
especialmente simbidticos, proporciona una alternativa econdémica, viable vy
ecoldgicamente compatible que pudiera contribuir a mitigar esta problematica de forma

sustentable.

2. Plantas Leguminosas.

Leguminosae es la tercera familia mas grande de las Angiospermas con distribucion
en diversos ecosistemas a nivel mundial, presentes en regiones tropicales, subtropicales y
templadas. Las especies de la familia se extienden desde las hierbas enanas de la
vegetacion artica y alpestre hasta los arboles del bosque tropical, creciendo a alturas
desde el nivel del mar hasta 3000 m.s.n.m. y adaptandose a zonas daridas y semidridas
(Allen y Allen, 1981). Ademas, su capacidad para formar asociaciones simbidticas con
rizobios fijadores de nitrégeno, les permite establecerse en suelos con escases de este
mineral (Burkart, 1952).

Leguminosae Juss. o Fabaceae Lindl. constituye una amplia e importante familia del
Reino Vegetal, vasta y polimorfa (Burkart, 1952); sus 751 géneros y aproximadamente
19.500 especies (LPWG, 2013), se distribuyen en tres subfamilias: Cesalpinioideae (R.Br.)
DC., Mimosoideae (R.Br.) DC. y Papilionoideae (Giseke) DC. (Lewis et al., 2005).



La subfamilia Mimosoideae, de mayor incidencia en selvas y sabanas ecuatoriales y
subtropicales (Burkart, 1952), incluyendo bosques xerdfilos y desiertos (LPWG, 2013) con
unos 82 géneros y cerca de 3275 especies representa el 16,79 % de la diversidad de la
familia. En la Republica Argentina, esta subfamilia se halla representada por 19 géneros y
141 especies (Zuloaga y Morrone, 1999).

Las plantas leguminosas presentan una importancia particular en la alimentacién
humana (granos) y animal (forraje), ademas de ser fuente de maderas tropicales valiosas,
drogas para medicina, plantas ornamentales, resinas, al igual que en el ciclo
biogeoquimico del N, ya que la mineralizacién de sus residuos contribuye un aporte de
nitrégeno disponible (Sylvester-Bradley et al., 1988).

Muchas especies de leguminosas son empleadas como productoras de forraje ya que
constituyen excelentes fuentes de proteina y minerales para rumiantes en pastoreo
(Humphreys, 1991). En los trépicos, representan el recurso forrajero con mayor potencial
para incrementar la produccién animal debido a su alto contenido de proteina (15-30%)
(Skerman et al., 1991). Asimismo, la solubilidad y digestibilidad de sus proteinas las hacen
atractivas como fuente de alimento suplementario (Humphreys, 1991).

La flora de la Republica Argentina es rica en leguminosas forrajeras tanto de ciclo
estival como invernal (Burkart, 1952) y un ejemplo de ellas es el complejo taxondmico
Desmanthus virgatus. Sin embargo, el desconocimiento sobre distintos aspectos de
nuestras especies nativas ha sido una de las causas del escaso desarrollo que han tenido

los planes para su domesticacién, mejoramiento y empleo en nuestro pais.

2.1. Género Desmanthus Willd.

El género Desmanthus Willdenow pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae. Comprende 24 especies en su mayoria herbdceas perennes y sufrictices
gue muestran una enorme plasticidad, cuyo origen se extiende desde el centro-norte de
Estados Unidos, a través de México y Centroamérica, hasta el sur de Brasil, Argentina y
Uruguay (Luckow, 1993). Desmanthus presenta su mayor diversidad en la region sureste

de EE.UU., México y Sudamérica (Grether et al., 2006; Duno de Stefano et al., 2012).



Las especies de Desmanthus se caracterizan por ser predominantemente herbaceas,
con abundantes ramificaciones que nacen de una corona basal, tallos sublefiosos y raices
generalmente napiformes, lefiosas. Sus hojas son compuestas, paribipinnadas, con
numerosos foliolos pequefios. Las flores son pequefias, gamopétalas, tubulosas,
perfectas, blancas, dispuestas en cabezuelas axilares solitarias, subglobosas,
pedunculadas. Los frutos son legumbres bivalvas, lineares, comprimidas, rectas o
arqueadas, multiseminadas, negras o castafias oscuras a la madurez, secas, dehiscentes
sin elasticidad. Las semillas son generalmente ovoides y con endosperma mucilaginoso. La
germinacioén es de tipo epigea y con cotiledones foliares (Burkart, 1987; Luckow, 1993).

Desmanthus spp. posee una distribucién natural en climas tropicales y templados,
presentando un gran polimorfismo intra e interespecifico, que constituye un factor muy
importante en la busqueda de lineas de alta producciéon forrajera. Las especies son
bastante plasticas y manifiestan un amplio rango de variabilidad en caracteres de alturay
ramificacidn. El pastoreo intensivo o un ambiente desfavorable pueden conducir a formas
postradas y muy ramificadas. Por otro lado, la humedad abundante y el sombreado
pueden conducir a formas erectas poco ramificadas (Luckow, 1993).

Las plantas de Desmanthus sp. son reconocidas por su capacidad nutritiva (Jones et
al., 2000), productividad, resistencia a la sequia y adaptabilidad a suelos arcillosos (Cook
et al.,, 1993; Pengelly y Conway 2000).

El potencial agrondmico de las especies de Desmanthus en relacidn a su adaptacion al
suelo y clima, produccién de biomasa y calidad de forraje ha sido investigado en
diferentes paises (Gardiner et al., 2004; McGraw et al., 2004; Ocumpaugh et al., 2004;
Fischbach et al., 2005; Boschma et al., 2014). Sobre la base de estas investigaciones, se
han liberado varios cultivares forrajeros de distintas especies: en Australia; D. virgatus (L.)
Willd. cv. Marc, D. leptophyllus Kunth cv. Bayamo y D. pubescens B.L.Turner cv. Uman
(Jones y Clem, 1997) y la nueva variedad ProgardesTM (D. bicornutus, D. leptophyllus y D.
virgatus) (Gardiner et al., 2013); en E.E.U.U.; D. illinoensis Michx. cv. Sabine (Muncrief y
Heizer, 1985) y D. bicornutus S. Watson cvv. BeeTAM-06, BeeTAM-08, BeeTAM-37 y
BeeTAM-57 (Ocumpaugh et al., 2004) y en el sureste de Asia; D. pernambucanus cv.
Chaland (Horne y Stir, 1999).



De acuerdo a datos de la literatura, las especies de Desmanthus han demostrado su
compatibilidad en la siembra con distintas gramineas. Las asociaciones de D. illinoensis
con los pastos clavija (Panicum virgatum), banderita (Bouteloua curtipendula) o pasto
indio (Sorghastrum nutants) en el noreste de Kansas produjeron mayor concentracién de
proteina cruda y rendimiento de forraje que los monocultivos de las gramineas (Posler et
al., 1993). Por otro lado, en Texas (EE.UU.) la intersiembra de D. illinoensis cv. Sabine en
praderas de pasto klein (Panicum coloratum L.) presenté mayores rendimientos de forraje
que los monocultivos de pasto en el segundo, tercero y cuarto ano después de la siembra
(Dovel et al., 1990). Las asociaciones de D. virgatus y D. illinoensis con pasto klein (P.
coloratum) incrementaron considerablemente la biomasa de forraje (Gonzdlez et al.,
2004).

Diversos investigadores han destacado la importancia de las especies de Desmanthus
en la produccion ganadera, ya que es consumida por caprinos, bovinos y ovinos (Jones et
al., 2000; Ramirez et al., 2001; Kanani et al., 2006; Rangel y Gardiner, 2009). Similarmente
existe literatura referida a los efectos de la incorporacion de harina de hojas de D.
virgatus en la dieta de aves de corral mejorando el rendimiento vy la calidad de la yema de

huevos de gallinas ponedoras (Buakeeree, 2002; Suksombat y Buakeeree, 2006).

2.1.1. Desmanthus virgatus (L.) Willd.

Desmanthus virgatus (L.) Willd. (Figura 1) es un complejo de especies altamente
polimdrfico, arbustos perennes de habitos postrados a erectos de 60 a 150 cm de altura,
sin espinas, raiz axonomorfa, fuerte y lefiosa, hojas bipinnadas y foliolos opuestos.
Presenta un numero reducido de flores por cabezuela, blanquecinas con peciolos cortos y
fruto multiovulado de valvas lineares y dehiscencia en ambas suturas (Luckow, 1993).
Desde un punto de vista taxondmico, las especies: D. acuminatus, D. glandulosus, D.
paspalaceus, D. pubescens, D. virgatus y D. tatuhyenis integran el complejo Desmanthus
virgatus (Luckow, 1993).

D. virgatus presenta los siguientes sinénimos; Acacia angustisiliqua (Lam.) Desf.,

Acacia virgata (L.) Gaertn., Acuan depressa (Willd.) Kuntze, Acuan depressum (Willd.)



Kuntze, Acuan texanum Britton y Rose, Acuan tracyi Britton y Rose, Acuan virgatum (L.)
Medik., Desmanthus depressus Willd.,, Desmanthus leptophyllus DC., Desmanthus
pernambucensis (L.) Thell., Desmanthus pratorum Macfad., Desmanthus strictus DC.,
Desmanthus tenellus DC., Desmanthus virgatus (L.) Willd. var. depressus (Willd.)
B.L.Turner, Mimosa angustisiliqua Lam., Mimosa depressa (Willd.) Poir., Mimosa

pernambucensis L., Mimosa virgata L. (Sauvant et al., 2015).

Figura 1: Desmanthus virgatus (L) Wild. A. Planta indicando (a) flor; (b) estipula; (c)
hoja bipinnada; (d) pinna; (e) glandula; (f) vaina; (g) vaina dehiscente (Gardiner y Burt,
1995). B. Plantas cultivadas en el Jardin de Introduccion del Campo Experimental “Juan
Donnet” de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del Litoral.

Los nombres comunes de D. virgatus son adormidera, brusca prieta, frijolillo, tierra de
Tamarindo, huizachillo (México); guashillo, huarangillo, acacia petit, petit mimosa
(Francia), mimosa virgate, koa enana (Hawaii); Desmanthus o bundleflower (en inglés).

La distribucién natural de D. virgatus se extiende desde Texas y Florida en el sur de
Estados Unidos, Veracruz y Chiapas en México, Islas del Caribe y la mayoria de los paises

de Centroamérica hasta Argentina en América del Sur, segin se muestra en la Figura 2.



D. virgatus se ha naturalizado en las

zonas secas de Africa (Senegal, Zambia,
Sudafrica), en las Islas del Pacifico (Nueva
Caledonia, Hawaii) e Indonesia (FAO,

2010). Asimismo, también fue naturalizada

en muchas areas tropicales y subtropicales

Desmanthus virgatus
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(Jones y Clem, 1997)' edia/Html/Desmanthus).

Las plantas de D. virgatus muestran una gran adaptacion a diferentes ambientes,
pudiendo crecer bajo una amplia gama de temperaturas y condiciones de precipitaciones
(250 a 2000 mm), en suelos desde arenosos a arcillosos con pH 5 a pH 7. Ademas se
caracteriza por su resistencia a periodos prolongados de sequia y tolerancia a la
competencia de plantas gramineas, pero no resiste condiciones de sombreado (Cook et
al., 2005; Pengelly et al., 2006).

En Argentina, el complejo D. virgatus (sensu lato) estd compuesto por D. acuminatus
Benth., D. paspalaceus (Lindm.) Burkart, D. virgatus (L.) Willd., y D. tatuhyensis Hoehne
(Zuloaga y Morrone, 1999). Las tres primeras presentan mayor potencial forrajero debido
a su foliosidad, palatabilidad, tolerancia al pastoreo y capacidad de resiembra (Clem vy
Hall, 1994; Jones y Brandon, 1998; Pengelly y Conway, 2000; Gardiner et al., 2004). Segun
se muestra en la Figura 3, las especies de este complejo presentan una amplia
distribucién geografica en nuestro pais.

Desde el punto de vista agronémico, D. virgatus se destaca por tolerar suelos con
baja fertilidad y anegamientos temporarios, por su alta palatabilidad y calidad del forraje.
Su ciclo de produccién es primavero-estival y aunque es sensible a las heladas, su corona
es persistente. Ademas, se ha encontrado variabilidad en el habito de crecimiento (erecto

a decumbente) y en la amplitud del periodo productivo (Jones y Clem, 1997).
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Figura 3: Distribucion geografica de las especies del complejo D. virgatus
(D. tatuhyensis, D. virgatus, D. paspalaceus y D. acuminatus) en la Republica
Argentina (Mainero, 2014).
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Diversos investigadores han reportado la productividad, regeneracidn y persistencia
de D. virgatus utilizando técnicas de corte o bajo pastoreo (Burrows y Porter, 1993;
Trujillo et al., 1993; Jones y Brandon, 1998). Asimismo, ensayos de rendimiento realizados
en Australia y EE.UU. informaron la adaptacién de D. virgatus a distintos suelos y
ambientes (Adjei y Pitman, 1993; Gardiner y Burt, 1995; Gardiner et al., 2004). Datos de la
literatura muestran que el contenido de proteina cruda en hojas es 22% y el rendimiento
de los pasturas aproximadamente 35 toneladas de materia seca/ha/afio. A diferencia de
Leucaena, D. virgatus no contiene mimosina y por lo tanto se puede utilizar en Ia
alimentacion de animales no rumiantes sin restricciones (Gutteridge y Shelton, 1994).

En nuestro pais, Hack y Tomei (2002) reportaron las caracteristicas agrondmicas de
distintas accesiones del género Desmanthus provenientes de las provincias de Corrientes,
Chaco y Salta. Posteriormente, Zabala et al, (2008) informaron la coleccién de
germoplasma y el analisis de la diversidad morfolégica de D. virgatus, D. paspalaceus, y la
D. acuminatus procedentes del centro y norte de Argentina.

En relacién a los cultivares de Desmanthus sp., es interesante destacar que, en
Australia se desarrollaron los cvv. Marc, Bayamo y Uman, a partir de accesiones extraidas
de Centro y Sur América: procedentes de Argentina, Cuba y México, respectivamente. Los
tres cultivares se comercializan mezclados en proporciones iguales, disponibles en el
mercado con el nombre “Jaribu” (Cook et al., 1993), que permite el establecimiento de las
plantas en situaciones en las cuales se desconoce informacién sobre el tipo de suelo,
clima o manejo (Jones y Clems, 1997).

A pesar de que el cultivar compuesto Jaribu fue recomendado para su cultivo en los
suelos arcillosos de Queendsland (Cook et al, 1993), se han reportado sintomas de
clorosis, poco vigor y escasa produccion de plantas, problemas atribuidos a una
inadecuada nodulacion (Bahnisch et al., 1998). Debido a ello, en Australia se han
empleado rizobios aislados de Leucaena leucocephala y Neptunia plena como inoculantes
de campo (Date, 1991), con respuestas variables dependiendo del sitio de origen y de la

presencia de rizobios en los suelos (Bahnisch et al., 1998; Brandon et al., 1998).

11



3. Rizobios.
3.1. Taxonomia.

Los microorganismos capaces de establecer simbiosis con leguminosas se conocen con
el nombre de rizobios y engloban actualmente a una gran variedad de bacterias. El
conocimiento de la existencia de estos microorganismos data de fines del siglo XIX
cuando, por primera vez, en 1889 Frank denomind Rhizobium leguminosarum a las
bacterias aisladas a partir de nédulos de leguminosas. Este nombre origind el genérico de
rizobio para designar a todas las bacterias formadoras de nddulos en leguminosas. No
obstante, algunos autores consideran rizobios a todas aquellas bacterias capaces de
nodular, mientras otros distinguen entre los verdaderos rizobios, pertenecientes a las a-
Proteobacteria e incluidos en la actualidad en 5 géneros: Rhizobium, Sinorhizobium
(actualmente denominado Ensifer), Mesorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, y las
bacterias no-rizobio capaces de nodular, constituidas por cepas de algunos géneros
pertenecenientes a la clase a Proteobacteria como Methylobacterium, Devosia,
Phyllobacterium y Ochrobactrum y de otros géneros pertenecientes a la clase B-
Proteobacteria (Moulin et al., 2001) como Cupriavidus y Burkholderia (Tabla 1).

Los rizobios “clasicos” se incluyen actualmente en el orden Rhizobiales (Kuykendall,
2005) y se encuentran distribuidos en varias familias. Los géneros Rhizobium,
Agrobacterium y Allorhizobium se han fusionado en un sélo y todas sus especies se
incluyen en Rhizobium (Young et al., 2001). Este género junto con Sinorhizobium que ha
pasado a denominarse Ensifer y el género Shinella (An et al., 2006) se incluyen en la
familia Rhizobiaceae. El género Mesorhizobium junto con Phyllobacterium se han incluido
en una nueva familia denominada Phyllobacteriaceae. El género Azorhizobium que forma
nddulos en tallos de Sesbania se incluye en la familia Xanthobacteraceae. Finalmente, el
género Bradyrhizobium se incluye en la familia Bradyrhizobiaceae (Kuykendall, 2005). En
este trabajo de tesis, se utilizard el término rizobio en referencia a todos los
representantes bacterianos que pueden nodular y fijar N2 en asociacion con plantas

leguminosas, representando un grupo polifilético (Turner y Young, 2000).
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Tabla 1. Especies de bacterias formadoras de nddulos en leguminosas. A. Especies de rizobios
clasicos. Las citas referidas describen a las especies y/o comprueban su capacidad de nodulacion.

Clase I. a Proteobacteria - Orden Rhizobiales

Familia Rhizobiaceae

Género Rhizobium

Especie de rizobio

Hospedador de origen

Referencia

R. alamii Medicago ruthenica Berge et al., (2009)

R. alkalisoli Caragana intermedia Lu et al., 2009a

R. anhuiense Vicia faba, Pisum sativum Zhang et al., 2015

R. azibense Phaseolus vulgaris Mnasri et al.,2014

R. bangladeshense Lens culinaris Rashid et al., 2015

R. binae L. culinaris Rashid et al., 2015

R. calliandrae Calliandra grandiflora Rincén-Rosales et al., 2013
R. capsici * Capsicum annuum Lin et al., 2015

R. cauense Kummerowia stipulacea Liu etal., 2012

R. ecuadorense P. vulgaris Ribeiro et al., 2015

R. etli Phaseolus Segovia et al.,, 1993

R. etli biovar mimosae Mimosa affinis Wang et al., 1999a

R. fabae V. faba Tian et al., 2008

R. freirei P. vulgaris Dall’Agnol et al., 2013
R. galegae Galega orientalis; Galega oficinalis Lindstrom, 1989

R. gallicum Phaseolus spp. Amarger et al., 1997
R. giardinii biovar | Phaseolus spp. Amarger et al., 1997
phaseoli, giardinii

grahamii

Dalea leporina, L. leucocephala

Lopez-Lopez et al., 2012

hainanense

Desmodium sinuatum

Chen et al., 1997

helanshanense

Sphaerophysa salsula

Qin etal.,, 2012

Varias leguminosas chinas

Renetal., 2011b

huautlense

Sesbania herbacea

Wang et al., 1998

indigoferae

Indigofera spp.

Wei et al., 2002

. herbae

jaguaris

C. grandiflora

Rincon-Rosales et al., 2013

. laguerreae

V. faba

Saidi et al., 2014

. leguminosarum

Pisum sativum

Ramirez-Bahena et al.,2008

. lemnae

Lemna aequinoctialis

Kittiwongwattana y Thawai, 2014

. lentis

L. culinaris

Rashid et al., 2015

L. leucocephala

Ribeiro et al., 2012

. loessense

Astragalus spp., Lespedeza spp.

Wei et al., 2003

. lupini

Lupinus polyphyllus y Lupinus luteus

Eckhardt et al., 1931

. lusitanum

P. vulgaris

Valverde et al., 2006

. mayense

C. grandiflora

Rincén-Rosales et al., 2013

. mesoamericanum

P. vulgaris, M. pudica

Lépez-Lopez et al., 2012

. mesosinicum

Albizzia, Kummerowia, Dalbergia

Lin et al., 2009

. miluonense

Lespedeza spp.

Gu et al., 2008

. mongolense

M. ruthenica

van Berkum et al., 1998

. multihospitium

Leguminosas nativas de China

Han et al., 2008b

. oryzae **

Oryza alta

Peng et al., 2008

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R. leucaenae
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

. paknamense

Lemna aequinoctialis

Kittiwongwattana y Thawai, 2013

R. paranaense

P. vulgaris

Dall’Agnol et al., 2014
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Tabla 1. Especies de bacterias formadoras de nddulos en leguminosas (continuacion).

R. phaseoli P. vulgaris Ramirez-Bahena et al., 2008

R. pisi Pisum sativum Ramirez-Bahena et al., 2008

R. sophorae Sophora flavescens Jiao et al.,2015a

R. sophoriradicis S. flavescens Jiao et al.,2015a

R. sphaerophysae Sphaerophysa salsula Xuetal.,, 2011

R. sullae Hedysarum coronarium Squartini et al., 2002

R. taibaishanense Kummerowia striata Yao et al., 2012

R. tibeticum Trigonella archiducis-nicolai Hou et al., 2009

R. tropici P. vulgaris, L. esculenta, L. leucocephala Martinez-Romero et al., 1991

R. tubonense Oxytropis glabra Zangetal., 2011

R. undicola Neptunia natans de Lajudie et al., 1998a; Young et
al.,2001

R. vallis P. vulgaris, M. pudica, Indigofera spicata Wang et al., 2011

R. vignae Varias leguminosas chinas Ren et al.,, 2011a

R. yanglingense Amphicarpaea trisperma, Coronilla varia Tan et al.,, 2001

Género Ensifer (Sinorhizobium)

E. adhaerens M. sativa, L. leucocephala, Pithecellobium Casida, 1982; Young,2003; Willems et al.,
2003

E. americanus Acacia spp. Toledo et al., 2003; Wang et al., 2013b

E. arboris A. senegal, Prosopis chilensis. Nick et al., 1999

E. chiapanecum A. angustissima Rincon-Rosales et al., 2009

E. fredii Glycine max Scholla y Elkan, 1984; Chen et al., 1988;
de Lajudie et al., 1994

E. garamanticus Varias leguminosas africanas Merabet et al., 2010

E. kostiensis A. senegal, P. chilensis Nick et al., 1999

E. kummerowiae Kummerowia stipulacea Wei et al., 2002; Young, 2003

E. medicae Medicago spp. anuales Rome et al., 1996; Young, 2003

E. meliloti Medicago de Lajudie et al., 1994; Young, 2003

E. mexicanus A. angustisima Llorente et al., 2007

E. morelense L. leucocephala Wang et al., 2002; Wang et al., 2013b

E. numidicus Varias leguminosas africanas Merabet et al., 2010

E. psoraleae Psorales corylifolia, Sesbania cannabina Wang et al., 2013b

E. saheli Acacia spp. de Lajudie et al.,1994; Young,2003

E. sesbaniae S. cannabina Medicago lupulina Wang et al.,, 2013b

E. sojae G. max Lietal, 2011

E. terangae Acacia spp. Sesbania spp. de Lajudie et al.,1994;Young,2003

E. xinjiangensis G. max Chen et al., 1988; Young, 2003

Familia Phyllobacteriaceae

- Género Mesorhizobium

M. abyssinicae

A. abyssinica y A. tortilis

Degefu et al., 2013

M. albiziae Albizia kalkora Wang et al., 2007

M. alhagi Alhagi sparsifolia Chen et al., 2010

M. amorphae Amorpha fruticosa Wang et al., 1999b

M. australicum Biserrula pelecinus Nandasena et al., 2009

M. camelthorni Alhagi sparsifolia Chen et al., 2011

M. caraganae Caragana spp. Guan et al., 2008

M. chacoense Prosopis alba Veldzquez et al., 2001

M. ciceri Cicer arietinum Nour et al., 1994; Jarvis et al., 1997
M. erdmanii Lotus corniculatus Martinez-Hidalgo et al., 2015

M. gobiense Astragalus filicaulis, L. frondosus, L. tenuis Han et al., 2008a
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Tabla 1: Especies de bacterias formadoras de nédulos en leguminosas (continuacion).

M. hawassense

S. sesban

Degefu et al., 2013

M. huakuii Astragalus sinicus Chen et al., 1991; Jarvis et al., 1997
M. jarvisi L. corniculatus Martinez-Hidalgo et al., 2015

M. loti L. corniculatus Jordan, et al.,1984; Jarvis et al., 1997
M. mediterraneum C. arietinum Nour et al., 1994; Jarvis et al., 1997
M. metallidurans Anthyllis vulneraria Vidal et al., 2009

M. muleiense C. arietinum Zhang etal., 2012a

M. opportunistum B. pelecinus Nandasena et al., 2009

M. plurifarium A. senegal de Lajudie et al., 1998b

M. gingshengii A. sinicus Zheng et al., 2013

M. robiniae Robinia pseudoacacia Zhou et al., 2010

M. sangaii Astragalus luteolus y Astragalus ernestii Zhou et al., 2013

M. septentrionale

Astragalus adsurgens

Gao et al., 2004

M. shangrilense

Caragana spp.

Lu et al., 2009b

M. shonense

A. abyssinica

Degefu et al., 2013

M. silamurunense

Astragalus spp.

Zhao et al., 2012

M. tamadayense

Anagris latifolia Lotus berthelotii

Ramirez-Bahena et al.,2012

M. tarimense

L. frondosus, L. tenuis

Han et al.,, 2008a

M. temperatum

A. adsurgens

Gao et al., 2004

M. thiogangeticum

Clitoria tematea

Ghosh y Roy, 2006

M. tianshanense

Glycirrhiza pallidiflora

Chen et al., 1995; Jarvis et al., 1997

Familia Bradyrhizobiaceae

- Género Bradyrhizobium

B. canariense Chamaecytisus proliferus Vinuesa et al., 2005

B. cytisi Cytisus villosus Chahboune et al., 2011
B. dagingense Glycine max Wang et al., 2013a

B. diazoefficiens G. max Delamuta et al., 2013
B. denitrificans Aeschynomene indica van Berkum et al., 2006***
B. elkanii G. max Kuykendall et al., 1992
B. erythrophlei Erythrophleum fordii Yao et al., 2015

B. ferriligni E. fordii Yao et al., 2015

B. ganzhouense Acacia melanoxylon Luetal., 2014

B. huanghuaihaiense G. max Zhang et al., 2012b

B. icense Phaseolus lunatus Durén et al., 2014

B. ingae Inga laurina Da Silva et al., 2014

[so)

. iriomotense ****

Entada koshunensis

Islam et al., 2008

B. japonicum

G. max

Jordan, 1982

B. jicamae Pachyrhizus erosus Ramirez-Bahena et al., 2009
B. lablabi Lablab purpureus, Arachis hypogaea Changetal., 2011

B. liaoningense G. max Xu et al., 1995

B. lupini Lupinus sp. Peix et al., 2015

B. manausense Vigna unguiculata Silva et al., 2014

B. neotropicale Centrolobium paraense Zilliet al., 2014

B. oligotrophicum Aeschynomene indica Ramirez-Bahena et al., 2013
B. ottawaense G. max Yuetal, 2014

B. pachyrhizi P. erosus Ramirez-Bahena et al., 2009
B. paxllaeri P. lunatus Duran et al., 2014

B. retamae Retama sphaerocarpa y R. monosperma Guerrouj et al., 2013

B. rifense C. villosus Chahboune et al., 2012

B. yuanmingense Lespedeza spp. Yao et al., 2002
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Tabla 1. Especies de bacterias formadoras de nédulos en leguminosas (continuacion) B. Especies
que nodulan leguminosas y no pertenecen a los rizobios clasicos.

Clase I. a Proteobacteria.
Orden Rhizobiales

Especie de rizobio

‘ Hospedador de origen

Referencia

Familia Phyllobacteriaceae - Género Phyllobacterium

P. ifrigiyense

Astragalus algerianus Lathyrus numidicus

Mantelin et al., 2006

P. leguminum

A. algerianus Argyrolobium uniflorum

Mantelin et al., 2006

P. sophorae

Sophora flavescens

Jiao et al., 2015b

P. trifolii

Trifolium pratense

Valverde et al., 2005

Familia Xanthobacteraceae - Género Azorhizobium

A. caulinodans

S. rostrata

Dreyfus et al., 1988

A. doebereinerae

S. virgata

Moreira et al., 2006

Familia Hyphomicrobiaceae - Género Devosia

D. neptuniae

Neptunia natans

Rivas et al., 2002; Rivas et al., 2003

D. yakushimensis

Pueraria lobata

Bautista et al., 2010

Familia Brucellaceae - Gén

ero Ochrobactrum

O. ciceri C. arietinum Imran et al., 2010
O. cytisi Cytisus scoparius Zurdo-Pifieiro et al., 2007
O. lupini Lupinus albus Trujillo et al., 2005

Familia Methylobacteriaceae - Género Methylobacterium

M. nodulans

Crotalaria sp.

Sy et al., 2001, Jourand et al., 2004

Clase Il. BProteobacteria
Orden Burkholderiales

Familia Burkholderiaceae

Género Burkholderia

B. aspalathus

Aspalathus abietina

Mavengere et al., 2014

B. caballeronis P. vulgaris Martinez-Aguilar et al., 2014

B. caribensis Mimosa spp. Achouak et al.,1999;Vandamme et
al.,2002

B. diazotrophica Mimosa spp. Sheu et al., 2013

B. dilworthii

Lebeckia ambigua

De Meyer et al., 2014

B. dolosa (B. cepacea
genomovar V)

Alysicarpus glumaceus

Vandamme et al.,2002;Vermis et al.,2004

B. kirstenboschensis

Hypocalyptus coluteoides, H. oxalidifolius,
H. sophoroides, Virgilia oroboides

Steenkamp et al., 2015

B. mimosarum

Mimosa spp.

Chen et al., 2006

B. nueva especie

Lebeckia ambigua

Howieson et al., 2013

B. nodosa Mimosa bimucronata, Mimosa scabrella Chen et al., 2007
B. phymatum Machaerium lunatum Vandamme et al., 2002
B. rhynchosiae Rhynchosia ferulifolia De Meyer et al., 2013b
B. sabiae Mimosa caesalpiniifolia Chen et al., 2008
B. sprentiae Lebeckia ambigua De Meyer et al., 2013a
B. symbiotica Mimosa spp. Sheu et al., 2012
B. tuberum Aspalathus carnosa Vandamme et al., 2002

Género Cupriavidus

C. taiwanensis

Mimosa spp.

Chen et al,2001;Vandamme y Coenye,
2004

* Fueron aisladas de tumores de las raices de Capsicum annuum, con capacidad de desencadenar la nodulacién en G.

max.

** Fueron aisladas de las raices de Oryza alta, con capacidad de nodular P. vulgaris y G. max.

*** Estos autores no describieron esta especie, pero descubrieron que pueden formar nédulos en leguminosas y la
propusieron para que se incluyera en el género Bradyrhizobium.
****Ajsladas de malformaciones parecidas a tumores de las raices de Entada koshunensis, con capacidad de nodular M.

atropurpureum.
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3.2 Habitat y estilos de vida.

Los rizobios pueden permanecer en vida libre durante largos periodos en el suelo,
aun en ausencia de leguminosas (Lindstrom et al., 1990), como bacterias saprofitas del
suelo, donde consumen diversas fuentes de C pero no son capaces de fijar N,. Sin
embargo, la vida saprofitica puede incluir dos estados. En uno de ellos, denominado
estado plancténico los rizobios pueden moverse por medio de flagelos, que de acuerdo a
la especie, varian en numero, composicidon y localizacion en la superficie celular. Los
flagelos bacterianos son activados por los sistemas quimiotacticos capaces de sensar
nutrientes y peligros del medio ambiente. Alternativamente a este estado, pueden formar
biopeliculas (biofilms), donde tampoco son capaces de fijar N, y adquieren una
organizacién que les ofrece proteccidn ante sustancias tdxicas, radiaciones ultravioletas,
desecacion y otros peligros. Su formacién comienza con la adhesién reversible a la
superficie, siendo aun capaces de retornar al estado plancténico. Posteriormente, las
células pierden el flagelo y comienzan a secretar sustancias poliméricas que ayudaran a la
adhesidn firme de las bacterias y a la formacion de la estructura tipica de las biopeliculas.
En su arquitectura se observan canales por los que circulan agua y nutrientes. Una vez
gue estas estructuras maduran, y de acuerdo a sefiales como por ejemplo la escasez de
nutrientes, las células pueden retornar al estado plancténico, desprendiéndose de la
matriz y expresando nuevamente el flagelo. Este desprendimiento permite a los rizobios
colonizar nuevos habitats, ya sea la rizdésfera de una raiz en crecimiento u otra superficie
en la que se encuentren nutrientes disponibles. Este estilo de vida comunitario puede
establecerse incluso entre diferentes especies bacterianas y se encuentra estrechamente
relacionado a la densidad celular a través de un mecanismo de Quorum Sensing. La
formacidn de biopeliculas en los rizobios se ha descripto para especies como S. meliloti, R.
leguminosarum, R. etli, M. huakii, M. tianshanense, B. elkanii y B. japonicum (Fujishige et
al., 2006; Sanchez-Contreras et al., 2007; Perez-Gimenez et al., 2009; Rinaudiy Giordano,
2010).

Finalmente, los rizobios presentan otra forma de vida como simbiontes dentro de su
leguminosa hospedadora. Esta simbiosis es altamente especifica en algunos casos vy
requiere un intercambio de sefiales moleculares entre ambos simbiontes. Los rizobios

sufren una importante diferenciacion a un nuevo estadio denominado bacteroide,
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adquieren formas irregulares, inmoéviles, fijan N, y sélo pueden utilizar acidos
dicarboxilicos como fuentes de carbono. Se produce una transferencia de C desde la
planta al rizobio diferenciado, donde es oxidado para producir la energia requerida para
la fijacién del N, (Prell y Poole, 2006). A continuacion, se presenta una breve resefia de los

procesos que ocurren en la simbiosis rizobio-leguminosa.

4. Simbiosis rizobio- leguminosa.

4.1. Reconocimiento de los simbiontes: Intercambio de seiiales entre el rizobio y la

leguminosa.

La rizdsfera se puede definir como la porcidn de suelo asociada inmediatamente a las
raices de plantas. Posee propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas diferentes a las del
resto del suelo, que hacen de ella un ambiente particularmente adecuado para el
crecimiento de microorganismos. Las raices de las plantas exudan diferentes compuestos
organicos a la rizésfera como carbohidratos, acidos organicos, vitaminas, aminoacidos y
derivados fendlicos, los cuales son consumidos por diversos microorganismos (Bowen y
Rovira, 1999).

Las leguminosas atraen a los rizobios simbiontes principalmente a través del exudado
de compuestos fendlicos del tipo flavonoides (derivados de 2-fenil-1,4-benzopirona), que
son producidos como resultado del metabolismo secundario de la planta. Los flavonoides
son la primera sefal que reciben los rizobios de su leguminosa hospedera, estimulando su
migracion hacia la superficie radical. Estudios previos han demostrado que estos
compuestos juegan un rol multifuncional en la comunicaciéon planta-microorganismo vy
planta-planta a nivel de rizésfera (Downie, 1994; Spaink, 2000). Cada leguminosa exuda
un conjunto caracteristico de flavonoides que activan especificamente a los genes de
nodulacion (genes nod) del rizobio simbiético (Perret et al., 2000). En primera instancia,
los flavonoides interactian con las proteinas citoplasmaticas NodD, factores de

transcripcion que estimulan la expresion de genes que codifican proteinas necesarias para
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la sintesis de una molécula rizobiana denomina factor Nod que actuara como sefial sobre
la planta.

El factor Nod o lipoquitooligosacdrido tiene un esqueleto de [-1,4-N-acetil-D-
glucosamina y presenta de tres a cinco mondmeros. En el grupo amino correspondiente al
azucar del extremo no reductor se une una marcada variedad de acidos grasos formando
uniones amida, los cuales dependiendo de cada factor Nod tendran diferente grado de
saturacion. Sobre esa estructura basica (ver Figura 4) y dependiendo de la especie de
rizobio, se encuentran modificaciones o sustituciones muy variadas tanto en el extremo
reductor como en el no reductor (Perret et al., 2000). Los genes esenciales para formar el
esqueleto del factor Nod se encuentran en el operdon nodABC, mientras que otros genes
como noe y nol se encuentran en distintos operones y codifican para las enzimas que
sintetizan las sustituciones que conferirdn la especificidad con el hospedador. Estos
sustituyentes pueden ser fucosas, sulfatos, acetilos, metilos y otros. En paralelo, se
introducen diferencias en las cadenas de 4cidos grasos del extremo no reductor (Perret et
al., 2000). Muchas especies bacterianas expresan mas de un factor Nod y por ello es dificil

predecir el huésped Unicamente con este dato.
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Figura.4: Estructura general de los factores Nod producidos por rizobios. R: indica
los grupos variables, n: el nimero de repeticiones (D"Haeze y Holsters, 2002).

Moron et al., (2005) demostraron que Rhizobium tropici CIAT899 expresa 52 tipos de
factor Nod en condiciones acidas, comparados con 29 en condiciones neutras, habiendo
Unicamente 15 estructuras comunes entre ambas. Asimismo, existen especies como R.
etli y M. loti que expresan el mismo factor Nod y, sin embargo, nodulan distintos

hospedadores, Phaseolus spp. y Lotus spp., respectivamente. Del mismo modo, se ha
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observado que dos especies que expresan diferentes lipoquitooligosacaridos pueden
nodular la misma planta hospedadora, por ejemplo, R. tropici (sustituido con un grupo
sulfato) y R. etli (sustituido con una acetilfucosa) nodulan P. vulgaris (Perret et al., 2000).
Mas recientemente se ha demostrado que en dos cepas de Bradyrhizobium sp. capaces
de realizar fotosintesis (BTAil y ORS278) los genes centrales nodABC y por ende los
factores Nod, no son necesarios para establecer la simbiosis (Giraud et al., 2007). Como
se puede apreciar, la especificidad de este didlogo molecular no es tan estrecha como se
considerd en un principio (Bauer et al., 1994; Dénarié et al., 1996).

Asimismo, existen otros conjuntos de moléculas que también ayudan a esta
interaccion y son expresadas tanto por la planta como por la bacteria. Entre las
expresadas por la planta se encuentran: betainas, xantonas, compuestos fendlicos,
lectinas y jasmonatos. Entre las expresadas por el rizobio pueden encontrarse proteinas
secretadas por los sistemas de transporte tipo | y tipo lll, polisacaridos de superficie
implicados en el reconocimiento con lectinas vegetales y moléculas relacionadas al
Quorum Sensing (Cooper, 2007).

Este intercambio de sefiales ocurre en la rizdsfera, donde las concentraciones de los
metabolitos (del orden de nano o picomolar) y el transporte de los mismos dependen de
factores ambientales. La distancia que deban recorrer los flavonoides hasta ser percibidos
por los rizobios cumplird un rol determinante en el establecimiento de la simbiosis. En
principio, los sistemas de quimiotaxis y movilidad seran los encargados de mediar este
tipo de respuestas, siempre subordinados a las condiciones del ambiente. En el caso de
rizobios de crecimiento rapido, como S. meliloti, R. leguminosarum bv phaseoli se ha
observado, in vitro, una correlacidon entre la quimiotaxis hacia flavonoides y la expresion
de los genes nod (Aguilar et al., 1988). No obstante, en B. japonicum, rizobio de
crecimiento lento, no se ha observado quimiotaxis positiva hacia genisteina y diadzeina,
dos isoflavonas que son capaces de estimular la expresion de los genes de nodulacion
secretadas por las raices y semillas de soja (Barbour et al., 1991). Por el contrario, se ha
observado un efecto positivo de la quimiotaxis hacia dacidos organicos, acidos
hidroxiaromaticos y aminodcidos como aspartato y glutamato, compuestos presentes en
los exudados radicales (Barbour et al., 1991; Cooper, 2007). En la década de 1980 se

realizaron muchos trabajos relacionando la quimiotaxis de los rizobios con su capacidad
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de infectar leguminosas, sin embargo, los experimentos no se llevaron a cabo en medio
natural sino en soluciones acuosas. Por ello no se puede hacer una interpretacién lineal
de los resultados para dilucidar el verdadero rol de la quimiotaxis y la movilidad en la
infeccion.

Las leguminosas expresan receptores de transmembrana especificos de factores Nod,
o NFPs (Nod Factor Perception) y de esta manera son capaces de reconocerlos aun a
concentraciones del orden de picomolar. Estos receptores presentan dominios
extracelulares capaces de reconocer glucanos como la N-acetilglucosamina, un dominio
transmembrana y un dominio quinasa citosélico (Mulder et al., 2006). Se han
caracterizado algunas de estas proteinas, por ejemplo en Medicago truncatula (Amor et
al., 2003; Smit et al., 2007), en Lotus japonicus (Madsen et al., 2003) y en Pisum sativum
(Walker et al., 2000).

Finalmente, se ha descripto que en la planta se genera una cascada de sefializacion
gue induce multiples respuestas necesarias para la infeccion como: la deformacion del
pelo radical, la despolarizacion de la membrana, las oscilaciones de calcio intracelular, la
reactivacion de la divisiéon celular en las células corticales, y la activaciéon de la

transcripcién de genes necesarios para la infeccion (Jones et al., 2007).

4.2. Colonizacidn y adhesion de los rizobios a las raices.

Los rizobios en vida libre pueden permanecer durante largos periodos en el suelo,
aun en ausencia de leguminosas. Dado que estas bacterias no son capaces de esporular,
es posible que su permanencia en el suelo dependa de la presencia de nichos favorables a
los que puedan colonizar. Cuando las raices de las plantas penetran en el suelo se
producen cambios importantes en la composicidon quimica de la solucién del suelo debido
a que exudan una variedad de aminoacidos, proteinas, azucares, carbohidratos
complejos, flavonoides, alcoholes, vitaminas, hormonas y acidos organicos. Este ambiente
enriquecido en nutrientes puede promover el crecimiento de las poblaciones rizobianas
del suelo y su movilizaciéon hacia las raices a merced de la quimiotaxis positiva que

presentan hacia muchos de estos compuestos, en forma inespecifica (Gaworzewska y
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Carlile, 1982) o en forma selectiva ante la presencia de ciertos flavonoides liberados por
su hospedante simbidtico (Caetano Anollés et al., 1988). Ademas, las propias raices en su
proceso de desarrollo pueden encontrar rizobios libres. El resultado de todos estos
procesos es la colonizacidn de la rizdsfera, que esta sujeta a influencias fisicas y bioldgicas
de las propias raices. Inmediata a la superficie radical existe una capa mucilaginosa
(mucigel) de unos 0,5 a 8 um de espesor (Greaves y Darbyshire, 1972), que se continua en
la rizdsfera. La superficie misma de la raiz por debajo del mucigel, denominada rizoplano
y las zonas subcorticales de la raiz (endorizdsfera) también pueden ser colonizadas por las
bacterias. De ese modo, la colonizacidon de la rizésfera, el mucigel, el rizoplano vy la
endorizdsfera permiten el rapido crecimiento de las poblaciones bacterianas.

Las lectinas vegetales son proteinas que tienen al menos un dominio no catalitico de
union a un mono u oligosacarido y se encuentran en altas cantidades en las semillas y en
también en hojas, tallos y raices. Estas pueden servir como receptores de polisacaridos de
superficie del rizobio (Hirsch, 1999). Ademas las lectinas estan implicadas en parte en la
especificidad simbidtica, por ejemplo, la expresion de la lectina de soja en Lotus
corniculatus transgénico, permitié que la planta sea nodulada por B. japonicum (van Rhijn
et al.,, 1998). Entre las proteinas de la bacteria que median la interaccién han sido
estudiadas la ricadesina de R. leguminosarun bv. viciae (Smit et al., 1989), la RapA1l de R.
leguminosarum bv. trifolii (Ausmees et al., 2001; Mongiardini et al., 2008).

En términos generales, se ha descripto el proceso de adhesion de los rizobios a las
raices de las leguminosas en dos etapas. En una primera etapa ocurre una adhesion débil
y reversible, donde las lectinas de leguminosas pueden reconocer un carbohidrato de
superficie del rizobio y también proteinas como la ricadesina y la RapAl estarian
implicadas en la unién. En una segunda etapa intervienen fibras de celulosa bacteriana, ya
sea producida antes o después de la adhesion de las bacterias. Estas fibrillas causarian
una union irreversible y la formacién de agregados bacterianos en la superficie del
hospedador (Ausmees et al., 1999; Laus et al., 2005).

Por otra parte, sumado a las caracteristicas intrinsecas de cada individuo, los
procesos de adhesidon bacteriana a las raices dependen también de variables como la
densidad del indculo, el pH, las condiciones de la incubacion y la fase de crecimiento de la

bacteria (Albareda et al., 2006).
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4.3. La infeccidn.

A continuacién de la adsorcién firme y la colonizacidn rizosférica, tiene lugar la
infeccion de los pelos radicales. Cuando los rizobios infectan las raices ocurren una serie
de cambios morfoldgicos caracteristicos: los pelos se deforman, a veces se ramifican y
presentan un punto refringente en su extremo apical. Entre estas deformaciones es
particularmente importante el enrulado (curling) que consiste en un encurvamiento del
pelo, como consecuencia de la elongacidon desigual de uno y otro lado del pelo en
crecimiento apical (Miller et al., 2000; Esseling et al., 2003). Es posible que los factores
Nod, al ser reguladores del crecimiento (Oldroyd, 2007), retrasen la elongacién en uno de
los lados del pelo y las bacterias quedan atrapadas en una especie de bolsillo. Alli, por
medio de una actividad celulasica son capaces de degradar la pared celular e ingresar
generando luego una invaginacion de la membrana (Robledo et al., 2008). Esta

invaginacion crece en direccidn opuesta a la direccion de

crecimiento que presentaba el pelo al momento de la
infeccidn. El interior de este canal se denomina hilo de
infeccion (ver Figura 5) y es ocupado por un solo clon de
bacterias o, a lo sumo dos. Este espacio es equivalente al
medio extracelular, ya que se ha demostrado que posee
proteinas pertenecientes a la matriz extracelular
(Rathbun et al., 2002). En la punta del hilo de infeccién
los rizobios se dividen activamente y el mismo progresa

hacia el interior de la raiz hasta alcanzar la zona

subcortical, donde se esta desarrollando el primordio del

) ) ) ) » ) Figura 5. Hilo de infecciéon de
nodulo. El pasaje del hilo de infeccion de una célula a otra | ys sqtiva cuando es infectado

por una cepa de S. meliloti. Se
puede observar el enrulado del
pelo y la formacién de un hilo
completo (Jones et al., 2007).

implica degradacion local de la pared celular, fusion de

ésta con el hilo de infeccidn e iniciacion de una nueva

invaginacion que permite el crecimiento del mismo
(Gage, 2004).

Otra forma de invasion del huésped es la generada por Azorhizobium caulinodans en
Sesbania rostrata y por Bradyrhizobium sp. en Arachis hipogea. En este proceso no se

desarrolla un hilo de infeccidn sino que los rizobios penetran por roturas (crack entry)
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gue generalmente ocurren en las axilas de raices secundarias emergentes y se dispersan
luego por los espacios intercelulares hasta llegar al primordio de nddulo (Goormachtig et
al., 2004).

En relacidn a la eficiencia de las infecciones que se inician, puede verse que no todos
los hilos de infecciéon terminan en la formacion de nddulos. Se observa cominmente un
gran numero de hilos de infeccidn abortivos. Este tipo de regulacion ha sido estudiada en
detalle en soja (Caetano Anollés y Gresshoff, 1990) y en alfalfa (Caetano Anollés y Bauer,
1988). A través de un mecanismo sistémico la planta controla el nimero de nddulos
totales que se desarrollan en la raiz. Es posible que mediante esta regulacién, la planta
nivele sus demandas de nitrégeno fijado con su capacidad de aportar fotosintatos para el
funcionamiento de los nédulos (Caetano Anollés y Gresshoff, 1991). Es interesante notar
gue la obtencion de nitrégeno como NO3™ posee un costo energético menor para la planta
que la fijacidon simbidtica de nitrégeno, y que en presencia de NO3™ la nodulacién se ve
inhibida en una forma que también esta controlada por la planta en forma sistémica con
una participacién importante de la parte aérea (Streeter, 1988). Asi, la regulacién de la
nodulacién por parte de la planta opera tanto a nivel de reconocimiento de la presencia
de fuentes de nitrégeno fijado (lo que inhibe la nodulacidon) como a nivel del nimero de
infecciones exitosas permitidas (si no dispone de nitrégeno fijado), con objeto de ajustar
sus necesidades biosintéticas a sus disponibilidades energéticas.

El factor Nod seria necesario durante todo el proceso de infeccidén e incluso para una
correcta invasién del nédulo (Gage, 2004; Jones et al., 2007). El inicio y crecimiento de los
hilos de infeccién es un proceso complejo caracterizado por la participacion de sefiales
del rizobio y requerimientos de ciertas estructuras superficiales de la bacteria cuya
ausencia resulta en el aborto o ausencia de las infecciones. De este modo, ciertos
componentes superficiales de la bacteria parecen tener un rol en la modulacién de la
infeccion. Entre estos componentes se encuentran los polisacaridos capsulares (CPS),
exopolisacaridos (EPS) y lipopolisacaridos (LPS) componentes de la membrana externa de
las bacterias gran negativas. En la simbiosis rizobio-alfalfa, el exopolisacarido de S. meliloti
estd involucrado en disparar la regulacion de la nodulacién por retroinhibicion (Caetano
Anollés et al., 1990). En trébol, Dazzo et al.,, (1991) describieron que el LPS de R.

leguminosarum bv. trifolii modula el crecimiento del hilo de infeccidon. Lagares et al,
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(1992) aislaron un mutante de S. meliloti con el LPS alterado que mostraba un retardo en
la formacion de nédulos y muy reducida capacidad competitiva frente al parental del tipo
silvestre.

La poblacién clonal del hilo de infeccidon se descarga en las células corticales, donde
ya se ha inducido la formacion del primordio de nédulo (Oldroyd y Downie, 2008). El
numero de hilos de infeccién que se inician es mucho mayor que la cantidad de nédulos
gue finalmente se formardn, como se menciond anteriormente. Este hecho vislumbra la
existencia de un mecanismo de defensa de la planta para evitar una infeccién ilimitada.
Las plantas tienen una primera linea de defensa que consiste en un sistema de
reconocimiento de elicitores de patdgenos. Se han encontrado semejanzas interesantes
entre estas respuestas ante patdgenos y en la percepcidn del factor Nod. Los factores
Nod son capaces de controlar la concentracién de especies reactivas del oxigeno (ROS), se
cree que con el fin de permitir la formacién del hilo de infeccidn (Santos et al., 2001).
Estas especies ayudarian a la remodelacidn de la pared celular. Si hay un desbalance en
los niveles de ROS, particularmente un exceso, se abortara la infeccion de ese hilo,
aungue la via de sefializacion por medio de la cual esto ocurre se desconoce (Jones et al.,
2007). Se sabe que mutantes de S. meliloti en algunas de las tres catalasas que tiene la
bacteria o en una de las dos superéxido dismutasas, son sensibles a ROS pero no son
defectivas en simbiosis (Jones et al., 2007). Por otro lado, se ha observado que el acido
jasmoénico y el etileno, implicados en las respuestas de defensa de las plantas ante
patdégenos, también estarian involucrados en la nodulacién. Ambos modulan las
oscilaciones de calcio en las células de la raiz generadas en respuesta al factor Nod. Las
vias de sefalizacién de ambos compuestos estarian relacionadas aunque se desconoce a
qué nivel (Sun et al., 2006). Un ejemplo llamativo de estas regulaciones se observa en el
caso del par simbidtico S. rostrata y A. caulinodans. En este sistema, la infeccion puede
ocurrir via crack entry en condiciones de inundacién, donde el gas etileno se disuelve en
el agua y es necesario para la infeccion; mientras que también puede suceder la infeccidn
via hilo de infeccidn en condiciones de capacidad de campo y, en este caso, el etileno es
inhibidor de la nodulacidn (Oldroyd y Downie, 2008).

Al describir el proceso de infeccién se puede apreciar que existe una delgada linea

gue separa el mutualismo de la patogénesis. Como se ha mencionado, las leguminosas

25



expresan una respuesta de defensa local, lo cual sugiere que el rizobio en su entrada es
percibido como un patégeno. No obstante, el factor Nod logra controlar respuestas mas
avanzadas de la planta, de modo tal que durante el desarrollo del nédulo, los genes
asociados a la inmunidad se encuentran reprimidos (Brechenmacher et al., 2008; Soto et

al., 2008).

4.4. Organogénesis del nodulo.

El primordio del nédulo se induce por la accion del factor Nod que en un principio se
pone en contacto con la epidermis de la raiz (Oldroyd y Downie, 2008). Este evento
ocurre en paralelo a la formacién del hilo de infeccién. Una vez inducido, en el primordio
contindan las divisiones mitdticas de las células corticales, que sufren un proceso de
desdiferenciacién, conduciendo a la formacién de un meristema cuya funcién serd
generar el tejido en crecimiento del nédulo. De acuerdo al programa genético de la
leguminosa, se pueden formar dos tipos de nédulos con distinta morfologia. Los nddulos
determinados tienen forma redondeada debido a que presentan un meristema apical
periférico que no es permanente. En estos nddulos las células infectadas mds jévenes
estdn inmediatamente por debajo del tejido periférico, los simbiosomas (bacteroides
rodeados por membrana vegetal) funcionales se encuentran en una capa intermedia,
mientras que los simbiosomas senescentes se hallan en la zona central. Los nddulos
indeterminados son alargados debido a que las células del cortex interno generan un
meristema apical persistente En estos ndédulos se distinguen zonas transversales,
llamadas zona | o del meristema libre de bacterias, zona Il o zona donde penetran los
hilos de infeccidn y los bacteroides se dividen y diferencian, una interzona lI-lll, zona Ill o
zona de simbiosomas fijadores de N, y zona IV donde se encuentran bacteroides en
senescencia (ver Figura 6.). Estas zonas se suceden desde el apice del nédulo hacia la
base. En ambos tipos nodulares, los rizobios que provienen del hilo de infeccidon son
endocitados en el citoplasma de las células del primordio, quedando envueltos en la
membrana de origen vegetal denominada Membrana Peribacteroidal (MPB) y dando

origen al simbiosoma.
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En la infeccidn de los nédulos indeterminados los rizobios se dividen algunas veces
después de ser rodeados por la MPB, con lo cual es comun la presencia de mas de un
bacteroide por simbiosoma. En las infecciones que resultan en nddulos determinados, no
habria divisién de las bacterias una vez envueltas por la MPB, sin embargo, se observan
simbiosomas con mas de un bacteroide que pueden provenir de fusiones de
simbiosomas. La MPB tiene proteinas tanto vegetales como bacterianas, que le confieren
caracteristicas particulares y permite delimitar un espacio donde ocurrira |Ia

diferenciacién a bacteroide y la fijacion del N, (Gage, 2004).

nadulo indeterminado nadulo determinado
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¥aseular endodermis
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Figura 6: Esquemas de cortes longitudinales de un nédulo indeterminado y
un ndédulo determinado. Para una descripcion detallada, véase el texto.
(Modificado de Popp y Ott, 2011).

En cuanto a los exopolisacaridos (EPS) de rizobios y su relacion con el tipo nodular, se
ha establecido que son estrictamente necesarios para la nodulacidn en aquellas

leguminosas que forman nédulos indeterminados (Fraysse et al., 2003).

27



Las especies que forman nddulos determinados son en general de climas tropicales,

siendo las mas conocidas Glycine max (soja) y Phaseolus vulgaris (poroto) o subtropicales

como Lotus japonicus. Dentro de las especies que forman nddulos indeterminados, las

mas conocidas son Trifolium sp. (trébol), M. sativa (alfalfa) y P. sativum (arveja). En la

Figura 7. se muestra, a modo de resumen, un esquema general del establecimiento de la

simbiosis.
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Figura 7. Esquema general del desarrollo de un nédulo indeterminado (A) con las
principales moléculas que intervienen en el reconocimiento (B). Los flavonoides
secretados por la leguminosa en el suelo son percibidos por el rizobio que dispara la
produccion del factor Nod. Entre las respuestas generadas en el hospedador se produce el
enrulado del pelo radical y su invasidon que requiere la presencia de los EPS bacterianos y
dispara la produccion de ROS del hospedador. En forma paralela, el factor Nod induce la
division celular en las células del cortex de la raiz (representadas en celeste) conduciendo la
formacién del primordio nodular. Zonas |, II, Ill y IV se detallan en el texto. Modificado de
Gibson et al., (2008).
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4.5. Diferenciacion y fijacion de nitrégeno.

Los rizobios en el simbiosoma sufren una diferenciacién hacia un nuevo estadio
denominado bacteroide. Esto se logra debido a un cambio substancial en su metabolismo
y cuyas caracteristicas mas sobresalientes son: el aumento de tamario de la célula (hasta
10 veces), la ausencia de flagelos, la incapacidad de duplicarse, el cambio en el
metabolismo de fuentes de C y la expresion de la enzima nitrogenasa. Para alcanzar este
nuevo fenotipo debe haber un importante cambio en la expresién de los genes
bacterianos. Estudios de transcriptémica mostraron un aumento en la expresion de genes
relacionados tanto al intercambio de compuestos carbonados y de amonio, como a su
metabolismo; de genes implicados en las vias de sintesis de vitaminas y en procesos
relacionados al estrés, tales como proteinas del shock térmico, chaperoninas, y otras
(Djordjevic, 2004). Contrariamente, se observd la represiéon de genes relacionados al
metabolismo del ADN, del ARN y de la traduccidn, asi como genes de la biosintesis de
purinas, genes involucrados en la progresién del ciclo celular y genes de movilidad y
guimiotaxis (Becker et al., 2004; Pessi et al., 2007).

Los bacteroides utilizan como Unica fuente de C los acidos malato y succinato cedidos
por la planta. A cambio de ello, ofrecen a la leguminosa el amonio que obtienen por
medio de la enzima nitrogenasa. Este metabolismo constituye el eje central de la
simbiosis rizobio-leguminosa. La nitrogenasa confiere a los diazétrofos la capacidad de
reducir el N, a NH,". Esta enzima es un complejo multienzimatico, compuesto por dos
metaloproteinas, una con un centro hierro-azufre y molibdeno (Mo), y la otra, con un
centro de hierro (Fe). El oxigeno es capaz de inhibir la enzima, al desnaturalizar
irreversiblemente a su cofactor Mo-Fe (Shah y Brill, 1977). Sin embargo, por medio de un
sistema de dos componentes, los rizobios son capaces de sensar los niveles de este gas y
responder a ellos. Este sistema estd compuesto por las proteinas FixLJ, donde FixL es un
sensor ubicado en la membrana del bacteroide que se activa cuando el nivel de oxigeno
disminuye lo suficiente y entonces transfiere la sefial a FixJ. FixJ activa a su vez la
expresion de nifA y nifK, encargadas de regular positivamente la expresidon de los genes
de la nitrogenasa y de las enzimas encargadas de la biosintesis de nuevos citocromos,

respectivamente. En algunos casos, nifA es capaz de sensar directamente al oxigeno
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(Fischer, 1994). Una vez sintetizados todos los componentes del complejo de la
nitrogenasa, esta enzima cataliza la transformacién de una molécula de N, a NH," por
medio de reacciones de dxido-reduccion y la energia aportada por el ATP.

La ecuacién completa de la reaccion es:

N, + 8H" + 8 e-+n ATP - 2 NH3 + H, + n ADP + n Pi

El H, se genera como subproducto de la reaccién en la reducciéon del N,. EI ATP
consumido por cada N, transformado es de 16 moléculas o mas dependiendo del flujo de
protones (Halbleib y Ludden, 2000). Debido a la baja tension de oxigeno necesaria para
que dicha reaccidn sea viable, el nédulo es un ambiente reductor generado por la
proteccion de una capa celular exterior que lo envuelve, formando una barrera de
proteccion a la difusion del oxigeno desde la atmdsfera del suelo.

Ademas, la planta suministra al nédulo una proteina llamada leghemoglobina, capaz
de unir y transportar oxigeno con gran afinidad, lo que resulta en concentraciones de
oxigeno extremadamente bajas en el nédulo. Sus niveles y regulacion en el nddulo son
muy estrictos, pues se establece un compromiso entre la baja concentracién de O,,
imperiosa para el funcionamiento de la nitrogenasa, y la necesidad de aquél como
aceptor final de electrones en la fosforilaciéon oxidativa, la cual proveera el ATP necesario
para la fijacién de N, (Jones et al., 2007). El problema de la difusién de O, también ha
requerido la evolucidn de una citocromo oxidasa de alta afinidad por el oxigeno, la que se
expresa exclusivamente en el bacteroide (Preisig et al., 1996).

El intercambio de sefales solubles entre los simbiontes forma parte de un proceso
complejo por el cual se producen modificaciones funcionales muy tempranas en la
bacteria y en la planta. Los rizobios se unen a la planta en un proceso conocido como
adsorcion. Dicho proceso en el paso previo a la infeccién de las raices. Historicamente en
esta etapa ha sido donde primero se ha investigado la posible evidencia de la

especificidad que refleja el comportamiento global de la asociacién.
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5. Factores ambientales que inciden sobre el establecimiento de las asociaciones

simbioticas rizobio-leguminosa.

La nodulacién y FBN requeriran que la planta huésped y los microsimbiontes sean
compatibles, y también que el medio ambiente del suelo sea apropiado para el
intercambio de senales que precedera al proceso de infeccion. Como se ha descripto en
las secciones anteriores, el establecimiento de una simbiosis efectiva requiere de una
colonizacion y supervivencia del rizobio en el suelo, asi como competencia saprofitica con
otros microorganismos, una adecuada colonizacion de la rizésfera antes de la infeccion
radical y compatibilidad genética entre el huésped y la bacteria para establecer un nédulo
efectivo, y un ambiente favorable que permita el intercambio de sefiales, la infeccién y la
fijacion de N, en los nddulos maduros.

Diversos investigadores han documentado la importancia de los diferentes estreses
edaficos sobre la persistencia de los rizobios en el suelo, la nodulacién y fijacién de
nitrogeno (Sadowsky, 2005; Graham, 2008). Las variaciones en el pH del suelo, la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura, entre otros factores, influiran en la
actividad metabdlica y sobrevivencia de los rizobios en el suelo y afectardn su capacidad
para iniciar interacciones simbidticas. A continuacidn se describen las caracteristicas mas
relevantes de la incidencia de los principales factores ambientales en el desarrollo de la

simbiosis rizobio-leguminosa.

5.1. Temperatura.

Las temperaturas de suelo frecuentemente registradas en zonas tropicales y
subtropicales constituyen un problema importante para la FBN de las leguminosas
(Michiels et al., 1994). La temperatura tiene una influencia marcada sobre la
supervivencia y la persistencia de cepas de rizobios en los suelos. Sin embargo, cepas de
rizobios procedentes de regiones tropicales sobreviven mejor a temperaturas altas que

cepas de rizobios de climas templados (Zahran et al., 1994).
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La influencia de la temperatura sobre los rizobios dependeria de la cepa (Zahran,
2010). Por ejemplo, Bradyrhizobium sp. fue menos susceptible que R. leguminosarum bv.
trifolii a la alta temperatura de suelo (Sadowsky, 2005). Asimismo, las temperaturas
elevadas pueden influir en la competitividad para la nodulacidon (Triplett y Sadowsky,
1992) y en la pérdida de infectividad (Segovia et al., 1991). Sin embargo, se han reportado
en la literatura rizobios tolerantes a temperaturas elevadas (40°C) que formaron nédulos
eficientes en simbiosis con P. vulgaris (Hungria et al., 1993; Michiels et al., 1994), Prosopis
juliflora (Kulkarni y Nautiyal, 1999) y Acacia sp. (Zerhari et al., 2000).

La simbiosis rizobio-leguminosa presenta una relacion oOptima de temperatura
aproximadamente de 30°C para trébol, entre 35-40°C para soja, mani y caupi, y entre 25-
30°C para poroto (Piha y Munns, 1987; Michiels et al., 1994). La exposicién de ambos
socios simbidticos a temperaturas extremas superiores o inferiores a las temperaturas
Optimas perjudica la infeccién de las raices, la estructura y funcionamiento de los
nodulos, asi como también el crecimiento y productividad de la planta (Michiels et al.,
1994).

Las temperaturas elevadas influyen directamente en la produccion o liberacién de
genes nod inductores para soja y frijol (Hungria y Stacey, 1997), donde se altera el
funcionamiento del nédulo, en particular la sintesis de leghemoglobina y la actividad de la
nitrogenasa y se acelera la senescencia del nédulo (Hungria y Vargas 2000). Segun datos
de la literatura, proteinas de choque térmico se han hallado en rizobios (Michiels et al.,
1994; Munchbach et al., 1999; Labidi et al., 2000) y alteraciones en la movilidad de LPS

por estrés caldrico (Zahran et al., 1994).

5.2. pH del suelo.

La influencia del pH de suelo sobre el proceso de nodulaciéon y FBN ha sido reportada

ampliamente (Graham, 1992; Hungria y Vargas, 2000). A nivel mundial, aproximadamente

un 25 % de las tierras cultivadas se hallan afectadas por problemas relacionados con la

acidez de suelo (Munns, 1986).
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En suelos acidos hay una importante disminucién del nimero de rizobios. Brockwell
etal. (1991) reportaron que el nimero de rizobios que en un suelo neutro puede alcanzar
10° bacterias/g, no supera los 100 rizobios/g cuando el pH del suelo es cercano a 6,0. Al
disminuir el nimero de rizobios, no todas las plantas son noduladas en cantidad
suficiente como para que haya una FBN adecuada para el crecimiento vegetal. Igualmente
se ha descripto que en suelos acidos hay un aumento en la proporcién de nddulos
inefectivos.

En general, los rizobios de crecimiento rapido (ej: S. melilotii, S. medicae, R. etli, R.
tropici, etc.) son menos tolerantes a la acidez que los rizobios de crecimiento lento (ej.
Bradyrhizobium spp.) (Brockwell et al., 1991; Keyser y Munns, 1979; Sadowsky y Graham,
1998), sin embargo, algunas cepas de R. tropici son muy acido tolerante (Graham et al.,
1992). La tolerancia a la acidez también varia entre especies de un mismo género. Asi, R.
tropici es mas tolerante a la acidez que R. leguminosarum. Asimismo, existen diferencias a
nivel de cepa, reportadas en B. japonicum (Keyser y Munns, 1979), R. phaseoli (Aarons y
Graham, 1991), R. leguminosarum bv. trifolii (Watkin et al., 2000) y S. meliloti (Howieson
y Ewing, 1986).

A pesar que los rizobios parecen mds sensibles a pHs bajos del medio que sus plantas
hospedadoras (Hungria y Vargas, 2000), la acidez también influye el crecimiento de la
leguminosa y el proceso de infecciéon (Munns, 1986). Este efecto se deberia a una
interrupcion del intercambio de sefiales entre macro y micro-simbiontes (Hungria y
Stacey, 1997) y a la represidn de los genes de nodulacién y factores Nod en los rizobios
(Richardson et al., 1988). Asi, la acidez del suelo afecta la persistencia de los rizobios, la
nodulacién y la eficiencia de fijacion de N, de algunas leguminosas (Graham y Vance

2000).

5.3. Salinidad.

Las leguminosas son reconocidas por su sensibilidad o moderada resistencia a la
salinidad. La sensibilidad a contenidos de sal elevados en el suelo se puede atribuir a la

acumulacién de iones toxicos en diferentes tejidos de la planta, que dificultardn las
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actividades enzimaticas. El estrés salino reduce la nodulacién de las leguminosas
mediante la inhibicidn las etapas tempranas del proceso simbidtico.

Los niveles de salinidad que inhiben la simbiosis rizobio-leguminosa son diferentes de
los que inhiben el crecimiento de los simbiontes individuales. La pobre performance
simbidtica de algunas leguminosas en condiciones salinas no se deberia a limitaciones en
el crecimiento y superviviencia de los rizobios en el suelo (Zarhan, 1991).

Las cepas de Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp. presentan variaciones en su
tolerancia a la salinidad (Zahran, 1991, Graham, 1992). Segun datos de la literatura, las
cepas de crecimiento rdpido son mas tolerantes a concentraciones salinas elevadas que
las de crecimiento lento (Graham y Parker, 1964; Singleton et al., 1982; Yelton et al,,
1983, Elsheikh, 1998). Dicha situacidn seria atribuida a la capacidad de las cepas de
Rhizobium sp. para influir en el potencial osmodtico (Chen y Alexander, 1973) o acumular
solutos especificos, como por ejemplo, glutamato o betaina (LeRudulier y Bernard, 1986)
con mayor rapidez que las cepas de Bradyrhizobium sp.

Una de las estrategias empleadas por los microorganismos sometidos a estrés salino
para mantener su viabilidad en el medio es la llamada estrategia de soluto compatible,
gue consiste en que los microorganismos mantienen el balance osmético mediante
pequefias moléculas que son sintetizadas por ellos o son tomadas del medio donde se
encuentran disponibles, con el objetivo de permitir el funcionamiento adecuado de las
enzimas bacterianas. Algunos ejemplos de estos variados grupos de compuestos son
polioles como el glicerol y arabinitol, azlicares y sus derivados (sacarosa, trehalosa,
glucosil-glicerol), aminoacidos y derivados de aminas cuaternarias como la glicina betaina

(Gonzalez-Hernandez y Pefia, 2002).
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Objetivos del trabajo de tesis.

Objetivo general

v’ Caracterizar a nivel funcional y molecular rizobios noduladores de Desmanthus
virgatus obtenidos de diferentes suelos argentinos.

Objetivos especificos

v’ Seleccionar poblaciones de plantas de D. virgatus en diferentes ambientes de la
Republica Argentina.

v Establecer una coleccién de rizobios obtenidos de ambientes naturales y noduladores
de D. virgatus.

v Caracterizar fenotipica y genotipicamente la coleccién de aislamientos noduladores
obtenidos previamente.

v’ Estudiar y caracterizar las propiedades simbidticas de cepas representativas de la
coleccion.

v Evaluar la habilidad de las cepas para llevar a cabo el proceso de Fijacion Bioldgica de
Nitrégeno.

v Evaluar la performance a campo de los aislamientos seleccionados de acuerdo a su
potencial aplicacién y utilidad en condiciones de uso agricola.
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Materiales y Métodos




1. Coleccion de poblaciones de plantas de D. virgatus (sensu lato).

1.1. Sitios de colectas de las poblaciones del complejo D. virgatus.

Se colectaron diez poblaciones de plantas de D. virgatus (sensu lato) en diferentes
sitios del centro y norte de Argentina, provincias de Santa Fe, Chaco, Santiago del Estero,
Entre Rios, Corrientes, Misiones, Jujuy y Salta. Para cada poblacidon se registraron sus
coordenadas geograficas a través de un sistema de geoposicionamiento satelital (GPS),

segln se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Ubicacidn geografica de las poblaciones de D. virgatus (sensu lato).

GPS
Poblacion Provincia Departamento GPS sur GPS oeste
1 Entre Rios Nogoya 32°24' 39,8 59° 33' 07,3'
2 Corrientes Santo Tomé 28°22' 50,2' 56° 06' 28,9'
3 Corrientes Santo Tomé 28° 07' 28,4' 56° 03' 03,3'
4 Misiones Candelaria 28°27' 01,7' 55° 40' 37,5'
5 Chaco San Fernando 27° 50" 28,9' 59°17' 23,2
6 Salta Rosario de la Frontera 25°45' 17,7' 64° 56' 40,8’
7 Jujuy El Carmen 24° 32" 15,5 65° 04' 50,7'
8 Jujuy Ledesma 23° 45' 40,1 64° 43' 21,8'
9 Santiago del Estero Rivadavia 28° 40' 44,5' 82° 07' 49,0'
10 Santa Fe General Obligado 28°18' 30,0' 59° 16' 29,3'

De cada poblacion se seleccionaron plantas con suelo rizosférico y se herborizd un
ejemplar de cada una, que fue determinado taxonédmicamente segun Luchetti (2014) y
conservado en el Herbario “Arturo E. Ragonese” de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA),
Universidad Nacional del Litoral (UNL), reconocido internacionalmente con la sigla SF. Se
colectaron los frutos maduros de 20-40 plantas de cada poblacién y se tomaron muestras

compuestas de suelo. Las semillas recolectadas se codificaron y conservaron, y las plantas
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vivas se cultivaron en el “Jardin de Introduccion del Campo Experimental “Juan Donnet”

de la FCA (31225’S, 60256'W).

1.2. Caracterizacion de los sitios de origen de las poblaciones de D. virgatus (sensu lato).

Las muestras de suelo de los diferentes sitios de coleccion fueron sometidas a los
siguientes analisis quimicos: Materia organica (Walkey y Black, 1934), Nitrégeno (Kjeldhal,
AOAC, 1990), Fésforo (Bray and Kurtz, 1945), pH (potenciometria, MAG, 1982) y
Conductividad eléctrica (conductimetria, MAG, 1982).

Las caracteristicas de ambiente, vegetacidon y eddaficas mas relevantes de los sitios

muestreados fueron agrupadas y se mantienen almacenadas para su posterior utilizacién.

2. Medios de cultivos y conservacion de microorganismos.

2.1 Medios de cultivo.

El medio extracto de levadura-manitol (LMA) (Vincent, 1970), se compone de:
extracto de levadura: 0,4 g I'l, manitol: 10 g I’l, NaCl: 0,1 g I'l, MgS0,4.7H,0: 0,2 g I'l,
K,HPO4: 0,5 g I'*. El medio LMA agarizado se preparé con agar 1,5% (p/v) y rojo congo
0,25% (p/Vv). La esterilizacion se realizd durante 20 minutos a 121°C en autoclave.

El medio completo (TY) (Beringer, 1974) se compone de: CaCl,.2H,0: 0,9 g I
Triptona: 5 g Itextracto de levadura: 3 g I". Para la preparacion del medio sélido se
anadid agar al 1,5 %. La esterilizacion se realizé durante 20 minutos a 1212C en autoclave.

El medio peptona-glucosa-agar (PGA) (CIAT, 1988) se compone de: peptona: 10 g I,
glucosa:5g I, agar:15¢g I purpura de bromocresol 1,0% en etanol: 10 ml I, pH: 6,7.

El medio extracto de levadura-manitol (LMA) con azul de bromotimol (CIAT, 1988): se
compone de medio de cultivo liquido LMA con indicador azul de bromotimol (0,5% en

NaOH 0,016N; pH 6,8).

2.1.1. Antibiéticos.
Los antibiodticos, cuando se requirieron, fueron adicionados a los medios de cultivo
luego de ser esterilizados en autoclave a partir de soluciones 1000 veces concentradas de

los mismos en agua deionizada. Las concentraciones finales en los medios de cultivo
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fueron (ug.ml'l): Streptomicina (25; 50; 100; 200; 300 y 400), Ampicilina (50; 75; 100 y

200) y Gentamicina (25; 50; 75; 100 y 200).

2.2. Medios de conservacion.

La conservacion a largo plazo de los aislamientos bacterianos y las cepas de

referencia se hizo por congelacién rapida de cultivos crecidos hasta la fase logaritmica

tardia suplementados con glicerol estéril hasta una concentracion final del 50% (v/v). Los

criotubos se almacenaron a una temperatura de -20°C.

3. Cepas bacterianas de referencia.

Las cepas de rizobios utilizadas de referencia durante el desarrollo de esta Tesis se

detallan en la Tabla 3. junto con sus plantas huésped y principales caracteristicas.

Tabla 3: Cepas bacterianas utilizadas de referencia en este trabajo.

Bacteria Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
R. tropici 1l B cepa silvestre de P. vulgaris, Leucaena | Martinez-Romero et al.,
CIAT 899 leucocephala, Leucaena esculenta (1991)

Rhizobium sp.
LPU83

cepa aislada de nddulo de Medicago
sativa (Argentina)

Del Papa (2001)

S. meliloti 2011

M. sativa cepa derivada de SU47

J. Denarié — France

S. fredii USDA 205T

cepa aislada de Glycine max

Scholaay Elkan, (1984)

S. hainannense 166

Desmodium sinuatum

Chenetal., (1997)

Rhizobium sp.
CB3126

cepa aislada de L. leucocephala utilizada
como inoculante en Australia

Date (1991)
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4. Material vegetal.
4.1. Semillas del complejo D. virgatus.

En los ensayos de laboratorio realizados para obtener una coleccién de nddulos y en
las pruebas de infeccidn se emplearon las semillas colectadas en cada uno de los sitios
experimentales detallados en la Tabla 2.

En los experimentos de evaluacién de la FBN y competitividad se utilizaron semillas
del complejo D. virgatus cosechadas en forma manual de los frutos maduros de las
plantas de las diez poblaciones cultivadas en el Jardin de Introduccion del Campo

Experimental “Juan Donnet” de la FCA-UNL.

4.2. Escarificacion, desinfeccion y germinacion de las semillas.
4.2.1. Complejo D. virgatus.

Las semillas fueron escarificadas por inmersiéon en agua en ebullicion durante 10
segundos, segun Hopkinson y English (2004). La desinfeccidn se realizé por inmersidon en
etanol 962 durante un minuto, 0,5 % de hipoclorito de sodio cinco minutos y luego fueron
lavadas seis veces con agua destilada estéril, permaneciendo una hora en el agua del
ultimo lavado. La germinacion se efectud extendiendo las semillas en condiciones
asépticas sobre agar-agua 1% (p/v) contenido en placas de Petri y luego permanecieron
en oscuridad a 28°C de temperatura durante 48 h.

Opcionalmente se pudo comprobar el grado de desinfeccién extendiendo algunas

semillas en placas de TY e incubandolas a 28°C.

4.2.2. P. vulgaris y otras leguminosas.

Para los ensayos de nodulacion de P. vulgaris se utilizaron semillas que se lavaron
con agua para eliminar restos de fungicida y posteriormente se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (55g/l) durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se lavaron
abundantemente con agua. Los pasos posteriores fueron similares a los realizados con las
semillas de D. virgatus.

Las semillas de Macroptilium lathyroides y Macroptilium erythroloma se escarificaron
manualmente por medio de un método de abrasién por el empleo de un papel de lija y

las semillas de Leucaena leucophela sumergiéndolas en agua hirviente durante 1 minuto.
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La desinfeccidn de estas semillas y las de Medicago sativa, Vicia sativa y Vicia villosa se
realizd por inmersion en etanol 962 durante un minuto, 0,5 % de hipoclorito de sodio (5-7
minutos) y fueron lavadas seis veces con agua destilada estéril, permaneciendo una hora
en el agua del Ultimo lavado. Posteriormente, se germinaron sobre agar-agua 1% (p/v) en

oscuridad a 28°C de temperatura (48 — 72h).

4.3. Inoculacion de las plantas.

Los indculos se prepararon cultivando las bacterias en caldo LMA hasta obtener una
concentracién de 1.10% ufc/ml (unidad formadoras de colonias/ml). La inoculaciéon de las
plantas del complejo D. virgatus se realizé tras 15 dias de permanencia en la cdmara de
cultivo aplicando 10 ml de cada cultivo bacteriano en una suspensién que contenia 10’
ufc/ml de solucidn Jensen (1942) sobre la vermiculita en torno al cuello de la plantula
(una planta por maceta con vermiculita estéril).

La inoculacion de las plantas de P. vulgaris se hizo en el momento de la siembra en
maceta, que contenian perlita y vermiculita estériles en relacion 1:1 como soporte,
afadiendo 1 ml de suspensién bacteriana de la cepa en estudio. La inoculacién de las
leguminosas descriptas en la seccidn 4.2.2. se realizé en forma similar a la inoculacién de

D. virgatus.

4.4. Condiciones de cultivo vegetal.

Los ensayos se realizaron en una camara de cultivo de plantas mantenida en las

siguientes condiciones: 500 pE/mZ2.s (400-700 nm) de intensidad luminosa, fotoperiodo

de 16 h luz/ 8 h oscuridad, 28°C de temperatura y 55-60 % de humedad relativa.

5. Coleccion de nédulos de las plantas de D. virgatus (sensu lato).

5.1. Coleccion de ndédulos de las plantas de campo.

Se colectaron los ndédulos de las raices de las plantas desarrolladas a campo a
partir de muestras de ejemplares de cada poblacion del complejo D. virgatus extraidos
con suelo rizosférico en los diferentes sitios de colecta. Para cada poblacién de plantas se

evalud la nodulacién cuantificando el numero total de nddulos por planta, los cuales
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fueron conservados en tubos con gel de silice para su posterior procesamiento en el

laboratorio.

5.2. Coleccion de nédulos de las plantas en condiciones de crecimiento controlado.

En los ensayos de laboratorio se emplearon las semillas colectadas en el campo
(habitat natural) de cada poblacién con sus respectivos suelos de origen. Las semillas
fueron escarificadas, desinfectadas y germinadas segun se describe en la seccién 4.2.1.
del presente Capitulo. Las semillas que presentaban una radicula de 10 a 15mm de
longitud se colocaron en macetas con vermiculita estéril y suelo de la misma procedencia
de la semilla, en relacion 5:1.

Las plantulas permanecieron en cdmara de cultivo (ver condiciones de crecimiento
secciéon 4.4.) durante 90 dias y se regaron con agua estéril y solucidn fisiolégica Jensen
diluida 1:4. Al finalizar el ensayo, se cuantificéd el nimero total de ndédulos por planta y se
determinaron la longitud de raiz, el nUmero de hojas bipinnadas y la altura de cada planta
de D. virgatus (sensu lato) proveniente de las diez poblaciones seleccionadas. Los nddulos

obtenidos fueron conservados en tubos con gel de silice.

6. Coleccidn de aislamientos noduladores.
6.1. Aislamiento de cepas bacterianas a partir de nédulos de plantas del complejo D.
virgatus.

A partir de los ndédulos obtenidos de campo y en condiciones de crecimiento
controlado, se realizaron aislamientos de rizobios en medio agarizado LMA. Los nddulos
deshidratados fueron rehidratados con agua destilada estéril en placas Petri durante 6 h.
Posteriormente, fueron desinfectados superficialmente por inmersidén en alcohol 962
durante un minuto, H,0, 30 voliumenes 5-8 minutos y seis veces lavados con agua
destilada estéril. Posteriormente fueron macerados en 100 pl de solucidn mineral de
Fahraeus, sembrados en placas con LMA e incubados a 289C. Las observaciones se
realizaron cada dos dias repicando las colonias tipicas de rizobios (CIAT, 1988) hasta
obtener cultivos puros.

Los aislamientos obtenidos fueron clasificados de acuerdo a la poblacién de plantas y
sitios de origen, y conservados segun se describe en seccién 2.2 de este Capitulo. Se
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codificd cada cepa bacteriana, asignandole el primer niumero correspondiente al de la
poblacién colectada del complejo D. virgatus, seguido de la letra C o L segln haya sido
obtenida de nddulos de plantas de campo o de laboratorio, seguido el numero
correspondiente del orden de plantas analizadas y el nimero respectivo al orden de los

nédulos evaluados.

6.2. Pruebas de pureza y confirmacion del fenotipo de nodulacidn.

Las cepas aisladas fueron sometidas a pruebas de pureza para descartar la presencia
de posibles contaminantes y confirmar la capacidad de producir nédulos:

e Tincidn diferencial de Gram:

Se comprobd la reaccion de la pared celular a la tincién diferencial de Gram (Vincent,
1970).

e Caracteristicas de crecimiento en PGA:

Se sembraron los cultivos en placas con medio PGA y se incubaron a 289C por cinco
dias.

e Pruebas de infeccidn en plantulas de D. virgatus:

Las cepas de rizobios fueron confirmadas ensayando su capacidad de producir nédulos
en la planta huésped (Vincent, 1970), utilizando los frutos extraidos de las poblaciones de
plantas colectadas en el campo. Las semillas se escarificaron, desinfectaron y germinaron
(segun se describié en la seccion 4.2.1.) y se colocaron en macetas con sustrato de
vermiculita y suelo estéril, en relacién 5:1. A los quince dias, las plantulas fueron
inoculadas con los aislamientos correspondientes al mismo sitio de origen de cada planta.
Los indculos se prepararon cultivando las bacterias en caldo LMA hasta obtener una
concentracién de 1.10% ufc/ml. Los tratamientos consistieron en: plantulas inoculadas y
control (ejemplares de cada poblacion sin inocular). Las plantas permanecieron en
condiciones de crecimiento controlado (ver seccidén 4.4.) y luego de 45 dias posteriores a
la inoculacién, fueron removidas de las macetas y examinadas para comprobar la
ocurrencia del proceso de nodulacién. A partir de los nédulos formados se aislaron las

cepas en medio LMA con rojo congo.
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7. Caracterizacion fenotipica de los rizobios:

7.1. Caracteristicas morfoldgicas:

Las cepas bacterianas se cultivaron en placas de LMA con rojo congo a 28°C durante
5 dias y se observd la morfologia macroscépica de las colonias: color, elevacién,
consistencia, bordes y produccion de exopolisacaridos. La morfologia celular se observé al

microscopio éptico mediante la tincidn diferencial de Gram (Vincent, 1970).

7.2. Caracteristicas fisioldgicas:

7.2.1. Velocidad de crecimiento de los aislamientos.

La velocidad de crecimiento de las cepas se determind a través del tiempo de
aparicion de las primeras colonias y el didmetro de las mismas, cultivadas en LMA a 28°C
durante diez dias. Se consideraron de crecimiento rapido aquellas cepas cuyas primeras
colonias aparecieron dentro de los 2-4 dias de incubacion y presentaron un didmetro
igual o mayor a 2 mm y de crecimiento lento las que aparecieron entre los 5-7 dias y su

didmetro fue inferior a 2 mm, segun Jordan (1984).

7.2.2. Respuesta al cambio de coloracion del medio LMA con azul de bromotimol.

La produccion de acidez o alcalinidad se determiné adicionando el indicador azul de
bromotimol al medio de cultivo. Se sembraron las cepas en tubos de ensayo con 10 ml de
medio de cultivo liquido LMA con azul de bromotimol de color verde a pH 6,8. Se
incubaron a 282C durante 5 dias y se observé el cambio de coloracién del medio. Segun el
viraje del indicador a color azul o amarillo, las cepas se calificaron como productoras de

alcalinidad o acidez respectivamente (CIAT, 1988).

7.2.3. Crecimiento en diferentes condiciones de pH, temperatura y salinidad.

Los aislamientos de rizobios noduladores de cada poblacion de plantas fueron
evaluados respecto a su habilidad para crecer en medio LMA con diferentes niveles de
pHs, en temperaturas extremas y con distintas condiciones de salinidad. Se sembraron 10
pl de un cultivo que contenia aproximadamente 1.10* células en placas con el medio de

cultivo LMA modificado segln la caracteristica a evaluar y se incubaron en estufa durante

44



5 dias. El crecimiento de las cepas, evaluado por duplicado, se calificd segin una escala
numérica gradual desde O (ausencia de crecimiento) hasta 5 (desarrollo normal),
comparandolo con el crecimiento obtenido en medio LMA en condiciones éptimas (pH
6,8; 282Cy 0,01% p/v NaCl).

e pH: el medio se ajustd a los niveles de pHs: 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0y 9,0.

e temperatura: las cepas se incubaron a 28°C, 35°C, 40°Cy 45°C.

e salinidad: el medio se modificé a las concentraciones: 0,01%: 0,5%; 1%; 2% y 3%

p/v NaCl (equivalentes a 17; 85; 171; 342 y 513 mM Nacl).

7.2.4. Anadlisis estadistico.

Se realizé un Andlisis de Componentes Principales (ACP) de las diferentes tolerancias
a estreses abidticos de las cepas de rizobios de la coleccién. El andlisis estadistico se

realizé utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2013).

8. Caracterizacion genotipica de rizobios noduladores del complejo D. virgatus.

8.1. Perfil de plasmidos.

Los aislamientos bacterianos seleccionados de cada poblacién se examinaron en sus
perfiles plasmidicos mediante la técnica de electroforesis en geles de agarosa tipo
Eckhardt. Esta técnica comprende la lisis de los rizobios en la misma fosa de siembra del
gel de separacién y permite revelar la presencia de plasmidos de gran tamaio
caracteristicos de algunos rizobios (Geniaux et al., 1995).

Segun el método de lisis in situ descripto por Wheatcroft et al., (1990), las bacterias
fueron cultivadas en medio TY liquido, una alicuota de 1ml a 0,4 de DOg; se centrifugd y
las células se lavaron con 1 ml de solucién 0,3% p/v de sarkosilato de sodio.
Posteriormente, las células se centrifugaron y resuspendieron en 15 ul de solucion de
ficoll 20% (p/v), manteniéndolas en una mezcla de agua-hielo hasta el momento de
sembrar el gel de lisis/separacion (0,75 % de agarosa con buffer TBE (Tris 0,09 M; Ac
Bdrico 0,09 M; EDTA 0,002 M)).

Previo a la siembra de las muestras se colocé en cada fosa del gel 25 pul de solucion

de SDS 10% conteniendo xylene cyanole, se corrieron a polaridad invertida hasta que el
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frente retrocede un centimetro. En el momento de la siembra se agregaron 15ul de
solucidn de lisis (sacarosa 8% ficoll 2% Tris 50 mM EDTA 25 nM, RNAsa 0,4 mg/ml lisozima
1mg/ml) a cada una de las muestras, se mezclaron en forma suave e inmediatamente se
sembraron 15ul de la mezcla por calle.

Se corridé a 30 V por 30 min. y luego a 110 V 2 h. Al finalizar la corrida se lavd con
agua 30 min y se tifié con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) para visualizar las bandas

mediante trans-iluminacion con luz ultravioleta.

8.2. Extraccion de ADN total.

Los ADN moldes para las amplificaciones fueron obtenidos utilizando la siguiente
metodologia:

Los cultivos bacterianos de la cepa correspondiente se inocularon en placas con medio
TY (Beringer, 1974) y se incubaron durante 24-48h a 282C. Las células se lavaron en 400 pl
de una solucion de NaCl 1M en un tubo eppendorf y se centrifugaron durante 15 minutos
a 15000 g. A continuacidn, se resuspendieron en 250 pl sacarosa al 20% en TE, se afiadio
250 pl de lisozima 5 mg ml™ (en TE), se mezcl6 por inversién y se incubé una hora a 37°C.
Luego se agregaron 50 pl de pronasa [10 mg ml™ en N-lauril sarcosina al 5% en buffer Tris
EDTA (TE)], se mezcld por inversidén y se incubd a 37°C durante 1-2 horas. Transcurrido
este tiempo, se centrifugd durante 15 minutos a 15000 g y se paso la fase superior acuosa
a un nuevo tubo eppendorf. Se agregd 10 pl de silica, se centrifugd durante 1 minuto a
15000 g y se descartd la fase superior acuosa. El precipitado se lavé 3 veces con 400 pl de
solucidon de lavado y se secd en estufa 15 minutos a 37°C. Se resuspendio en 50-70 ul de
agua bidestilada estéril y se incubd 10 minutos a 60°C. Posteriormente se centrifugd a
15000 g y se paso el sobrenadante conteniendo el ADN a un nuevo tubo eppendorf.

Las preparaciones y manipulaciones de las muestras de ADN se realizaron segun las

técnicas descriptas en Sambrook et al., (1989).

8.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).
Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico. La composicion
de las mezclas de reaccion utilizadas fue: 50 mM Tris-HCI (pH 8,3); 3 mM MgCl,, 200 uM

dNTPS; 1 U Tag DNA polymerasa (Promega Corp.) y 10 uM de cada uno de los cebadores
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(primers), completando un volumen final de mezcla de reaccidn, para todos los casos de
25 ul. Las condiciones de ciclado dependieron de los cebadores utilizados y se detallan en
las secciones siguientes. Al finalizar las reacciones de PCR, 10 ul de cada uno de los

productos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa.

8.4. Amplificaciones de ADN total de los aislamientos.

Los cebadores empleados fueron: BOX A1R (secuencia: 5'-CTA CGG CAA GGC GAC
GCT GAC G-3’) De Brujin et al. (1992) y MBOREP1 (secuencia: 5'-CCG CCG TTG CCG CCG
TTG CCG CCG-3’) Versalovic (1991).

Las condiciones de ciclado utilizadas para BOX A1R fueron: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 942C 7 minutos y 30 ciclos de desnaturalizacion a 949C 10
segundos, annealing a 522C 60 segundos, y elongacion a 722C 2 minutos.

Las condiciones de ciclado utilizadas para MboREP fueron: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 942C 7 minutos y 30 ciclos de: desnaturalizacién a 942C 10

segundos, annealing a 652C 70 segundos, y elongacion a 722C 2 minutos.

8.5. Amplificacidn de las secuencias parciales del gen nodC.

La amplificacion de un fragmento de 848 pb correspondiente al gen de nodulacién
nodC se realiz6 empleando los cebadores nodCF/nodCl y las condiciones de ciclado
descriptas por Laguerre et al., (2001).

Los alineamientos se realizaron con una secuencia que cubrian aproximadamente
753 pb con los sitios homélogos a los nucleétidos 353 a 1105 en nodC de S. meliloti 1021
(GI: 14523570).

8.6. Amplificacion de las secuencias parciales del gen ADNr 16S.

La amplificacién de un fragmento de 1440 pb correspondiente al gen ADNr 16S se
realizd empleando los cebadores fD1 y RD1 segun Weisburg et al., (1991).

Los alineamientos fueron realizados con una secuencia que cubrian los sitios
homdlogos a los nucledtidos 91 a 1.364 en el ADNr 16S de S. meliloti 1021 (NC_003047).

Sobre la base de las secuencias ADNr 16S de Mesorhizobium sp. 10L4.2 y 10L.5.3 y la

secuencia homologa de Rhizobium 10L11.4 (tres aislamientos caracterizados en este
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trabajo) se disefiaron los siguientes cebadores especificos: Para PCR1, 16S4 (59-
GGTTACCAGAAATGGTTTCC- 39) y el cebador RD1 fueron utilizados para amplificar un
fragmento de 538 pb interno del ADNr 16S de los mesorizobios; mientras que para PCR2,
cebadores fD1 y 16S2 (59-ATGGAARhizobial GAGGTGAGTGGAAT-39) fueron utilizados

para amplificar un homaéloga interno ADNr de los rizobios.

8.7. Secuenciacidn y analisis filogenético.

Las secuencias de nucledtidos de los productos de amplificacidon parcial de los genes
nodC y ADNr 16S fue realizada por el servicio de secuenciacion de INTA Castelar,
Argentina. Las secuencias finales fueron ingresadas en GenBank bajo los nimeros de
adhesion KJ128392 a KJ128398.

La busqueda de secuencias homdlogas en bases de datos se realizd utilizando la
herramienta BLASTN (Altschul et al., 1997), desde el servidor del NCBI (National Centre
for Biotechnological Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias homdlogas se
alinearon utilizando el programa ClustalW (Thompson et al., 1994).

El andlisis filogenético se realizd empleando el programa MEGAS5 (Tamura et al.,

2011).

8.8. Electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis horizontal en geles de agarosa se utilizd para observar los
productos obtenidos del las reacciones en cadena de la polimerasa. El porcentaje de
agarosa de la solucién (1,5% p/v) fue preparada empleando solucidon tampdn Tris-bérico-
EDTA (TBE, Tris 89 mM, EDTANa, 2,5 mM, BOsHs; 8 mM, pH 8,2). Las muestras se
mezclaron para su siembra con solucién de carga (sacarosa 40%, azul de bromofenol
0,25% en una relacion 5 pl solucién de ADN /ul solucién de carga) y las corridas se
realizaron a voltaje constante (80 volts), utilizando como solucién tampdn de corrida el

mismo TBE.

8.9. Revelado de geles y fotografia.

. . .z .7 1
La visualizacién de los fragmentos de ADN se realizé con el agregado de 0,5 pg ml-
de bromuro de etidio a los geles de agarosa por transiluminacién con luz ultravioleta de

A=260 nm. Como marcador de peso molecular se utiliz6 ADN del fago A digerido con
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Hindlll. El registro de los resultados se realiz6 mediante fotografia de los geles con una

camara digital bajo iluminacion ultravioleta.

8.10. Andlisis de productos de amplificacion de ADN total de los diferentes
aislamientos.

Para el analisis de los datos los productos de PCR se establecieron como presencia (1)
o ausencia (0) de bandas para cada uno de los individuos analizados. Los datos fueron
utilizados para generar un dendograma UPGMA (coeficiente de similitud Dice) el cual fue
obtenido del andlisis de los fingerprints derivados de BOXA1-PCR. Se utilizaron el software
Cross Checker (para la construccién de la matriz binaria) y los programas FAMD
(Fingerprint Analysis with Missing Data) version 1.23 beta (Schluter y Harris, 2006) vy

MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 5 (Tamura et al., 2011).

9. Ensayos de estimacion de FBN en camara de crecimiento.
9.1. Diseio experimental.

Las semillas del complejo D. virgatus cosechadas en forma manual de los frutos
maduros de las plantas cultivadas fueron escarificadas, desinfectadas y germinadas (ver
seccion 4.2.) y colocadas individualmente en macetas de plastico que contenian
vermiculita estéril y solucion mineral de Jensen.

Los tratamientos aplicados consistieron en testigo absoluto (plantulas sin inocular),
testigo fertilizado con N e inoculado (plantas inoculadas con la cepa de rizobio a evaluar).
La fertilizacion con N fue realizada mediante la adicién de 50 ml de KNO3 0,05% (p/v) (70
ppm N) semanalmente durante 65 dias (30 mg N incorporado en cada maceta con su sola
planta).

La inoculacién de las plantas del complejo D. virgatus se realizd tras 15 dias de
permanencia en la cdmara de cultivo aplicando 10 ml de cada cultivo bacteriano en una
suspensién que contenia 10’ ufc/ml de solucién Jensen sobre la vermiculita en torno al
cuello de la plantula.

Las plantas permanecieron 80 dias en condiciones de crecimiento controlado a 28°C
de temperatura, fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad) y periédicamente se regaron

con agua estéril y solucién fisiolégica Jensen diluida 1:4.
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9.2. Cuantificacidon de los nédulos y peso seco de D. virgatus.

La fijacién de nitrégeno para cada tratamiento fue estimada cuantificando el numero
de nédulos formados y midiendo el peso seco del tejido radicular y aéreo con una
balanza, 80 dias después de la fecha de inicio de la experiencia. Para evaluar el peso seco
de las plantas se separd la parte radicular y aérea de cada planta de D. virgatus y se
introdujeron en sobres de papel individuales. Se secaron en estufa a 652C durante 48
horas y se determind el peso seco.

Los datos obtenidos de nimero de nddulos y materia seca de las plantas fueron
analizados segun analisis de la varianza y las medias se compararon segun el test de
Tuckey (p<0,01). El analisis estadistico se realizé utilizando el software InfoStat (Di Rienzo
etal., 2013).

Ademas, se calculd la efectividad simbidtica de cada cepa de rizobio, expresada como
capacidad simbidtica (Sc) través de la siguiente ecuacion:

Sc=I1-U/N-U

donde / correspondid a la materia seca (MS) aérea del tratamiento inoculado, U a la MS
aérea del tratamiento testigo sin inocular y N a la MS aérea control fertilizado con N (+N).
Asi, de acuerdo a Brockwell et al., (1966) se calcularon los indices de efectividad, donde
Sc 2 0,67 (altamente efectiva), 0,33 < Sc < 0,67 (efectiva), Sc < 0,33 (levemente efectiva) y

sin nodulacidn (inefectiva).

10. Medida de la competitividad para la nodulacion.

La determinacién del nimero de nédulos que una cepa es capaz de formar en
presencia de otra se hizo por el marcaje de las cepas (por ej resistencia a algun
antibidtico). Previamente a la preparacién de los inéculos, se hizo una estimacion del
numero de células viables en un cultivo en comienzo de fase estacionaria en medio LMA
liquido para cada cepa. Una vez realizados los recuentos y conocido el numero de células

viables, se tomd de cada cultivo el volumen adecuado que se diluyé en el medio mineral

estéril para conseguir una densidad celular de 1x107 cel/ml.
La inoculacién de las plantas se realizd con suspensiones bacterianas formadas por la

mezcla de dos cepas en proporciones 1:1 (v:v) y la mezcla se utilizd para inocular
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(1Iml/maceta). Para ello, se partié de cultivos bacterianos que tenian aproximadamente la
misma DO a 600 nm. Como controles siempre se incluyeron macetas sin inocular, y
también macetas inoculadas con cada cepa en forma separada.

A los 80 dias después de la inoculacion se cortaron las raices noduladas, se
esterilizaron superficialmente los nédulos y se machacaron los mismos para plaquearlos

en placas de LMA con los diferentes antibiéticos.

11. Evaluacion de la performance a campo.
11.1. Caracterizacidn del sitio de los ensayos.

Los ensayos se llevaron a cabo en el Campo Experimental “Juan Donnet” de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral, ubicado en la
localidad de Esperanza (319225’S, 60256’W), departamento Las Colonias, provincia de
Santa Fe.

El sitio presenta una temperatura media anual de 18,82C y una precipitacidon anual
promedio de 1046 mm. Los datos meteoroldgicos registrados durante la realizacién de los
ensayos a campo fueron obtenidos de la estacidon automatica meteoroldgica inaldmbrica
de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL).

El suelo es un Argiudol tipico con textura franco limosa y las caracteristicas quimicas
fueron: 2,4% de materia orgdnica (Walkley y Black), 0,145% de nitrégeno total (AOAC,
1998), 25 ppm de fdsforo extractable (Bray y Kurtz N21), pH 6,3 (suelo:agua 1:2,5) y 0,7
dSm™ de conductividad eléctrica.

Se tomaron muestras de suelo del lugar y se realizd un recuento de rizobios en

plantas estériles por el método del Nimero mas Probable (NMP) (Vincent, 1970).

11.2. Genotipos y analisis de poder germinativo de las semillas de D. virgatus.

En la implantacién del ensayo | se utilizaron semillas de D. virgatus cv Marc
procedentes del Australian Tropical Crops and Forages Collection (Queensland
Department of Primary Industries and Fisheries, Australia).

En la implantacién del ensayo Il se emplearon semillas de una poblacién nativa de D.
virgatus (sensu estricto) originaria del Departamento Ledesma, provincia de Jujuy,

codificada en este trabajo de tesis segln poblacién 8 (Id 7059).
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El andlisis de poder germinativo (PG) de las semillas se realizé utilizando germinadores
con 50 semillas cada uno y cinco repeticiones segin la metodologia propuesta por Peretti

(1994).

11.3. Preparacion de los inoculantes.

Los inoculantes fueron preparados en turba estéril a partir de cultivos puros de
rizobios desarrollados en medio LMA liquidos. Se realizaron pruebas de pureza para cepas
de rizobios mediante un examen microscoépico, tincion de Gram, desarrollo de colonias en
placas con LMA y crecimiento en medio APG (CIAT, 1988). Se efectuaron recuentos del
Numero de rizobios viables por el método de Recuento en Placa (Vincent, 1970) para los
caldos de cultivos de rizobios, inoculantes preparados base turba y semillas de D. virgatus

inoculadas.

11.4. Disefio experimental.

En cada uno de los ensayos a campo se realizaron los siguientes 6 tratamientos:
control sin inocular (1), inoculado con una cepa representativa de la coleccién originaria
de la provincia de Santa Fe (2), inoculado con una cepa procedente de Jujuy (3), inoculado
con una cepa originaria de Corrientes (4), inoculado con la cepa Rhizobium sp. CB3126 (5)
y control con nitrégeno (6). El disefio experimental fue en bloques completos al azar con

tres repeticiones (18 tratamientos) para cada ensayo.

11.5. Desarrollo de los ensayos a campo.

Los ensayos se implantaron en la segunda quincena del mes de enero de 2012
sembrando 100 semillas por metro lineal de D. virgatus cv Marc y D. virgatus (sensu
estricto) poblacién 8 (Id 7059), para las experiencias | y Il respectivamente. Previamente,
las semillas fueron escarificadas segun la metodologia propuesta por Hopkinson y English
(2004), y para los tratamientos inoculados fueron humectadas con una solucidon de
sacarosa estéril 20% (p/v) como adherente e inoculadas con 8 g de inoculante por Kg de
semilla.

Las parcelas consistieron en 4 surcos separados a 0,15 m entre ellos y un metro de

largo (la superficie de cada parcela fue 0,8 m?). Las parcelas de D. virgatus se separaron
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entre si mediante la siembra de una graminea S. itdlica, con una densidad de 20 Kg de N
ha™ para reducir la posibilidad de contaminacién cruzada por rizobios.

En el tratamiento con nitrégeno se aplicaron 20 Kg de N hat (4,3 g de urea por metro
de surco) cada dos semanas, iniciando las fertilizaciones a los quince dias posteriores a la
fecha de siembra (7 aplicaciones en total). Durante el ensayo se efectuaron dos riegos
semanales, control de hormigas con insecticidas y control de malezas de manera manual.

A las 15 semanas posteriores a la siembra se tomaron muestras de plantas de las
lineas centrales de las parcelas para evitar el efecto bordura, realizando el corte de las

plantas a nivel del suelo.

11.6. Analisis de la efectividad de la inoculacién.

Las plantas cosechadas de D. virgatus se colocaron en sobres de papel y se
mantuvieron individualizadas. Se determinaron materia seca vegetal por secado en estufa
de aire forzado a 602C hasta peso constante y contenido de N total en parte aérea de las
plantas, segin el método Kjeldahl (AOAC, 1990). El contenido de proteina cruda (PC) se
hallé utilizando el factor 6,25 para convertir el nitrogeno a proteina.

Los datos obtenidos de materia seca y contenido de N de las plantas fueron analizados
segun analisis de la varianza y las medias se compararon segun el test de Tuckey (p<0,01).
El andlisis estadistico se realizo utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2013).

Se determinaron el indice de efectividad de la inoculacién (IEI) e indice de respuesta
al nitrégeno (IRN), segun (CIAT, 1988).

El efecto de los tratamientos de inoculacion en el rendimiento de N fue evaluado
mediante el IEl:

IEl = Rendimiento de N (+I) - Rendimiento de N (-1) x 100
Rendimiento de N (+l)

donde: (+1): tratamiento inoculado con cepa determinada ; (-l) tratamiento sin inocular

El testigo fertilizado con nitrégeno fue evaluado mediante el IRN:

IRN = Rendimiento de N (+N) - Rendimiento de N (-N) x 100
Rendimiento de N (+N)

donde: (+N): tratamiento fertilizado con N; (-N): tratamiento sin N
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Capitulo |

Seleccion y colecta de poblaciones de
plantas de D. virgatus (sensu lato) procedentes

de la Republica Argentina.




I.1. Introduccion.

La produccién ganadera del centro-norte de la Republica Argentina se caracteriza por
su naturaleza extensiva, utilizando el forraje proveniente de pastizales naturales, pasturas
cultivadas y verdeos estacionales. En ellos, las leguminosas forrajeras son la fuente
principal de nitrégeno de la dieta animal, ademds de contribuir a la digestibilidad vy
balance nutricional del forraje ofrecido (Chestnutt y Lowe, 1970). Por otro lado, el
incremento de las zonas agricolas cultivables ha impulsado a los sistemas ganaderos a
desplazarse cada vez mds hacia zonas consideradas marginales, en donde las especies
leguminosas forrajeras disponibles y adaptadas a esas condiciones son escasas.

Una alternativa viable y eficaz podria ser la domesticacién e introduccién a cultivo de
especies leguminosas nativas con reconocido potencial forrajero y adaptadas a nuestras
condiciones edafoclimaticas. Entre estas especies se destacan las que pertenecen al
género Desmanthus (Allen y Allen, 1981; Burt, 1993). En Argentina habitan 5 especies de
Desmanthus, una de ellas, sin importancia forrajera, es endémica de la provincia de
Misiones (D. hexapetalus (Micheli) J.F. Macbr.), mientras que las restantes especies
integran, desde el punto de vista taxondmico, el complejo Desmanthus virgatus, al que
pertenecen: D. acuminatus Benth., D. paspalaceus (Lindm.) Burkart, D. tatuhyensis Hoene
y D. virgatus (L.) Willd. (Luckow, 1993; Zuloaga y Morrone, 1999). En otros paises se han
evaluado las caracteristicas forrajeras en materiales promisorios de D. virgatus
provenientes de Argentina (Jones y Clem, 1997). En el caso particular de D. virgatus, es
una especie perenne, de ciclo primavero-estival y amplia distribucién en el centro-norte
de Argentina. Desde el punto de vista forrajero, se distingue por su alta palatabilidad,
tolerancia al pastoreo (Pengelly y Conway, 2000; Gardiner et al., 2004) y calidad del
forraje ofrecido, alcanzando valores de 22% de proteina cruda en hojas (Jones y Clem,
1997). Esta especie ha sido introducida con éxito al cultivo en sistemas pastoriles
extensivos de dreas subhimedas y semidridas de Australia (Jones y Brandon, 1998).

Por otro lado, es reconocido el papel de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) en las
pasturas de leguminosas, al aumentar el nitrégeno disponible para la planta y por ende el
de la dieta ofrecida (Norris, 1972; Cameron, 1980). El desconocimiento de las

interacciones entre leguminosas forrajeras nativas y bacterias fijadoras de nitrégeno,
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podria llevar a realizar malogrados intentos durante su introduccién a cultivo, ya que
muchos materiales vegetales modifican su comportamiento en evaluaciones agrondmicas
en funcién de la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno. Jones y Clem (1997)
reconocieron la importancia del escaso conocimiento sobre la habilidad de las plantas de
D. virgatus para formar nédulos efectivos con cepas nativas.

A pesar del interés que presenta D. virgatus como recurso forrajero, en Argentina no
existian antecedentes de estudios en esta especie y han sido escasos los intentos de
introducirla a cultivo. Con el objetivo de lograr la incorporacién y desarrollo de nuevas
alternativas forrajeras, en la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL) se inicié un programa de
coleccién y caracterizacién de recursos forrajeros nativos, en particular de especies del
género Desmanthus. Durante el transcurso de los afios 2004 y 2005 se realizaron distintas
expediciones con la finalidad de colectar semillas, plantas vivas, nddulos y muestras de
suelos de poblaciones correspondientes a las especies nativas que integran el complejo D.
virgatus (sensu lato) en Argentina. A tal fin se visitaron las provincias de Santa Fe, Chaco,
Santiago del Estero, Entre Rios, Corrientes, Misiones, Jujuy y Salta. Sobre la base de estas
colecciones, Zabala et al. (2008) realizaron la caracterizacion morfoldogica de las

poblaciones de este complejo.

El objetivo del presente capitulo fue seleccionar y construir una coleccion de
poblaciones de plantas de D. virgatus (sensu lato) procedentes del centro y norte de la

Republica Argentina.

En este capitulo, en una etapa inicial se expone una descripcién del género
Desmanthus y la determinacion taxonémica de las especies del complejo D. virgatus a las
qgue pertenecen las distintas poblaciones colectadas en el centro y norte de Argentina.
Posteriormente, se describen las caracteristicas fitogeograficas, climaticas y edaficas mas
relevantes de los sitios de origen de las poblaciones de la coleccion. En una etapa final, se
detallan las caracteristicas morfoldgicas de las especies cultivadas del complejo D.

virgatus estudiadas en este trabajo de tesis.
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I.2. Resultados y discusion.

1.2.1. Descripcion y determinacion taxondémica de las poblaciones colectadas del

complejo D. virgatus.

Desmanthus Willd. es un género perteneciente a la subfamilia Mimosoideae de la
familia Fabaceae, que incluye un total de 24 especies de amplia distribucién en América
(ver detalles de caracteristicas en seccion 2.1. de Introduccion General).

En Argentina habitan 5 especies de Desmanthus: D. hexapetalus (Micheli) J.F.
Macbr.), D. acuminatus Benth., D. paspalaceus (Lindm.) Kurkart, D. tatuhyensis Hoene y
D. virgatus (L.) Willd., la primera de ellas, endémica de Misiones, sin valor forrajero al
igual que D. tatuhyensis (Zuloaga y Morrone, 1999; Zabala et al., 2008). Desde el punto de
vista taxondmico, con excepcion de D. hexapetalus, las restantes especies del género
integran en nuestro pais el complejo taxondmico Desmanthus virgatus (sensu lato)
(Luckow, 1993).

Si bien en algunos casos resulta dificultosa una clara determinacién taxondémica de
las plantas que integran el complejo D. virgatus, a continuacidn se presenta una clave que

permite reconocer las especies que integran dicho complejo (Luchetti, 2014):

1 Inflorescencias sésiles o sostenidas por pequefios pedunculos de 0,2 a 0,7 (- 0,8) cm
long. Hojas con 1-2 pares de pinnas lanceoladas, éstas con 20-50 pares de foliélulos
cuyo tamafio disminuye desde el apice a la base; estipulas con pequefias auriculas,
glabras. Raiz napiforme hasta de 9 cm long. Legumbre glabra, levemente falcada, de 3-
5 cm long., 7-18 seminada. Arbustos o subarbustos hasta de 0,4 m de

= 10 = J OSSP D. tatuhyensis

1’ Inflorescencias pedunculadas sostenidas por pedunculos de (0,5-) 0,8 a 7 cm long.
Hojas con 1-9 pares de pinnas oblongas o lanceoladas, éstas con 7-50 pares de
folidlulos de tamaiio decreciente, o semejante, desde la base al apice; estipulas con

auriculas desarrolladas, glabras 0 pUbESCENTES.........ccveueeiececece e et
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2 Hojas con 1-3 (-4) pares de pinnas de contorno lanceolado, de 25-51 mm long., con 20-
50 pares de folidlulos de tamafio decreciente desde el dpice a la base. Nectario
extrafloral hasta de 3,5 mm long. superando el ancho del raquis o peciolo, chato,
eliptico. Pedunculos de las inflorescencias de 2,5 a 6,5 (-7) cm long. Raiz napiforme de
5-28 cm long. Legumbre recta, de 4-8 cm long., 14-32 seminada. Hierbas o subarbustos

LY g=To o X e [ O T WA o o e 3= L 0 [ TP

2’ Hojas con 2-9 pares de pinnas de contorno oblongo, de 11-30 mm long., con 7-25 (-30)
pares de folidlulos de longitud semejante desde el apice a la base. Nectario extrafloral
hasta de 2 mm de diametro, generalmente no mayor que el ancho del raquis o peciolo,

orbicular. Pedunculos de las inflorescencias de 0,5 a 3 cm (- 4,5) loNg..cvvvvvcereneneee.

3 Hojas con 5-9 pares de pinnas, éstas con 7-12 pares de folidlulos; estipulas
pubescentes. Raiz napiforme, rojiza. Legumbre de 2,5-5 cm long., levemente incurva,
con apice acuminado, glabra o glabrescente con pelos blancos, 4-18 seminada. Hierbas

0 subarbustos hasta de 0,3 M dE AltUIa......ccueeieeeie ittt e sae e

3’ Hojas con 2-5 pares de pinnas, éstas con 10-25 (-30) pares de folidlulos; estipulas
glabras. Raiz cilindrica, marrén. Legumbre de 2,2-8,8 cm long., linear, con dpice
atenuado, glabra, 9-27 seminada. Hierbas o subarbustos hasta de 1,5 m de altura

.................................................................................................................. D. virgatus

En la Tabla I.1 se presentan las determinaciones taxondmicas de cada una de las
poblaciones estudiadas. Al momento de la colecta, cada poblacidn fue documentada por
un ejemplar que se herborizé y se conserva en el Herbario “Arturo E. Ragonese” (SF) de la
Facultad de Ciencias Agrarias (FCA), Universidad Nacional del Litoral (UNL). A
continuacion se presentan los datos de los ejemplares herborizados, los que
corresponden a los sitios de colecta de cada una de las poblaciones estudiadas (ver Figura

1.1):
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Poblacion 1 (D. acuminatus). Prov. Entre Rios, Dpto. Nogoya, ruta 39 y desvio a
Lucas Gonzélez, 32° 24" 39,8” S 59° 33" 7,3” W, 8-XII-2004, Pensiero et al. 6821 (SF)".

Poblacion 2 (D. paspalaceus). Prov. Corrientes, Dpto. Santo Tomé, ruta 14, al N de
Santo Tomé, en campos con Aristida sp., 28° 22" 50,2” S 56° 06" 28,9” W, 12-XII-2004,
Pensiero et al. 6879 (SF)*.

Poblacion 3 (D. paspalaceus). Prov. Corrientes, Dpto. Santo Tomé, ruta 14, al S de
Gobernador Virasoro, en banquina, 28° 07" 28,4” S 56° 03" 03,3” W, 12-XI1-2004, Pensiero
et al. 6883 (SF)™.

Poblacion 4 (D. paspalaceus). Prov. Misiones, Dpto. Candelaria, ruta 207, £ 1 km SE
del cruce con la ruta 12, en banquina, 27° 28 01,7” S 55° 40" 37,5” W, 13-XII-2004,
Pensiero et al. 6884 (SF)*.

Poblacion 5 (D. paspalaceus). Prov. Chaco, Dpto. San Fernando, ruta 11, 53 km al S
de Resistencia, en banquina y borde de alambrados, 27° 50" 28,9” S 59° 17° 23,2” W, 16-
X11-2004, Pensiero et al. 6928 (SF)™.

Poblacion 6 (D. paspalaceus). Prov. Salta, Dpto. Rosario de la Frontera, Rosario de
la Frontera, en banquina, 25° 45" 17,7” S 64° 56" 40,8” W, 18-I11-2005, Pensiero et al. 6995
(SF).

Poblacion 7 (D. virgatus —sensu estricto-). Prov. Jujuy, Dpto. El Carmen, ruta 9, en
banquina, 24° 32" 15,5” S 65° 04" 50,7” W, 19-111-2005, Pensiero et al. 7005 (SF)l.

Poblacion 8 (D. virgatus —sensu estricto-). Prov. Jujuy, Dpto. Ledesma, ruta 34, de
Calilegua a Caimancito, en banquina, 23° 45 40,1” S 64° 43" 21,8” W, 21-1I-2005,
Pensiero et al. 7059 (SF)*.

Poblacion 9 (D. virgatus —-sensu estricto-). Prov. Santiago del Estero, Dpto.
Rivadavia, ruta 34, 14 km al N de Selva, en banquina, 29° 40" 44,5” S 62° 07" 49,0” W, 24-
11-2005, Pensiero et al. 7093 (SF)*.

Poblacion 10 (D. paspalaceus). Prov. Santa Fe, Dpto. General Obligado, ruta 100s, 1
km al W de ruta 11, camino a Villa Guillermina, 28° 18 30” S 59° 16" 29,3” W, 16-XI11-2004,
Pensiero et al. 6932 (SF)*.

1- N2 de coleccion correspondiente al catdlogo del Dr. Pensiero (FCA-UNL).
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1.2.2. Caracteristicas fitogeograficas, climaticas y edaficas de los sitios de procedencia

de la coleccidn de plantas del complejo D. virgatus.

1.2.2.1. Caracteristicas fitogeograficas de los sitios de colecta.

En distintas localidades del centro y norte de la Republica Argentina se colectaron
diez poblaciones de plantas de D. virgatus (sensu lato), segin se muestra en la Figura I.1.

Desde el punto de vista fitogeografico, las poblaciones colectadas corresponden a las
provincias Chaquefia (Distrito Oriental y Distrito Occidental) y Espinal (Distrito Nandubay)
del Dominio Chaquefio, y a las provincias Paranaense (Distrito de los Campos) y de las

Yungas (Distrito Selvas de Transicion) del Dominio Amazénico.

A 1 3 g
v # Poblacion 3E {54115 cion|

| Poblacion 2

Figura I.1: Sitios de colectas de las poblaciones del complejo D. virgatus.
Provincia y departamento de origen de cada poblacién se detallan en Tabla I.1.

En nuestro pais, el Dominio Chaqueiio cubre la mayor parte de la superficie del
territorio. El clima es variado predominando el continental, con lluvias moderadas a

escasas. La vegetaciéon es polimorfa, con bosques xeréfilos caducifolios, estepas
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herbaceas o arbustivas, sabanas y praderas. En Argentina este Dominio se halla
representado por cinco Provincias Fitogeograficas: Chaquefia, del Espinal, Prepunefia, del
Monte y Pampeana, (Cabrera, 1994).

El Dominio Amazdénico ocupa una superficie reducida de Argentina, su clima es calido
y himedo, con una vegetacidon predominante de tipo selvatica. En Argentina a este
Dominio pertenecen las Provincias Fitogeograficas Paranaense y de las Yungas (Cabrera,

1994).

En la Tabla I.1. se presentan el dominio y provincia fitogeografica, la provincia
politica y la determinacidén taxondmica de cada una de las poblaciones de plantas del

complejo D. virgatus analizadas en este trabajo.

La Provincia Chaqueia posee en Argentina 4 Distritos: Chaquefio Oriental, Chaquefio
Occidental, Chaquefio Serrano y de las Sabanas. El Distrito Chaquefio Oriental, al que
pertenecen las poblaciones 5 y 10, se caracteriza por poseer un clima mas humedo que
los restantes distritos de la provincia, con precipitaciones en general mayores a 950 mm
anuales, las que van disminuyendo de este a oeste. La vegetacion tipica de este Distrito es
el bosque xerofitico de quebracho colorado (Schinopsis balansae) y quebracho blanco
(Aspidosperma  quebracho-blanco), acompafiadas por quayacan (Caesalpinia
paraguariensis), espina corona (Gleditsia amorphoides), guaranina (Sideroxylon
obtusifolium), viraré (Ruprechtia laxiflora) y guayaibi (Patagonula americana), entre otras.
Existen, ademas de los quebrachales, otros bosques en los que se encuentran numerosas
especies lenosas y herbaceas, y otros tipos de vegetacién, como parques, sabanas,
pajonales, praderas y canutillares. Las plantas de la poblacion 5 se colectaron préximas a
la localidad de San Fernando, en ambiente de banquina aledafa a la ruta nacional 11, al
sur de Resistencia, provincia de Chaco. La poblacién 10 se colecté en ambientes préximos
a la banquina de la ruta provincial 100s, camino a la localidad de Villa Guillermina,
provincia de Santa Fe, en un sitio donde ademas crecian Sporobolus indicus, Themeda

cuadrivalvis, Desmodium incanum y Galactia striata.
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Tabla 1.1: Determinacion taxondmica, Dominio, Provincia y Distrito Fitogeografico, y Provincia y Departamento de la coleccion de poblaciones del

complejo D. virgatus.

Poblacion de Determinacion Dominio Fitogeografico® Provincia Fitogeografica® (Distrito) Provincia (Departamento)
plantas (Id)® Taxonémica
1(6821) D. acuminatus Chaquefio Espinal Entre Rios
Distrito Nandubay (Nogoya)
2 (6879) D. paspalaceus Amazonico Paranaense Corrientes
Distrito de los Campos (Santa Tomé)
3 (6883) D. paspalaceus Amazdnico Paranaense Corrientes
Distrito de los Campos (Santa Tomé)
4 (6884) D. paspalaceus Amazonico Paranaense Misiones
Distrito de los Campos (Candelaria)
5(6928) D. paspalaceus Chaqueiio Chaqueia Chaco
Distrito Oriental (San Fernando)
6 (6995) D. paspalaceus Chaquefio Chaquefiia Salta
Distrito Occidental (Rosario de la Frontera)
7 (7005) D. virgatus Amazonico Yungas Jujuy
(sensu estricto) Distrito Selvas de Transicion (El Carmen)
8 (7059) D. virgatus Amazdnico Yungas Jujuy
(sensu estricto) Distrito Selvas de Transicién (Ledesma)
9 (7093) D. virgatus Chaqueiio Chaqueia Santiago del Estero
(sensu estricto) Distrito Occidental (Rivadavia)
10 (6932) D. paspalaceus Chaquefiio Chaqueia Santa Fe
Distrito Oriental (General Obligado)

% N2 de coleccién correspondiente al catalogo del Dr. Pensiero (FCA-UNL).

®. Cabrera (1994)
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El Distrito Occidental de la Provincia Chaquefia, al que pertenecen las poblaciones 6
y 9, posee un clima mas seco en relacidon con el anterior, con precipitaciones que van de
500 a 900 mm anuales. Si bien la comunidad climdcica de este Distrito es el bosque
xerofitico de quebracho colorado santiaguefio (Schinopsis lorentzii) y quebracho blanco
(Aspidosperma quebracho-blanco), acompariados por la brea (Cercidium praecox), mistol
(Ziziphus mistol) y el itin (Prosopis kuntzei), entre otras, son frecuentes los bosques y
sabanas de caranday (Copernicia alba), ademas de estepas arbustivas y herbdceas. La
poblacién 6 fue colectada en un ambiente de banquina, préximo a la localidad de
Rosario de la Frontera, provincia de Salta. Las plantas de la poblacidon 9 se obtuvieron
también en un ambiente préximo a una banquina, al norte de Selva, provincia de
Santiago del Estero, conviviendo con distintas gramineas cespitosas, entre las que se
destacaban algunas especies del género Paspalum.

La Provincia del Espinal, posee clima cdlido y humedo, con abundantes
precipitaciones a fines de primavera y verano, y esta representada por tres distritos: del
Nandubay, del Algarrobo y del Calden. En el Distrito del Nandubay, donde se colectd la
poblacién 1, la vegetacion climax es el bosque de fiandubay (Prosopis affinis), en el que
se encuentran ademas otras especies como el algarrobo negro (Prosopis nigra), chafiar
(Geoffroea decorticans) y tala (Celtis ehrenbergiana), entre otras. Las plantas
correspondientes a esta poblacidn se colectaron en un campo préximo a la localidad de
Nogoya, sobre la ruta nacional 39 y el acceso a la ciudad de Lucas Gonzalez. En el sitio de
colecta, las plantas de D. virgatus (sensu lato) se hallaban junto a gramineas del género
Aristida.

La Provincia Paranaense presenta un clima cdlido y humedo, con precipitaciones
durante todo el afio, los suelos son lateriticos formados por finas particulas y los tipos de
vegetacién se hallan caracterizados por selvas y sabanas. Esta provincia se halla
representada por dos Distritos, el de las Selvas Mixtas y de los Campos. Las poblaciones
2, 3 y 4 fueron colectadas en el Distrito de los Campos, el que se caracteriza por sus
sabanas graminosas que alternan con pequefios bosques y matorrales. Las plantas de la
poblacién 2 se colectaron en un campo situado al norte de la ciudad de Santo Tomé, en
un sitio en el que la vegetacidn estaba conformada por distintas especies de gramineas,

entre las que se destacaban aquellas de los géneros Aristida y Axonopus. La poblacion 3
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fue recolectada en una banquina aledafia a la ruta nacional 14, al sur de la ciudad de
General Virasoro, en la provincia de Corrientes. La poblacion 4 se obtuvo de una
banquina, en donde crecian junto a plantas cespitosas del género Axonopus.

A la Provincia Fitogeografica de las Yungas, corresponden en nuestro pais tres
Distritos: el de la Selva de Transicidn, Selvas Montanas y el de los Bosques Montanos. En
esta regidon el clima también es cdlido y humedo, pero con lluvias principalmente
estivales y heladas durante el invierno. El relieve exhibe montafias escarpadas,
quebradas, valles y llanuras onduladas al pie de las montafias. Los tipos de vegetacion
son selvas, bosques montanos y praderas. El Distrito de la Selva de Transicion (o Bosque
Pedemontano), al que pertenecen las poblaciones 7 y 8, se ubica entre los 400 y 700
msnm y limita al este con el Distrito Occidental de la provincia Chaquena. En este
Distrito son tipicas las selvas de palo blanco (Calycophyllum multiflorum), las palo
amarillo (Phyllostylon rhamnoides), y mas al sur las selvas de tipa (Tipuana tipu) y de
pacara (Enterolobium contortisiliquum). La poblacién 7 se colecté préximo a la localidad
del Carmen, en una banquina cercana a la ruta nacional 9, junto con las gramineas
Trichloris pluriflora y Setaria macrostachya. Las plantas de la poblacién 8 se colectaron
en las proximidades de la localidad de Ledesma, en una banquina aledafia a la ruta

nacional 34, Calilegua y el municipio de Caimancito.

1.2.2.2. Caracteristicas climaticas de los sitios de procedencia de las poblaciones del

complejo D. virgatus.

El crecimiento y desarrollo de las plantas dependerd de la actividad del sistema
fotosintético, el cual se halla funcionalmente relacionado con el clima del habitat
particular a través del flujo de energia, de diéxido de carbono y de nutrimentos
minerales del suelo (Baruch y Fisher, 1991). Las pasturas poseen caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas propias que le brindardn una adaptacidon especifica. Sin
embargo, podrian experimentar modificaciones en su rendimiento y calidad cuando
ocurran cambios en las condiciones climaticas, donde los factores mas importantes son
la temperatura, la radiacién solar, y la cantidad y distribucién de las precipitaciones (Del

Pozo Rodriguez, 2002).
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Las plantas de D. virgatus poseen una distribucién natural en climas tropicales
humedos y subhumedos, rebrotando después de heladas leves (Pengelly et al., 2006).

En la Tabla I.2. se muestran las caracteristicas climaticas de los sitios de colectas de
las distintas poblaciones del complejo D. virgatus. Los registros climaticos indican que los
sitios de origen de las plantas corresponden a zonas con climas calidos tropicales, con y
sin estacion seca, calidos subtropicales serranos y templados pampeano hiumedos.

En las regiones fitogeograficas de pertenencia de las poblaciones se han reportado
temperaturas maximas absolutas mayores a 40°C (Cabrera, 1994). La temperatura
controlara todas las reacciones bioquimicas de las plantas y afectard los procesos de
fotosintesis, respiracidn, transpiracion, absorcién de agua y nutrientes, transporte de
compuestos y actividad enzimatica. Por ende, la temperatura actuara en forma directa
afectando el crecimiento y metabolismo de las pasturas (Bernal, 2003) e indirecta
modificando la actividad bioldgica del suelo, principalmente la mineralizacion y la
fijacion de nitrégeno. Con respecto a la ocurrencia de precipitaciones, el volumen de
agua caida y su distribucion a través del afio ejercerdn efectos notables en el crecimiento
y calidad de las pasturas, debido a su estrecha relacién con los factores bioquimicos y
fisiolégicos que regulan estos procesos bioldgicos (Del Pozo Rodriguez, 2002).

Las plantas de D. paspalaceus de las poblaciones 2, 3, 4, 5, y 10 se colectaron en
una regién de clima cdlido subtropical sin estacidon seca, con una temperatura media
anual superior a 20°C y abundantes precipitaciones distribuidas durante todas las
estaciones del afo.

A la regién de clima calido subtropical con estacién seca, correspondieron las
poblaciones 6 y 9, cuyas caracteristicas climaticas son similares a la zona anterior, pero
presentan un lapso de tiempo donde las precipitaciones son mas escasas y estivales.

Las plantas de D. virgatus (sensu estricto) de las poblaciones 7 y 8 se colectaron en
una zona de clima tropical serrano, con lluvias estivales y heladas frecuentes durante el
invierno. En esta zona, se presenta una gran amplitud térmica con elevadas
temperaturas diurnas durante todo el afio. En verano, especialmente durante los meses
de diciembre y enero, las temperaturas absolutas pueden alcanzar 462C y en las noches

invernales las temperaturas disminuyen de los 10°C.
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Tabla 1.2: Caracteristicas climaticas® de los sitios de origen de la coleccién de poblaciones de
plantas del complejo D. virgatus.

Poblacién de plantas Temperatura anual Dias Humedad
del complejo D. Precipitacion (eC) anuales relativa
virgatus® anual (mm) helada anual (%)
Max. | Media | Min.
1- D. acuminatus 1121,5 23,7 18,0 12,3 9,0 71,5
2- D. paspalaceus 1807,1 26,4 21,0 15,6 1,7 71,7
2- D. paspalaceus 1827,9 26,6 21,2 15,8 1,5 71,6
4- D. paspalaceus 1920,8 26,9 21,6 16,2 0,9 71,3
5- D. paspalaceus 1356,2 26,7 21,0 15,3 3,0 72,1
6- D. paspalaceus 924,9 25,5 19,2 13,0 12,8 69,2
7- D. virgatus 742,9 24,7 17,8 10,9 33,1 67,2
8- D. virgatus 761,9 253 | 182 | 111 46,4 64,9
9- D. virgatus 954,9 25,7 19,3 13,1 10,6 71,2
10- D. paspalaceus 1313,5 26,2 20,9 15,5 2,6 72,9

% Datos obtenidos de GeoINTA (http://geointa.inta.gov.ar/visor).
®. Provincia y departamento de origen de cada poblacion se detallan en Tabla I.1.

A la zona de clima templado pampeano humedo, correspondieron las plantas de la
poblacién 1, caracterizada por presentar una temperatura media anual inferior a la
registrada en las zonas anteriores y un volumen adecuado de precipitaciones

distribuidas uniformemente a lo largo del afo.

1.2.2.3. Caracteristicas edaficas de los sitios de origen de las poblaciones del complejo

D. virgatus.

La composicién eddafica adecuada para el crecimiento de las plantas de D. virgatus se
halla en una sucesién de tipos de suelos, desde arenosos a arcillosos y rocosos, de
textura media a gruesa y con un pH de 5 a 7 (Pengelly et al., 2006). Desde el punto de
vista agrondmico, D. virgatus se cultiva productivamente en suelos ligeros de reaccién
neutra a alcalina, destacandose por tolerar suelos con baja fertilidad y anegamientos

temporarios.
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En la Tabla 1.3. se presentan las caracteristicas edaficas mas relevantes de los sitios
de origen de la coleccion de plantas del complejo D. virgatus.

Las distintas poblaciones de plantas se colectaron segin una distribucion altitudinal
desde 51 a 787 msnm. En América Latina, D. virgatus se encuentra entre el nivel del mar
y 2000 m, siendo su habitat mas frecuente a niveles inferiores a 500 m (FAQ, 2010). En la
region centro y norte de México se distribuye desde los 650 m a los 2000 m (Andrade et
al., 2007).

Las plantas de la poblacién 1 fueron colectadas en un ambiente con suelos del
orden Vertisol, caracterizados por presentar altos contenidos de arcillas de gran
capacidad de absorcion de agua. Los procesos de desecacidn y humectacion producirian
tensiones internas en el perfil, que ocasionarian la formacion de movimientos
diferenciales de la masa de suelo, grietas profundas y el desarrollo de un micro-relieve
ondulado. Las plantas de D. acuminatus fueron extraidas de suelos arcillosos con
problemas de drenaje deficiente, que presentarian exceso de agua en los periodos
lluviosos. La ocurrencia de precipitaciones anuales superiores a 1000 mm (ver Tabla 1.2)
ocasionaria el escurrimiento superficial del agua generando problemas de erosion
hidrica.

Las poblaciones 2 y 3 de D. paspalaceus fueron extraidas de suelos ultisoles,
caracteristicos de la provincia de Corrientes, que presentaron un horizonte argilico de
poco espesor, de coloracién pardo rojizo oscuro y textura arcillosa. Las principales
limitantes edaficas de estos sitios de colectas fueron la baja fertilidad de los suelos y la
susceptibilidad a la erosion hidrica.

En suelos alfisoles, denominados comunmente “lavados” debido a sus horizontes
superficiales de colores claros y estructura masiva, seguido de horizontes muy arcillosos,
se colectaron las poblaciones 4, 5 y 10. Si bien, estas plantas se extrajeron en suelos de
banquina, los alfisoles se utilizan para pastoreo de ganado, como pasturas naturales o

pasturas tolerantes a exceso de agua y sodio.
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Tabla I.3: Caracteristicas edéaficas® de los sitios de origen de la coleccién de poblaciones de plantas del complejo D. virgatus.

Poblacion de plantas Posicidn suelo p¢ Cota Orden Textura Limitante principal IPf
del complejo D. (%) (m) Suelo®
virgatus®
1- D. acuminatus Loma 1 84 Vertisoles Arcillo-limosa Erosion hidrica 28
2- D. paspalaceus Loma 6 81 Ultisoles Arcillosa Erosion hidrica 29
3- D. paspalaceus Loma 6 81 Ultisoles Arcillosa Erosidn hidrica 42
4- D. paspalaceus ND¢ 0 165 Alfisoles ND¢ Erosidn hidrica 29
5- D. paspalaceus Loma 1 51 Alfisoles Franca Alcalinidad menos 50cm 14
6- D. paspalaceus Pendiente 5 787 Entisoles Areno-gravosa Pendientes 6
escarpada
7- D. virgatus Llanura 3 769 Molisoles Franco-arcillo-limoso Erosion hidrica 65
extendida
8- D. virgatus Sector apical 5 457 Molisoles Franco-arcillosa Susceptibilidad Erosidn hidrica 74
9- D. virgatus Planicie 0 85 Molisoles Franco-arcillo-limoso Susceptibilidad inundacién o 18
anegamiento
10- D. paspalaceus Plano 0 51 Alfisoles Arcillo-limosa Susceptibilidad inundacién o 32
inundable anegamiento
% Datos obtenidos de GeoINTA (http://geointa.inta.gov.ar/visor). ®. Provincia y departamento de origen de cada poblacién se detallan en Tabla I.1.
‘. ND: No Determinado % p: Pendiente ¢ Sistema de clasificacion “Soil Taxonomy” " IP: Indice de productividad
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La poblacién 6, procedente de Salta, fue colectada en un suelo del orden Entisol,
representado por un escaso desarrollo pedogenético, con un horizonte superficial claro
de poco espesor y pobre contenido de materia organica. Las limitantes edaficas de estos
sitios fueron las pendientes y la somera profundidad efectiva. Dicho suelo de textura
areno-gravosa mostré el menor indice de productividad de los sitios de origen de la
coleccion del complejo D. virgatus.

En suelos molisoles, caracterizados por un epipeddn mélico de estructura granular,
bien provistos en materia orgdnica y contenido de nutrientes, fueron colectadas las
plantas de las poblaciones 7, 8 y 9. Las poblaciones originarias de la provincia de Jujuy
fueron extraidas de suelos con textura franco-arcillo-limosa y franco-arcillosa, en zonas
gue mostraron los mayores indices de productividad. Las plantas procedentes de Santiago
del Estero fueron recolectadas en suelos que presentaron susceptibilidad a la inundacién

0 anegamiento y muy bajos indices de productividad.

1.2.2.3.1. Propiedades quimicas de los suelos de origen de las poblaciones del complejo

D. virgatus.

La naturaleza quimica del suelo controla el suplemento y la disponibilidad de los
nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas. La actividad quimica del suelo
dependerd de la cantidad y naturaleza de las arcillas y del contenido de materia organica.
Estos parametros a su vez dependerdn de las condiciones climaticas y de la edad del suelo
(Bernal, 2003). Las condiciones fisico-quimicas del suelo en el que crezcan las plantas
tendran un marcado efecto sobre los rizobios, ya que afectaradn tanto la supervivencia
como la capacidad de infectar los pelos radicales.

Segln se muestra en la Tabla 1.4. las propiedades quimicas de los suelos presentaron
caracteristicas diferenciales entre los distintos sitios de origen de las poblaciones del
complejo D. virgatus. Los suelos de colecta de las plantas mostraron un amplio rango en
los contenidos de materia organica, con valores porcentuales que fluctuaron entre 1,99 y
4,90. Puede observarse que los sitios de origen presentaron contenidos de materia
organica pobres a aceptables, a excepcidén del suelo de procedencia de la poblacién 10

(provincia de Santa Fe).
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Las cantidades de nitrogeno (N) presentes en el suelo se hallan controladas por las
condiciones climaticas, vegetacion, topografia, material parental y actividades humanas.
Una gran proporcion del N total en el suelo se encuentra en forma organica, el cual a
través de complejos procesos de descomposiciéon se transformard en compuestos
inorganicos disponibles para las plantas. Los contenidos de N organico total de los suelos
de origen de la coleccién fueron bajos, destacando que los sitios de procedencia de la

poblaciéon 2 (Corrientes) y 6 (Salta) presentaron contenidos de N organico deficientes.

Tabla 1.4: Propiedades quimicas® de los suelos de origen de la coleccién de poblaciones de
plantas del complejo D. virgatus.

Poblacidon de plantas del Materia Nitrégeno Fésforo pr Conductividad
complejo Organica* orgénico asimilable® | (rel.2:1) eléctrica®
D. virgatusb (%) total” (%) (ppm) (dS/m)
1- D. acuminatus 2,10 0,102 10 7,8 0,224
2- D. paspalaceus 3,03 0,074 7 6,0 ND"
3- D. paspalaceus 2,97 0,114 6 5,4 0,039
4- D. paspalaceus 3,38 0,132 7 5,7 ND"
5- D. paspalaceus 2,63 0,130 10 6,8 0,146
6- D. paspalaceus 1,99 0,091 7 7,2 0,145
7- D. virgatus 2,59 0,123 23 6,8 0,089
8- D.virgatus 2,11 0,100 17 6,9 0,105
9- D. virgatus 2,23 0,119 47 6,9 0,082
10- D. paspalaceus 4,90 0,227 22 6,2 ND"

¥ Seglin se detallan en Materiales y Métodos seccién 1.2.

®. Provincia y departamento de origen de cada poblacion se detallan en Tabla I.1.

“ Walkey y Black, (1934). “:Kjeldhal, AOAC, (1990).  ®:Brayy Kurtz, (1945).

f: potenciometria MAG, (1982).  ®: Conductimetria, MAG, (1982). ", ND: No Determinado

Cabe mencionar que, el fésforo (P) es un nutrimento esencial para el crecimiento y
desarrollo éptimo de las plantas, las cuales lo absorben de la solucién del suelo en forma
de iones ortofosfatos (H,PO4 y HPO, 7). Se considera que el P es un elemento critico para
la nutricion vegetal, debido a su tendencia a reaccionar formando compuestos fosfatados

no disponibles para las plantas. Por otro lado, la simbiosis leguminosa-rizobio es
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altamente sensible a la carencia de P, ya que este elemento forma parte de las moléculas
de ATP responsables de la liberacidon e intercambio de la energia. De este modo, el P
resulta indispensable para lograr una adecuada fijacion bioldgica de nitrégeno.

Los suelos de origen de las poblaciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6 presentaron contenidos de
fosforo asimilable muy bajos, mostrando valores que oscilaron entre 6 y 10 ppm (ver
Tabla 1.4). En estos lugares, la escasez de P asimilable jugaria un rol importante en el
proceso de nodulacién. Diversos investigadores sugirieron que las leguminosas sometidas
a un inadecuado suministro de nutrientes, especialmente P, reduciran la nodulacién
limitando el crecimiento y desarrollo vegetativo (Caetano-Anollés y Gresshoff, 1991; Tsai
et al., 1993; de Oliveira et al., 1998).

El pH del suelo es un factor que ejerce una gran influencia en la asimilacién de
distintos elementos nutritivos. Los suelos de procedencia de las poblaciones del complejo
D. virgatus mostraron un amplio rango de pHs, con valores que fluctuaron entre 5,4y 7,8
(Tabla 1.4.). No obstante, el 50 % de los sitios de la coleccidén presentd valores cercanos a
la neutralidad, que indican condiciones favorables tanto para el crecimiento y desarrollo
de las plantas como para la sobrevivencia de los rizobios en el suelo.

Por otro lado, la acidez o alcalinidad de los suelos afecta el crecimiento de las plantas
a través de su efecto en la disponibilidad de nutrimentos (relacion entre fdsforo
disponible y pH) y en la actividad de los microorganismos del suelo.

Segun Wild (1992), los efectos de la acidez del suelo sobre el crecimiento vegetal se
manifestardn a través de efectos del pH como tal en la fisiologia de las raices y en las
propiedades del suelo. Asimismo, la acidez afectaria las distintas etapas de la simbiosis
leguminosa-rizobios, desde la supervivencia y multiplicacién de los rizobios en el suelo, la
infeccidon y nodulacién hasta la FBN (Frioni, 1999). En este aspecto, los sitios de origen de
las poblaciones de Corrientes y Misiones mostraron niveles de pHs de suelo que oscilaron
desde mediano a fuertemente acidos, caracteristica edafica predominante en la provincia
fitogeografica de procedencia. En suelos acidos los iones ortofosfatos reaccionan con
metales como hierro y aluminio formando compuestos minerales insolubles que
impediran la disponibilidad de este nutrimento para las plantas, generando una
acumulacién téxica que afectaria el crecimiento vegetativo de raices, tallos y ramas.

Ademas, otra limitante para el desarrollo de las plantas forrajeras en suelos acidos es la
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toxicidad del manganeso (Mn), nutrimento que en estos niveles de pH permanece en
estado insoluble. Por otro lado, en suelos acidos pueden ocurrir deficiencias en la
nutricion mineral de elementos como calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio (K) y P tanto
para las plantas huéspedes como para los rizobios (Pérez-Galdona y Kahn, 1994). Sin
embargo, la severidad de estas deficiencias y toxicidades depende del habitat en que
crezcan las plantas y, especialmente, del grado de adaptacion de éstas al ambiente
descripto (Ayarza, 1991).

Los suelos originarios de las plantas de D. acuminatus (provincia de Entre Rios) se
destacaron por presentar una ligera alcalinidad que podria reducir la disponibilidad de los
iones ortofosfatos para las plantas, ya que ocurriria la precipitacidén de sales de fdsforo al
reaccionar con cationes como Ca o Mg formando fosfatos insolubles.

Con respecto a la salinidad, los suelos de procedencia de la coleccién de plantas
mostraron un rango de valores de conductividad eléctrica que oscilé entre 0,039 y 0,224
dS/m (Tabla 1.4.). El suelo de la poblacién 1 presentd los mayores valores de
conductividad eléctrica en relacidn al total de muestras de la coleccion. Cabe mencionar
que, los sitios de origen del complejo D. virgatus fueron considerados suelos normales en
funcién de su salinidad, ya que no presentaron un exceso de sales solubles, cuyos iones

en la solucion del suelo dificultarian el desarrollo normal de las plantas.

1.2.3. Caracteristicas morfoldgicas de las poblaciones cultivadas del complejo D.

virgatus.

Las poblaciones de plantas colectadas en el
centro y norte de nuestro pais correspondieron a
tres especies que integran el complejo
taxondmico “virgatus” del género Desmanthus:
D. acuminatus, D. paspalaceus vy D. virgatus
(sensu estricto).

Las plantas de D. acuminatus de la poblacién

1 (ver Figura 1.2.) se distinguieron claramente de

Figura 1.2: Ejemplar de D. acuminatus
de la poblacién 1 (Nogoya-Entre Rios).

las otras especies del complejo, por su habito

postrado a decumbente, menor altura de planta,
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ramas laterales profusas desde la corona; raiz napiforme conspicua, de color rojizo; hojas
con 5 a 9 pares de pinnas de contorno oblongo; inflorescencias con 6 a 13 flores por
cabezuela; frutos lineares, ligeramente curvos.

Las poblaciones restantes de la coleccién, determinadas taxondmicamente como D.
paspalaceus y D. virgatus (sensu estricto) se caracterizaron por presentar un habito de
crecimiento erecto o semi-erecto, menor nimero de ramas laterales de menor longitud
que las registradas en la especie anterior; y hojas con mayor nimero de pares de
foliélulos por pinna (ver Figura 1.3.).

Las plantas de D. virgatus (sensu estricto) fueron las que mostraron mayor altura de
las especies de la coleccidn, con varias ramas creciendo desde la base; un xilopodio
lefioso, corchoso, de forma cilindrica, de poco espesor y corteza de color marrén; un
mayor tamafio de hoja, con 2 a 5 pares de pinnas de contorno oblongo y 10 a 25 pares de
folidlulos de similar longitud desde el apice a la base, seglin se muestra en la Figura 1.3.B.

Las plantas de D. paspalaceus se caracterizaron por presentar menor altura en
relacion con la especie anterior y una escasa ramificacion basal; una raiz principal
napiforme, lefiosa, de corteza lisa y color gris o rojizo; hojas con 1 a 4 (generalmente 3)
pares de pinnas de contorno lanceolado y 20 a 50 pares de folidlulos, cuyo tamaiio

disminuye desde el dpice a la base (Figura I.3. A.).

Figura 1.3: A. Ejemplar de D. paspalaceus de la
poblaciéon 4 (Candelaria-Misiones) B. Ejemplar de
D. virgatus (sensu estricto) de la poblacion 7 (El Carmen
-Jujuy).
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Las plantas provenientes de los distintos sitios de colecta se mantuvieron en cultivo
en el Jardin de Introduccidn del Campo Experimental de la FCA-UNL. Durante los meses de
febrero y marzo de cada afo, se cosecharon en forma manual los frutos maduros de cada
una de las poblaciones del complejo D. virgatus. Las semillas obtenidas fueron
conservadas y parte de ellas se emplearon posteriormente para obtener las plantas que
se utilizaron en los ensayos en camara de crecimiento. Las semillas de las poblaciones
analizadas se conservan en la actualidad en el Banco de Germoplasma de la EEA

Pergamino del INTA.

1.3. Conclusiones.

En este capitulo se ha presentado la construccién de una coleccidon de poblaciones
del complejo D. virgatus. Las plantas fueron extraidas de diez sitios correspondientes a
ocho provincias de Argentina, lo cual confirma su amplia distribucién y adaptabilidad.

La descripcion y el andlisis realizado mostraron que las poblaciones fueron
colectadas en zonas de climas célidos tropicales y subtropicales, como asi también en
zonas templadas y hiumedas. Asimismo, las plantas crecieron 6ptimamente en suelos con
caracteristicas eddficas muy variadas y de naturaleza quimica diferentes. De este modo,
las plantas del género Desmanthus mostraron un amplio rango de adaptacion a diferentes
zonas ecoldgicas, indicando que el centro y norte de nuestro pais presenta un alto
potencial como fuente de germoplasma del complejo D. virgatus.

Las poblaciones de plantas adaptadas a las condiciones locales de suelo y clima, y a
los factores bidticos dominantes constituyen recursos naturales de gran valor. Dichos
recursos presentan un doble valor, por un lado como forrajeras potenciales y fuente de
genes deseables para otras especies vegetales, y por otro como reservorio de
germoplasma de las bacterias simbiontes presentes en los sitios de origen de las plantas

del complejo D. virgatus.
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Capitulo 1l

Establecimiento de una coleccion de
aislamientos de rizobios noduladores del
complejo D. virgatus, recuperados de suelos

del centro y norte de la Republica Argentina.




I1.1. Introduccion.

Las leguminosas forrajeras nativas presentan un gran potencial productivo ya que
constituyen excelentes fuentes de proteina y minerales para rumiantes en pastoreo,
siendo un ejemplo de ellas el complejo taxondmico Desmanthus virgatus (sensu lato)
integrado por las especies con valor forrajero D. acuminatus, D. paspalaceus, y D. virgatus
(sensu estricto), de amplia distribucién en el centro y norte de nuestro pais (ver
Introduccion General de esta tesis, seccion 2.1.1.). Sin embargo, para su uso efectivo en la
cadena de produccion animal, las leguminosas forrajeras deberian ser capaces de otorgar
forraje en cantidad y calidad, y ademas persistir y establecerse en las condiciones
ecoldgicas del lugar. La habilidad de las plantas leguminosas para adaptarse a distintos
tipos de suelos, en particular a aquellos de regiones marginales, depende en gran medida
de la nodulacién por rizobios eficientes para fijar nitrogeno atento a que dicho elemento
es en muchos casos un factor limitante durante el crecimiento de las plantas (Zahran,
1999). Cabe destacar que los rizobios simbiontes de leguminosas nativas frecuentemente
son mas tolerantes a condiciones de estrés ambiental que los rizobios de leguminosas de
cultivo. Asi, los aislamientos nativos eficientes podrian ser utilizados para la inoculacién
de plantas cultivadas (Zahran, 1998).

En los ultimos anos se ha generado mucho conocimiento de base sobre rizobios
tomados como modelos de estudio, en particular S. meliloti (simbionte de especies de los
géneros Medicago, Mellilotus y Trigonella), B. japonicum (simbionte de soja) y M. loti
(simbionte de diferentes especies del género Lotus). Los estudios con rizobios han
demostrado una riqgueza muy grande de sistemas simbidticos dentro de las leguminosas,
constituidos por una diversidad muy marcada de rizobios, con constituciones gendmicas
(cromosomales y plasmidicas) muy diversas. Este ultimo hecho hace en muchos casos
dificil la taxonomia de rizobios.

Lamentablemente, las caracteristicas simbidticas y la diversidad bioldgica de los
rizobios asociados a plantas nativas ha sido particularmente poco explorada a pesar de la
funcién ecoldgica y agroecondmica que presentan en diversos ecosistemas naturales.

En nuestro pais son escasos los estudios sobre la diversidad del género Desmanthus,

asi como las evaluaciones agrondmicas del mismo (Hack et al., 2005; Zabala et al., 2008).
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Ademas, existe poca informacién acerca de la nodulacion y fijacidén de nitrégeno de las
distintas especies de Desmanthus spp. en asociacién con rizobios nativos. Pedraza et al.
(2001) mostraron que plantas cultivadas de D. virgatus cv Jaribu formaron nédulos
espontdneamente con rizobios en suelos de la llanura Deprimida Salina de la provincia de
Tucumadn. Sin embargo, aun no se han realizado estudios sistematicos de caracterizaciéon
de los microsimbiontes del género Desmanthus existentes en suelos argentinos. En este
contexto, el relevamiento y caracterizacién molecular y simbioética de las poblaciones de
rizobios nativos presentes en nuestros suelos constituird una valiosa herramienta hacia
la seleccion de potenciales cepas inoculantes para ser utilizadas en suelos de cultivo
locales.

Un primer paso importante hacia el mejoramiento de la asociacién rizobio- complejo
D. virgatus en los suelos de nuestro pais, es sin duda la construccién y caracterizacion de
una coleccion de rizobios nativos. De ese modo, por un lado puede evaluarse el tipo de
germoplasma presente en los propios suelos, para luego en una etapa posterior abordar
la selecciéon de aquellas cepas que resulten mas eficientes en su simbiosis con
Desmanthus y a su vez mas tolerantes a condiciones de estreses abioticos. En relacién a
esta ultima posibilidad, no debe descartarse que sobre las poblaciones de rizobios nativos
haya existido una seleccion positiva a favor de aquellas variantes genéticas mas
tolerantes y adaptadas en su simbiosis a las condiciones agroecoldgicas propias de los

diferentes sitios de origen.

El objetivo de este capitulo fue construir y establecer una coleccién de aislamientos
noduladores del complejo D. virgatus recuperados de suelos con caracteristicas
edafoclimadticas diferentes, procedentes de diez localidades del centro y norte de la

Republica Argentina.

Los estudios sobre las poblaciones y diversidad de bacterias locales noduladoras de
Desmanthus spp. dependieron del aislamiento inicial de los rizobios. Para poder aislar
bacterias noduladoras en una poblacion microbiana diversa, como la que habita
frecuentemente en el suelo, se requiere de un método que separe claramente los

microsimbiontes de las otras especies bacterianas, permitiendo a su vez un muestreo facil
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y sistematico de los nddulos. Las estructuras nodulares pueden muestrearse a partir de
plantas cultivadas en el campo (colecciones in situ), sin embargo, esta metodologia
resulta muchas veces compleja en el caso de plantas hospederas perennes o lefosas
(Moreira et al., 1992; Odee et al., 1995). Alternativamente, los simbiontes pueden aislarse
a partir de nddulos generados en ensayos de nodulaciéon en condiciones controladas, en
camara de crecimiento de plantas o en invernaculo, usando muestras de suelo o
suspensiones del mismo. Cuando se quiere caracterizar la generalidad de rizobios
presentes, esto es no sélo los que nodulan una especie particular de leguminosa, Moreira
et al. (2012), sugieren capturar rizobios utilizando hospederos promiscuos. Segun datos
de la literatura, una planta huésped promiscua ampliamente reconocida y de facil
manipulacidon en condiciones controladas es M. atropurpureum (Vincent, 1970). En la
mayoria de los casos se ha reportado que dicha especie suele establecer simbiosis con
bacterias del género Bradyrhizobium (Woomer et al., 1988), aunque puede ser nodulada
por especies de Rhizobium, Sinorhizobium (Bromfield y Barran, 1990), Mesorhizobium loti
(Jordan, 1984) y Burkholderia sp. (Lima et al., 2009) (esta ultima una B-proteobacteria).
De manera similar, también se podrian utilizar otros hospederos de baja especificidad
como V. unguiculata (caupi), P. vulgaris (poroto) o especies de leguminosas nativas.

En nuestro caso, atento al objetivo central de caracterizar rizobios noduladores de
Desmanthus, nos abocamos a la coleccion de rizobios de nédulos radicales de dicha
especie en condiciones de campo (dificil por tratarse de arbustos perennes con raices
axonomorfas y lefiosas), y muy especialmente a partir de nédulos generados en ensayos
de nodulacion realizados en el laboratorio con muestras de diferentes suelos de origen
donde se verifico la existencia del hospedador. Ambas estrategias estuvieron dirigidas a la
obtencidn de rizobios potencialmente adaptados a las condiciones agroecoldgicas de los

diferentes sitios de colecta de las plantas del complejo D. virgatus.
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11.2. Resultados y discusion.

11.2.1. Evaluacién de la nodulacién rizobio-complejo D. virgatus.

Las evaluaciones de la formacion de nddulos en las raices de las plantas (nimero y
aspecto —tamafio/color- de los mismos) pueden proporcionar una indicacion indirecta del
potencial de fijacién de nitrégeno de las leguminosas, pero no se pueden utilizar para
cuantificar la cantidad de nitrégeno fijado. A pesar de ello, constituyen un valioso
complemento a otras mediciones contribuyendo a la evaluacion e interpretacién de las

asociaciones simbiodticas rizobios-leguminosa (Peoples y Herridge, 1990).

1.2.1.1. Evaluacion de la nodulacién rizobio-complejo D. virgatus en sus habitats

naturales.

La evaluacion de la nodulacién en las raices de las plantas desarrolladas a campo se
realizd a partir de muestras de ejemplares de cada poblacion del complejo D. virgatus
extraidos con suelo rizosférico en los diferentes sitios de colecta del centro y norte de
Argentina, segun se describe en la seccion 5.1. de Materiales y Métodos (ver en el
Capitulo | precedente la descripcion de las diferentes poblaciones analizadas).

Las plantas procedentes de sus habitats naturales presentaron un gran desarrollo del
xilopodio (6rgano radical de reserva de agua) con un estado avanzado de lignificacién y
escasas raices secundarias. Las poblaciones de D. virgatus (sensu estricto) se distinguieron
por poseer xilopodios lefiosos, cilindricos, pero de engrosamiento reducido. Sin embargo
también mostraron sus raices con avanzado estado de lignificacion.

En la Tabla Il.1. se presenta la evaluacion de la nodulacién de las diferentes
poblaciones analizadas del complejo D. virgatus procedentes de sus habitats naturales. El
analisis de 48 ejemplares del complejo colectados en sus sitios de origen evidencid que
solamente 21 plantas presentaron estructuras nodulares en sus raices, habiendo
observado plantas sin nédulos en la especie D. acuminatus y en todas las poblaciones de

D. paspalaceus y D. virgatus (sensu estricto).

79



Tabla I1.1: Evaluacidn de la nodulacién de las diferentes poblaciones de plantas del complejo
D. virgatus provenientes de sus habitats naturales.

Plantas analizadas del Provinciay Proporcién N° de nédulos/raiz
complejo D. virgatus departamento de | de plantas nodulada
origen noduladas
Totales Promedio
1- D. acuminatus (n:4) Entre Rios 0:4 0 0
(Nogoyd)
2- D. paspalaceus (n:3) Corrientes 0:3 0 0
(SantaTomé)
3- D. paspalaceus (n:4) Corrientes 2:4 10 5
(SantaTomé)
4- D. paspalaceus (n:7) Misiones 2:7 6 3
(Candelaria)
5- D. paspalaceus (n:4) Chaco 1:4 1 1
(San Fernando)
6- D. paspalaceus (n:6) Salta (Rosario de 2:6 2 1
la Frontera)
7- D. virgatus (n:6) Jujuy 5:6 15 3
(El Carmen)
8- D. virgatus (n:4) Jujuy 3:4 15 5
(Ledesma)
9- D. virgatus (n:4) Santiago del Estero 3:4 9 3
(Rivadavia)
10- D. paspalaceus (n:6) Santa Fe 3:6 9 3

(General Obligado)

® n: ndmero de plantas colectadas a campo de la poblacién indicada.

La capacidad de la simbiosis leguminosa-rizobio para fijar nitrogeno depende de tres
componentes, la leguminosa, los rizobios y el medio ambiente. Muchos factores
ambientales como las altas temperaturas, el pH, especialmente en el intervalo de acidez,
la humedad y las toxinas microbianas afectaran la capacidad de los rizobios para
sobrevivir en el suelo (Lowendorf, 1980). También por efectos del ambiente el proceso de
infeccion, la efectividad de la simbiosis y la senescencia de los néddulos experimentaran

asimismo los efectos del medio ambiente.
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En este marco tan complejo, en el cual intervienen diferentes condiciones
ambientales y edafoclimaticas propias de los sitios de origen del complejo D. virgatus, se
pudo observar que las plantas de las poblaciones 1y 2 no presentaron nédulos durante el
crecimiento y desarrollo en sus hdabitats naturales. Ya sea por ausencia de rizobios en esos
suelos, o por condiciones desfavorables para la nodulacion. Resultados similares fueron
obtenidos en la evaluacién de distintos ecotipos nativos del género Desmanthus en suelos
de la Republica Oriental del Uruguay (lllarze Dive, 2011).

Por otro lado, puede observarse en la Tabla 1l.1. que entre 75 % y 83 % de las plantas
analizadas de la especie D. virgatus (sensu estricto) resultaron noduladas en sus
ambientes naturales, marcando una diferencia con el resto de las especies a pesar que se
analizdé un nimero limitado de individuos. El adecuado contenido de fosforo (P) hallado
en los suelos de origen de dichas poblaciones (y también en el suelo de origen de la
poblacion de D. paspalaceus proveniente de Santa Fe, ver seccidon 3.3.1. del Capitulo 1)
puede haber contribuido favorablemente al crecimiento de las plantas y a una mejor
interaccion con rizobios nativos. A excepcidén de las plantas originarias de Corrientes
(poblacion 3), en los restantes sitios de procedencia el contenido de P fue muy bajo. El
escaso contenido de P disponible en el suelo provoca sintomas de clorosis y escaso
desarrollo vegetativo en las plantas de D. virgatus (Spies et al., 1998). Asi, la carencia de P
gue resulta limitante para el crecimiento de las plantas, también reduce la demanda de
nitréogeno (N) y por tanto la necesidad de desarrollo de la simbiosis. Deberd considerarse
con atencién si la disminucién o falta de nodulacién en algunas de las poblaciones se
origina en la escasez o ausencia de rizobios en sus suelos de origen, o a otros factores de
estrés incluido el nutricional de P al que hemos hecho referencia. No hemos analizado si
las plantas de Desmanthus que hemos colectado han formado asociaciones mutualistas
con hongos del suelo. Diversos investigadores han sugerido que las leguminosas podrian
establecer asociaciones simbidticas con hongos endomicorricicos, favoreciendo la
adquisicion de fésforo en suelos con baja disponibilidad de este elemento (Requena et al.,
2001; Zahran, 2001; Provorov et al., 2002; Lum y Hirsch, 2003). El crecimiento y desarrollo
del huizachillo (D. virgatus) en suelos del estado de Tamaulipas, noreste de México,
estaria relacionado con su capacidad de asociarse a microorganismos endosimbiontes

representados por rizobios y hongos micorricicos (de la Garza-Requena y Valdés, 2000).

81



En nuestro pais, lamentablemente, son escasos o nulos los estudios sistematicos sobre los
efectos benéficos de las micorrizas en el desarrollo de las especies del género
Desmanthus.

Respecto del nimero de nddulos observados en las plantas noduladas de las
poblaciones de D. paspalaceus y D. virgatus, los mismos fueron entre 1y 5 por ejemplar;
bajos en comparacién con los estdndares de nodulacidon observados en leguminosas
forrajeras tropicales (CIAT, 1988). Ademas, los nddulos hallados en las plantas de campo
mostraron tamafio pequefio, forma cilindrica aplanada, color marrén oscuro y en muchas
ocasiones apariencia seca y arrugada. Ninguna de esas caracteristicas se condice con el
aspecto esperable para nddulos en activa fijacion de nitrégeno. Resultados que se
presentan mas adelante en este trabajo de tesis mostraran que, mas alld de estas
observaciones, en suelos locales existen rizobios con capacidad de establecer una
simbiosis eficiente fijadora de nitrégeno con distintas especies del complejo D. virgatus
(ver Capitulo V).

En relacién a la apariencia de los nédulos desarrollados a campo, cabe indicar que en
las interacciones entre leguminosas y rizobios existen una variedad de mecanismos con el
propédsito de regular la nodulacién, el proceso ulterior de fijacion de nitrégeno, y el éxito
reproductivo de los rizobios (Provorov et al., 2002; Lum y Hirsch, 2003). En este aspecto,
son hechos reconocidos que la planta huésped puede tanto limitar el nimero de
infecciones (cuando ya tiene suficiente disponibilidad de nitrégeno) (Caetano Anollés y
Gresshoff, 1991) como también mds tardiamente monitorear la fijacién de nitrégeno y
regular (sancionar) la proliferacién de rizobios no cooperativos (Kiers et al., 2003; Simms
et al., 2006). Como mecanismo de sancion se ha demostrado que la leguminosa huésped
es capaz de regular el suministro de oxigeno al interior del nédulo ejerciendo asi una
capacidad de limitar el abastecimiento de ese elemento a aquellos nédulos que no se
hallen fijando nitréogeno, de tal manera de lograr una seleccion positiva a favor de los
rizobios cooperativos eficientes (Kiers et al., 2003; Denison y Kiers, 2004a). Es posible que
el aspecto retraido y pequeiio de los ndédulos muestreados a campo refleje una pobre
actividad fijadora para las cepas que -en condiciones de campo- nodularon las plantas

colectadas.
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1.2.1.2. Evaluacidon de la nodulacion de las distintas poblaciones del complejo D.
virgatus inoculadas con sus suelos de origen en condiciones de crecimiento controlado

en camara de plantas.

La evaluacién de la nodulacién rizobio-complejo D. virgatus en condiciones de
crecimiento controlado se realizd mediante ensayos de laboratorio, empleando cada una
de las poblaciones del complejo como planta “trampa”, y suelo de su propio lugar de
origen. En las experiencias se cultivaron las plantas en macetas con vermiculita estéril y
suelo de la misma procedencia, utilizando las semillas cosechadas en sus habitats
naturales, segun se detalla en la seccién 5.2. de Materiales y Métodos. Las plantulas
permanecieron en camaras de cultivo durante 90 dias en condiciones de crecimiento
controlado. A modo de ejemplo, en la Figura Il.1 se muestra el aspecto de plantas de las
poblaciones 1, 2 y 3 luego de 90 dias de la inoculacion de las mismas con sus suelos de

origen.

=

Poblacién 3 Poblaciéon 2 Poblaciéon 1

(o

Figura I1.1: Ensayo de nodulacién de plantas del complejo D. virgatus de las
poblaciones 1, 2 y 3 inoculadas con sus suelos de origen en condiciones de
crecimiento controlado. Poblacion 1: D. acuminatus (Nogoya - Entre Rios),
poblacién 2: D. paspalaceus (Santo Tomé - Corrientes) y poblaciéon 3: D.
paspalaceus (Santo Tomé - Corrientes).
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En la Tabla I.2. se muestra la evaluacién del crecimiento vegetativo inicial y la

nodulacién de las poblaciones del complejo D. virgatus cultivadas con sus respectivos

suelos de origen en condiciones de crecimiento controlado.

Las plantas de las distintas poblaciones del complejo presentaron ndédulos de

tamafios variados, desde pequefios hasta muy grandes, con valores de 2,5 a 13,6 nédulos

promedio por planta, mostrando una abundancia de categoria escasa a mediana, segin

los cédigos para la evaluacion de la nodulacion de leguminosas forrajeras tropicales (CIAT,

1988). El grado de nodulacidn estaria relacionado con la combinacidon especie de

leguminosa y cepa o cepas de rizobios simbiontes (Denison y Kiers, 2004b).

Tabla 11.2: Evaluacién de la nodulacién y del crecimiento vegetativo inicial de las poblaciones
del complejo D. virgatus cultivadas con sus respectivos suelos de origen en condiciones de

crecimiento controlado.

Poblacion de plantas

Caracteres morfoldgicos vegetativos °

Nodulacién ¢

del complejo

Altura de

Longitud

N° de hojas

D. virgatus * planta de raiz bipinnadas/ N* nédulos/ | Nodulacién
(cm) (cm) planta Planta en RP
1- D. acuminatus 7 14 8 2,5 3
2- D. paspalaceus 37 11 7 13,6 2
3- D. paspalaceus 20 10 6 3,7 3
4- D. paspalaceus 32 13 10 4,6 1
5- D. paspalaceus 25 11 11 6,7 3
6- D. paspalaceus 24 21 8 8,0 1
7- D. virgatus 23 23 7 5,0 1
8- D. virgatus 24 17 8 4,3 2
9- D. virgatus 23 19 10 4,5 1
10-D. paspalaceus 21 15 7 5,0 2

®: Provincia y departamento de origen de cada poblacién se detallan en Tabla I.1. Las semillas de cada
poblacidon cosechadas en sus habitats naturales se pregerminaron y colocaron en macetas con
vermiculita estéril y suelo de la misma procedencia, en relacién 5:1. Las plantulas permanecieron 90 dias

en condiciones de crecimiento controlado.
® . Los valores son promedios de 15-20 ejemplares/poblacidn.
©: Cédigos nodulacién en RP (raiz principal): 3: predominante; 2: medio; 1: escaso; 0: nulo.
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La poblacién 1, representada por la especie D. acuminatus, proveniente de suelos
arcillosos y alcalinos de Entre Rios, presentd plantas de poca altura en concordancia con
el habito postrado o decumbente caracteristico de dicha especie. El nimero de nédulos
formados fue muy bajo y predominantemente en la raiz principal. Las estructuras
nodulares mostraron una forma alargada y gran tamafio, en promedio 6 a 7 mm de
longitud por nédulo.

Las poblaciones de D. paspalaceus presentaron valores promedios de 26,5 cm de
altura, 13,5 cm de longitud radicular y 7 nddulos por planta en condiciones de
crecimiento controlado. Las plantas procedentes de Corrientes (poblacidon 2), mostraron
los mayores valores en nimero de nddulos y altura de planta, coincidiendo con suelos de
origen que presentaron los menores contenidos de N organico total (ver Tabla I.4. seccién
2.2.3.1. Capitulo 1). De igual modo, la poblacion 6 originaria de la provincia de Salta
mostrd la formacién de un elevado nimero de nddulos por planta en suelos con un
contenido de nitrégeno deficiente. La disponibilidad de nutrientes del suelo constituye un
factor principal que impulsard la ocurrencia de las interacciones simbidticas de
leguminosas con rizobios. En suelos con limitados contenidos de nitréogeno disponible, los
costos energéticos generados por la FBN seran compensados por los beneficios obtenidos
y en consecuencia se iniciara el proceso simbidtico. En ambientes con bajos niveles de
nitrogeno se inicia el didlogo bioquimico entre la planta hospedadora y los rizobios con
inicio de la infeccion y posterior nodulacion (Caetano-Anollés et al., 1988; Lum y Hirsch,
2003).

Las tres poblaciones de D. virgatus (sensu estricto) mostraron en promedio 23 cm de
altura, 20 cm de longitud radicular y 4,6 nddulos por planta. Las poblaciones, originarias
de las provincias de Jujuy y Santiago del Estero (7-8 y 9, respectivamente), crecieron en
suelos con bajos contenidos de nitrégeno pero adecuados valores de fésforo asimilable y
niveles de pHs proximos a la neutralidad, condiciones edaficas que podrian haber
favorecido los procesos de nodulacién y FBN.

En relacion al pH, el 50 % de las poblaciones del complejo presentd suelos de origen
con valores préoximos a la neutralidad, indicando la existencia de condiciones que
favorecerian la asimilacién de nutrientes por parte de las plantas de Desmanthus, la

actividad metabdlica y sobrevivencia de los rizobios, asi como también el desarrollo de
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interacciones simbidticas. Las poblaciones de D. paspalaceus de Corrientes y Misiones
fueron colectadas en suelos con niveles de pHs medianos a fuertemente 4cidos,
caracteristica edafica predominante en sus lugares de origen. Sin embargo, los bajos
niveles de pHs no impidieron la sobrevivencia de los rizobios en los suelos y la ocurrencia
del proceso de nodulacién en condiciones de crecimiento controlado.

Las estructuras nodulares de las plantas del complejo D. virgatus presentaron una
forma alargada y muchas veces ramificada, mostrando caracteristicas tipicas de los
nodulos de crecimiento indeterminado. La coloracién mostré variaciones desde rosado a
pardo claro u oscuro y en algunas poblaciones se hallaron situados predominantemente
en las raices principales, mientras que en otras se encontraron distribuidos en las raices

secundarias (ver Figura 11.2).

Figura 11.2: Planta de D. paspalaceus desarrollada en condiciones de crecimiento
controlado. A. Raiz nodulada mostrando la forma, color y distribucion de los
nodulos. B. Nédulos de tipo indeterminado.

La coloracién interna de varios nédulos obtenidos en condiciones de crecimiento
controlado fue rosada a roja, hecho que sugiere la presencia en el suelo de cepas de

rizobios efectivas para las plantas del complejo D. virgatus.
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La nodulacion de las raices es una caracteristica general y frecuentemente observada
en las plantas de la subfamilia Mimosoideae. Faria et al. (1989), examinaron 40 géneros,
incluyendo Desmanthus, con un total de 454 especies mimosoideas y hallaron que el 90 %
de las plantas presentaron nodulacién. En relacién al género Desmanthus, Allen y Allen
(1981) mostraron que las especies examinadas de D. virgatus, D. illinoensis, D. depressus,
D. leptolobus y D. brachylobus presentaron nédulos en sus raices. Cabe sefialar que, en la
actualidad D. brachylobus se considera un sinénimo de D. illinoensis (Luckow, 1993).

La evaluacidn de la simbiosis realizada en las poblaciones del complejo D. virgatus
colectadas en sus habitats naturales mostré que solamente el 44 % de las plantas
presentaron estructuras nodulares. El menor porcentaje de plantas con nddulos hallado
en este trabajo en relacidn al observado en la literatura deriva principalmente de las
escasas plantas noduladas de las especies D. acuminatus y D. paspalaceus en sus
ambientes naturales. Contrastando con esta observacion, las poblaciones de D. virgatus
(sensu estricto) mostraron los porcentajes de nodulacién mas altos en relacién a todas las
poblaciones de la coleccion.

Diversos autores han descripto previamente la dificultad de obtener nddulos a
campo en especies adultas perennes y lefiosas potencialmente noduladoras (Faria et al.,
1984; Faria et al., 1989; Moreira et al., 1992). Estas observaciones fueron confirmadas en
las experiencias realizadas en condiciones de crecimiento controlado, donde el 100 % de
las plantas de las distintas especies del complejo D. virgatus presentaron nédulos en sus
raices.

En este trabajo, los nddulos obtenidos de las plantas de campo y en laboratorio
mostraron una forma alargada y un tipo de crecimiento indeterminado con diversos
grados de ramificacién. Las caracteristicas de los nédulos en las plantas de la subfamilia
Mimosoideae son muy uniformes, presentando una estructura indeterminada, a menudo
ramificada, mostrando una region central con células infectadas y no infectadas, y una
corteza suberizada que los protegeria contra la desecacion (Sprent, 2008).

Los nédulos observados en las plantas del complejo D. virgatus indicaron la presencia
en el suelo de cepas de rizobios nativos capaces de nodular a D. acuminatus, D.
paspalaceus y D. virgatus (sensu estricto). La formacion de nddulos no implica

necesariamente una efectiva fijacién de nitrégeno pudiendo ocurrir desde situaciones de
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mutualismo y completa efectividad hasta situaciones de parasitismo con escasa o nula
fijacion de nitrégeno (Tang, 1986; Denison y Kiers, 2004b). Dichas consideraciones
justificaron la necesidad de investigar posteriormente la efectividad de las cepas
simbiontes del complejo D. virgatus recuperadas de los suelos del centro y norte

argentino, cuyos resultados se presentaran en el capitulo V de este trabajo de tesis.

11.2.2. Organizacidn, establecimiento y preservacidon de una coleccion de aislamientos de

rizobios noduladores del complejo D. virgatus.

Las estrategias empleadas para la obtencidn de rizobios permitieron establecer una
coleccién de mas de 1000 nddulos de las plantas del complejo D. virgatus en sus habitats
naturales y en condiciones de laboratorio. Un muy bajo nimero de ndédulos pudo ser
recuperado de las plantas del complejo D. virgatus en sus ambientes de origen, lo que
sugiere que ya sea la poblacidon de rizobios nativos fue escasa, o ineficiente para la
infeccion en las condiciones agroecoldgicas operantes. Mas alld del bajo nimero de
nddulos, de todos los sitios de coleccion de las plantas se han podido obtener nddulos
con muestras de suelo en ensayos de laboratorio en condiciones de crecimiento
controlado. Resulté claro que los componentes agroclimaticos condicionaron
considerablemente el proceso de formacién de nédulos a campo en los sitios de coleccion
evaluados del centro y norte de nuestro pais.

A partir de los nddulos obtenidos de campo y en condiciones de crecimiento
controlado (ambos), se realizaron aislamientos de rizobios en medio LMA con rojo congo
hasta la obtencién de colonias puras. Los aislamientos bacterianos obtenidos fueron
clasificados de acuerdo a la poblaciéon de origen y conservados en caldo LMA con
agregado de 50 % (v/v) de glicerol, a -202C segun se describe en la seccion 2.2. de
Materiales y Métodos. El cepario fue mantenido por criopreservacion y se establecié una
base de datos con las principales caracteristicas vinculadas al origen de los aislamientos y

la ubicacién de sus sitios de origen.
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1.2.2.1. Colecciéon de aislamientos. Confirmacion del fenotipo de nodulacion en clones

de la coleccion.

Las cepas aisladas fueron sometidas a pruebas de pureza para descartar la presencia
de posibles contaminantes y confirmar la capacidad de producir nédulos en plantas
hospedadoras. Se conservaron los aislamientos que mostraron bacilos gram negativos no
esporulados. La caracteristica de crecimiento en medio PGA no se considerd excluyente al
realizar las pruebas de infeccion en plantas (las cepas de Rhizobium muestran crecimiento
muy reducido en medios nutritivos con sales minerales de peptona y glucosa, sin cambios
de pH (Kuykendall et al., 2005)).

Finalmente, con el propdsito de asegurar que todos los aislamientos tuvieran la
capacidad de nodular la planta huésped D. virgatus, se realizaron pruebas de infeccion
inoculando los mismos en plantulas de las respectivas poblaciones de las cuales fueron
originalmente obtenidos. Las plantas permanecieron en condiciones de crecimiento
controlado durante 45 dias previo al procesamiento de los nddulos formados. En los
ensayos de infeccidn, se hallé que las plantas mantenidas en macetas con vermiculita
manifestaban un desarrollo vegetativo muy pobre, con sintomas de clorosis vy
senescencia, y un sistema radicular sin la aparicién de nédulos. Dichas circunstancias
obligaron a realizar nuevos ensayos en los cuales se modificé la composicidén del sustrato,
de tal manera que empleando una mezcla de vermiculita: suelo estéril se logré obtener
40 - 50% de supervivencia de las plantas. Sélo se conservaron aquellas cepas de rizobios
confirmadas por su capacidad de producir nddulos en la planta huésped que totalizaron

aproximadamente 173 aislamientos provenientes de las diez poblaciones analizadas.

Como resultado de los ensayos descriptos en esta seccion se ha construido una
coleccidén de rizobios noduladores del complejo D. virgatus, en su mayoria recuperados de
los suelos de origen en condiciones de crecimiento controlado.

En este sentido, se aislaron cepas bacterianas simbiontes procedentes de sus
habitats naturales en tres poblaciones (5, 7 y 10) de las ocho poblaciones de plantas del

complejo en las cuales se recolectaron ndédulos en condiciones de campo.
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Segln se muestra en la Tabla 1.3, se logré obtener una coleccion de 173
aislamientos de rizobios noduladores de las diferentes poblaciones del complejo D.
virgatus, correspondiendo 11 cepas a las plantas de D. acuminatus, 110 a las plantas de D.

paspalaceus y 52 a las de D. virgatus (sensu estricto).

Tabla 11.3: Coleccion de rizobios noduladores de las poblaciones del complejo D. virgatus
procedentes de diferentes sitios del centro y norte de Argentina.

Poblacion Especie del complejo Provincia y Departamento Numero de
de plantas D. virgatus de origen aislamientos de
indicada rizobios
1 D. acuminatus Entre Rios 11
(Nogoyd)
2 D. paspalaceus Corrientes 24
(Santa Tomé)
3 D. paspalaceus Corrientes 23
(Santa Tomé)
4 D. paspalaceus Misiones 12
(Candelaria)
5 D. paspalaceus Chaco 15
(San Fernando)
6 D. paspalaceus Salta 16
(Rosario de la Frontera)
7 D. virgatus Jujuy 14
(sensu estricto) (EI Carmen)
8 D. virgatus Jujuy 22
(sensu estricto) (Ledesma)
9 D. virgatus Santiago del Estero 16
(sensu estricto) (Rivadavia)
10 D. paspalaceus Santa Fe 20
(General Obligado)

En los aislamientos recuperados de nddulos de las raices del complejo D. virgatus
de la coleccidn se detectd por técnicas basadas en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, Polymerase Chain Reaction) la presencia del gen de nodulaciéon nodC. La Figura I1.3.
muestra la amplificacion de secuencias nodC de las cepas simbiontes de las distintas

poblaciones de plantas procedentes del centro y norte de Argentina.
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Figura 11.3: Amplificacién de secuencias nodC por PCR de los aislamientos simbiontes

del complejo D. virgatus. La amplificacién fue realizada empleando ADN molde de las cepas de la
coleccién y los cebadores nodCF/nodCl (Laguerre et al., 2001). La primera calle del gel corresponde al ADN
del fago A digerido con Hindlll y la ultima al control negativo de amplificacién sin ADN molde. El primer
numero del cddigo de cada cepa simbionte corresponde al nimero de la poblacion de plantas del
complejo D. virgatus de la cual fueron originalmente aislados: 1- D. acuminatus (Entre Rios); 2- D.
paspalaceus (Corrientes); 3- D. paspalaceus (Corrientes); 4- D. paspalaceus (Misiones); 5- D. paspalaceus
(Chaco); 6- D. paspalaceus (Salta) 7- D. virgatus (Jujuy); 8- D. virgatus (Jujuy); 9- D. virgatus (Santiago del
Estero); 10- D. paspalaceus (Santa Fe). L indica aislamientos recuperados en ensayos de nodulacién en
laboratorio y C obtenido en condiciones de campo.

La abundancia, diversidad y tolerancia a las condiciones ambientales de las
poblaciones de rizobios nativos varian ampliamente en los diferentes suelos. Los rizobios
noduladores del complejo D. virgatus fueron recuperados de diez sitios con
caracteristicas edafoclimaticas propias (ver Capitulo 1) sugiriendo que la composicidn
poblacional de las cepas simbiontes podria diferir entre los distintos sitios de origen. No
obstante, en un mismo suelo la poblacién de rizobios podria variar a causa de efectos
intrinsecos e inducidos (Sylvester-Bradley y Valdés, 1988). En este sentido, los factores
ambientales de estrés pueden producir cambios genéticos en los microsimbiontes, hecho
gue podria explicar la gran diversidad de rizobios nativos hallada en ciertos suelos.

Por otro lado, la variacion espacial y temporal de los exudados de las leguminosas
modifica de manera significativa la estructura de la comunidad rizobiana (Graham, 2008).
Desde hace muchos afios se conoce la capacidad de las leguminosas huéspedes para
influir en el crecimiento de rizobios especificos en la rizdosfera (van Egerat, 1975). Las

poblaciones del complejo D. virgatus fueron colectadas en distintos sitios donde
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predominaban vegetaciones caracteristicas de los lugares de procedencia. Asi, algunas
poblaciones se hallaban creciendo junto a integrantes de la familia Poaceae, mientras que
otras plantas se recolectaron junto a las leguminosas D. incanum y G. striata (ver seccidn
2.2.1. del Capitulo 1). De ese modo, los exudados de las raices estimularian el crecimiento
de determinadas cepas de rizobios y, en consecuencia, la poblacion nativa de
microsimbiontes dependera de la vegetacidn existente.

De acuerdo a lo expuesto en los parrafos precedentes, el andlisis de la biodiversidad
de los rizobios presentes en los suelos argentinos permitird conocer las complejas
relaciones ecoldgicas y agrondmicas entre macro y microsimbiontes y seleccionar las
mejores cepas adaptadas a distintos tipos de estrés ambiental, contribuyendo a optimizar

la eficiencia simbidtica de la asociacidn rizobio - complejo D. virgatus.

I1.3. Conclusiones.

En este capitulo se presento el establecimiento de una coleccién de aislamientos de
rizobios noduladores de plantas del complejo D. virgatus provenientes de diferentes sitios
del centro y norte de nuestro pais. Si bien algunos aislamientos fueron recuperados de
nodulos colectados de las plantas en sus ambientes de origen, el mayor nimero de
aislamientos fue recuperado de nddulos a partir de plantas desarrolladas con los
diferentes suelos de procedencia en condiciones de crecimiento controlado. Esta
situacidn sugiere que las condiciones a campo fueron desfavorables para el desarrollo de
la simbiosis. Los rizobios obtenidos fueron mantenidos por criopreservacion como
reservorio de germoplasma de las bacterias simbiontes.

El establecimiento de una vasta coleccion de rizobios noduladores de D. acuminatus,
D. paspalaceus y D. virgatus (sensu estricto) ha construido la base para la caracterizacién
fenotipica y genotipica de los microsimbiontes locales del complejo D. virgatus, de su

diversidad, y de sus caracteristicas simbidticas.
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Capitulo Il

Caracteristicas fenotipicas de los
rizobios noduladores del complejo D. virgatus
recuperados de suelos del centro y norte de la

Republica Argentina.




111.1. Introduccion

Segun se ha descripto en la introduccion de esta tesis, Leguminosae es una de las
familias mas amplias de las angiospermas, con 751 géneros y aproximadamente 19.500
especies (LPWG, 2013) distribuidas en una amplia gama de condiciones ecolégicas (Doyle,
1994, Sprent, 1995). La habilidad de las leguminosas para colonizar diferentes ambientes
estaria relacionada con su capacidad para asociarse con rizobios simbiontes fijadores de
nitrégeno atmosférico (Moreira et al., 1992, Sprent, 1994). Debido a esta capacidad, las
leguminosas pueden actuar como plantas pioneras en la colonizacion y estabilizacién del
suelo, pueden crecer en suelos deficientes en nitrégeno (Silva y Vinuesa, 2007) y en
regiones marginales, mejorando la fertilidad y previniendo la erosién y la desertificacion
(Zzahran, et al., 2013). Entre las leguminosas que conforman el paisaje natural argentino
se encuentran las especies con potencial forrajero del complejo D. virgatus, que
presentan una gran capacidad de adaptacion a las condiciones edafo-climaticas de las
diferentes zonas del centro y norte de nuestro pais. Por lo cual, resulta de gran interés
enfocar el estudio de este trabajo hacia el analisis de la biodiversidad de los rizobios
simbidticos de D. virgatus con el propdsito de seleccionar potenciales cepas inoculantes
para ser utilizadas en suelos argentinos.

La busqueda de sistemas agropecuarios ecoldgicos y sustentables ha incrementado
el numero de investigaciones sobre la diversidad rizobiana y la tolerancia a factores
bidticos y abidticos. Uno de los problemas mas extendidos que enfrenta la actividad
agronomica es la degradacion y pérdida de calidad del suelo debido a la desecacidn,
acidificacion y salinizacion. Los factores abidticos como temperatura extrema, acidez y
salinidad del suelo pueden reducir el crecimiento y la supervivencia de los rizobios e
inhibir la interaccion simbidtica eficiente ocasionando una disminucién en la
productividad agropecuaria.

La simbiosis rizobio-leguminosa presenta un papel muy importante en la agricultura,
la silvicultura y la produccién de forraje sostenible. Debido a la importancia ecolégica y
econémica de los rizobios, su biodiversidad ha sido investigada ampliamente y en los
ultimos anos el conocimiento sobre la taxonomia rizobial ha incrementado notablemente

(Martinez-Romero, 2001; Moreira, 2012). Asimismo, la interaccion simbidtica eficiente ha
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sido explorada en la actividad agrondmica para mejorar el crecimiento y desarrollo de los
cultivos y las pasturas sin la adicion de fertilizantes nitrogenados (Zahran, 2009). Sin
embargo, la mayoria de las investigaciones se han centrado en cultivos de leguminosas de
importancia agricola, mientras que se han realizado muy pocos estudios sobre las
asociaciones entre rizobios y leguminosas nativas, interacciones que presentan una gran
importancia ecolégica en los sistemas naturales (Zahran, 1999, Zahran et al., 2003). En
este sentido, Bécquer (2004) ha sugerido dirigir una atencién especial a los rizobios
aislados de ecosistemas sometidos a la acciéon de condiciones naturales adversas, ya que
se ha comprobado que sus caracteristicas fisioldgicas se diferencian notablemente de
aquellos aislados de zonas agricolas con condiciones edafoclimdticas mds favorables.
Dichas caracteristicas deberian ser estudiadas con fines biotecnoldgicos para su aplicacion
en sistemas agropecuarios sostenibles.

De acuerdo a datos de la literatura, las condiciones de estrés ambiental como acidez,
alcalinidad o salinidad del suelo afectarian la supervivencia y diversidad de las
poblaciones de rizobios nativos, asi como también su capacidad de establecer
interacciones simbidticas (Bala et al., 2003a; Bala et al., 2003b; Fall et al., 2008). Las
investigaciones sobre rizobios de diferentes regiones geograficas asociados con sus
plantas huéspedes permitirian lograr una adecuada caracterizacién de las interacciones
entre los microsimbiontes, las leguminosas y los factores geograficos (Liu et al., 2005). De
ese modo, la diversidad de los rizobios dentro de una comunidad microbiana
determinada podria consolidar la capacidad de resistencia de la poblacién a
perturbaciones o estreses del medio ambiente edafico (Bala y Giller, 2006).

Por otro lado, los estudios que permiten identificar las diferentes especies y géneros
de rizobios estdn basados en criterios muy especificos con el fin de evitar posibles errores
de clasificacion (Bécquer, 2004). Debido a esta razdn, existen criterios que sefialan la
taxonomia de los rizobios en una etapa de transicion (Graham et al., 1991), ya que
algunos de los métodos utilizados para clasificar estas bacterias en décadas pasadas han
dejado de ser Unicos en su tipo y han cedido paso a técnicas de biologia molecular. Sin
embargo, se mantienen muchos de los andlisis fenotipicos y de evaluacion simbiosis
leguminosa-rizobio, ya que en estos estudios se evaluan las funciones fisioldgicas y

ecolégicas de las células (Vandamme et al.,, 1996). De este modo, en una primera
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instancia resultaria esencial la realizacion de estudios fenotipicos para lograr una
adecuada caracterizacién y seleccion de cepas de rizobios adaptados a condiciones
edafoclimaticas marginales (Zerhari et al., 2000, Zahran et al., 2012).

En la actualidad, el estudio y la taxonomia de los rizobios se basan en un enfoque
polifasico (Gillis et al., 2005) que incluye caracterizaciones de la morfologia, bioquimica,
fisiologia, genética y filogenia (Wang et al., 2001). De ese modo, combinando los datos
mencionados se podria establecer una vision global de las relaciones de las bacterias y
proponer una clasificacion adecuada (Willems, 2006).

En este contexto, el andlisis de la biodiversidad de la coleccion de rizobios
noduladores recuperados de distintos suelos de nuestro pais construida en el capitulo
precedente de esta tesis permitird seleccionar las cepas mejor adaptadas a diferentes
tipos de estreses ambientales, contribuyendo a mejorar la eficiencia simbidtica de la

asociacion rizobio - complejo D. virgatus.

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar fenotipicamente los rizobios

noduladores del complejo D. virgatus.

En una primera instancia se presenta el analisis de las caracteristicas fenotipicas
culturales y la tolerancia a diferentes estreses abidticos que incluyen altas temperaturas,
niveles de pHs (acidos y alcalinos) y salinidad de una vasta coleccion de rizobios
noduladores del complejo D. virgatus recuperados de suelos del centro y norte de
Argentina (por especie de planta hospedadora y por sitio y poblacién de origen).
Posteriormente, se describen y detallan las caracteristicas fenotipicas y de tolerancia a
condiciones de estrés de los rizobios simbiontes de D. paspalaceus aislados de suelos de
la localidad de General Obligado, provincia de Santa Fe (poblacién 10, plantas codificadas

con el nimero Id 6932).
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11l.2. Resultados y discusion.

l11.2.1. Caracteristicas morfolégicas de los rizobios noduladores del complejo D. virgatus

aislados en este trabajo de tesis.

111.2.1.1. Morfologia macroscépica.

La morfologia macroscépica se observé en placas de LMA vy las cepas bacterianas
aisladas presentaron colonias circulares de bordes enteros y lisos, elevaciones céncavas o
convexas, colores rosados, beige o blanquecinos y translicidas, semitranslicidas u
opacas. Las caracteristicas de los aislamientos simbiontes del complejo D. virgatus
correspondieron a las descriptas para los rizobios. En la Figura lll.1 se observa la
morfologia de seis cepas de la coleccién recuperadas de diferentes sitios del centro y
norte argentino.

Las colonias de los microsimbiontes exhibieron una consistencia cremosa, a
excepcion de aquellos originarios de los suelos de la provincia de Jujuy que presentaron
una consistencia mucosa con gran produccion exopolisacdridos (EPS). Asimismo, algunos
aislamientos de las poblaciones 1y 10, procedentes de Chaco y Santa Fe, mostraron una
tipica consistencia viscosa.

La forma, transparencia y didmetro de las colonias de los rizobios dependeran en
gran parte de la produccién de EPS, observandose mucha diversidad entre los distintos
aislamientos. Los rizobios recuperados de muestras de suelo de la provincia de Jujuy al
inicio del crecimiento presentaron colonias circulares y de consistencia acuosa que en el
transcurso del periodo de incubacion se tornaron de formas irregulares a medida que
fueron produciendo mayor gomosidad. Martins et al. (1997), sugirieron que las colonias
de rizobios cuyo didmetro varia entre 1 y 2 mm son generalmente circulares, translicidas
y con poca gomosidad, mientras que las colonias de mayor tamafio tienen forma variable

dependiendo de la consistencia de la gomosidad producida.
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Figura lll.1. Morfologia macroscépica de las colonias de rizobios noduladores del
complejo D. virgatus recuperados de suelos del centro y norte de Argentina. Los cultivos de
rizobios ensayados se repicaron en placas con medio LMA y se incubaron a 28°C durante 5 dias. El
primer numero del cédigo de cada cepa simbionte corresponde al nimero de la poblacidn de plantas
del complejo D. virgatus de la cual fueron originalmente aislados segun se indica a continuacion: 1-
D. acuminatus (Entre Rios), 2- D. paspalaceus (Corrientes); 3- D. paspalaceus (Corrientes); 5- D.
paspalaceus (Chaco); 8- D. virgatus sensu estricto (Jujuy); 10- D. paspalaceus (Santa Fe). L indica
aislamientos recuperados en ensayos de nodulacion en el laboratorio (para detalle de la
nomenclatura de los aislamientos ver Materiales y Métodos seccion 6.1.)

111.2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas microscopicas.

La morfologia celular se observé al microscopio éptico mediante la tincidn diferencial
de Gram. Los aislamientos simbiontes recuperados de los diferentes sitios en estudio
presentaron forma de bacilos pequefios, gram negativos y no esporulados. La morfologia
microscopica bacteriana correspondié a la descripta para las bacterias que forman

nodulos con leguminosas en el Phylum B12 Proteobacteria (Garrity et al., 2005).
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111.2.2. Caracteristicas fisiolégicas de los rizobios nativos noduladores del complejo D.

virgatus.

111.2.2.1. Velocidad de crecimiento de los aislamientos.

El 78 % de las colonias de los rizobios noduladores del complejo D. virgatus
aparecieron entre los 2 a 4 dias posteriores al aislamiento y presentaron un diametro
igual o mayor a 2 mm, mientras que el 22 % restante aparecieron entre los 5 a 6 dias
subsiguientes. Los géneros Rhizobium, Ensifer, Azorhizobium y Allorhizobium incluyen
cepas que forman colonias visibles con un didmetro de 2 a 4 mm y muestran un
crecimiento rapido, de 3 a 5 dias para desarrollar colonias en medio LMA a 25-30°C;
mientras que las cepas del género Bradyrhizobium forman colonias pequefias de
didmetro inferior a 1 mm recién a los 5 a 7 dias en las mismas condiciones de incubacién
(Holt et al., 1994). La mayoria de las cepas del género Mesorhizobium muestran tasas de
crecimiento intermedio entre las tipicas especies rapidas y lentas (Young, 1996).

Consistente con los resultados obtenidos en este trabajo Lépez et al., (2000) vy
Teamtisong (2000) ya habian aislado rizobios de crecimiento rapido de nédulos de raices
de D. virgatus. Asimismo, en la provincia de Tucuman, Pedraza et al., (2001) obtuvieron
rizobios nativos simbiontes de plantas de D. virgatus cv. Jaribu que crecieron en forma

rapida produciendo colonias muy gomosas.

111.2.2.2. Respuesta al cambio de coloracion del medio LMA con azul de bromotimol.

Los rizobios noduladores del complejo D. virgatus acidificaron ligeramente el medio
de cultivo, ocasionando el viraje del color del medio de verde a verde-amarillento. Cabe
destacar que, el 21 %, 25 % y 20 % de las cepas de las poblaciones 7, 9 y 10,
respectivamente, no originaron cambios de coloracién en el medio nutritivo. Tan y
Broughton (1981) sugirieron que los cambios de pH promovidos por los rizobios en el
medio se deberian al empleo diferencial de azlcares, de tal manera que las cepas de
crecimiento rdpido excretan acidos organicos y las de crecimiento lento compuestos

nitrogenados en forma de cationes.
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111.2.3. Caracteristicas de tolerancia a factores abidticos de los aislamientos de la

coleccidn de rizobios noduladores del complejo D. virgatus.

111.2.3.1. Caracterizacion del conjunto completo de aislamientos de rizobios frente a

diferentes tipos de estrés, discriminados por especie hospedadora.

Los estudios de crecimiento bacteriano en medio definido a diferentes temperaturas,
niveles de pH y concentraciones de sal resultan importantes para caracterizar los efectos
de factores abidticos de estrés como altas temperaturas, acidez, alcalinidad y salinidad
sobre los rizobios. La utilidad de dichos ensayos se sustenta en considerar que, muy
posiblemente, las cepas que son tolerantes a diferentes estreses abidticos en condiciones
de suelo constituyen un subgrupo de las cepas que son tolerantes en condiciones de
laboratorio. De todos modos, también es posible que las cepas que sean moderadamente
resistentes en condiciones de crecimiento controlado tengan una buena supervivencia en
suelos con temperaturas, pH o concentraciones de sales extremas. Esto es posible dado
gue la estructura del suelo ofrece micro-ambientes particulares dentro de los cuales las
condiciones del entorno percibidas por las bacterias pueden ser muy distintas a las que
corresponden a la fase liquida libre. Mas alla de esta consideracién, toda cepa que resulte
mas tolerante que otra a distintos tipos de estrés abidtico en condiciones de laboratorio,
serd seguramente mads tolerante en condiciones de suelo. Por esta razén, cualquier
estudio complejo de persistencia en condiciones reales de suelo deberia estar precedido
por ensayos mas simples de caracterizacion de las cepas en medios de cultivo con
condiciones de temperatura, pH o salinidad bien definidas.

En este trabajo de tesis los microsimbiontes del complejo D. virgatus fueron
evaluados respecto a su habilidad para crecer en medio LMA sélidos bajo diferentes
condiciones de estrés, como por ejemplo temperaturas elevadas, distintos niveles de pHy
condiciones de salinidad que, en diversa medida, se registran en los suelos donde habitan
naturalmente las plantas del complejo. Los rizobios noduladores de cada poblacién y las
cepas de referencia se sembraron en placas con el medio de cultivo modificado segun la

caracteristica a evaluar y se incubaron en estufa durante 5 dias. El crecimiento de cada
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uno de los rizobios, evaluado por duplicado, se calificé segun una escala numérica gradual
desde 0 (ausencia de crecimiento) hasta 5 (desarrollo normal).

En la Tabla lll.1. se presenta el analisis del crecimiento de los rizobios noduladores de
las especies del complejo D. virgatus y de rizobios simbiontes de otras leguminosas en
medio LMA bajo diferentes condiciones de estreses abiodticos. Los resultados se expresan
como el porcentaje de aislamientos que presentaron crecimiento éptimo (grado 5) en la
condicién analizada. El 73 a 74 % de los aislamientos noduladores de las especies D.
paspalaceus y D. virgatus presentaron crecimiento optimo a 35°C de incubacion, mientras
gue 8% del total de las cepas fueron tolerantes a la temperatura extrema de 40°C.

Por otro lado, los microsimbiontes de D. paspalaceus presentaron una gran
capacidad de adaptacion al crecimiento en medios nutritivos con niveles de pH extremos.
La acido-tolerancia poco marcada de S. melilotti en relacion a la de otros rizobios de
referencia puede observarse en la Tabla Ill.1. Cabe seiialar que, S. melilotti presenté una
muy escasa capacidad de crecimiento a pH inferiores a 5,6 (Glen y Dilworth, 1994), en
contraste, R. tropici y R. hainanense mostraron una marcada tolerancia a las condiciones
acidas del medio (Graham et al., 1982; Martinez-Romero et al., 1991; Chen et al., 1997).

La mayoria de los microsimbiontes mostraron un crecimiento éptimo en medio
nutritivo con concentraciones de 1 % (p/v) de NaCl (171 mM). En particular, los rizobios
de D. acuminatus se destacaron por presentar el mayor porcentaje de cepas tolerantes en
las concentraciones mas altas de sal, mientras que ningln aislamiento de la coleccién fue
capaz de crecer en 3 % de NaCl (513 mM). Las cepas de referencia R. melilotti, R. tropici y
R. hainanense presentaron una tolerancia apreciable a concentraciones de 2 % de NaCl.
Graham (1992) indicé que los rizobios tolerantes a la salinidad representarian un pequefiio
porcentaje de cepas en la mayoria de las colecciones, promoviendo por ello el
aislamiento, caracterizacion y seleccién de cepas tolerantes a condiciones salinas como
algunas de las aqui presentadas (varias como hemos dicho aisladas de D. acuminatus).

Los resultados obtenidos evidencian que las cepas simbiontes de las especies del
complejo D. virgatus analizadas en este trabajo de tesis presentaron una gran diversidad
en relacion a la capacidad de crecimiento en diferentes condiciones de estreses abidticos,
mostrando tolerancias destacadas a temperaturas medias a altas, a un amplio intervalo

de valores de pH (desde acidos a alcalinos) y a condiciones de salinidad de distinto grado.
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Tabla Ill.1.: Evaluacién de la tolerancia a diferentes condiciones de estreses abiéticos en rizobios noduladores del complejo D. virgatus aislados de

suelos locales.

Numero de rizobios
noduladores de la especie

Rizobios tolerantes a las
temperaturas (°C)

Rizobios tolerantes a los diferentes
niveles de pH enumerados *

Rizobios tolerantes a las
concentraciones de

Indicada, y cepas de indicadas ® NaCl (%) indicadas ®
referencia 28 35 40 a5 4 5 6 7 8 9 |o001 | o5 | 1,0 |20 30
D. "(Cr:{,'_"l'g)"tus 100 | 30 | 30 0 50 | 90 | 100 | 100 | 70 | 20 | 100 | 100 | 100 | 60 | ©
D-p ‘(’:f ‘;’(;ce”s 100 | 73 2 o | 63 | 91 | 100 | 100 | 95 | 74 | 100 | 94 | 79 | 12 | o
D. (:{f i"z’;"s 100 74 | 10 0 28 | 81 | 100 | 100 | 52 | 36 | 100 | 100 | 93 | 19 | 0
Cepas de referencia
S. meliloti 2011 + + w - - - + + + + + + W -
S. fredii 205 + + - - - - + + + + + + + - -
Rhizobium sp. LPU83 + - - - - + + + w - + - - - -
R. hainanense 166 + + - - + + + + + + + + + + -
R. tropici 899 + + - - + + + + + + + + + + w
Rhizobium sp. CB3126 + + + - - + + + + + + + - - -

“Los datos numéricos representan el porcentaje de rizobios con crecimiento éptimo (grado 5 en la condicién indicada de pH, temperatura o salinidad) recuperados de la especie

indicada del complejo D. virgatus. Los cultivos de rizobios y las cepas de referencia se repicaron por duplicado en placas con medio LMA modificado segun la caracteristica a evaluar y

se incubaron durante 5 dias.

b: . . .
numero de aislamientos evaluados.

(+) éptimo crecimiento  (w) débil crecimiento (-) sin crecimiento
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Con el fin de caracterizar en mas detalle la diversidad fenotipica de los rizobios
noduladores de Desmanthus spp. y determinar los factores asociados a esa diversidad, se
realizd un analisis de componentes principales (ACP) incluyendo el total de aislamientos
de la coleccidn y todas las variables analizadas para cada uno de ellos utilizando la escala
numérica gradual de crecimiento que ya hemos mencionado (desde grado 0 a grado 5). El
propésito del analisis fue obtener un nimero reducido de combinaciones lineales de las
variables estudiadas (estreses abiéticos) que explicaran la mayor variabilidad (diversidad
bioldgica) posible. Los resultados mostraron que los tres primeros componentes del ACP
dan cuenta de 74 % de la variabilidad total observada. Se observéd, por un lado, que la
primera componente (CP1) explica el 44 % de la variacién total y estd positivamente
influenciada por el crecimiento optimo de las cepas a una temperatura de 35°C. La
segunda componente (CP2), por su parte, explica el 16 % de la variacién y muestra una
alta correlacién también positiva con la tolerancia de los rizobios a niveles extremos de
pHs 4 y 9. La tercera componente principal (CP3) explica el 14 % y se halla influenciada
positivamente por el crecimiento a concentraciones de 2 % de NaCl. De este modo, la
informacién contenida en las variables de respuesta originales pudo ser resumida en tres
variables que recolectaron la mayor informacién del ensayo.

En la Figura 1.2 se muestra la distribucién de los rizobios noduladores del complejo
D. virgatus en el espacio CP1 - CP2, y el grafico vectorial de la contribucidn (representado
por la longitud del vector) de las variables originales a cada una de las CPs. La dispersion
observada de los datos evidencid la diversidad fenotipica en la coleccién de germoplasma
colectado. De acuerdo con la posicion de los aislamientos en el plano comprendido por
ambos ejes, hacia la derecha en el eje horizontal (CP1) se hallan los rizobios con mejor
desempeiio a altas temperaturas, mientras que en los valores positivos de la CP2 se
encuentran los aislamientos con mayor tolerancia a niveles extremos de pH (ya sea los
resistentes a acidez localizados en la regién negativa del CP1, o los resistentes a
alcalinidad para aquellos que se localizan en la region positiva de este mismo
componente). Resulta particularmente interesante el modo en el que hemos podido
discriminar dentro del espacio CP1-CP2 (ver distribucion de colores en el grafico V.2.B.)

el comportamiento diferencial frente a los diferentes estreses de los distintos
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aislamientos. En las secciones siguientes mostraremos las caracteristicas de tolerancia a

cada uno de estos estreses analizada por sitio de origen.

6,00
A

pH4 pHo

3,00 /
pH8:

pH5

0,5%NaCl
'45°C

3°/J\l.a/C|;pH7 m‘

3,00 29%NaCl

0,00

CP 2 (16,2%)

35°C

-6’00- T T 1
-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00
CP 1 (43,8%)

7,00

3,50 - -

0,00 .

CP 2 (16,2%)

-3,50

-7,00- ;
-7,00 -3,50 0,00 3,50 7,00
CP 1 (43,8%)

Figura Ill.2. Separacidon de los aislamientos noduladores del complejo D. virgatus
mediante Analisis de Componentes Principales (ACP) de sus diferentes tolerancias a
estreses abioticos. A. Grafico vectorial de correlacidn entre las variables de tolerancia a
estreses y los componentes de variaciéon 1 y 2. B. Diagrama de dispersion de los
aislamientos en el espacio de las CP1-CP2 (que representa 60% de la variacidon total). La
distribucién de los aislamientos en el espacio de los componentes 1 y 2 (que
representan el 60% de la variacién total) permitié separar a los diferentes aislamientos
en regiones donde se manifiestan las tolerancias a los diferentes estreses estudiados:
izquierda abajo, tolerancia salinidad; izquierda arriba, tolerancia a acidez; derecha
arriba, tolerancia a alcalinidad; derecha abajo, tolerancia a temperaturas
moderadamente altas. Los aislamientos noduladores marcados en verde (A)
corresponden a D. acuminatus, en azul ( ®) a D. paspalaceus, en rojo (@) a D.
virgatus (sensu estricto) v en amarillo ( O) a las cepas de referencia.
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La capacidad de los microorganismos para crecer y desarrollarse en diferentes
condiciones de cultivo puede variar ampliamente, incluso entre cepas de la misma
especie. En el caso de los rizobios, ya se habian observado diferencias entre cepas de un
mismo género en relacién a la tolerancia a temperaturas extremas (Munevar y Wollum,
1981; Hartel y Alexander, 1984; de Lajudie et al., 1994), acidez (Graham et al., 1982;
Graham et al., 1994; Correa y Barneix, 1997), alcalinidad (Surange et al., 1997) y salinidad
(Bhardwaj, 1975; Zhang et al., 1991). Por otra parte, estudios previos mostraron
correlacién entre el comportamiento de cepas de rizobios crecidas en cultivo puro bajo
estrés y la performance de los mismos microorganismos en condiciones ambientales de
ese mismo estrés (Kulkarni y Nautiyal, 1999). Dicha observacién da soporte por tanto a la
evaluacién de tolerancias a estreses in vitro como estrategia de busqueda de cepas de
rizobios adaptadas a diferentes medio ambientes en los cuales las temperaturas, los pHs
extremos y/o la excesiva salinidad limiten la fisiologia normal del microsimbionte y como

consecuencia de ello la propia capacidad simbidtica.

111.2.3.2. Analisis de la tolerancia a cada tipo de estrés en los aislamientos de la

coleccidn discriminados de acuerdo a su sitio y poblacion de origen.

111.2.3.2.1. Caracteristicas de tolerancia a la temperatura.

Los aislamientos noduladores del complejo D. virgatus presentaron un crecimiento
y desarrollo éptimo en medio nutritivo a 28°C de temperatura de incubacién. Resultados
de la literatura habian mostrado previamente que muchas especies de rizobios presentan
su crecimiento éptimo en el rango de temperaturas de 28°C a 31°C (Graham, 1992). En la
Tabla 111.2. se muestra la tolerancia a temperaturas por encima de la éptima, de los
rizobios discriminados por poblacion y especie de Desmanthus de donde fueron aislados.
Los resultados obtenidos muestran que 70 % de los aislamientos de la coleccion presentd
crecimiento a 35°C y el 8 % fue capaz de crecer a la temperatura extrema de 40°C,
mientras que ninguno desarrollé a 45°C. La mayoria de los rizobios son incapaces de

crecer a temperaturas cercanas a 37°C (Graham, 1992), valor de temperatura que

105



permite establecer diferencias entre algunas especies del género Rhizobium, incluyendo

aquellas capaces de nodular P. vulgaris (Ramirez-Bahena et al., 2008).

Tabla Ill.2. Caracteristicas de tolerancia a temperaturas de crecimiento superiores a la 6ptima
en rizobios noduladores de Desmanthus spp., discriminados por poblacién y especie de planta
hospedadora de donde fueron aislados.

Porcentaje de rizobios tolerantes®a la
Sitio y poblacion de plantas del complejo | Numero de temperatura de crecimiento (°C)
D. virgatus de donde fueron aislados los rizobios indicada
rizobios analizados evaluados

28 35 40 45
Entre Rios — Pob. 1 - D. acuminatus 10 100 30 30 0
Corrientes - Pob. 2 - D. paspalaceus 21 100 43 0 0
Corrientes-Pob. 3 - D. paspalaceus 19 100 100 0 0
Misiones-Pob. 4 - D. paspalaceus 10 100 100 0 0
Chaco - Pob. 5 - D. paspalaceus 10 100 0 0 0
Salta — Pob. 6 - D. paspalaceus 10 100 100 0 0
Jujuy — Pob. 7 - D. virgatus 12 100 100 0 0
Jujuy — Pob. 8 - D. virgatus 17 100 100 18 0
S. del Estero — Pob. 9 - D. virgatus 13 100 15 8 0
Santa Fe — Pob. 10 - D. paspalaceus 20 100 90 10 0

®‘Tolerancia expresa el crecimiento bacteriano éptimo.
Los cultivos de rizobios se repicaron por duplicado en placas con medio LMA y se incubaron a distintas
temperaturas durante 5 dias.

Los microsimbiontes de las poblaciones 3, 4, 7 y 8, y aproximadamente la mitad de la
poblacién 2, correspondientes a las provincias de Corrientes, Misiones y Jujuy,
presentaron crecimiento éptimo a 35°C. Podria pensarse que dicho comportamiento en
los rizobios esté vinculado a los climas calidos tropical y subtropical caracteristicos de las
zonas de las cuales fueron originalmente aislados. Sin embargo, 90 % de los rizobios
recuperados de la localidad de General Obligado, Santa Fe (poblacidon 10), mostraron

también crecimiento adecuado a 35°C, mientras que los aislamientos obtenidos de la
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provincia de Chaco (poblacién 5), no presentaron desarrollo a una temperatura superior a
28°C. En relacion a estos dos uUltimos casos, a pesar que las plantas de las poblaciones 5y
10 fueron colectadas en suelos de la provincia fitogeografica chaquefiia, caracterizada por
su clima subtropical, las cepas simbiontes mostraron diferencias notorias en su tolerancia
a altas temperaturas.

Un comentario similar cabe también a los aislamientos recuperados de los suelos de
Corrientes y Misiones que fueron incapaces de crecer a 40°C, a pesar que su region de
procedencia se caracteriza por presentar un clima cdlido y humedo. En relacion a la
combinacion de estos factores Hartel y Alexander (1984) demostraron que los rizobios
simbiontes de Vigna unguiculata aislados de zonas calidas y secas fueron mas
termotolerantes que aquellos originarios de regiones humedas, indicando que la
tolerancia a la temperatura y desecacidon puede estar relacionada con el sitio geografico
de procedencia. Zahran (1999) sugiri6 que en ambientes afectados por altas
temperaturas se podrian recuperar rizobios tolerantes al calor. En concordancia con esta
observacién, cepas aisladas de nddulos de las raices de A. senegal y P. chilensis, en
regiones calidas y aridas de Sudan, mostraron crecimiento a temperaturas de 38°C a 44°C
(Zhang et al., 1991). Ademas, rizobios noduladores de V. unguiculata cultivada en suelos
del norte de Colombia presentaron un crecimiento 6ptimo a 35°C y 40°C, hecho atribuido
al clima tropical de las zonas de origen (Cuadrado et al., 2009). Mas alld de estas
caracteristicas positivas de tolerancia, observada en varios rizobios de zonas calidas,
Karanja y Wood (1988) investigaron la capacidad de adaptacién de los rizobios a las altas
temperaturas hallando que un gran porcentaje de cepas aisladas de los suelos de Kenia
tolerantes a 45°C-47°C habian perdido capacidad infectiva. Asimismo, estudios realizados
con R. legquminosarum bv. phaseoli demostraron que cepas capaces de nodular P. vulgaris
a temperaturas de 35°C-38°C formaron nédulos sin capacidad de fijar nitrégeno en las
plantas (Hungria y Franco, 1993).

Segun se observa en la Tabla 1ll.2., en este trabajo hemos obtenido rizobios
noduladores de cuatro poblaciones del complejo D. virgatus con capacidad de
crecimiento a 40°C. Las colonias de estos aislamientos tolerantes a temperaturas elevadas
presentaron una gran produccién de EPS. Osa-Afiana y Alexander (1982) relacionaron la

capacidad de crecimiento de los rizobios del grupo caupi sometidos a altas temperaturas
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con la cantidad de EPS producidos por las bacterias. En nuestra coleccidon de aislamientos,
las cepas termotolerantes fueron recuperadas de suelos de distintas zonas
fitogeograficas, caracterizadas por presentar diferentes tipos de climas, lo cual indica que
la tolerancia a temperaturas altas de los rizobios obtenidos en este trabajo es
independiente del sitio de origen, coincidiendo con los resultados obtenidos por
Mpepereki et al., (1996) para rizobios aislados en suelos de Zimbabue.

La temperatura maxima o mas elevada a la cual es posible el crecimiento bacteriano
varia entre especies. De acuerdo a los datos presentados por Lindstrom y Lehtomaki
(1988), la temperatura maxima de crecimiento de R. legquminosarum fue 31 a 35°C, de S.
meliloti 38 a 41°C, de R. loti 33 a 37°C, de R. fredii 34 a 36°C y de R. galegae 33 a 37°C. Se
ha reportado asimismo que R. tropici presenta desarrollo dptimo a 37°C, llegando a
tolerar temperaturas maximas de 39°C (Pinto et al., 1998, Martinez-Romero et al., 1991)
mientras que S. saheliy S. terangae pueden crecer en cultivo aun a 44°C (de Lajudie et al.,
1994).

En este trabajo de tesis, se lograron recuperar rizobios noduladores de D.
acumimatus, D. paspalaceus y D. virgatus tolerantes a una temperatura de 40°C. Estos
aislamientos constituyen material valioso como potenciales candidatos para ser
considerados en programas de seleccion de mejores rizobios inoculantes, ya que la
termotolerancia es una caracteristica importante para las zonas del centro y norte de

nuestro pais.

111.2.3.2.2. Caracteristicas de tolerancia a pH extremos.

Los rizobios simbiontes del complejo D. virgatus recuperados de suelos del centro y
norte argentino mostraron un amplio rango de tolerancia a niveles de pH extremos.
Segun datos de la literatura, el crecimiento bacteriano para la familia Rhizobiaceae se
habia reportado en un intervalo de pH 4,5 a 9,5 (Jordan, 1984), posteriormente se ha
citado el desarrollo en un rango de pH 4 a 10 para los géneros Mesorhizobium y
Rhizobium (Jarvis et al., 1997; Kuykendall et al., 2005) y en pH 5 a 10,5 para Sinorhizobium
(Chen et al., 1988; de Lajudie et al., 1994).
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Los aislamientos noduladores de las diez poblaciones de Desmanthus evaluadas en
este trabajo presentaron un crecimiento dptimo en medio de cultivo a pH 6 y 7,
mostrando variaciones en términos de su tolerancia a condiciones de acidez y alcalinidad.

En general, los rizobios de crecimiento rapido se han considerado menos tolerantes a
pHs acidos que aquellos de crecimiento lento (Norris, 1965; Graham, 1992). Sin embargo,
en este trabajo 88 % de las cepas de la coleccién mostrd crecimiento normal a pH 5, y
52% presentd una marcada acido tolerancia desarrollando o6ptimamente en medio
nutritivo a pH 4. Cepas de rizobios con alta tolerancia a la acidez en condiciones de
laboratorio fueron reportadas en Lotus spp. (Cooper, 1982) y en P. vulgaris (Graham et
al., 1982; Lowendorf y Alexander, 1983). Las cepas tolerantes a la acidez en medios
nutritivos presentan generalmente mejor eficiencia simbidtica en suelos acidos (Graham
et al., 1994). Estas afirmaciones fueron sustentadas por Keyser et al., (1979) quienes
obtuvieron cepas simbiontes de V. unguiculata sensibles a la acidez del suelo a través de
su incapacidad para crecer en medio de cultivo a pH 4,5. Asimismo, Graham et al., (1982)
distinguieron cepas sensibles y tolerantes a la acidez en medios nutritivos relacionando
en forma positiva la cepa acido tolerante con una mejor respuesta a la inoculacion de P.
vulgaris en condiciones de campo.

En relacidn a la tolerancia a la alcalinidad, 81 % y 59 % de los aislamientos simbiontes
del complejo D. virgatus presentaron crecimiento éptimo a pH 8 y pH 9, respectivamente,
mostrando una destacada capacidad de crecimiento en medios alcalinos a pesar que la
mayoria de las cepas fueron recuperadas de suelos con pHs neutros o moderadamente
acidos (ver capitulo I, Tabla 1.4.).

Los microsimbiontes de D. acuminatus (poblacién 1, procedentes de Entre Rios)
presentaron un crecimiento normal en un amplio rango de niveles de pH, desde el valor
mas bajo evaluado hasta pH 8, segln se muestra en la Tabla Ill.1. Cabe destacar en
particular que 90 % y 50 % de los rizobios de la poblacion 1 crecieron a pH 5 vy 4,
respectivamente, a pesar que el suelo de origen de los aislamientos mostrd el valor de pH
mas alto de los sitios de la coleccidn.

En la Figura 1ll.3. se presenta el porcentaje de rizobios noduladores de las

poblaciones de D. paspalaceus (A) y D. virgatus (sensu stricto) (B) tolerantes a distintos
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niveles de pH en medio nutritivo. Los rizobios simbiontes de la especie D. paspalaceus
mostraron una buena capacidad de crecimiento en medios con valores de pHs extremos.
Los aislamientos de Corrientes y Misiones (poblaciones 3 y 4) presentaron una
marcada tolerancia a condiciones acidas, coincidiendo los suelos de su lugar de origen con
aquellos que presentaron los valores de pH mas bajos, hecho que sugiere la posible
presencia de efectos de adaptacién y selecciéon. Mas alld observaciéon, muchos de los

rizobios de las poblaciones 3 y 4 (> 80 %) crecieron en un amplio rango de valores de pH

(entre 4y 9).
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Figura 11l.3: Propiedades de crecimiento en medios acidos y alcalinos de
rizobios noduladores de las poblaciones de D. paspalaceus (A) y D. virgatus
(sensu estricto) (B). Las barras indican el porcentaje de rizobios que al pH indicado
presentaron caracteristicas de crecimiento similares a la obtenida a pH éptimo.. Los cultivos de
rizobios se repicaron por duplicado en placas con medio LMA modificado segun el pH indicado, y se
incubaron a 28°C durante 5 dias previo al registro del desarrollo observado. P: poblaciones de
plantas con nimeros de referencia a sus sitios de origen: 2 y 3: Santo Tomé (Corrientes), 4:
Candelaria (Misiones), 5: San Fernando (Chaco), 6: Rosario de la Frontera (Salta), 7: El Carmen
(Jujuy), 8: Ledesma (Jujuy), 9: Rivadavia (Santiago del Estero), y 10: General Obligado (Santa Fe).
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Los aislamientos de la poblacidon 6, recuperados de un suelo neutro con bajo
contenido de materia organica, mostraron crecimiento éptimo en niveles neutros y
alcalinos. En la Figura 111.3.A se puede observar la escasa capacidad de crecimiento de las
cepas simbiontes procedentes de la provincia de Salta en medios de cultivo acidos.

Los rizobios de las poblaciones de D. virgatus (sensu stricto) mostraron diferentes
respuestas en relacion al crecimiento dptimo en los distintos niveles de pH evaluados. La
mayoria de las cepas de la poblacién 7 recuperadas de la localidad de EI Carmen (Jujuy)
pudieron crecer solamente en torno a la neutralidad, presentando un margen de
tolerancia a pHs extremos muy pequeiio y evidenciando marcada sensibilidad tanto a la
acidez como a la alcalinidad. Los rizobios noduladores de la poblacidn 8 aislados de Ia
ciudad de Ledesma (Jujuy) y procedentes de la misma regién fitogeografica que los
anteriormente mencionados, mostraron un desarrollo dptimo en un rango mas amplio de
niveles de pH. Por otro lado, seglin se muestra en la Figura 1l1l.3.B las cepas nativas de la
provincia de Santiago del Estero presentaron marcada tolerancia a la acidez. Los rizobios
simbiontes de D. virgatus (sensu stricto) fueron recuperados de suelos molisoles con pH
neutro, lo cual indicaria que no existié una correlacion entre el pH del suelo del cual
fueron originalmente aisladas las cepas y la tolerancia a pHs extremos en condiciones de
laboratorio.

De acuerdo a datos de la literatura, diferentes investigaciones han demostrado que
distintas cepas de una misma especie de rizobio pueden presentar variaciones en su
tolerancia a diferentes niveles de pH (Graham and Parker, 1964; Keyser y Munns 1979;
Lowendorf et. al., 1981; Glenn y Dilworth, 1994). Los resultados obtenidos en el analisis y
evaluacion de la tolerancia de las rizobios noduladores del complejo D. virgatus a la
acidez y/o alcalinidad del medio ponen en evidencia que las cepas de la coleccion
presentan una gran diversidad en su tolerancia a pHs extremos. En algunos casos, como
en los aislamientos de la provincia de Corrientes y de Salta, se ha observado correlacion
entre el fenotipo de tolerancia y los pH de los suelos de los lugares de origen.

Las pruebas de tolerancia a factores abidticos presentadas en este Capitulo
mostraron que muchas cepas nativas crecieron en niveles extremos de acidez. Desde lo
agrondmico, dado que muchos rizobios pueden ser mas sensibles a pH bajos que sus

propias plantas hospedadoras (Zahram, 1999), la seleccidén de rizobios acido tolerantes
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como la que aqui hemos enfocado representa una estrategia posible para mejorar la
calidad de los inoculantes para suelos acidos, mejorar la simbiosis, y a raiz de ello la

tolerancia a la acidez y persistencia de los cultivos bajo esa condicién.

111.2.3.2.3. Caracteristicas de tolerancia a condiciones de salinidad.

Los rizobios noduladores del complejo D. virgatus que hemos caracterizado en este
trabajo y las cepas de referencia presentaron su crecimiento éptimo en concentraciones
de 0,01 % y 0,5 % p/v de NaCl (equivalente a 17,1 y 85,5 mM NaCl respectivamente),
mostrando una reduccion del crecimiento a medida que incrementaba la concentracion
salina en el medio nutritivo (ver Tabla lll.1.).

El crecimiento optimo de los rizobios puede ser inhibido en concentraciones de 100
mM de NaCl (Singleton et al., 1982; Yelton et al., 1983; Zhang et al., 1991). Sin embargo,
84,5 % de las cepas simbiontes del complejo D. virgatus presentaron desarrollo adecuado
al% p/vde NaCl (171 mM), 18% de las cepas nativas toleraron 2 % p/v de NaCl (342
mM), mientras que ningun aislamiento fue capaz de crecer en niveles extremos de 3 %
p/v de NaCl (513 mM). Diversos investigadores han descripto el crecimiento bacteriano
en concentraciones de sal superiores a 300 mM para cepas de S. meliloti (Graham vy
Parker, 1964; Sauvage et al., 1983), B. japonicum USDA 191 (Yelton et al., 1983) y en
concentraciones extremas de 500 mM de NacCl para rizobios de Acacia sp. de regiones
aridas de Marruecos (Zerhari et al., 2000) y simbiontes de A. senegal, P. chilensis, y L.
leucocephala de la Republica de Sudan (Zhang et al., 1991).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la tolerancia al estrés salino de acuerdo
a la especie de la que los rizobios fueron aislados (ver Tabla Ill.1.) mostraron que la
especie D. acuminatus presentd el mayor porcentaje de cepas simbiontes con capacidad
para crecer en medios nutritivos a concentraciones de 1y 2 % p/v de NaCl. En la Figura
lll.4. se muestra el porcentaje de cepas simbiontes de las poblaciones de D. paspalaceus
(A) y de D. virgatus sensu stricto (B) tolerantes a diferentes niveles de salinidad en medio
LMA, de acuerdo a su sitio y poblacién de origen. Los rizobios noduladores de D.
paspalaceus procedentes de Corrientes, Misiones y Salta (poblaciones 3, 4 y 6) mostraron

un crecimiento optimo en concentraciones de hasta 1 % de NaCl, mientras que no
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toleraron niveles de salinidad superiores. Por el contrario, los simbiontes recuperados de

los suelos de Corrientes, Chaco y Santa Fe exhibieron una amplia variacién en su

tolerancia a la salinidad, incluso entre cepas obtenidas del mismo sitio de origen.
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Figura I11.4: Rizobios noduladores de las poblaciones de D. paspalaceus (A) y
D. virgatus (sensu estricto) (B) tolerantes a distintos niveles de salinidad en

medio nutritivo. Las barras indican el porcentaje de rizobios tolerantes en relacién al
numero de aislamientos obtenidos de cada poblacién. Tolerancia expresa el crecimiento
bacteriano 6ptimo. Los cultivos de rizobios se repicaron por duplicado en placas con medio
LMA modificado segun el nivel de sal indicado y se incubaron a 28°C durante 5 dias. P:
poblacién de plantas y Nimeros correspondientes a diferentes sitios de origen: 2 y 3: Santo
Tomé (Corrientes), 4: Candelaria (Misiones), 5: San Fernando (Chaco), 6: Rosario de la Frontera
(Salta), 7: El Carmen (Jujuy), 8: Ledesma (Jujuy), 9: Rivadavia (Santiago del Estero), 10: General
Obligado (Santa Fe).
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Las cepas simbiontes de las tres poblaciones de D. virgatus mostraron un crecimiento
optimo en medio nutritivo con contenidos de hasta 1 % de NaCl, segin se muestra en la
Figura 111.4.B. Cabe destacar que 25 % y 38 % de los aislamientos recuperados de suelos
de la localidad de EI Carmen (poblacién 7) y de la ciudad de Rivadavia (poblacién 9)
respectivamente, presentaron marcada tolerancia a concentraciones 2 % de NaCl.

Los suelos de los sitios de origen de las poblaciones del complejo D. virgatus son
suelos no salinos (ver seccion 3.3.1. del Capitulo 1). Dicha situacién indica que la
tolerancia a la salinidad de los rizobios noduladores de la coleccidn es independiente de la
concentracion salina de los suelos de procedencia. Elsheikh, (1998) indicé que la
tolerancia a la salinidad de diferentes cepas de rizobios no estaria relacionada con las
condiciones ecoldgicas de la zona de origen. Tal observacidn es concordante con los

resultados que hemos obtenido para los aislamientos locales del complejo D. virgatus

11.2.3.3. Andlisis y reconocimiento de las cepas de la coleccion de rizobios con

caracteristicas de tolerancia a diferentes factores abioticos adversos.

Las caracteristicas del suelo como temperatura, humedad, composicién quimica y
fisica varian dentro de pequefias dareas, y estas variaciones afectan a las poblaciones
bacterianas del suelo (Willems et al., 2006). De ese modo, las diferentes respuestas
relacionadas con la acidez, alcalinidad, alta temperatura y salinidad pueden ser
caracteristicas distintivas de las bacterias del suelo e influir en la persistencia y capacidad
de nodulacién en las plantas leguminosas.

Los criterios basicos a considerar en el proceso de seleccién de cepas son la
capacidad de sobrevivencia en el suelo, la adaptacién o tolerancia a situaciones de estrés,
la infectividad (formacion de nédulos) y efectividad (fijacion de nitrégeno). Uno de los
puntos mas importantes para la seleccion de cepas de rizobios con potencial uso como
inoculante es su capacidad de tolerancia a condiciones ambientales adversas. Asi, con el
propédsito de identificar aislamientos que muestren tolerancia destacada a mas de un
estrés abidtico, realizamos un relevamiento de la coleccién completa de rizobios con los
resultados que se presentan en la Tabla Ill.3. Los aislamientos fueron seleccionados en

funcién de su tolerancia, a, al menos, dos factores de estrés.
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Tabla lll.3. Identificacidon de los aislamientos locales de rizobios noduladores de Desmanthus
spp. con tolerancia destacada a varios factores de estrés abiético de importancia agronémica.

Tolerancia a la condicion de estrés abiético indicada

Poblacion de plantas Cepa de rizobio*

Temperatura Niveles de pH Concentracion
hospedadoras

40°C 2% p/v NaCl

1- D. acuminatus 112.2 + -
114.1 + -
11L6.2 - +
1L10.1 + -
1L19.2 -
1L21.2 -

oo+ + o
o+ o+ T

2- D.paspalaceus 211.2 -
2L1.6 -
211.8 -
214.2 -
218.1 -
219.2 -

+ 4+ o+ [+ o+

3-D. paspalaceus 3L1.1 -
3L1.2 -
3L2.1 -
3L2.2 -
3L3.2 -
3L3.3 -
315.1 -
315.2 -
315.4 -
3L6.1 -
3L6.3 -
3L8.2 -
3L9.2 -
3L9.3 -
3L10.1 -
3L10.5 -

4-D. paspalaceus 401.1 -
411.2 -
413.3 -
416.1 -
416.3 -
416.4 -
416.5 -
416.6 -

5-D. paspalaceus 5.8.4 -
59.4 _
5L11.1 -
5L11.2 -

7- D.virgatus 7C3.1 -
7C4.4 -

R IS S o I S S S S S S S T T TG T T S S S S S R S S [ S S S A S [ S
B I S T S I S S S e S A i T T T e S e S S S S S S SR Sl [ S S SR A S
'

8- D. virgatus 8L12.1
8L12.3
8L14.1

+ + +
'
+ + o+
'

9- D. virgatus oL4.2 -
9L22.2 +
9L25.4
9L26.2 -

...
L+

10-D.paspalaceus 10L1.8 -
10L4.2 -
10L6.1 -
10L9.2 -
10L11.4 +
10L14.3 -
10L15.3 -
10L15.4 +

+ 4 + |+ + + 4+

'
+ + + + + 4+ o+ o+
'

+ + +

*seleccionadas en base a su tolerancia al menos a dos factores abiéticos adversos.
(+): Crecimiento 6ptimo  (-) : Sin crecimiento
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El analisis de la Tabla Ill.3. muestra la existencia de un nimero muy importante de
aislamientos con resistencias marcadas a distintas combinaciones de tres de las cuatro
condiciones ensayadas, circunstancia que presenta a la lista de cepas finalmente
seleccionadas como una material muy valioso para ser explorado de modo sistematico
en programas de seleccion de rizobios inoculantes de Desmanthus para zonas edaficas

marginales.

I1.2.4. Caracteristicas fenotipicas de los rizobios noduladores de D. paspalaceus

recuperados de plantas de la provincia de Santa Fe (poblacién 10).

La coleccidn de rizobios noduladores de D. paspalaceus recuperados de la localidad

de General Obligado, provincia de Santa Fe, fue constituida por un total de 20

aislamientos, segun se ha descripto en la
seccion 3.2. del capitulo precedente. A
partir de los nddulos de las plantas
crecidas en el campo se obtuvieron
solamente 2 aislamientos de rizobios, y
mediante ensayos de nodulacién en

condiciones de crecimiento controlado

Figura IIl.5. Morfologia macroscépica de las
colonias de rizobios noduladores de D.
planta “trampa” y suelo de su propio lugar | paspalaceus recuperados de la localidad de

General Obligado, provincia de Santa Fe. Los
cultivos de rizobios ensayados se repicaron en placas
con medio LMA y se incubaron a 28°C durante 5 dias.

empleando D. paspalaceus (Id 6932) como

de origen se obtuvieron 18 aislamientos

de un total de 17 plantas trampa.

111.2.4.1. Caracteristicas morfoldgicas de los rizobios.

La morfologia macroscépica se observd en placas de LMA vy los aislamientos
mostraron colonias circulares de bordes enteros y lisos, elevaciones concavas o convexas,
colores blanquecinos a rosados y mas rojizos, semitranslucidas brillosas y mucilaginosas.
En la Figura IlIl.5. se muestra la diversidad en el aspecto macroscépico de los rizobios

recuperados de los suelos de la localidad de General Obligado, provincia de Santa Fe.
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La morfologia celular se observé al microscopio dptico mediante la tinciéon diferencial
de Gram y las cepas simbiontes presentaron forma de pequefios bacilos, Gram negativos

y no esporulados.

111.2.4.2. Tolerancia a factores abidticos de los rizobios noduladores de D. paspalaceus

recuperados de plantas de la provincia de Santa Fe.

Las caracteristicas fisiologicas representadas por la tolerancia a diferentes factores
abidticos son rasgos intrinsecos de cada rizobio y la variacién entre las cepas puede ser lo
suficientemente amplia como para permitir la distincidon entre aislamientos de diferentes
nddulos. Dichas variaciones se han observado en rizobios de crecimiento rapido y lento
para la tolerancia a temperaturas extremas, salinidad, acidez y alcalinidad, siendo
caracteristicas mas especificas de cepa que de especies (Amarger, 2001).

En la Tabla lll.4. se presenta el crecimiento de los rizobios noduladores de D.
paspalaceus aislados de suelos de la localidad de General Obligado, Santa Fe, evaluados
bajo diferentes condiciones de estreses abidticos en medio LMA.

La mayoria de los rizobios presentaron crecimientos optimos en un amplio
intervalo de niveles de pHs, sin mostrar una clara relacion con las caracteristicas
quimicas del suelo de origen (ver seccién 3.3.1. del capitulo I). Los aislamientos 10L1.8,
10C1.1 y en menor medida 10L6.1, 10L9.2 y 10C1.8 fueron capaces de crecer
normalmente dentro de un intervalo de pH 4 a pH 9. Los aislamientos 10L.4.2 y 10L.5.3
mostraron la capacidad combinada para crecer en los niveles de pH 4y 9, y en las
concentraciones 1 y en menor medida 2 % de NaCl. Si bien la mayoria de las cepas
mostraron un desarrollo dptimo en presencia de una cantidad moderada de sal (0,5 % de
NaCl p/v), los aislamientos 10L3.1 y 10C1.8 fueron capaces de crecer en medio
suplementado con 2% de NaCl (p/v). Sin embargo, cabe sefialar que la cepa 10L3.1
mostré un muy pobre crecimiento a pH 4,0. Por otro lado, 90 % los rizobios mostraron
crecimiento normal a 352C y los aislamientos nativos 10L11.4 y 10L15.4, y la cepa de
referencia CB3126 fueron capaces de crecer a 40°C, una temperatura registrada con
frecuencia en la zona fitogeografica habitada naturalmente por las plantas de D.

paspalaceus.
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Tabla Ill.4. Crecimiento de rizobios noduladores de D. paspalaceus de la provincia de Santa Fe
(poblacién 10) evaluados bajo distintas condiciones de estreses abidticos en medio LMA.

Crecimiento a la
concentracion de
NaCl (% p/v) indicada

Crecimiento a la
temperatura indicada
Cepas® ()

Crecimiento al nivel de pH
indicado

28° 35° 40° 45° 4 5 6 7 8 9 10 05% 1% 2% 3%

10C1.1 1 0
10L6.1 0
10L5.3 0
10L1.8 0
10L10.4 0
10L10.7 0
10L14.3 0
10L15.4 2
10C1.8 3
10L2.6 0
10L3.1 3
10L13.2 0
10L16.5 0
10L12.2 0
10L15.3 0
10L9.2 0
10L4.2 0
10L11.4 0
10L17.2 0
10L16.3 0
Sme 2011 2
Sfr 205 0
Rsp LPU83 0
Rha 166 0
Rtr 899 3
RspCB3126 0

a: Escala de graduacion: desde 5 (coloracion oscura) hasta 0 (sin coloracion) indican la capacidad de los
rizobios para crecer bajo la condicién investigada.
S mel: S. meliloti 2011  Sfr: S. fredii 205 Rha: R. hainanense 166 Rtr: R. tropici 899

118




En la Figura Ill.6. se presenta la separacién de los aislamientos noduladores de D.
paspalaceus mediante un Analisis de Componentes Principales (ACP) de sus diferentes
tolerancias a estreses abioticos. El ACP realizado a partir de los resultados mostrados en
la Tabla 111.4. evidencio que las tres primeras componentes explican 67 % de la variacion
fenotipica total observada.

La distribucion de los rizobios en el espacio de los componentes 2 y 3, que
representan mas de 32 % de la variacion total existente, permitid separar a los diferentes
aislamientos en regiones donde se manifiestan las tolerancias a los diferentes estreses
estudiados: izquierda abajo, tolerancia a acidez; izquierda arriba tolerancia a alcalinidad;
arriba centro, tolerancia a temperaturas moderadamente altas; derecha al centro,

tolerancia a salinidad.
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Figura Ill.6. Separacion de los aislamientos noduladores de D. paspalaceus mediante
Anadlisis de Componentes Principales (PCA) de sus diferentes tolerancias a estreses
abioticos. A. Grafico vectorial de correlacién entre las variables de tolerancia a estreses utilizadas y
los componentes principales (CP) de variacién 2 y 3. B. Distribucidn de los aislamientos en el espacio

CP2 — CP3 de variacion. El PCA se realizé utilizando para cada aislamiento el grado de tolerancia a cada
estrés (variables) que se muestra en la Tabla IIl.4.

Los resultados obtenidos indicaron que la coleccion de cepas incluyd aislamientos
con diferentes grados de tolerancia a distintos estreses abiéticos. De ese modo, los
rizobios noduladores recuperados de la provincia de Santa Fe constituyeron candidatos

adecuados para una evaluacion posterior de sus propiedades simbidticas (ver capitulo V).
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I1l. 3. Conclusiones.

Una de las estrategias utilizadas para incrementar la FBN es el aislamiento vy la
seleccion de cepas de rizobios y la posibilidad de introducir estos microorganismos en el
suelo a través de la inoculacion. Desde un punto de vista agrondmico, la seleccion de
cepas de rizobios eficientes, tolerantes a situaciones de estrés y con una adecuada
supervivencia en el suelo y en las semillas constituyen la base para la produccién de
inoculantes microbianos que estimulen la produccién vegetal.

En el presente Capitulo se determinaron y analizaron las caracteristicas de tolerancia
a diferentes estreses abidticos de la coleccion de rizobios noduladores de distintas
especies del complejo D. virgatus en condiciones de laboratorio. Las cepas simbiontes
mostraron una gran diversidad fenotipica, presentando en muchos casos tolerancia
destacada a elevadas temperaturas, crecimiento en un amplio intervalo de valores de pHs
y desarrollo en diferentes concentraciones de sal. Desde un punto de vista practico, la
termotolerancia de las cepas simbiontes constituye un rasgo positivo que favorecera la
supervivencia rizobiana en el suelo y en la superficie de las semillas inoculadas en zonas
de climas tropicales y subtropicales.

Ademas, un grupo de aislamientos de la coleccidn presentd marcada tolerancia a
varios de los estreses abidticos anteriores frecuentemente presentes en los sitios del
centro y norte de nuestro pais en los que habitan las plantas del complejo D. virgatus.
Sobre la base de estas observaciones y consideraciones, los resultados obtenidos en esta
parte del trabajo presentan a la coleccion de rizobios que hemos obtenido y caracterizado
como un recurso valioso para la busqueda y seleccidon de cepas eficientes en fijacion de
nitrégeno para la elaboracion de inoculantes bacterianos que estimulen la produccidn

vegetal de D. virgatus.
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Capitulo IV

Biodiversidad genotipica de los
rizobios simbiontes del complejo D. virgatus
presentes en de suelos del centro y norte de

Argentina.




IV.1. Introduccion.

Los rizobios noduladores de plantas leguminosas fijadores de nitrégeno en simbiosis
con ellas, son miembros genética y fisiolégicamente diversos de las clases alfa- y beta-
proteobacterias. De acuerdo a datos de la literatura, en muchas ocasiones las poblaciones
de estos microsimbiontes presentan un alto nivel de diversidad genética que estaria
asociado con un fuerte desequilibrio en la evolucidn de sus linajes (Eardly et al., 1990;
Demezas et al., 1991; Demezas et al., 1995; Eardly et al., 1995) proporcionando evidencia
de intercambio genético en las poblaciones. Las investigaciones realizadas sobre las
estructuras genéticas de las poblaciones bacterianas del suelo sugieren la hipdtesis que la
recombinacion jugaria un rol muy importante en la generacién de nuevos genotipos
(Dykhuizen y Green, 1991).

La evolucién de la estructura de una poblacidén de rizobacterias simbidticas se halla
influenciada por las condiciones ambientales que sirven de barreras bioldgicas para el
intercambio de genes. El aislamiento geografico, el tipo de suelo o el genotipo de la
planta hospedadora (Miranda-Sanchez et al., 2015) son pardmetros importantes en el
estudio de la evolucién de un organismo (Demezas et al., 1995). Un elemento adicional
que también desempefia un papel critico en la evolucidn de las poblaciones de rizobios es
la ocurrencia de grandes plasmidos que pueden tener una historia evolutiva diferente en
relaciéon a la filogenia de las cepas actuales (Schofield et al., 1987; Young y Wexler, 1988).
Cabe destacar que, los plasmidos pueden experimentar reordenamientos y
recombinaciones en altas frecuencias, aumentando la variabilidad genética de una
poblacién (Young y Wexler, 1988; Demezas et al., 1995).

En el transcurso de los ultimos afos, el uso de técnicas moleculares ha estimulado
el desarrollo de métodos simples y rapidos de caracterizacion de las poblaciones
microbianas del suelo. Asi, los métodos moleculares utilizados en los estudios de
diversidad se han constituido en una herramienta muy util en la investigacién de una
amplia variedad de rizobios asociados a Phaseolus spp. (Grange y Hungria, 2004),
Medicago sativa (Gandee et al., 1999; Carelli et al., 2000; Roumiantseva et al., 2002),
Medicago sp. (Jebara et al., 2001), Hedysarum spp. (Kishinevsky et al., 2003) y las
mimosoideas Acacia seyal (Diouf et al., 2007), Acacia senegal (Fall et al., 2008; Bakhoum

et al., 2014) y Leucaena leucocephala (Wang et al., 1999c).
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A pesar del gran potencial productivo de las plantas de Desmanthus spp. reconocido
como una alternativa forrajera para regiones subhumedas y semidridas (Gardiner y Burt,
1995; Jones y Brandon, 1998; Fischbach et al., 2005; Zabala et al., 2008), son escasos los
estudios sobre la diversidad genética de los rizobios que se asocian con estas
leguminosas.

Las nuevas tecnologias para la caracterizacion genotipica de microorganismos
basadas en métodos moleculares, han alcanzado una amplia difusién debido
fundamentalmente a la rapidez y sensibilidad de los ensayos, al gran nimero de muestras
gue pueden ser procesadas simultdneamente y en un corto periodo de tiempo, y a la
reproducibilidad de los resultados obtenidos. Los métodos genotipicos mds usados
actualmente en los estudios de diversidad en rizobios son los perfiles de plasmidos
(Wernegreen et al., 1997), polimorfismo de los fragmentos de restriccion de ADN (RFLP,
Restriction Fragment Length Polymorphism) (Bromfield et al., 1995; Odee et al., 2002;
Grange y Hungria, 2004), perfiles de lipopolisacaridos, técnicas basadas en la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) (Richardson et al., 1995;
Gandee et al., 1999; Llaranjo et al., 2002; Vachot-Griffin y Thies, 2005), y mas
recientemente secuenciamientos genémicos masivos de aislamientos pre-seleccionados
sobre la base de datos de campo y/o estudios moleculares rapidos (Sugawara et al.,
2013).

En particular, es muy amplia la aplicacion de técnicas moleculares basadas en el uso
de PCR (Saiki et al., 1988). Dicha reaccidon puede resultar en un Unico producto de
amplificacion al utilizar cebadores oligonucleotidicos especificos de cepas, especies,
géneros o grupos de bacterias. Esos productos pueden ser comparados en su tamaiio o
en su secuencia nucleotidica, ya sea por secuenciamiento directo o por técnicas como
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) o DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). Alternativamente, la PCR puede dar lugar a varios productos de
amplificacién si se emplean cebadores adecuados. Estos productos de amplificacidon que
pueden ser muy variados en tamano e intensidad, son usados frecuentemente para
definir “huellas digitales de ADN” (fingerprints) en geles de agarosa o acrilamida que son
caracteristicos de una determinada cepa o aislamiento. Este tipo de perfiles de

amplificacién pueden ser obtenidos con cebadores cortos de secuencias arbitrarias DAF
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(DNA Amplification Fingerprinting) (Caetano Anollés et al., 1991), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), o con cebadores que poseen
secuencias conservadas y repetidas en genomas de bacterias (Versalovic et al., 1991; de
Brujin et al., 1992). En relacion a estos ultimos, han sido muy utilizadas como cebadores
las secuencias palindrémicas extragénicas repetitivas (REP, Repetitive Extragenic
Palindromic sequences) y las secuencias intergénicas consenso repetidas en
enterobacterias (ERIC, Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus sequences)
(Versalovic et al., 1991; de Brujin et al., 1992). Los elementos ERIC fueron descubiertos en
regiones intergénicas no codificantes de Escherichia coli y Salmonella typhimurium
(Hulton et al., 1991). Estas son unidades repetitivas pequefias que contienen una regién
central conservada. Versalovic et al., (1991), utilizando los cebadores complementarios a
las secuencias conservadas, demostraron que pueden generarse perfiles complejos de
amplificacién usando la técnica de PCR en bacterias pertenecientes a Enterobacteriaceae.
Sin embargo, hibridizaciones Southern y amplificaciones por la técnica de PCR indicaron
una amplia distribucién de las secuencias ERIC (y similares a ERIC) en otras eubacterias.
Ademas de las metodologias mencionadas, existen otras que estan dirigidas al
estudio de la sistemdtica de bacterias mas que a la caracterizacidon de la diversidad
genética entre cepas relacionadas. Entre los métodos que se emplean para establecer el
género y especie de bacterias y en particular de rizobios se destaca el estudio de la
secuencia (parcial o total) de nucleétidos de genes que codifican el ARN ribosémico 16S
(Weisburg et al., 1991), el gen recA, atpD (Gaunt et al., 2001) y otros de modo de ensayar
una taxonomia multilocus (Maiden et al., 1998; Gevers et al., 2005; Rivas et al., 2009a). La
conservacién del ARN ribosémico, por ser parte fundamental del ribosoma, como la
existencia de variabilidad en alguno de sus dominios hacen de la secuencia de genes del
ARN ribosémico (5S, 16S y 23S) una herramienta muy util para la genocaracterizaciéon de
organismos y la inferencia de sus filogenias (Martinez-Romero, 1994). La regién que
codifica estos genes es altamente conservada entre las bacterias y al mismo tiempo, lo
suficientemente variable e informativa como para inferir relaciones filogenéticas entre
especies bacterianas (Willems y Collins, 1993). La secuenciacion parcial de ADN
ribosdmico (ADNr) 16S fue el criterio fundamental para proponer nuevas especies, como

es el caso de Rhizobium etli (Segovia et al., 1993), y también para agrupar especies bajo
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un mismo género, como es el caso de Sinorhizobium fredii y S. meliloti (de Lajudie et al.,
1994). La secuenciacidén total de ADNr 16S ha sido en su momento el principal criterio
para separar las especies de S. medicae y S. meliloti (Rome et al., 1996). La secuenciacion
parcial y total de ADNr 16S, a partir de amplificados obtenidos por PCR con cebadores
especificos ha sido una de las técnicas mas utilizadas para la genotipificacién de rizobios
(Young et al., 1991; Yanagi y Yamasoto, 1993), siendo luego incorporada como una de las
secuencias de andlisis multilocus junto a otros marcadores de valor taxonémico. Los
esquemas de identificacién y andlisis filogenético de bacterias a través de la metodologia
MLSA (Multi Locus Sequence Analysis), que incluyen el andlisis de varios genes de
funciones basales (housekeeping), se han aplicado a grupos de rizobios como Ensifer
(Martens et al., 2007; Martens et al., 2008, Degefu et al., 2012), Rhizobium (Ribeiro et al.,
2009; Ribeiro et al., 2012) y Bradyrhizobium (Menna et al., 2009; Rivas et al., 2009b;
Delamuta et al, 2012). En la actualidad, dichas aproximaciones comienzan a ser
sustituidas, cuando es posible, por analisis de secuencias gendmicas core (decenas de
genes) resultantes del secuenciamiento masivo de multiples aislamientos (Sugawara et

al., 2013; Azevedo et al., 2015).

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar genotipicamente los rizobios

noduladores del complejo D. virgatus.

En una primera instancia se describe el analisis de los megapldsmidos presentes en
los aislamientos de rizobios y el estudio de la diversidad genética de los aislamientos
simbiontes a través de técnicas de fingerprint de ADN total por métodos de PCR.
Posteriormente, se presenta la posicion taxondmica de varios de los aislamientos
noduladores del complejo D. virgatus que se han presentado en los capitulos precedentes

a través de analisis de secuencias parciales 168.
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IV.2. Resultados y discusion.

IV.2.1. Caracteristicas genotipicas de los aislamientos de rizobios noduladores del

complejo D. virgatus.

IV.2.1.1. Anadlisis de los megaplasmidos presentes en los aislamientos de rizobios

discriminados de acuerdo a su sitio y poblacion de origen.

Con el propdsito de caracterizar los elementos extracromosomales presentes en los
rizobios noduladores del complejo D. virgatus, se investigd el tipo y diversidad de
plasmidos presentes en un grupo de treinta aislamientos representativos de nuestra
coleccién (conformado por tres cepas tomadas al azar de cada sitio y poblacidon de
origen). Cada aislamiento fue analizado utilizando la técnica de electroforesis en geles de
agarosa tipo Eckhardt segun se detalla en la seccidn 8.1. de Materiales y Métodos.

En la tabla IV.1. se muestra la evaluacion de la presencia de megaplasmidos en los
aislamientos de rizobios noduladores del complejo D. virgatus, discriminados de acuerdo
a su sitio y poblacién de origen. Los aislamientos que evidenciaron la presencia de
elementos extracromosomales (27 % de los rizobios analizados) fueron en su mayoria
simbiontes de la especie D. virgatus recuperados de suelos de Jujuy y Santiago del Estero.
En los microsimbiontes de D. acuminatus y D. paspalaceus aislados de las provincias de
Corrientes, Entre Rios, Chaco y Salta no se detectaron plasmidos con la metodologia
utilizada. Puede ocurrir de todos modos que plasmidos muy grandes no hayan sido

detectados.
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Tabla IV.1: Evaluacion de la presencia de megaplasmidos en rizobios noduladores del
complejo D. virgatus, discriminados seglin su sitio de origen y poblacion de planta

hospedadora.

Sitio y poblacion de plantas del complejo D. virgatus

Aislamiento”?

Presencia de

de donde fueron aislados los rizobios analizados plasmidos®
1L11.2 ND
Entre Rios - Poblacidn 1 - D. acuminatus 1L19.2 ND
1L21.3 ND
213.2 ND
Corrientes - Poblacién 2 - D. paspalaceus 214.5 ND
218.1 ND
3L5.1 ND
Corrientes - Poblacion 3 - D. paspalaceus 3L6.3 ND
3L10.5 ND
413.3 ND
Misiones - Poblacion 4 - D. paspalaceus 414.2 ND
416.3 ND
51L8.4 ND
Chaco - Poblacién 5 - D. paspalaceus 5L9.4 ND
5C1.1 ND
6L4.2 ND
Salta - Poblacion 6 - D. paspalaceus 6L6.1 ND
6L9.3 ND
7L2.2 SI
Jujuy - Poblacion 7 - D. virgatus 7L4.2 S
7C5.7 Sl
8L6.3 SI
Jujuy - Poblacion 8 - D. virgatus 8L10.1 S
8L12.1 Sl
9L22.2 SI
Santiago del Estero - Poblacion 9 - D. virgatus 9L25.4 ND
9L26.2 ND
10L5.3 ND
Santa Fe - Poblacion 10 - D. paspalaceus 10L11.4 S|
10C1.1 ND
Cepa de referencia CB3216 ND

'L indica aislamientos recuperados en ensayos de nodulacién en el laboratorio y C obtenido en
condiciones de campo (para detalle de la nomenclatura ver Materiales y Métodos seccién 6.1.).

? Los aislamientos fueron evaluados utilizando la técnica de Eckhardt (1978).
*ND indica no detectada la presencia de plasmidos, y Sl indica presencia de al menos un plasmido.
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La Figura IV.1. muestra los

7L2.2 7L4.2 7C5.7 8L6.3 8L10.8L12.19L22.2 91.25.4 9L.26.2 10L5.3 10L11.4 10C1.1 CB3126

perfiles plasmidicos obtenidos vy
pone en evidencia la presencia de
un patrén de bandas similar en los
aislamientos de rizobios
recuperados de suelos de Jujuy
(poblaciones 7 y 8). En los perfiles
de los aislamientos 9L22.2,

procedente de Santiago del Estero,

y 10L11.4, de Santa Fe, se observa

Figura IV.1: Perfiles plasmidicos de los rizobios

noduladores del complejo D. virgatus.. El primer
nimero del cdédigo de cada aislamiento corresponde al
numero de la poblacién de plantas de la cual fueron aislados

la presencia de una y dos bandas

plasmidicas respectivamente.

Debe considerarse que cada segun se indica: 7- D. virgatus (EI Carmen, Jujuy); 8 - D.
virgatus (Ledesma, Jujuy); 9- D. virgatus (Rivadavia, Santiago
banda del ge| corresponde al menos del Estero); 10- D. paspalaceus (General Obligado, Santa Fe).
L indica aislamientos recuperados en ensayos de nodulacién
a una especie plasml'dica, pudiendo en laboratorio y C obtenido en condiciones de campo. Cepa
de referencia: CB3126 originalmente recuperada de nddulos
ocurrir que una Unica banda de L. leucocephala. Los aislamientos fueron testeados
utilizando la técnica de electroforesis en geles de agarosa tipo

contenga a mas de un plasmido de Eckhardt (1978).

similar movilidad electroforética. Desconocemos hasta el momento si alguno de los
plasmidos detectados es portador de informacidén asociada a genes de nodulacién o de

fijacién de nitrégeno.

IV.2.1.2. Estudio de la diversidad genética de los aislamientos simbiontes a través de

técnicas de huellas digitales de ADN total por métodos de PCR.

El andlisis de la diversidad del germoplasma asociado al complejo D. virgatus se
realizd a través de la generacién de huellas digitales de ADN empleando como cebadores
secuencias conservadas de bacterias (BOXA1R - MBOREP1).

Los resultados obtenidos del analisis revelaron siete tipos de perfiles de
amplificacion BOXA1R diferentes evidenciando una marcada diversidad genética entre los

aislamientos simbiontes de D. virgatus. En la Figura IV.2. se presentan los resultados de
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un analisis UPGMA realizado en base a presencia/ausencia de bandas observadas en el

gel para los productos de amplificacién de cada uno de los aislamientos.

8
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16.2
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[ 3L6.1
|

3L15.1

I 7L3.2
5. mel

Figura IV.2: Andlisis UPGMA realizado en base a la presencia-ausencia de
bandas en los productos de amplificacion BOXA1R de diferentes aislamientos

noduladores de plantas del complejo D. virgatus. Anilisis realizado con los
productos BOXA1R-PCR obtenidos con el ADN total de las cepas indicadas (algoritmo UPGMA y
coeficiente de Dice) El primer niumero del cédigo de cada cepa simbionte corresponde al
nimero de la poblacidon de plantas del complejo D. virgatus de la cual fueron originalmente
aislados: 1- D. acuminatus (Entre Rios); 2- D. paspalaceus (Corrientes); 3- D. paspalaceus
(Corrientes); 4- D. paspalaceus (Misiones); 5- D. paspalaceus (Chaco); 6- D. paspalaceus (Salta)
7- D. virgatus (Jujuy); 8- D. virgatus (Jujuy); 9- D. virgatus (Santiago del Estero); 10- D.
paspalaceus (Santa Fe) L indica aislamientos recuperados en ensayos de nodulacidon en
laboratorio y C obtenido en condiciones de campo. Cepas de referencia: R. trop: R. tropici,
CB312 cepa inoculante aislada de L. leucocephala, S. mel.: S. meliloti.
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El perfil tipo “E” esta representado por 30 % de las cepas recuperadas de cuatro
sitios del centro y norte argentino, mientras que cinco perfiles BOXAIR se hallan
representados solo por dos aislamientos procedentes de suelos diferentes. Las cepas de
referencia R. tropici y CB3126 mostraron perfiles BOXA1R distintos a los observados en
los aislamientos simbiontes de D. virgatus.

De acuerdo a datos de la literatura, diversos estudios han reportado una amplia
diversidad genética a nivel de cepa en otros rizobios como por ejemplo en S. meliloti
(Paffetti et al., 1996; Gandee et al., 1999; Carelli et al., 2000; Jebara et al., 2001;
Roumiantseva et al., 2002; Zribi et al., 2005). Paffetti et al. (1996) analizaron la diversidad
genética de cepas de S. meliloti aisladas a partir de nddulos de diferentes cultivares de
alfalfa establecidas en suelos de Italia y hallaron que el tipo de suelo y el cultivar eran
responsables de una alta variacién genética. Diversos investigadores sostienen que el tipo
de suelo constituye asimismo un factor determinante sobre la diversidad genética de
poblaciones de R. leguminosarum (Strain et al., 1994) y Sinorhizobium spp. (Zribi et al.,

2005).

IV.2.1.2.1. Analisis de la diversidad genética de los aislamientos simbiontes

discriminados de acuerdo a su sitio y poblacién de origen.

Con el fin de investigar en mas detalle la diversidad genética de los rizobios
noduladores de Demanthus spp. se analizaron los perfiles de amplificacion genémico de
los aislamientos simbiontes de distintas poblaciones del complejo D. virgatus recuperados
de suelos de diferentes provincias fitogeograficas.

El andlisis de la diversidad de las bacterias simbiontes de D. paspalaceus (poblacion
10 de este trabajo) se realizé con 20 aislamientos recuperados de Santa Fe, provincia
fitogeografica Chaqueiia, a través de la generacion de huellas digitales BOXA1R por PCR.
La Figura IV.3. muestra los resultados de este andlisis, donde se pueden distinguir al
menos 11 patrones de amplificacion diferentes (desde "A" a "K"), evidenciando una
notable diversidad genética.

Los aislamientos simbiontes de D. paspalaceus presentes en la localidad de General

Obligado, Santa Fe (caracteristica quimicas de suelo se detallan en la Tabla I.4., seccién
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2.2.3.1., Capitulo 1) resultaron ser genéticamente diversos. De acuerdo con las huellas
digitales de ADN gendmico los rizobios pueden agruparse dentro de 11 tipos de perfiles
BOXA1R diferentes, uno incluyendo el 30 % de las cepas (tipo C) y 7 perfiles
representados por un Unico aislamiento. Segun datos de la literatura, en el caso particular
de S. meliloti también es muy frecuente que existan diferencias genotipicas aun entre

aislamientos de un mismo suelo (Kosier et al., 1993; Segundo et al., 1999).
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Figura IV.3: Patrones de amplificacion de ADN gendmico de los aislamientos
recuperados de nddulos de las raices de D. paspalaceus de la provincia de Santa Fe
(poblacion 10). La figura muestra los productos BOXA1R-PCR obtenidos con el ADN total de
las cepas indicadas. Carril Control: sin ADN afiadido a la mezcla de PCR. Los aislamientos fueron
ordenados en el gel de acuerdo con la similitud de sus patrones de amplificacion y luego
clasificados en tipos BOXA1R demarcados por encima de los cédigos de las cepas. Los pesos
moleculares de los ADN estdndar (en pares de bases se indican a la derecha). L indica

aislamientos recuperados en ensayos de nodulacién en laboratorio y C obtenido en condiciones
de campo.
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El analisis del germoplasma colectado mostrd, en concordancia con los andlisis
fenotipicos y de tolerancia a distintas condiciones de estreses abidticos (ver Tabla Ill.4.,
seccion 2.4.2. del Capitulo Ill) una marcada diversidad entre los aislamientos presentes en
una misma provincia fitogeografica como la chaquefia, en suelos de la provincia de Santa
Fe.

El analisis de la diversidad genética de los rizobios simbiontes de D. virgatus
(poblacién 8) recuperados de la localidad de Ledesma, Jujuy, provincia fitogeografica de
las Yungas, se presenta en la Figura IV.4. El analisis estadistico realizado evidencid la
separacion de los aislamientos en tres tipos principales de perfiles BOXA1R diferentes
(similitud de 75 % para el valor de corte). El perfil tipo “B” incluye el 77 % de los
aislamientos, mientras que los perfiles “A” y “C” se hallan representados solo por unay

dos cepas respectivamente.

Similitud
®
¢ 8 ®» = 3 38 8 38 B
A

8L15.3
_{BU 2.3

Figura IV.4: Analisis UPGMA realizado en base a la presencia-ausencia de bandas en los
productos de amplificacion BOXA1R de diferentes aislamientos recuperados de suelos de
la provincia de Jujuy (poblacidn 8) noduladores de plantas del complejo D. virgatus. La
figura muestra el analisis realizado con el algoritmo UPGMA y coeficiente de similitud de Dice de los
productos BOXA1R-PCR obtenidos con el ADN total de las cepas indicadas. Los aislamientos fueron
ordenados en el gel de acuerdo con la similitud de sus perfiles de amplificacién.
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Segln se muestra en la Figura IV.5., los
perfiles de amplificacién de ADN gendmico
utilizando como cebador MBOREP-1 de las
cepas simbiontes de D. virgatus (sensu
estricto) presentes en suelos molisoles,
bien provistos en materia orgdnica vy
también

contenido de nutrientes,

mostraron resultados analogos a los
obtenidos con el cebador BOX AI1R
evidenciando una escasa diversidad

genética (salvo en algunos casos que se
observan leves diferencias en la intensidad
relativa de las bandas).

La aparente similitud genética a nivel
plasmidico de los aislamientos recuperados
de los suelos de las localidades de El
Carmen y Ledesma, provincia de Jujuy (ver

Figura IV.1.) se extenderia al resto del

7L1.1 7C3.1 7C4.2 7C5.1 7C5.7 8L2.1 8L3.2 8L4.7 8L49

Figura IV.5: Perfiles de amplificacion de ADN
gendmico de aislamientos simbiontes de D.
virgatus (poblaciones 7 y 8) presentes en
suelos de Jujuy. La figura muestra los productos
MBOREP-PCR obtenidos con el ADN total de las
cepas indicadas. El primer nimero del cédigo de
cada aislamiento corresponde al numero de
poblacidn de la cual fueron originalmente aislados:
7: Localidad El Carmen; 8: Ledesma. L indica
aislamientos recuperados en ensayos de nodulacion
en el laboratorio y C obtenido en condiciones de
campo.

genoma de los simbiontes de D. virgatus analizados en este trabajo.

En la Figura IV.6. se presenta el andlisis de la diversidad genética del germoplasma

asociado con D. paspalaceus recuperado de la localidad de Santa Tomé, Corrientes

(poblacidn 3), provincia fitogeografica Paranaense. De acuerdo con las huellas digitales de

ADN gendmico los rizobios pudieron agruparse dentro de 6 tipos de perfiles BOXA1R

diferentes, uno de ellos que incluyd 35 % de las cepas (tipo “C”) y 3 perfiles representados

por un Unico aislamiento.
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Figura IV.6: Analisis UPGMA realizado en base a la presencia-ausencia de bandas en los
productos de amplificacion BOXA1R de diferentes aislamientos recuperados de suelos de
Santo Tomé, provincia de Corrientes (poblacion 3) noduladores de plantas de D.
paspalaceus. La figura muestra el andlisis realizado con el algoritmo UPGMA vy coeficiente de
similitud de Dice de los productos BOXA1R-PCR obtenidos con el ADN total de las cepas indicadas.
Los aislamientos fueron ordenados en el gel de acuerdo con la similitud de sus patrones de

amplificacién. L indica aislamientos recuperados en ensayos de nodulacién en el laboratorio y C obtenido en
condiciones de campo.

La marcada diversidad genética de los rizobios noduladores de D. paspalaceus
presentes en los suelos asociados a la poblacion 3 -pobres en contenido de fésforo y con
pH bajos (ver Tabla 1.4., seccion 2.2.3.1. del Capitulo 1) caracteristicos de la provincia
fitogeografica Paranaense-, también pudo observarse en el germoplasma recuperado del
suelo asociados a D. paspalaceus de la poblaciéon 2 de la misma provincia, segin se

muestra en la Figura IV.7.
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2L1.2 2L1.6 2L1.8 2L2.4 2L2.6 213.2 2133 213.6 2L4.2 2145 2L7.5 218.1 2183 2184 219.2 2194

Figura IV.7: Patrones de amplificacion de ADN gendmico de los aislamientos
recuperados de nddulos de D. paspalaceus de la provincia de Corrientes
(poblacidn 2). La figura muestra los productos BOXA1R-PCR obtenidos con el ADN
total de las cepas indicadas. L significa aislamientos recuperados en ensayos de
nodulaciéon en el laboratorio (para detalle de la nomenclatura ver Materiales y
Métodos seccion 6.1.).

Los estudios que hemos presentado muestran una marcada diversidad en los
simbiontes locales de plantas del complejo D. virgatus, con variaciones en el grado de
diversidad que dependen del sitio particular de origen de los mismos. La diversidad
genética observada resulta de especial interés atento a la posibilidad de explorar dentro
de la misma diferentes caracteristicas simbidticas y de adaptabilidad a ambientes
especificos. Como ya ha sido reportado, la diversidad de rizobios puede determinar la
capacidad de ciertas especies de leguminosas de habitar un determinado ecosistema.
Estudios realizados por Béna et al., (2005) indican que la distribucién geogréfica de S.
medicae y S. meliloti, genéticamente diversos, ejerce una fuerte influencia sobre la
distribucién de especies de Medicago y la capacidad para colonizar nuevas dareas. En este
contexto, se reafirma la importancia del estudio de la biodiversidad de los rizobios
noduladores del complejo D. virgatus, no sélo por su rol como microsimbiontes de
leguminosas con reconocido potencial forrajero, sino también como un factor bidtico

potencialmente importante para el establecimiento con fines productivos de especies de
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Desmanthus en nuestros suelos. La amplia diversidad genética observada en los
aislamientos locales muestra poblaciones de rizobios simbiontes de Desmanthus spp muy
complejas, y pone de manifiesto la dificultad de predecir la interaccidén de los distintos
genotipos con el ambiente y con la planta huésped, hacia la selecciéon de una eventual

cepa inoculante.

IV.2.1.3. Posicidon filogenética de los aislamientos simbiontes de D. paspalaceus

recuperados de suelos de la localidad de General Obligado, provincia de Santa Fe.

IV.2.1.3.1. Secuenciacidn parcial y andlisis de los genes ADNr 16S y nodC.

Con el propédsito de inferir la posicion taxondmica de las cepas simbiontes de D.
paspalaceus en comparacion con la de otros especies de rizobios, se analizaron las
secuencias de nucledtidos de productos de amplificacion parcial del gen ADNr 16S (ver
seccion 8.6. de Materiales y Métodos) de los aislamientos 10L4.2, 10L5.3 y 10L11.4, junto
con la de la cepa de referencia CB3126).

La Figura IV.8. muestra un arbol filogenético obtenido (neighbor joining), donde los
aislamientos 10L4.2 y 10L5.3 se incluyen en un clado que incluye varios mesorizobios
(cercano a M. plurifarium) y el aislamiento 10L11.4 en un clado de rizobios cerca de R.
alamii, R. mesosinicum y R. gallicum. De acuerdo con la secuenciacién del ADNr 16S, la
cepa de referencia CB3126 ha sido identificada como Sinorhizobium terangae (el
fragmento analizado presentd 100 % de identidad de secuencia con el homodlogo de la
cepa S. terangae LMG 7834). Anteriormente, Beyhaut et al. (2006b) reportaron que
Rhizobium giardinii y R. leguminosarum habian sido capaces de nodular Desmanthus

illinoensis.
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® Rhizobium sp. 10L11.4 (isolated from D. paspalaceus - Argentina this work)
o[ Rhizobium alamii GBVO16T : AM831436.1
[ 88! Rhizobium gallicum S109 16S : AY509211
| Rhizobium alamii CCBAU15292 : GU552885.1
&7l 8 Rhizobium mesosinicum CCBAU25010 : NR 043548.1
| 81 Rhizobium mesosinicum BSPV11 : JX901036.1
s4r Rhizobium suilae 1S 123 . NR 029330.1
Rhizabium sullae R5-403 : JQ659768.1
4 —— Rhizobium indigoferae CCBAU71042 : AF364068.1
E‘ Rhizobium gallicum bv. gallicum strain RHM47 : JQ085250
—8| " Rhizobium mongolense USDA1844 : gi|1B95072 - gb|UB3817.1
g5~ Rhizobium gallicum CCBAU 01145 : EU399690.1
47 Rhizobium yanglingense SH22623 : AF003375.2
Rhizobium sp. OR191 : gi[197735145 - gb|EU928874.1
qg, Ahizobium etl CFN42 . NG 007761
|| sl |10 Rhizobium sp. 50.12 (isolated from D. ilinoensis - Beyhaut st al. 2006) : DQ499529.1
31| || Rhizobium etli CIAT652 : NC 010994 . .
%15 Rhizobium sp. 50.15 (isolated from D. iinensis - Beyhaut et al. 2006) : DQ499530. 1 Rhizobium
82 ) Rhizobium leguminosarum LMGB820 : gi|296480 - emb|X67227.1
| L© Ahizobium leguminosarum 430 (from D. virgatus (L.) Willd. var. depressus - Uruguay Beyhaut et al 2011 to GenBank) JF913977.1
73‘--_‘JRr1fzobmmJaguanosamm DASA23111 (isolated from D. virgatus - Sinsuwongwat et al. 2002) : AF417563
43, O Rhizobium leguminasarum DASA23046 (isolated from D. virgatus - Sinsuwongwat et al. 2002) : AF417564
77O Rhizobium leguminosarum DASA23002 (isolated from D. virgatus - Sinsuwongwat et al. 2002) : AF417562
Rhizobium tropici LMG9518 : gi[296479 - emb|X67233.1
™| Rhizobium tropici CIAT 899 16S : HQ850704.1
Rhizobium galegae LMGE214 : gi|46389638 - emb|X67226.2
Rhizobium galegae gal1261 ATCC43677 : NR 025828.1
1%L Rhizobium galegae CCNWSX1209 : JX524433.1
—— Rhizobium giardinii Tibetlhz-62 : JX827239.1
hizobium sp. 47.1 (isolated from D. illinoensis - Beyhaut et al. 2006) : DQ499527.1
© Rhizobium sp. 47.4 (isolated from D. illinoensis - Beyhaut et al. 2006) : DQ499526.1
39[(, Rhizobium giardinii D30 (from D. ilincensis (Michx.) MacMillan - Uruguay Beyhaut et al 2011 to GenBank) JF313979.1
MF Rhizobium giardiniiH152 : gi|2565135 - gb|UB6344.1
40!O Rhizobiumsp. 4.14.117.77.108.38.6 24.8 25.1 35.1541.2 48.8 (all isolated from D. illincensis - Beyhaut et al. 2006)
Sinarhizobium meliloti SM11 : CPO01830 : DO499514 to DQ499523.1 - DQ499525.1 and DQ49E528. 1
%8| Sinorhizobium melioti LMGE133 : gil46389636 - emb|X67222.2
0\ | Sinorhizobium meliloti 1021 : NC 003047
79% - Sinorhizobium medicae WSM419 : NC 009636
' Sinorhizobium arboris LMG14917 : AM181752.1
ga| gy Sinorhizobium terangae LMG7834 (synonyms: WSM1721-ORS1008-USDA4894-NBRC100385): NR 044842.1 . . .
| s |+ Sinorhizabium terangae CB3126 (isolated from L eucaena leucocephala - Mexico - Date 1991) Smorhfzobrum
Sinorhizobium terangae strain JNVUCBS : JN832576.1
Sinorhizobium kostiense LMG19225 : NR 042484.1
71 Sinorhizobium sp. NGR234 : NC 012587
Sinorhizobium saheli LMG7837 : NR 026096.1
;1 | Sinorhizobium fredii HH103 : HE616890

LA
L Sinorhizobium americanum CFNEI156 : NR 025251.1

%! Sinorhizobium freali USDA205 : NR 036957.1

Mesorhizobium thiogangeticum SJTT : AJ864462.1
1001 Mesarhizobium ciceri CPN45 : JX868862.1
[ 1 Mesorhizobium loti LMG6125 : gi| 15020659 - emb|X67229.2
a0,® Mesorhizobium sp. 10L4.2 (isolated from D. paspaiaceus - Argentina this work)
10| m’wl Mesorhizobium sp. 10L5.3 (isolated from D. paspalaceus - Argentina this work)

62/l Mesorhizobium plurifarium LMG11892 : gi[219846834 - NR 026426.1
3| |© Mesorhizobium sp. D16 (commercial inoculant for Desmanthus sp. - Beyhaut et al 2011 to GenBank) JF913978.1
0| | O Mesorhizobium amorphae 404 (from D. virgatus (L.) Willd. var. depressus - Uruguay Beyhaut et al 2011 to GenBank) JF913976.1 Mesorhizobium
) Mesorhizobium amorphae ACCC19665 : gi|2801558 - gb|AFQ41442.1
7;;{ LMesﬂrha‘zobﬁum amorphae ACCC19665 : NR 024879.1
Mesorhizobium septentrionale SDW014 : NR 025252.1
- Mesorhizobium huakuii IF015243 : NR 043390.1
it Mesorhizobium loti MAFF303099 : NC 002678
13" Mesorhizobium opportunistum WSM2075 : NC 015675 region: 1728175..1729647
Mesorhizobium mediterraneum LMG17148 : gi|343201757 - NR 042483.1
2|  Mesorhizobium tianshanense A-1BS : gi|218857250 - NR 024880.1
28| Mesorhizobium metallidurans STM2683 : NR 042685.1
Bradyrhizobium japonicum USDA110 : NC 004463 . .
Bradyrhizobium efkanii USDAS4 : gi|11434008 - gb|AF208518.1 | BradyrhrZOb',um
| ——— Azorhizobium caulinodans ORS571 : NG 009937 . .
00 Azorhizobium dosbersinerag BRS4D1 : NR 041839.1 I Azorhizobium

5

1007

0.01

Figura IV.8: Relaciones filogenéticas (neighbor-joining) entre las regiones ADNr 16S de
diferentes rizobios incluyendo los simbiontes de D. paspalaceus presentes en suelos de General

Obligado, Santa Fe. Las secuencias de rDNA fueron analizadas con el programa MEGA 5.05 (Clustal, neighbor-
joining method). La filogenia fue reconstruida a partir de fragmentos de rDNA amplificados con los primers fD1 yrD1
(Weisburg, et al., 1991). El arbol consenso corresponde a una inferencia realizada con un bootstrap de 1000 réplicas
(Felsenstein, 1985). El porcentaje de replicas (arboles) en los que los que cada taxa se agrupo de manera conjunta se
muestra junto a cada punto de ramificacién. El arbol estd dibujado en escala con la longitud de de las ramificaciones en
las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferior el arbol filogenético. Las distancias evolutivas
fueron computadas mediante el método de correccion de Poisson (Zuckerkandl y Pauling, 1965) y estan en unidades
sustitucién nucleotidica/sitio. Las secuencias de ADN de referencia fueron obtenidas de GenBank con los niumeros de
acceso que se indican a la derecha del nombre de cada uno de los rizobios. Circulos negros () indican cepas
caracterizadas en este trabajo, circulos blancos (o) cepas simbiontes de D. virgatus y D. illinoensis y circulo gris (o)
corresponde a la cepa inoculante CB3126 aislada de L. leucocephala.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la poblacion de D.

paspalaceus presente en la provincia de Santa Fe puede ser nodulada por rizobios y

mesorizobios (ver Figura IV.8.). Cabe destacar que en ensayos de nodulacidn realizados

en el laboratorio los mesorizobios 10L4.2 y 10L5.3, y el rizobio 10L11.4 no fueron capaces

de nodular L. leucocephala, P. vulgaris,

Macroptilium lathyroides,

erythroloma, Vicia sativa, Vicia villosa ni Medicago sativa.

Tabla IV.2: Andlisis de los grupos Tipo BOXA1R y géneros bacterianos de los
aislamientos simbiontes de D. paspalaceus recuperados de Santa Fe.

Macroptilium

Aislamiento simbionte de

D. paspalaceus Tipo BOXA1R * Género del aislamiento indicado”
10C1.1 A Mesorhizobium sp.
10L6.1 A Mesorhizobium sp.
10L5.3 B Mesorhizobium sp. (*)
10L1.8 C Mesorhizobium sp.
10L10.4 C Mesorhizobium sp.
10L10.7 C Mesorhizobium sp.
10L14.3 C ND
10L15.4 C Mesorhizobium sp.
10C1.8 c Mesorhizobium sp.
10L2.6 D Mesorhizobium sp.
10L3.1 E Mesorhizobium sp.
10L13.2 F Rhizobium sp.
10L16.5 F Rhizobium sp.
10L12.2 F Rhizobium sp.
10L15.3 G Rhizobium sp.
10L9.2 H Mesorhizobium sp.
10L4.2 H Mesorhizobium sp. (*)
10L11.4 | Rhizobium sp. (*)
10L17.2 J Rhizobium sp.
10L16.3 K Rhizobium sp.

% tipos BOXA1R segUn las huellas gendmicas mostradas en la Figura IV.3.

®. Género del aislamiento deducido de las PCR 1 y PCR 2 utilizadas para amplificar una secuencia parcial del
ADNr 16S desde los aislamientos tipo 10L.4.2 y 10L.5.3 (Mesorhizobium sp.) y 10L.11.4 (Rhizobium sp.),
respectivamente. Para los aislamientos tipo (*) un fragmento de 1440 pb de su ADNr 16S se amplificé por
PCR con los cebadores fD1 y rD1 y fueron secuenciados Mesorhizobium (PCR-1-positivo), Rhizobium (PCR-2-
positivo), ND: negativo para las PCR 1y PCR 2.
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Segun se muestra en la Tabla IV.2. 60 % de los aislamientos noduladores de D.
paspalaceus fueron mesorizobios incluyendo las cepas que pertenecian al grupo
gendmico "tipo C" BOXA1R mads abundante.

Sobre la base de los resultados que indicaron que diversas especies de rizobios fueron
capaces de nodular Desmanthus, investigamos los genotipos nodC de los aislamientos
10L4.2 y 10L5.3 como representantes de los mesorizobios locales de D. paspalaceus, vy el
genotipo nodC de la cepa CB3126 originalmente recuperada de nédulos de las raices de L.
leucocephala (Date, 1991) y genotificada en esta tesis como S. terangae. La Figura IV.9.
muestra que el gen nodC de la cepa CB3126 S. terangae agrupo dentro de un clado nodC
que incluye varios simbiontes de Phaseolus (p. ej. R. etli, R. giardinii, S. meliloti bv.
mediterranense) y Mimosa (p. ej. Rhizobium sp. TJ167 y TJ173). Por el contrario, el
fragmento nodC de los mesorizobios 10L4.2 y 10L5.3 (el mismo fragmento de 848 pb en
ambos aislamientos) no pudieron agruparse con ninguna de las variantes nodC de rhizo-
/brady-/azorhizobios previamente reportados. Desafortunadamente, ninguno de los
pares de cebadores reportados por Laguerre et al.,, (2001) permitid amplificar el
fragmento nodC de la cepa local 10L11.4 Rhizobium sp., lo cual sugiere que dicho
aislamiento lleva posiblemente una variante alélica nodC diferente de las presentes en los
simbiontes mesorizobios y sinorizobios caracterizados en este trabajo. Los resultados
obtenidos muestran que las plantas de D. paspalaceus fueron noduladas por diversos

rizobios (distintos géneros), y que portan ademas genes nodC filogenéticamente diversos.
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100 | Ahizobium etli CIAT 652 plasmid pB - NC 010996
) 100 [ Rhizobium giardinii bv. phaseoli H251 - AF217264.1
— Rhizobium etli CFN42 - AF217268.1
— Sinorhizobium meliloti bv. mediterranense 4H41 gi|84872507 - gb|DQ333891.1

100 Ii Sinorhizobium meliloti GVPV12 gi|357530755 - gb|JN685650.1

76

100
76! Sinorhizobium sp. GR-06 - AF217269.1

97 Sinorhizobium terangae CB3126

Rhizobium gallicum bv. Gallicum R602sp gi|13810625 - gb]AF217266.1

W — Rhizobium giardinii bv. giardinii H152 - AF217267.1

ﬁL Rhizobium etiibv. mimosae Mim1 - EU386149.1

79| | Rhizobium sp. TJ173 - EU386158.1

64 100 ! Rhizobium sp. TJ167 - EU386156.1

Mesorhizobium septentrionale W73 gi|374634453 - gb|JF730159.1

Mesorhizobium amorphae culture-collection CCBAU: 75059 gi|380504672 - gb|JN991130.1

50 Rhizobium sp.N33 gb|U53327.1 - U53327
61 Mesorhizobium ciceri strain UPM-Ca7 gi|90568477 - gb|DQ407292.1

100 - Mesorhizobium mediterraneum UPM-Ca36 gi|90568479 - gb|DQ407293.1

Sinorhizobium terangae WSM1721 / LMG7834 / ORS1009 - gene ID 2509111550 IMG genome in progress
100 ‘. Mesorhizobium sp. 10L4.2 (D. paspalaceus - Argentina)
1‘. Mesorhizobium sp. 10L5.3 (D. paspalaceus - Argentina)
48 Rhizobium sp. NGR234 plasmid pNGR234a - NC 000914
o0 Sinorhizobium saheli LMG 7837 gi|295984367 - gb|GU994073.1
g5 | Sinorhizobium fredii USDA 205 gi|295984365 - gb|GU994072.1
40— Sinorhizobium fredii USDA 257 - M73699
Mesorhizobium tianshanense M75P gi|255031321 - emb|FM203324.1
100 ,— Mesorhizobium loti NZP 2037 gi|46227 - X52958
— Rhizobium tropici CFN 299 gi[1405806 - X98514

37 100 | Rhizobium sp. TJ172 - EU386157.2
] 53 T Rhizobium leguminosarum bv. viciae 238 plasmid pRL1JI gi|46212 - M13658
57 ( - Rhizobium leguminosarum bwv. trifolii ANU843 - HQ394245.1
Rhizobium galegae HAMBI 1174 gi|1403526 - X87578

48 Sinorhizobium meliloti 1021 plasmid pSymA - NC 003037

- 57 100 ESinorhizobt’um medicae WSM419 plasmid pSMED02
Sinorhizobium meliloti SM11 plasmid pSmeSM11c - CP001831

100 Rhizobium mongolense USDA 1844 gi[260160842 - gb|GQ507367.1

Rhizobium sp. OR191 gi|13810637 - gb|AF217272.1

100 |Fihizubt'um sp. LPU83 plasmid pLPU83b gb|GU123168.1
—— Rhizobium grahamii CCGE 502 - JN021932.1

100

100 Rhizobium mesoamericanum STM3625 gi|408746261
Tw{ Rhizobium mesoamericanum CCGE 501 - JN021931.1
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 - NC 004463

100 '~ Bradyrhizobium sp SNU0O1 gb|AF105431.1

Azorhizobium caulinodans ORS 571 - NC 009937

Figura IV.9: Relaciones filogenéticas (neighbor-joining) entre fragmentos de los genes nodC
de diferentes rizobios incluyendo los simbiontes de D. paspalaceus presentes en suelos de

General Obligado-Santa Fe. Las secuencias nodC fueron analizadas con el programa MEGA 5.05 (Clustal,
neighbor-joining method). La filogenia fue reconstruida a partir de fragmentos nodC amplificados segun Laguerre et
al., (2001). El arbol consenso corresponde a una inferencia realizada con un bootstrap de 1000 réplicas (Felsenstein,
1985). El porcentaje de replicas en los que los que cada taxa se agrupo de manera conjunta se muestra junto a cada
punto de ramificacion. El drbol estd dibujado en escala con la longitud de de las ramificaciones en las mismas
unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferior el arbol filogenético. Las distancias evolutivas fueron
computadas mediante el método de correccidon de Poisson (Zuckerkandl y Pauling, 1965) y estan en unidades
sustitucién nucleotidica/sitio. Las secuencias de ADN de referencia fueron obtenidas de GenBank con los nimeros
de acceso que se indican a la derecha del nombre de cada uno de los rizobios. Circulos negros (e) indican cepas
caracterizadas en este trabajo y circulo gris e ) corresponde a la cepa inoculante CB3126 aislada de L. leucocephala.
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IV.2.1.3.2. Analisis de las relaciones filogenéticas entre diferentes especies de rizobios

incluyendo los simbiontes de D. paspalaceus.

En el presente Capitulo se analizaron las caracteristicas genotipicas de los rizobios
noduladores del complejo D. virgatus recuperados de diferentes sitios del centro y norte
argentino. Los perfiles de amplificacion de ADN gendmico (fingerprints) evidenciaron una
marcada diversidad genética entre los aislamientos analizados.

De acuerdo a datos de la literatura, Sinsuwongwat et al., (2002) reportaron el
aislamiento de cepas de R. leguminosarum de los nédulos de las raices de D. virgatus en
Tailandia. Posteriormente, un estudio realizado por Beyhaut et al. (2006b) demostré que
los rizobios recuperados de los nddulos de D. illinoensis en EE.UU. e identificados a través
del analisis de la secuencia del gen ADNr 16S, en la mayoria de los casos pertenecian a la
especie R. giardinii, mientras que solo dos aislamientos fueron caracterizados como
cercanos a R. leguminosarum, R. etli y R. tropici. Lamentablemente, no existen secuencias
nod disponibles para ninguno de los aislamientos de D. illinoensis.

El analisis filogenético de los rizobios simbiontes de D. paspalaceus presentes en
suelos de Santa Fe realizado a partir de la secuenciacion parcial del ADNr 16S, reveld la
presencia de rizobios y mesorizobios. Segin hemos mostrado en la seccién anterior por
analisis de ADNr 16S, los aislamientos 10L4.2 y 10L5.3 se agruparon cercanos a la cepa
tipo de M. plurifarium LGM 11892 (GenBank NR_026426) conocida por nodular Acacia
spp. y L. leucocephala (de Lajudie et al., 1994; de Lajudie et al., 1998b), mientras que el
aislamiento 10L11.4 demostrd estar relacionado con R. alamii GBVO016T (aislado de la
rizésfera de Arabidopsis thaliana) (Berge et al., 2009), CCBAU15292 (aislado de Albizia
julibrissin) (Wu et al., 2011) y con R. mesosinicum CCBAU25010 (aislado de Glycine max)
(Lin et al., 2009).

Los resultados obtenidos y los datos de la literatura en conjunto indican que
diferentes especies de Desmanthus pueden ser noduladas por cepas de:

a) Rhizobium: por ejemplo, D. illinoensis por R. giardinii y rizobios relacionados con
R. leguminosarum (Beyhaut et al., 2006b); D. virgatus por R. leguminosarum
(Sinsuwongwat et al., 2002); D. paspalaceus por los simbiontes también del género

Rhizobium pero relacionados con R. alamiiy R. mesosinicum (este trabajo).

141



b) Mesorhizobium: como los aislamientos 10L4.2 y 10L5.3 de este trabajo, y dos
cepas reportadas a GenBank por Beyhaut et al., en el afio 2011 (ver Figura 1V.8).

¢) Sinorhizobium, como se demostrd a través de la tipificacion del ADNr 16S de la
cepa CB3126 infectiva en D. virgatus y originalmente aislada de L. leucocephala (Date,
1991).

Ademas de la diversidad de microsimbiontes que infectan Desmanthus spp., Beyhaut
et al. (2006b) mostraron que las cepas de R. giardinii 56.6 y 35.1 recuperadas de D.
illinoensis en los EE.UU. fueron incapaces de nodular D. virgatus. Sin embargo, dichas
cepas pudieron establecer una simbiosis fijadora de nitrégeno con leguminosas que
pertenecen a otros géneros, tales como L. leucocephala, Dalea purpurea, Psoralea
esculenta, y Prosopis juliflora (Beyhaut et al., 2006b). Como ya hemos mostrado en la
seccion precedente, no tenemos evidencias que nuestros aislamientos sean capaces de
nodular otras leguminosas. Aunque no hemos evaluado hasta el momento si nuestros
aislamientos son capaces de nodular D. lllinoensis, las caracteristicas simbidticas de
nuestros rizobios y mesorizobios parecen claramente diferentes a las de los rizobios
aislados en EE.UU. de esta ultima leguminosa.

Con el propdsito de avanzar en la caracterizacién genotipica de nuestros rizobios
asociadas a la simbiosis, analizamos el tipo de variantes nodC presentes en aislamientos
representativos de los diferentes géneros encontrados. Los resultados presentados en la
Figura VI. 9 muestran que el nodC de la cepa CB3126 de S. terangae forma parte de un
clado que incluye varias secuencias nodC de rizobios que nodulan Phaseolus, una
observacién consistente con la evidencia previa de que otros Desmanthus fueron
nodulados por R. giardinii (Beyhaut et al., 2006b), una especie también infectiva en
Phaseolus (Amarger et al., 1997). Desafortunadamente, no se hallaron disponibles las
secuencias nodC de los aislamientos de R. giardinii recuperados de D. illinoensis por
Beyhaut et al., (2006b) con el fin de evaluar dichos genes en comparacién con el tipo de
genes nodC presentes en la cepa CB3126 de S. terangae.

Es particularmente interesante que el gen nodC de la cepa CB3126 de S. terangae
gue indujo la formacién de nédulos en D. paspalaceus no se hallé relacionado con el nodC
de la cepa S. terangae WSM1721 (sindnimos LMG 7834, ORS1009) originalmente aislada

de A. laeta (de Lajudie et al., 1994). La secuenciacidon de las variantes nodC presentes en
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cepas como R. giardinii 56.6 y 35.1 que nodularon D. illinoensis y otras leguminosas pero
no D. virgatus (Beyhaut et al., 2006b); serviria para evaluar si los mismos son similares o
diferentes a los alelos nodC de las cepas locales 10L4.2 y 10L5.3 caracterizadas
Mesorhizobium sp. simbiontes de D. paspalaceus y de rango simbidtico menos extendido
y de la cepa CB3126 de S. terangae. Una variante alélica diferente que debera ser motivo
de analisis posterior es la del gen nodC de la cepa 10L11.4 Rhizobium sp que no pudo ser
amplificado con los cebadores de PCR propuestos por Laguerre et al., (2001).

Finalmente, una cuestion interesante fue la observacion de variantes nodC en los
aislamientos Mesorhizobium sp. 10L4.2 y 10L5.3 que no exhibieron relacidn preferencial
con ninguna de las variantes nodC descriptas previamente. Al considerar que las filogenias
de los genes nod de los rizobios se correlacionan con las especies de las leguminosas
huéspedes (Rogel et al., 2011), la distancia filogenética observada entre las variantes
nodC presentes en la cepa S. terangae CB3126 y la de los aislamientos Mesorhizobium sp
10L4.2 y 10L5.3 (ver Figura IV.9) resulté llamativa. Las variantes de alelos nodC aqui
presentadas para simbiontes de una misma especie de Desmanthus (variantes que
posiblemente se extienden a otros genes del cluster nod que aun no hemos
caracterizado), plantean la cuestion respecto de si dichos simbiontes con genes de
nodulacion diferentes producen una misma familia de moléculas sefial, o
alternativamente, familias distintas de factores de nodulacién pero todas

simbidticamente activas sobre Desmanthus.

IV.3. Conclusiones.

Los resultados obtenidos en el presente capitulo muestran por primera vez para
suelos de Argentina las caracteristicas de diversidad genotipica de los rizobios
noduladores del complejo D. virgatus y la posicidon filogenética de los simbiontes de D.
paspalaceus.

El andlisis del germoplasma asociado al complejo D. virgatus evidencid una marcada

diversidad en los simbiontes, con variaciones que dependieron del sitio de origen. La

143



diversidad genética observada permitira explorar dentro de la misma diferentes
caracteristicas simbidticas y de adaptabilidad a ambientes especificos.

En particular, el andlisis filogenético de los rizobios simbiontes de D. paspalaceus
recuperados de suelos de la localidad de General Obligado, provincia de Santa Fe, reveld
la presencia de rizobios y mesorizobios.

Las evidencias disponibles permitiran escoger aislamientos representativos de la
diversidad local colectada hacia su caracterizacidon simbiética en el laboratorio y como

inoculantes a campo.
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Capitulo V

Caracteristicas simbioticas de los
rizobios noduladores del complejo D. virgatus
recuperados de suelos del centro y norte de la

Republica Argentina.




V.1. Introduccion

La simbiosis rizobios noduladores-complejo D. virgatus en suelos argentinos.

Caracterizacion simbidtica y seleccion de cepas inoculantes.

En las ultimas décadas, numerosas especies del género Desmanthus han demostrado
presentar un importante potencial como leguminosas forrajeras en la alimentacidn del
ganado (Gardiner et al., 2004; Fischbach et al., 2005; Rangel y Gomide, 2005). Sobre Ila
base de estas investigaciones, se han liberado varios cultivares forrajeros de distintas
especies de Desmanthus en Australia (Jones y Clem, 1997; Gardiner et al., 2013), en Texas
(Muncrief y Heizer, 1985) y zonas templadas de EE.UU. (Ocumpaugh et al., 2004b), como
asi también en el sureste de Asia (Horne y Stir, 1999), (ver detalles de especies vy
cultivares en seccidn 2.1. de Introduccién General).

A pesar de los antecedentes mencionados, en Argentina son escasos los estudios
sobre el potencial forrajero del género Desmanthus (Hack et al., 2005; Zabala et al.,
2008). En particular, D. virgatus (sensu lato) es un complejo en el que actualmente se
reconocen cuatro especies nativas del centro-norte argentino: D. acuminatus Benth., D.
paspalaceus (Lindm.) Burkart, D. virgatus y D. tatuhyensis Hoehne (Luckow, 1993, Zuloaga
y Morrone, 1999). Segun se ha descripto en la introduccidn de esta tesis, las tres primeras
especies son las de mayor potencial forrajero. Recientemente, Zabala et al. (2008) han
informado la coleccidn y evaluacién agrondmica de distintas accesiones del complejo D.
virgatus. Cabe destacar que, una referencia del importante valor del germoplasma local
es que varios accesos de D. virgatus, D. paspalaceus, y D. acuminatus han sido evaluados
en otros paises, incluyendo el material vegetal a partir del cual se desarrolld el cultivar
Marc originalmente colectado en Argentina (Jones y Clem, 1997).

La reconocida capacidad de las especies de D. virgatus (sensu lato) para adaptarse a
nuestras condiciones edafoclimaticas y su importante potencial forrajero seialan a los
miembros de este complejo de leguminosas como una alternativa prometedora para la
alimentacion animal en las regiones del centro y norte de Argentina. En este contexto, se

ha planteado la necesidad de investigar la naturaleza y caracteristicas de la simbiosis
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rizobios-complejo D. virgatus procedentes de distintos sitios de nuestro pais en los cuales
habitan naturalmente estos macro y microsimbiontes.

De acuerdo a datos de la literatura, en evaluaciones de eficiencia simbidtica bajo
condiciones de crecimiento controlado y a campo realizadas en Australia, las plantas de
D. virgatus respondieron diferencialmente a la inoculacion con aislamientos obtenidos de
L. leucocephala, dependiendo del sitio de origen y de la presencia de rizobios en los
suelos (Date, 1991; Bahnisch et al., 1998; Brandon et al., 1998). Por otro lado, Tang et al.
(1994) demostraron la ausencia de nddulos en las raices de D. virgatus cultivadas en un
suelo ferralitico de Cuba y sugirieron la necesidad de realizar futuros estudios de
seleccion de rizobios capaces de fijar eficientemente el nitrégeno. Cabe destacar que,
segun Jones y Clem (1997) se conoce muy poco sobre la habilidad de D. virgatus para
formar nddulos efectivos con cepas autdctonas.

Sobre la base de los resultados mencionados, la obtencién de aislamientos de
rizobios eficientes y adaptados a las condiciones edafoclimaticas de nuestro pais
constituye una opcién interesante para el mejoramiento e implantacion de pasturas
forrajeras de D. virgatus. Ademas, pareceria razonable suponer que los rizobios presentes
en los suelos argentinos, como los que se han aislado en esta investigacién, serian
portadores de germoplasma valioso para la adaptacién y simbiosis de la bacteria en
condiciones locales. De ese modo, en la busqueda de dicho germoplasma se ha
construido la coleccién de aislamientos noduladores presentada en el capitulo Il de este
trabajo. Los resultados obtenidos de los analisis sobre las caracteristicas fenotipicas y de
tolerancia a diferentes situaciones de estreses abidticos (ver Capitulo Ill) permitieron
distinguir cepas con capacidad de crecimiento en condiciones que se consideran adversas
y que sugieren una mayor flexibilidad fisiolégica y capacidad de adaptaciéon a las
condiciones ambientales. Asimismo, se ha investigado la diversidad genotipica de
aislamientos simbiontes originarios de diferentes regiones geograficas (ver Capitulo IV).
Serd deseable entonces seleccionar cepas que, ademas de presentar caracteristicas feno-
genotipicas de relevancia, también manifiesten una destacada eficiencia para la FBN vy al
mismo tiempo sean competitivas para la nodulacién de las plantas de D. virgatus.

La seleccidn de rizobios infectivos y efectivos consta de diferentes etapas. La primera

se realiza en camaras de crecimiento de cultivo mediante condiciones ambientales
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controladas y permite elegir las cepas que presenten mayor capacidad potencial de FBN.
La segunda etapa de seleccion es la de campo, que permitira probar el comportamiento y

adaptacion al medio ambiente real de las cepas destacadas en la etapa anterior.

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar y comparar los comportamientos
simbidticos de cepas representativas de la coleccién de rizobios noduladores del

complejo D. virgatus recuperados de suelos argentinos.

En una primera instancia se presenta un conjunto de ensayos de estimacion de la
fijaciéon bioldgica de nitrégeno de aislamientos de rizobios representativos con distintas
poblaciones del complejo D. virgatus en condiciones de crecimiento controlado.
Posteriormente, se describen los resultados de la evaluacion de competitividad para la
nodulacién de las cepas que mostraron una alta eficiencia para la FBN en simbiosis con

plantas del complejo D. virgatus.

V.2. Resultados y discusion.

V.2.1. Eficiencia simbidtica de los aislamientos de rizobios en camaras de crecimiento de

cultivo.

En los ensayos que se presentan en esta seccidn, se ha comparado la eficiencia para
la FBN de aislamientos representativos de las poblaciones de rizobios noduladores del
complejo D. virgatus recuperados de suelos argentinos. En la literatura existe informacién
muy abundante sobre distintas metodologias para estimar la FBN que van desde medidas
de reduccién del acetileno en ensayos de laboratorio hasta el empleo del isétopo N en
condiciones de campo. Para la comparacién de cepas en ensayos de laboratorio una de
las metodologias mas utilizadas para estimar la FBN ha sido la comparacién del peso seco
de plantas inoculadas vs. plantas control no inoculadas (crecidas en un medio mineral con
y sin nitrégeno). Esta metodologia es la que se ha utilizado en los ensayos de estimacion

de FBN realizados en este trabajo.
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En una etapa inicial de las evaluaciones, aislamientos representativos de las distintas
poblaciones del complejo D. virgatus recuperados de suelos del centro y norte de
Argentina se inocularon en plantulas de las respectivas poblaciones de las cuales fueron
originalmente aislados. En todos los ensayos de estimacion de FBN se incluyeron plantas
de cada poblacién con nitréogeno y sin inocular (controles), permaneciendo en
condiciones de crecimiento controlado durante 80 dias, segun se describe en la seccién
9.1. de Materiales y Métodos. En tales condiciones, las plantulas provenientes de
diferentes sitios geograficos presentaron un desarrollo vegetativo poco vigoroso, con la
aparicion de hojas jovenes de color amarillo a verde palido que al transcurrir el tiempo se
tornaban uniformemente amarillas, manifestando sintomas de clorosis notorios, caida de
hojas y senescencia de las plantas. En todos los casos se repitieron los ensayos de
laboratorio y los resultados obtenidos evidenciaron muy bajas tasas de sobrevivencia de
las plantas. Dicha dificultad puede atribuirse a una o varias causas que seran descriptas y
analizadas a continuacién.

En primer lugar, existe una importante variabilidad genética en las especies del
género Desmanthus, dado que se trata de semillas de leguminosas que presentan un
reducido periodo de domesticacién y aun no han sido seleccionadas genéticamente. Las
semillas utilizadas en los ensayos de eficiencia simbidtica fueron cosechadas
manualmente durante el periodo de maduracién fisioldgica de las diferentes poblaciones
del complejo D. virgatus mantenidas en cultivo (ver seccién 4.1. de Materiales y
Métodos). Una vez obtenidas las semillas, se realizd una selecciéon de acuerdo con la
uniformidad de tamafio y caracteristicas externas, con el propdsito de descartar aquellas
que presentaban alteraciones y/o malformaciones. Posteriormente, la caracteristica de
dormancia exdgena por impermeabilidad de las cubiertas seminales al agua fue reducida
a través de tratamientos pregerminativos con agua hirviente. El analisis del poder
germinativo (PG) de las semillas de las distintas poblaciones del complejo utilizadas en los
ensayos mostré valores superiores a 70 %. A pesar que estos valores se consideraron
aceptables, se observaron semillas que presentaban coloraciones desde verdes con
diferentes matices hasta marrones con tonalidades claras y oscuras, evidenciando

diferentes grados de maduracion.
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Por otro lado, las leguminosas forrajeras perennes presentan un crecimiento inicial
lento dando lugar a que el establecimiento de las plantulas sea una etapa crucial para
lograr una implantacidn exitosa. A su vez, el tamafio pequeiio de las semillas perennes
como las del complejo D. virgatus dificulta aun mas el establecimiento de las plantas
debido a sus reservas seminales escasas.

Cabe mencionar que, el escaso desarrollo vegetativo y los sintomas de clorosis y
senescencia observados en las plantulas de las diferentes poblaciones del complejo D.

virgatus pueden atribuirse a un requerimiento nutricional aun no investigado.

V.2.1.1. Estimacion de la fijacion bioldgica de nitrégeno de los rizobios en simbiosis con

el complejo D. virgatus.

Sobre la base de las consideraciones expuestas en la seccién precedente, se
realizaron ensayos de estimacion de la FBN con el propdsito de evaluar los
comportamientos simbidticos de rizobios representativos de distintas poblaciones del
complejo D. virgatus recuperados de suelos de tres provincias fitogeograficas. Los
ensayos de estimacion de las asociaciones rizobio-complejo D. virgatus realizados en
camara de crecimiento de cultivo correspondieron a las localidades de General Obligado
(Santa Fe), Ledesma (Jujuy) y Santo Tomé (Corrientes), pertenecientes a las provincias
fitogeograficas Chaquefia, de las Yungas y Paranaense respectivamente.

Los aislamientos de rizobios analizados en los ensayos de estimacion de la FBN se
seleccionaron en funcién de sus caracteristicas fenotipicas, tolerancia a distintos estreses
abidticos y diversidad genotipica. De acuerdo a las condiciones edafoclimaticas de las
zonas de implantacién de las especies de Desmanthus, una alternativa fue priorizar la
seleccion de cepas nativas adaptadas a altas temperaturas con el objetivo de minimizar

los efectos adversos de este parametro sobre la nodulacion y FBN.
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V.2.1.1.1. Estimacion de la FBN de los rizobios simbiontes de D. paspalaceus

recuperados de suelos de la provincia de Santa Fe.

La evaluacion de la eficiencia simbidtica de los rizobios noduladores de D.
paspalaceus presentes en suelos de la localidad de General Obligado, Santa Fe (provincia
fitogeografica Chaquefia) se realizd a través de la cuantificacién del nimero de nddulos
formados y de la determinacién de la biomasa vegetal. Los aislamientos se seleccionaron
de una coleccion de veinte cepas que mostraron una marcada diversidad fenotipica y
genotipica, utilizando como criterio de eleccién aquellos aislamientos que presentaron
caracteristicas diferenciales de tolerancia a factores abidticos (temperaturas de 40°C, pH
4y 1% p/vNaCl) y una destacada diversidad genotipica (ver Tabla Ill.4., seccién 2.4.2. del
Capitulo lll y Figura IV.3., seccién 2.1.2.1. del Capitulo IV).

Las plantas de D. paspalaceus inoculadas con las cepas seleccionadas 10L4.2, 10L5.3
y 10L11.4 a los 80 dias de crecimiento en camaras de cultivo formaron 8, 10 y 16 nédulos
promedio por planta respectivamente, mostrando diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, segun el test de Tukey (P<0,01).

En la Figura V.1. se observa el efecto de la inoculacién con los aislamientos de
rizobios seleccionados sobre la biomasa vegetal de D. paspalaceus. El peso seco radical y
aéreo de las plantulas fue superior en todos los pares simbidticos respecto al control sin
inocular, evidenciando la ausencia de asociaciones de tipo parasitarias o simbidticas poco
eficientes.

El valor promedio de la biomasa aérea de las plantas inoculadas con el aislamiento
10L4.2 fue similar al de las plantas sin inocular con el agregado de nitrégeno. A su vez la
cepa de rizobio 10L11.4 fue notoriamente mas eficiente que los otros aislamientos
seleccionados en produccion de biomasa vegetal aérea, generando un incremento de
materia seca de 70 % y 190 % comparado con los tratamientos fertilizado con nitrégeno y
testigo respectivamente.

El peso seco de la parte aérea de las plantas correlaciond positivamente con el
numero de nddulos inducidos por cada aislamiento de rizobio (datos no mostrados),

sugiriendo que la mayor biomasa vegetal observada en las plantas inoculadas con la cepa
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10L11.4 seria atribuible no sélo a una mejor capacidad de fijacién de nitrégeno sino

también a una mayor capacidad de nodulacion.
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Figura V.1: Efecto de la inoculacion con rizobios recuperados de suelos de
Santa Fe sobre la materia seca de plantas de D. paspalaceus en condiciones de
crecimiento controlado. Las plantas (Poblacion 10 Id 6932) crecieron en macetas de
pldstico con vermiculita en condiciones controladas y fueron inoculadas a los 15 dias de
la germinacion con los aislamientos indicados en la figura. Se incluyeron T: plantas sin
inoculacion y TN: plantas sin inoculacion con nitrégeno.Las plantas de cada tratamiento
(n: 10 a 12) fueron cosechadas a los 80 dias del incio de la experiencia y se determinaron
MsR: materia seca radical y MsA: Materia seca aérea por planta. Las barras
corresponden a la desviacion estdndar de las medias. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos segun Test de Tukey (P<0,01).

Los valores de materia seca radical de los tratamientos inoculados presentaron
diferencias significativas respecto de aquellos sin inoculacién. El peso promedio de las
raices de las plantas inoculadas con los aislamientos 10L5.3 y 10L11.4 fue 22,6 y 23,5
mg/pl respectivamente, mostrando valores superiores a los restantes tratamientos,
sucedidos por un peso de 19,1 mg/pl obtenido con la inoculacién de la cepa 10L4.2. La
estimacion de la eficiencia simbidtica de los rizobios recuperados de suelos de Santa Fe
evidencié un efecto favorable de la inoculacién sobre el crecimiento de las raices, lo cual
sugiere que las cepas nativas podrian producir sustancias que estimularian el desarrollo
radicular de D. paspalaceus.

El rendimiento de materia seca total de las plantas inoculadas con la cepa 10L11.4

presentd un valor de 64,1 mg/pl, seguido por los tratamientos 10L5.3 y 10L4.2 con
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promedios de 49,9 y 43,9 mg/pl respectivamente. A su vez, la biomasa de las plantas
testigo y fertilizadas con N mostraron promedios de 26,9 y 37,6 mg/pl. Cabe destacar que,
los tratamientos presentaron valores de biomasa vegetal total que mostraron diferencias
estadisticas significativas entre ellos.

Con respecto a las proporciones de materia seca aérea y radical en relacion a la
biomasa total, las plantas inoculadas con la cepa 10L11.4 y las fertilizadas con N
mostraron una biomasa aérea que represento el 63 % y 64 % de la materia seca total. De
ese modo, el mayor porcentaje de biomasa aérea evidencié que la planta favorecié en
una mayor proporcion la translocacién de fotosintatos hacia la formacion de nuevas
hojas. En los tratamientos testigo e inoculados con los aislamientos 10L5.3 y 10L4.2 la
biomasa aérea representdé el 52 % a 57 % de la materia seca total, mostrando una

tendencia hacia el equilibrio entre la parte aérea y radical de las plantas.

V.2.1.1.2. Estimacion de la FBN de los rizobios noduladores de D. virgatus (sensu

estricto) presentes en suelos de la provincia de Jujuy.

La evaluacién de la inoculacidn con rizobios presentes en suelos de la localidad de
Ledesma, Jujuy (provincia fitogeografica de las Yungas) sobre la biomasa vegetal de D.
virgatus (sensu estricto) se presenta en la Figura V.2. Los aislamientos inoculados a las
plantulas se seleccionaron de una coleccion de cepas de rizobios en funcién de las
caracteristicas fenotipicas, tolerancia a estreses abidticos (con prioridad en el factor alta
temperatura) y perfiles de amplificacion de ADN gendmico (ver mas adelante Tabla V.1.
del presente capitulo y Figura IV.4., seccion 2.1.2.1. del Capitulo IV).

Las plantas de D. virgatus inoculadas con los aislamientos seleccionados 8L12.3,
8L10.1y 8L12.1 formaron 6, 13 y 14 nddulos promedio por planta respectivamente (datos
no mostrados), presentando diferencias significativas entre el tratamiento inoculado con
la cepa 8L12.3 y los restantes tratamientos, segun el test de Tukey (P<0,01).

La materia seca aérea de las plantas inoculadas con la cepa nativa 8L12.1,
determinada a los 80 dias de crecimiento en condiciones controladas, fue

significativamente superior a la obtenida con la inoculacidon de los rizobios 8L10.1 vy
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8L12.3. Las plantas testigos y las inoculadas con el aislamiento 8L12.3 mostraron los

menores valores de biomasa seca vegetal.
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Figura V.2: Efecto de la inoculacion con rizobios presentes en suelos de
Jujuy sobre la materia seca vegetal de D. virgatus en condiciones de
crecimiento controlado. Las plantas de D. virgatus (Poblacién 8 Id 7059)
crecieron en macetas con vermiculita y fueron inoculadas a los 15 dias de la
germinacion con los aislamientos indicados en la figura. Se incluyeron T: plantas sin
inoculacién y TN: plantas sin inoculacidon con nitrégeno. Las plantas de cada
tratamiento (n:10 a 12) fueron cosechadas a los 80 dias del incio de la experiencia 'y
se determinaron MsR: materia seca radical por planta y MsA: Materia seca aérea
por planta. Las barras corresponden a la desviacion estandar de las medias. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun Test de Tukey
(P<0,01).

Los valores de materia seca radical de los diferentes tratamientos evaluados en este
ensayo fueron similares, sin mostrar diferencias significativas entre ellos.

Las plantas inoculadas con los rizobios 8L10.1 y 8L12.1, y las fertilizadas con N
mostraron una biomasa aérea que represento entre 57 % y 62 % de la materia seca total,
mientras que las plantas testigo y las inoculadas con la cepa 8L12.3 mostraron una
tendencia al equilibrio entre el peso de las raices y el peso de tallos y hojas.

Los resultados obtenidos en el ensayo de estimacidon de FBN presentado en esta
seccion demostraron que la inoculacién de D. virgatus con las cepas de rizobios 8L12.1 y
8L10.1 produjeron incrementos de biomasa aérea vegetal de 73 % y 40 %

respectivamente, en comparacién con las plantas testigos.
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Tabla V.1: Crecimiento de rizobios noduladores de D. virgatus de la provincia de Jujuy
(poblacién 8) evaluados bajo diferentes condiciones de estreses abiéticos en medio LMA.

Crecimiento a la Crecimiento a la
temperatura indicada  Crecimiento al nivel de pH indicado concentracion de NaCl
Cepas® (°C) (% p/v) indicada

28° 35° 40° 45° 4 5 6 7 8 9 0.01%05% 1% 2% 3%

812.2 1 0 2 0
8L4.2 1 0 .I 0
8L4.5 1 0 4 =I 0
8L4.9 0 1 0
8L6.3 0 0
8L10.1 0 0
8L11.1 0 0
8L12.1 0 0
8L12.2 0 0
8L12.3 0 0
8L12.4 0 0
8L13.1 0 0
8L13.3 0 0
8L14.1 0 0
8L14.2 0 0
8L15.1 0 0
8L15.2 0 0
Sme 2011 0 2
Sfr 205 0 0
Rsp LPUS3 0 0
Rha 166 0

Rtr 899 0 0

RspCB3126 0 0 1 0

Escala de graduacion: desde 5 (coloracion oscura) hasta O (sin coloracion) indican la capacidad de los rizobios para crecer bajo la
condicidn investigada. a: Sme, Sinorhizobium meliloti; Sfr, S. fredii; Rsp., Rhizobium sp.; Rha, R. hainanense; Rtr, R. tropici.
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V.2.1.1.3. Estimacion de la FBN de los aislamientos simbiontes de D. paspalaceus

recuperados en suelos de la provincia de Corrientes.

El efecto de la inoculacién con los aislamientos de rizobios 3L2.2, 3L5.1 y 3L6.3
presentes en los suelos de Corrientes (provincia fitogeografica Paranaense) sobre la
biomasa radical y aérea de las plantas de D. paspalaceus se muestra en la Figura V.3. Los
aislamientos se seleccionaron de una coleccién de rizobios simbiontes de D. paspalaceus
(poblacion 3) que presentaron caracteristicas fenotipicas y tolerancia a factores abidticos
muy homogéneas, pero una marcada diversidad genotipica (ver Tabla V.2. del presente
capitulo y Figura IV.6., seccion 2.1.2.1. del Capitulo IV).

Las plantas inoculadas con las cepas seleccionadas recuperadas de los suelos
lateriticos de la localidad de Santo Tomé, Corrientes, presentaron 6 a 7 ndodulos promedio
por planta (datos no mostrados). Sin embargo, la materia seca total de las plantulas
inoculadas con la cepa nativa 3L6.3, determinada a los 80 dias de crecimiento en
condiciones controladas, fue significativamente superior a la obtenida en los restantes
tratamientos. Las plantas testigos y las inoculadas con el aislamiento 3L2.2 mostraron los
menores valores de biomasa seca vegetal, sin presentar diferencias entre ellas.

Los valores promedios de peso seco aéreo de los tratamientos inoculados
presentaron diferencias significativas respecto al testigo, a excepcion del tratamiento
inoculado con la cepa 3L2.2. Las plantas inoculadas con el aislamiento 3L6.3 mostraron un
peso aéreo de 27,66 mg/pl, significativamente superior a los tratamientos inoculados y
control evaluados en esta experiencia. Asimismo, la biomasa aérea del tratamiento
inoculado con la cepa 3L5.1 resulté similar a la de las plantas fertilizadas con nitrégeno.

Los resultados obtenidos demostraron que la inoculacion de D. paspalaceus con la
cepa 3L6.3 produjo un incremento de biomasa aérea vegetal de 111 %, comparado con
las plantas testigos. A su vez la inoculacién con la cepa 3L5.1 origind un aumento de
materia seca de la parte aérea de 91 %, mientras que la 3L2.2 generd solamente un
incremento de 10 % en promedio. Estas observaciones presentan a la cepa de rizobio
3L2.2 como ineficiente para la FBN. Los valores de materia seca radical de los
tratamientos inoculados con las cepas 3L6.3 y 3L5.1 fueron 40 a 42 % superiores al valor

de peso seco de las raices de las plantas sin inoculacién.
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Figura V.3: Efecto de la inoculacion con rizobios presentes en suelos de
Corrientes sobre la materia seca vegetal de D. paspalaceus en condiciones de
crecimiento controlado. Las plantas (Poblacién 3 Id 6932) crecieron en macetas con
vermiculita y fueron inoculadas a los 15 dias de la germinacién con los aislamientos
indicados en la figura. Se incluyeron T: plantas sin inoculacion y TN: plantas sin
inoculacion con nitrégeno. Las plantas de cada tratamiento (n: 10 a 12) fueron
cosechadas a los 80 dias del incio de la experiencia y se determinaron MsR: materia
seca radical por planta y MsA: Materia seca aérea por planta. Las barras corresponden
a la desviacién estdndar de las medias. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos segtin Test de Tukey (P<0,01).

En relacién a los porcentajes de materia seca radical y aérea se observd que en las
plantas inoculadas con los aislamientos 3L6.3 y 3L5.1 |la biomasa aérea representé el 57 a
58 % de la materia seca total. El tratamiento fertilizado con N mostré mayor amplitud
entre los valores promedios de biomasa radical y aérea, similar a lo ocurrido en los
ensayos de estimacion de FBN presentados en las secciones anteriores. A su vez, las
proporciones de materia seca vegetal de las plantas testigo y las inoculadas con el
aislamiento 3L2.2 mostraron una tendencia hacia el equilibrio entre la parte radical y

aérea.
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Tabla V.2.: Crecimiento de rizobios noduladores de D. paspalaceus de la provincia de
Corrientes (poblacion 3) evaluados bajo condiciones de estreses abiéticos en medio LMA.

Cepas®

3L1.1
3L1.2
3L2.1
3L2.2
3L3.2
3L3.3
3L5.1
3L5.2
3L5.4
3L6.1
3L6.3
3L8.2
3L8.3
3L9.1
3L9.2
3L9.3
3L10.1
3L10.2
3L10.5
Sme 2011
Sfr 205
Rsp LPU83
Rha 166
Rtr 899
RspCB3126

Crecimiento a la
temperatura indicada

(€)

Crecimiento a la
concentracion de NaCl

Crecimiento al nivel de pH indicado
(% p/v) indicada

28°

35°

40° 45°

9 0.01% 0.5% 1% 2%

3%

Escala de graduacidon: desde 5 (coloracion oscura) hasta 0 (sin coloracion) indican la capacidad de los rizobios para
crecer bajo la condicidn investigada
a: Sme, Sinorhizobium meliloti; Sfr, S. fredii; Rsp., Rhizobium sp.; Rha, R. hainanense; Rtr, R. tropici.
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V.2.1.2. Evaluacidn de la capacidad simbidtica de los rizobios noduladores del complejo

D. virgatus.

Los ensayos de estimacidon de FBN que se han presentado en las secciones
precedentes revelaron un amplio rango de variacién en la produccién de biomasa vegetal,
lo cual indica la diferencia en el potencial de fijacidon de nitrégeno que poseen las cepas
de rizobios en simbiosis con el complejo D. virgatus. Con el propdsito de poder visualizar
mejor las posibles diferencias entre las cepas se calculd la capacidad simbidtica (Cs) de
cada rizobio (ver seccién 9.2. de Materiales y Métodos). La evaluacion de la capacidad
simbidtica de los aislamientos de rizobios noduladores del complejo D. virgatus
recuperados de suelos de las provincias de Corrientes, Jujuy y Santa Fe se presenta en la

Tabla V.3.

Tabla V.3: Evaluacion de la capacidad simbidtica de los rizobios noduladores del complejo D.
virgatus, discriminados segun su sitio de origen y poblacion de planta hospedadora.

Sitio y poblacidén de plantas del complejo D. virgatus de | Cepa de rizobio Capacidad™”
donde fueron aislados los rizobios analizados simbidtica
(Cs)
3L2.2 0,16 e-
Corrientes - Poblacidn 3 - D. paspalaceus
3L5.1 1,06 E
3L6.3 1,29E
8L10.1 0,62e
Jujuy - Poblacion 8 - D. virgatus (sensu estricto)
8L12.1 1,12 E
8L12.3 0,14 e-
10L4.2 1,09E
Santa Fe - Poblacién 10 - D. paspalaceus
10L5.3 1,35E
10L11.4 2,72 E

'Cs de cada rizobio fue determinada segln (1-T) /(TN —T) donde I: promedio materia seca aérea de plantas
inoculadas con la cepa indicada; T: promedio materia seca aérea plantas sin inocular; TN: promedio materia
seca aérea plantas fertilizadas con nitrégeno.

? Escala propuesta por Brockwell et al., (1966) donde E: alta; e: moderada; e-: baja; i: nula
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La clasificacidon de los valores de Cs segln la escala propuesta por Brockwell et al.,
(1966) permite catalogar a seis cepas de rizobios presentes en suelos argentinos y
obtenidas en este trabajo de tesis como eficientes para la FBN en simbiosis con plantas
del complejo D. virgatus.

De acuerdo a datos de la literatura, reportes de fijacién de nitrégeno realizados en
camaras de crecimiento de cultivos han demostrado que los patrones de respuesta de
eficiencia simbidtica de distintos aislamientos de rizobios fueron variables entre especies
e incluso accesiones del género Desmanthus. Asi, Date (1991), en un estudio de eficiencia
de fijacién de nitrégeno en 48 accesiones de distintas especies de Desmanthus demostro
gue los patrones de respuesta a la inoculacién con rizobios simbiontes de Leucaena spp.;
Gliricidia sp.; Neptunia spp.; Desmanthus spp. y Prosopis chilensis recuperados de
diferentes sitios variaron entre las distintas accesiones del género. Posteriormente, lllarze
Dive (2011) informd que rizobios presentes en suelos de Uruguay inoculados en las
especies D. velutinus, D. bicornutus, D. pubescens, D. leptophyllus, D. virgatus, D.
illinoensis y D. depressus también mostraron una respuesta variable entre las especies
con aumentos significativos en la materia seca aérea de las plantas. En particular, Beyhaut
et al., (2006a) obtuvieron incrementos de 100 % de biomasa vegetal de D. illinoensis con
respecto a plantas sin inocular y sin el agregado de nitrégeno en ensayos de FBN con
rizobios recuperados de suelos de la region noroeste de EE.UU.

En este trabajo de tesis, la inoculacion de las plantas del complejo D. virgatus con
aislamientos de rizobios presentes en suelos del centro y norte de Argentina evidencid
incrementos de la biomasa aérea vegetal desde 10 % hasta 190 % comparado con las
plantas sin inocular. Los resultados obtenidos coinciden con diversos estudios que han
demostrado la amplia variacion existente en términos de efectividad simbidtica en cepas
nativas de S. meliloti (Ballard y Charman, 2000; Bradic et al., 2003). Asimismo, se
informaron diferencias significativas en la efectividad simbidtica de rizobios asociados a
alfalfa aislados de suelos acidos de Argentina y Uruguay, concluyendo que la cepa LPU6G3
puede ser utilizada como un inoculante efectivo para alfalfa en suelos acidos (Segundo et
al., 1999). Claramente, estos reportes destacan la importancia que tienen los rizobios
simbiontes adaptados a las condiciones locales como fuente primaria de nuevos

inoculantes.
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El amplio rango de efectividad que presentan las cepas nativas de rizobios también
ha sido informado en estudios de poblaciones simbiontes de Lotus spp. (Baraibar et al.,
1999; Howieson et al., 2011) y Phaseolus vulgaris (Giongo et al., 2007; Cardoso et al.,
2012) reflejando la heterogeneidad genética de las poblaciones de rizobios en los suelos.

En relacién al desarrollo radical de las plantulas del complejo D. virgatus, la
inoculacidn en macetas con vermiculita permitié una inspeccién sistematica del tamafo
de la raiz que reveld un efecto de promocién del crecimiento radical (con un aumento de
mas del 75 % en masa radical en comparacién a las raices de las plantas sin inocular o
fertilizadas con nitrégeno).

Segun datos de la literatura, es probable que las cepas inoculadas podrian haber
producido una o varias fitohormonas, tal como se ha demostrado en rizobios de
crecimiento rapido (Datta y Basu, 2000; Ghosh y Basu, 2002; Ghosh et al., 2008; Spaepen
et al., 2009) y lento (Boiero et al., 2007). Asimismo, Xu et al., (2012) demostraron que
cepas de S. meliloti modificadas genéticamente sintetizaron citoquininas que mejoraron
significativamente la tolerancia de la planta hospedante a estrés por sequia.
Recientemente, Glick (2015) y Gopalakrishnan et al., (2015) reportaron una revision
detallada sobre los mecanismos de accidon de rizobios que pertenecen a las familias
Rhizobiaceae (excluyendo Frankia sp.), Bradyrhizobiaceae 'y Phyllobacteriaceae

involucrados en la promocion del crecimiento vegetal.

V.2.2. Competitividad para la nodulacidon de las cepas de rizobios en simbiosis con el

complejo D. virgatus.

Un pardametro importante para estimar el comportamiento relativo de dos rizobios
frente a la planta hospedante es su competitividad para la ocupacion de nddulos. Dado
gue los ensayos de coinoculacion requieren identificar a cada uno de los rizobios que se
recuperaron de los ndédulos, en una etapa preliminar se han obtenido derivados
resistentes a diferentes antibidticos para las cepas simbiontes presentes en los distintos
sitios geograficos analizados en este trabajo de tesis. Posteriormente, en las experiencias

de coinoculacidn realizadas en macetas con vermiculta solamente se utilizaron las cepas

161



resistentes a antibidticos recuperadas de los suelos de las provincias de Santa Fe, Jujuy y
Corrientes que mostraron mayor capacidad simbidtica.

De este modo, en la evaluacién de la capacidad competitiva de los simbiontes de D.
paspalaceus presentes en suelos de Santa Fe se ha utilizado un derivado resistente a
ampicilina para la cepa 10L11.4 y un derivado resistente a estreptomicina para el caso de
la cepa 10L5.3. En los ensayos de coinoculacién de los microsimbiontes de D. virgatus
(sensu estricto) se utilizaron un derivado resistente a gentamicina para la cepa 8L12.1y
un derivado resistente a estreptomicina para el aislamiento 8L10.1. En la evaluacién de la
capacidad competitiva de los rizobios presentes en suelos de Corrientes se emplearon un
derivado resistente a estreptomicina para la cepa 3L5.1 y uno resistente a gentamicina
para el aislamiento 3L6.3.

Las distintas cepas fueron inoculadas en combinacidn en una relacién de nimero 1:1

y a los 80 dias post-inoculaciéon se cortaron los nddulos de la raiz principal, se

desinfectaron y se analizd en cada uno

de ellos el tipo de bacterias contenidas 10

a0

en su interior de acuerdo a los
80

patrones de resistencia a antibidticos
70

gue se ha detallado. i

En la Figura V.4 se presentan los

porcentajes relativos de ocupacion de
30 +—

nddulos para cada uno de los ensayos 0

Porcentaje de ocupacion de nodulos
o
=

de coinoculacion. En relacion a los

simbiontes presentes en suelos de 3L5.1-3L63 8L10.1-8L12.1 10L5.3- 101114

Santa Fe, se observd que la cepa

Figura V.4: Evaluacion de la competitividad de los
rizobios simbiontes del complejo D. virgatus
10L11.4 que resultd altamente recuperados de suelos de Corrientes (3), Jujuy (8) y
Santa Fe (10). Los ensayos de coinoculacién se realizaron
competitiva. inocular:sdo ge a pares las cepas indicadas en una relacion
1:1 (10°:10° aproximadamente) y la ocupacion de los

El analisis de la competitividad de nédulos fue analizada segun se detalla en Materiales y
Métodos seccion 10. La identificacion de cada rizobio

los rizobios presentes en Jujuy presente en los nddulos se realizd6 en base a patrones
diferenciales de resistencia a antibidticos segun se indica

evidencié que el aislamiento 8L12.1 | eneltexto.

10L5.3 fue desplazada por la cepa

ocupaba el 67 % de los nddulos en
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relacion a la cepa 8L10.1. Un comportamiento diferente resulté del ensayo de
coinoculacién con los aislamientos recuperados de suelos de Corrientes que mostraron
un numero similar de nddulos ocupados por cada una de las cepas.

El alto porcentaje de ocupacion de los nddulos de las raices sugiere que las cepas
10L11.4 y 8L12.1 tendrian una mayor capacidad de reconocimiento simbidtico de las
raices de las plantas durante las etapas tempranas de preinfeccion del complejo D.
virgatus.

Investigaciones realizadas por Segundo et al., (1999) y Del Papa (2001) reportaron
gue la cepa LPU63 eficiente para la FBN en asociacién con M. sativa también era
altamente competitiva frente a S. meliloti 2011, independientemente del pH del medio.
Asimismo, Mostasso et al., (2002) hallaron que cepas identificadas como altamente
eficientes en simbiosis con P. vulgaris cvv. Carioca y Negro Argel mostraron
competitividad ya que ocuparon el 40 % a 55 % de los nddulos en ensayos de
coinoculacién con la cepa de referencia CIAT899.

Los resultados obtenidos muestran que las cepas 10L11.4 y 8L12.1 presentaron una
alta competitividad para colonizar las raices y nodular las plantas, y resultan por tanto
de interés practico, ya que aparecen como un buen material de andlisis para investigar

en mas detalle el desarrollo de la simbiosis rizobio- complejo D. virgatus.

V.3. Conclusiones.

Los ensayos de inoculacién de plantas realizados en camara de crecimiento de cultivo
evidenciaron que en los suelos del centro y norte de nuestro pais se encuentran
poblaciones de rizobios con una amplia variacién en términos de efectividad simbidtica
para el complejo D. virgatus.

Los resultados obtenidos mostraron que rizobios recuperados de suelos argentinos
presentaron muy buena capacidad potencial de FBN y competencia por el nicho
simbidtico. Cabe destacar el comportamiento de las cepas 10L11.4 y 8L12.1

constituyendo una simbiosis de alta eficiencia en fijacidn de nitrégeno con D. paspalaceus
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y D. virgatus (sensu estricto). Estas cepas establecieron una nodulacién eficiente en
fijacion de nitrégeno y ademads presentaron una alta competitividad.

Asimismo, se demostrd un efecto favorable sobre el crecimiento de la raiz por los
rizobios inoculados que podria favorecer la tolerancia de las plantas al estrés nutricional y
la sequia mediante la mejora de la absorcion de nutrientes y agua a través de la
generacién de un mayor desarrollo radical.

Las caracteristicas simbidticas descriptas en este Capitulo y la capacidad de
tolerancia a condiciones de estreses abioticos (ver Capitulo Ill) de los rizobios 10L11.4,

8L12.1y 3L6.3 justifican su evaluacién futura en condiciones reales de campo.
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Capitulo VI

Evaluacion de la performance a
campo de los aislamientos noduladores de
D. virgatus seleccionados por su eficiencia

simbiotica




VI.1. Introduccion.

En Argentina, el incremento de las zonas agricolas cultivables ha impulsado a los
sistemas ganaderos a desplazarse hacia dareas menos productivas y con problemas de
diversos tipos, como elevadas temperaturas, escasez de agua y/o salinidad. La
implantacion de pasturas forrajeras en zonas cada vez mas marginales constituye uno de
los principales desafios que debe afrontar el sector ganadero (Fernandez Cirelli y Volpedo,
2002). Como se ha descripto en los capitulos precedentes de esta tesis, una alternativa
para mejorar la produccién agropecuaria podria ser la introduccién a cultivo de
leguminosas con reconocido potencial forrajero y adaptadas a nuestras condiciones
edafoclimaticas, siendo un ejemplo de ellas el complejo D. virgatus de amplia distribuciéon
en el centro y norte del pais.

Las plantas forrajeras perennes se caracterizan por presentar semillas de tamafio
pequefio y un crecimiento vegetativo inicial muy lento. Estas caracteristicas ocasionan
gue el establecimiento de las plantulas sea una etapa crucial para lograr una exitosa
implantacion de la pastura. El establecimiento de una plantula es la etapa mads vulnerable
en su ciclo de vida, ya que las reservas limitadas de la semilla, la baja capacidad
fotosintética de las primeras hojas y la ausencia de un sistema radicular bien desarrollado
dificultaran la absorcion eficiente de agua y nutrimentos (Baruch y Fisher, 1991). Segun
datos de la literatura, una limitaciéon importante para la implantacion de la mayoria de las
leguminosas forrajeras perennes es el lento crecimiento inicial de las plantulas (Brandon y
Shelton, 1977; Cooper, 1977). Otro factor limitante en el establecimiento exitoso de una
pastura leguminosa es la ocurrencia de una simbiosis adecuada con rizobios noduladores
especificos de dicha especie con el fin de lograr una efectiva fijacion bioldgica de
nitrégeno (Cooper, 1977; Armstrong et al., 1999; Thrall et al., 2005). Ademas, las
condiciones adversas del medio ambiente tipicas de zonas agroecoldgicas marginales,
como son altas temperaturas o escases de agua, dificultaran ain mas la obtencién de una
buena implantacién de la pastura.

En relacion a las plantas del complejo D. virgatus, sus semillas poseen un tamafio
pequefio y escasas reservas seminales. Investigaciones realizadas por Brandon y Jones

(1998) demostraron que la siembra de las semillas de D. virgatus a profundidades de 2 cm
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o0 menos en condiciones de crecimiento controlado presentaron los mayores porcentajes
de emergencia. Desde un punto de vista agrondmico, en condiciones de campo se
recomienda sembrar las semillas pequeiias a una escasa profundidad de la superficie del
suelo para favorecer una rapida emergencia de las plantulas. Dicha caracteristica botanica
asociada a las condiciones climaticas tipicas de las zonas de adaptacion de las especies de
Desmanthus podrian afectar la supervivencia de los rizobios nativos a través de la
sequedad o falta de humedad conveniente del suelo antes que se logre el establecimiento
de las plantulas. Evaluaciones del crecimiento vegetativo inicial de poblaciones nativas de
D. virgatus y D. paspalaceus, y los cultivares Marc de D. virgatus y Bayamo de D.
leptophyllus, realizadas en ensayos a campo en las localidades de Charata (provincia de
Chaco) y Esperanza (Santa Fe), mostraron un porcentaje en el establecimiento de las
plantulas muy bajo (Zabala et al., 2010). Los autores mencionados sugirieron la necesidad
de contar con investigaciones que evaluaran el efecto de la inoculacidon con bacterias
simbidticas efectivas en el establecimiento de las plantas, tal como ha sido demostrado
en D. illinoensis (Byun et al., 2004).

En las zonas del centro y norte de nuestro pais, las altas temperaturas registradas en
los periodos calidos coincidentes con la época de siembra de las especies del complejo D.
virgatus afectarian el contenido hidrico del suelo provocando condiciones estresantes
para la sobrevivencia de los microsimbiontes. Sin embargo, existen pocos antecedentes
de estudios realizados sobre la FBN de los aislamientos nativos capaces de nodular D.
virgatus en los suelos recomendados para su implantacion (Jones y Clem, 1997; Bahnisch
et al., 1998). Asimismo, diversos investigadores han enfatizado la necesidad de incluir la
técnica de inoculacion con cepas altamente efectivas como un componente de rutina en
la siembra de D. virgatus (Bahnisch et al., 1998; Brandon et al., 1998). En este marco tan
complejo, uno de los puntos mas vulnerables en la simbiosis del complejo D. virgatus es el
propio rizobio, que en situaciones de campo deberd presentar una adecuada capacidad
de adaptacién, crecimiento y multiplicacidn, y eficiencia para la fijacién de nitrégeno en
un medio ambiente con caracteristicas edafoclimaticas propias del sitio en cuestién.

En este trabajo de tesis se han descripto el aislamiento y caracterizacion fenotipica y
genotipica de una coleccién de rizobios noduladores del complejo D. virgatus

recuperados de suelos argentinos (ver capitulos IlI, lll y IV). De acuerdo a los andlisis de
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tolerancia a diferentes situaciones de estreses abiodticos se pudieron distinguir cepas de
rizobios con capacidad de crecimiento y desarrollo en condiciones que se consideran
adversas. Ante las dificultades ocasionadas por las condiciones edafoclimaticas de las
zonas de implantacion de las especies de Demanthus, una alternativa viable fue
seleccionar cepas nativas adaptadas a las altas temperaturas para minimizar los efectos
adversos de este parametro sobre el proceso de nodulacién y FBN.

Los resultados obtenidos en el capitulo precedente permitieron seleccionar
aislamientos de rizobios que presentaron una marcada eficiencia para la FBN vy
competitividad en simbiosis con plantas del complejo D. virgatus en condiciones de
crecimiento controlado. Sin embargo, las cepas de rizobios incorporadas al suelo con la
semilla sufrirdn los efectos de las condiciones fisicas y quimicas del medio, ademas de la
interaccion con otros microorganismos presentes en el suelo. La capacidad de los
organismos incorporados al medio edafico para superar estas barreras determinard la
probabilidad de subsistir en el suelo, lograr una adecuada colonizacidn de la rizdsfera e
iniciar el intercambio de sefiales, la infeccidon radical y la fijacién de nitrégeno en los
nddulos. De ese modo, el medio ambiente edéfico actuard tanto sobre la supervivencia y
multiplicacién de los microorganismos como sobre el proceso de nodulacién vy
funcionamiento eficiente del nédulo. En este sentido, tienen un efecto marcado la acidez
del suelo, salinidad, concentracién vy disponibilidad de macro y micronutrientes,
temperatura y humedad (Graham, 2008). Debido a todas estas razones, uno de los puntos
mas relevantes en la seleccion de aislamientos de rizobios eficientes sera la evaluacidn

del comportamiento de las cepas simbiontes en condiciones reales de campo.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar la performance a campo de los rizobios

noduladores del complejo D. virgatus previamente seleccionados por su destacada

capacidad de fijacion de nitrégeno en condiciones de crecimiento controlado.
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VI.2. Resultados y discusion.

La etapa de seleccion mediante pruebas a campo se realizd a través de la
implantacion de dos ensayos, en el primero (ensayo 1) se utilizaron semillas de D. virgatus
cv Marc y en el segundo (ensayo Il) semillas de una poblacidn nativa de D. virgatus (sensu
estricto) con caracteristicas forrajeras promisorias. En las experiencias a campo se
realizaron los seis tratamientos siguientes: control sin inocular, inoculado con las cepas
individuales representativas de la coleccién cédigos 3L6.3, 8L12.1 y 10L11.4, inoculado
con la cepa CB3126 recuperada de nddulos de las raices de L. leucocephala y control
fertilizado con nitrégeno. El disefio experimental de cada ensayo fue en bloques al azar

con tres repeticiones.

VI.2.1. Caracteristicas edafoclimaticas del sitio de los ensayos a campo.

Los ensayos se realizaron en el Campo Experimental “Juan Donnet” de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la UNL, ubicado en la localidad de Esperanza (31225’S, 60256’W),
departamento Las Colonias, provincia de Santa Fe.

De acuerdo a datos de la Carta de Suelos de la Republica Argentina (INTA, 1991), el
suelo corresponde al orden Molisol, grupo y subgrupo Argiudol tipico, serie Esperanza
(ESP) con un indice de productividad de 82. La textura del suelo es franco-arcillo-limosa
con un drenaje bueno a moderado. El suelo es profundo con un horizonte superficial de
27 cm de espesor, seguido por un horizonte de 13 cm, donde se incrementa
gradualmente el contenido de arcilla. Los horizontes se hallan bien estructurados, con
adecuados contenidos de materia organica que le confieren buenas condiciones de
fertilidad.

Los rizobios son habitantes normales de los suelos, aunque muchas veces pueden
presentarse en baja densidad, son capaces de sobrevivir compitiendo con el resto de la
microflora y hacer uso eficiente de los nutrientes disponibles (Frioni, 2006), aun en
ausencia de su huésped leguminosa. Debido a estas razones, previo a la implantacién de
los ensayos se investigd la posible presencia de rizobios simbiontes de Desmanthus sp.

Para ello, se sembraron semillas de D. virgatus cv Marc y de poblaciones tomadas al azar
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de D. virgatus y D. paspalaceus colectadas en el norte argentino y se mantuvieron en
cultivo durante ocho meses. Cabe aclarar que, el campo experimental no presentaba
historia previa de cultivo de ninguna especie del género Desmanthus. La evaluacién de la
nodulacion de las plantas desarrolladas evidencio la presencia de estructuras nodulares
en sus raices, cuya coloracion interna fue predominantemente rojiza.

Al momento de la implantacidon de las pruebas a campo, los resultados del analisis
quimico de la capa superficial (0 a 25 cm) del suelo mostraron que contenia 2,4 % de
materia orgdnica, 0,145 % de nitrégeno orgdnico total y 25 ppm de fdsforo extractable.
Por otro lado, el recuento de rizobios del suelo en plantas estériles por el método del
numero mas probable (NMP) presenté menos de 10? rizobios/g con capacidad de nodular
a D. virgatus (ver seccion 11.1. de Materiales y métodos).

La inoculaciéon de las leguminosas puede resultar un proceso favorable en los suelos
gue presenten una baja poblacién de rizobios indigenas. Segun datos de la literatura, la
inoculacidn resultaria beneficiosa en sitios con una poblacion natural de rizobios inferior a
100 bacterias por gramo de suelo, independientemente de la eficiencia para fijar
nitrogeno de los rizobios nativos (Thies et al., 1991; Catroux et al., 2001).

Una situacidn similar a la expuesta precedentemente ocurriria durante la
implantacion de pasturas de alfalfa en suelos de la Republica Oriental del Uruguay, en los
cuales existen poblaciones nativas pero en nimeros bajos, por lo que habitualmente su
efecto es irrelevante y la nodulacién dependeria de una correcta inoculacidon con cepas
efectivas (Dutto, 2002).

En relacién a las condiciones climdticas, el area del sitio de las pruebas a campo
presenta un clima templado pampeano hiumedo. La temperatura media diaria anual es
18°C y varia entre 25°C en verano y 10°C en invierno. El valor medio anual de
precipitaciones es 926 mm y su distribucidon presenta los menores valores en el periodo
junio-agosto, mientras que los maximos se registran en los meses de diciembre, enero y
marzo. El volumen de precipitacion medio histérico supera a la evapotranspiracion
potencial en 20 mm, siendo el periodo de verano el de maximos requerimientos y de
utilizacion del agua acumulada. De acuerdo a valores medios, el balance hidrico no

muestra un déficit importante de agua, por lo cual desde ese punto de vista, en la regién
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no se presentarian limitaciones para alcanzar altos rendimientos de cultivos y pasturas
(INTA, 1991).

La informacién meteoroldgica registrada durante los meses de ejecucidon de los
ensayos en el campo experimental de la FCA de la localidad de Esperanza se presenta en
la Tabla VI.1. Segun los datos pluviométricos, durante el periodo de realizacion de las
experiencias se registré6 un volumen de precipitaciones de 509 mm, siendo la media

histérica para el periodo correspondiente de 490 mm.

Tabla VI.1: Valores medios mensuales de las variables meteorolégicas registradas durante los
meses de realizacion de los ensayos en el Campo Experimental Juan Donnet de la localidad de
Esperanza (Periodo Enero 2012 - Mayo 2012 Datos obtenidos de la Estacién meteoroldgica
automatica de la FCA).

Variable
meteoroldgica Enero Febrero Marzo Abril Mayo
Temp. max (°C) 34,0 31,4 29,0 24,7 25,5
Temp. media (°C) 28,1 26,0 24,3 19,6 18,1
Temp. min (°C) 20,6 20,8 18,1 14,0 11,3
Temp. suelo (°C) 28,5 26,9 24,4 20,5 16,7
RS! (Mj/m?/dia) 25,5 19,3 17,8 12,3 13,1
ETo > (mm/dia) 5,9 4,4 3,9 2,7 2,5
Patm? (hPa) 1004,8 1004,6 1008,0 1009,9 1011,5
HR* (%) 64,5 78,2 82,3 83,5 77,2
Precipitacion (mm) 98 189 158 29 35

1 o .z 2 . .z . 3 .z ;. 4 .
Radiacién solar “Evapotranspiracion potencial ~ Presién atmosférica ™ Humedad relativa

La temperatura media mensual de suelo fue 28,5°C en enero y 26,9°C en febrero,
superando los 30°C durante varios dias consecutivos en el mes de enero de 2012. La
temperatura tiene una influencia marcada sobre la sobrevivencia y persistencia de las
cepas de rizobios en los suelos (Sadowsky, 2005). Las altas temperaturas de suelo
registradas en las zonas tropicales y subtropicales constituyen un problema importante
para la FBN (Michiels et al., 1994). De acuerdo a datos de la literatura, las temperaturas
altas en la rizésfera afectaron la infeccidn bacteriana y fijacion simbidtica de nitrégeno en
varias especies de leguminosas, incluyendo caupi (Rainbird et al., 1983), mani

(Kishinevsky et al., 1992) y frijoles (Hungria y Franco, 1993). Las temperaturas 6ptimas
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para la fijacién de nitrégeno en la asociacién rizobio-leguminosa fueron 30°C para trébol y
guisantes, y 35°C a 40°C para soja, mani y caupi (Michiels et al., 1994).

La exposicidn de ambos socios simbidticos a temperaturas extremas muy por encima
o por debajo de estas temperaturas criticas ocasionarian problemas en la infeccién, en el
desarrollo y funcionamiento de los nédulos, y en el proceso de nodulacién en general
(Gibson, 1971), asi como también en el crecimiento de la planta y productividad. No
obstante, investigaciones realizadas han demostrado que la influencia de la temperatura
sobre la nodulacion vy fijacién simbidtica de nitrégeno dependeria, ademas de la variedad
de planta, de la cepa de rizobio noduladora (La Favre y Eaglesham, 1986; Arayankoon et
al., 1990).

En la Figura VI.1. se presentan la distribucién de las precipitaciones y la variacion de
las temperaturas medias mensuales registradas para el periodo comprendido entre enero
y mayo de 2012, y las medias mensuales normales (INTA, 1991). La distribucién de las
precipitaciones fue similar a la distribucion histérica reconocida para la region pampeana
himeda, donde los valores mdximos se presentan en los meses de verano. Sin embargo,
durante el mes de febrero el volumen de precipitaciones registrado superé en 107 % al

valor normal, mientras que en abril fue 68 % inferior al valor historico de la zona.

200 100
180
160

140
120
100 +—
&0
60 -

o P hist,

e P

media del aire (°C)

- = Tm hist
Tm

ura

Precipitacion (mm)

40
20 -

Temperat

E F M A M
Meses de duracion de los ensayos a campo

Figura VI.1: Distribucion de las precipitaciones y variacion de las temperaturas
medias mensuales registradas durante la realizaciéon de los ensayos a campo
(periodo enero-mayo 2012) y las medias mensuales normales (INTA, 1991)
correspondientes a la localidad de Esperanza. Datos meteorolégicos obtenidos de
la Estacién Meteoroldgica de FCA.
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Las temperaturas medias mensuales registradas en los meses en que se llevaron a
cabo los ensayos fueron superiores al promedio normal de la region (INTA, 1991).

Segln se muestra en la Tabla VI.1., durante el mes de preparacion del suelo e
implantacion de los ensayos a campo se registraron escasas precipitaciones, con elevados
valores de temperaturas de aire y suelo, radiacion solar y evapotranspiracién potencial.
Dicha situacion habria ocasionado un ambiente con caracteristicas edafoclimaticas poco
favorables para la sobrevivencia de los rizobios, la colonizacidn de la rizdsfera y el inicio
del proceso de infeccion. Posteriormente, en el transcurso de los meses de febrero y
marzo, los incrementos en los valores de precipitaciones registrados y la progresiva
disminuciéon de la radiacién solar y evapotranspiracién podrian haber generado un
ambiente edafico mas propicio para la ocurrencia de las complejas interacciones entre las

cepas de rizobios y las raices de las plantas de D. virgatus.

VI.2.2. Genotipos y poder germinativo de las semillas de D. virgatus.

Las semillas de D. virgatus cv. Marc procedentes del Australian Tropical Crops and
Forages Collection (Queensland Department of Primary Industries and Fisheries,
Australia) fueron utilizadas para la implantacion del ensayo a campo I. Cabe destacar que,
el material vegetal original a partir del cual se desarrollé el cultivar Marc fue colectado en
Argentina (Jones y Clem, 1997).

En la implantacién del ensayo Il se emplearon semillas de una poblacién nativa de D.
virgatus (sensu estricto) originaria del Departamento Ledesma, provincia de Jujuy,
codificada en este trabajo como poblacion 8 (Id 7059), que presentd caracteristicas
agrondmicas promisorias desde el punto de vista forrajero (Zabala et al, 2010). Esta
experiencia a campo se realizd con el propdsito de obtener informacién adicional sobre el
potencial genético de la poblacion nativa para fijar nitrdgeno en simbiosis con cepas
autdctonas o introducidas de rizobios.

Durante el transcurso de los afios precedentes a la implantacién de los ensayos, se
cultivaron plantas de D. virgatus cv Marc y de la poblacion 8 en el Jardin de Introduccion
del Campo Experimental “Juan Donnet” de la FCA-UNL. En los meses de madurez

fisiolégica se cosecharon en forma manual los frutos y las semillas fueron conservadas
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hasta el momento de su utilizacion. De ese modo, se lograron regenerar los
germoplasmas de la poblacion nativa y del cultivar Marc, obteniendo una cantidad
suficiente de semillas para la implantacién posterior de las pruebas a campo.

Previo a la siembra, las semillas cosechadas de D. virgatus se seleccionaron de
acuerdo con la uniformidad de tamaio y las caracteristicas externas, y se descartaron
aquellas con alteraciones y malformaciones. El andlisis del poder germinativo (PG)
proporciond informacién sobre el valor de las semillas en relacién a su comportamiento a
campo en condiciones agroclimaticas favorables (Peretti, 1994). Los valores de PG de la
poblacién nativa de D. virgatus y del cultivar Marc fueron 79 %y 70 % promedio de cinco
repeticiones respectivamente. La tasa de germinacién de las especies de Desmanthus es
usualmente alta, variando entre 53 % y 100 %. El problema principal en la germinacion
ocurre cuando la testa falla en romperse y permanece unida a los cotiledones que no
podran desarrollar (Luckow, 1993). Es conveniente utilizar semillas que logren una rapida
y uniforme germinacién en el campo, para conseguir una adecuada emergencia y
cobertura del suelo lo antes posible, controlando el crecimiento de las malezas y
minimizando las pérdidas de semilla por depredadores, como insectos de suelo, roedores

0 pajaros.

VI.2.3. Preparacion y evaluacion de la calidad de los inoculantes.

Los inoculantes fueron preparados en turba estéril a partir de cultivos puros de los
aislamientos seleccionados 3L6.3, 8L12.1 y 10L11.4, y la cepa CB3126 desarrollados en
medio LMA liquidos. Previamente a la preparacién en base turba, se realizaron pruebas
de pureza para las cepas de rizobios confirmando mediante la observacién microscdépica
la presencia de bacilos gram negativos y a través de la observacion macroscdpica el
desarrollo de colonias tipicas de rizobios en placas con LMA. El recuento de rizobios
viables en placa evidencido que los cuatro aislamientos desarrollados en los medios
liquidos lograron una concentracion final igual o superior a 1.10° ufc/ml de caldo.

Posteriormente, los caldos de cultivo con las cepas seleccionadas se usaron para
impregnar el soporte en base turba estéril y luego de 7 dias de maduracién se obtuvieron

los inoculantes utilizados en los ensayos a campo. La ventaja de los inoculantes que
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presentan turba como soporte se sustenta en que ofrecen a los rizobios una mayor
proteccion frente a factores adversos del suelo, como altas temperaturas, deshidratacion
y biocidas sobre la semilla. Los inoculantes liquidos pueden responder con rendimientos
similares a los obtenidos con inoculantes tradicionales (Date, 2000); sin embargo, la
sobrevivencia de los rizobios en la semilla es menor, ya que no proveen la proteccidon que
se logra con la turba (Labandera, 2003). Actualmente, se contindan buscando nuevas
alternativas de formulacién de inoculantes que se basan en el aumento de la poblacién
de rizobios en el volumen o peso del producto, asi como en la sobrevivencia del rizobio en
el soporte (Stephens y Rask, 2000).

Las normas de calidad en la preparacion de inoculantes son primordiales para
garantizar un numero minimo de poblaciones bacterianas viables y libres de
contaminantes (Stephens y Rask, 2000). En la Tabla VI.2. se presentan las concentraciones
finales obtenidas en los recuentos del nimero de rizobios viables para los inoculantes
preparados en base turba y semillas de D. virgatus inoculadas. El propdsito de estos
recuentos fue asegurar que el nimero de células de rizobios en los inoculantes y en las
semillas inoculadas, alcancen un nivel adecuado para obtener una buena infeccién en las

raices de las plantas de D. virgatus durante los ensayos de campo.

Tabla VI.2: Concentracidn final de rizobios viables por gramo de los inoculantes
base turba estéril y sobre cada semilla de D. virgatus inoculada con las cepas
seleccionadas.

Numero de rizobios viables
Cepas Inoculante base turba Inoculante sobre semilla
(ufc/g)* (ufc/semilla)’
3L6.3 2,4.10° 3,8.10"
8L12.1 1,1.10° 1,9.10*
10L11.4 1,5.10° 2,8.10"
CB3126 2,2.10° 3,5.10"

'Método de Recuento de viables en Placa seguln Vincent, (1970).

Los resultados obtenidos en los recuentos de células viables mostraron que las
concentraciones finales de los inoculantes preparados con las cepas de rizobios
seleccionadas cumplieron con las exigencias especificadas en las normativas de control de

calidad de nuestro pais. En este aspecto, la legislacion vigente establece que los
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inoculantes para leguminosas deben contener no menos de 1000 millones de bacterias
viables por g o ml de producto a la fecha de elaboracién y proveer como minimo 1000
rizobios sobre cada semilla de tamafio tipo alfalfa hasta la fecha de vencimiento (Corvaldn
etal., 2007).

La calidad de los inoculantes depende principalmente de la cepa de rizobio y del
numero de bacterias aportadas por la inoculacién. De acuerdo a datos de la literatura,
existe una clara relacién entre el aumento en el nimero de rizobios viables aplicado sobre
las semillas y la nodulacién e incremento en el rendimiento de los cultivos (Chandra y
Pareek, 1987; Hume y Blair, 1992; Patrick y Lowther, 1995).

En las siembras a campo, los valores de poblaciones de rizobios inferiores al minimo
requerido ocasionarian un desempefio inadecuado del inoculante y ademas, podrian
influir en el desaliento del productor agropecuario para efectuar practicas de inoculacion
(Stephens y Rask, 2000). De ese modo, el uso de productos de mala calidad reduciria el
beneficio esperado de la inoculacién de D. virgatus y en el futuro podria dificultar la

implementacidn de nuevas tecnologias microbianas para la FBN.

VI.2.4. Implantacion de los ensayos a campo.

En las experiencias a campo se realizaron los tratamientos siguientes: plantas control
sin inocular, inoculado con las cepas noduladoras individuales 3L6.3, 8L12.1 y 10L11.4
obtenidas en este trabajo, inoculado con la cepa CB3126 recuperada de nddulos de las
raices de L. leucocephala y control fertilizado con nitrégeno. El disefio experimental de
cada ensayo fue en bloques completos al azar con tres repeticiones.

Las semillas de D. virgatus utilizadas en los ensayos | y Il fueron escarificadas con
agua hirviente (ver seccién 4.2.1. de Materiales y Métodos) y se cuantificaron 100
semillas por metro de surco de siembra para cada una de las parcelas y sus réplicas. En los
tratamientos inoculados, previo al momento de la siembra las simientes fueron
humectadas con agua destilada azucarada 20 % (p/v) y se mezclaron con el inoculante en
base turba correspondiente a razén de 8 g por Kg de semilla. La cuantificacidon del nimero
de semillas a sembrar por metro lineal de surco se realizd con el fin de evitar el

inconveniente de separar las semillas para cada parcela en base a peso o volumen
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después de la inoculacidn, ya que las semillas inoculadas tendran un peso mayor y es
indispensable mantener el mismo nimero de semillas por parcela en los tratamientos
inoculados y no inoculados.

En el tratamiento fertilizado con nitrégeno se aplicaron 20 Kg de N Ha™ cada dos
semanas durante el periodo de ejecucion del ensayo. El objetivo de este tratamiento fue
demostrar el potencial maximo de rendimiento de las plantas de D. virgatus cuando el
nitrégeno no limita su crecimiento.

La implantacion de los ensayos se realizé durante la segunda quincena del mes de
enero de 2012, en los dias posteriores a la ocurrencia de una moderada precipitacién .En
las pruebas, se sembraron primeramente los tratamientos sin inocular para evitar riesgos
de contaminacion y se tomaron las medidas necesarias para eliminar las posibilidades de
contaminacién entre los tratamientos tal como ha sido descripto por CIAT (1988).

Las parcelas de cada tratamiento de D. virgatus se separaron entre si mediante la
siembra simultdnea de una graminea forrajera Setaria italica para reducir la posibilidad
de contaminacién cruzada por rizobios. Ademas, la siembra intercalada de una planta
graminea entre los surcos de la leguminosa permitiria reducir el nivel inicial de nitréogeno

del suelo (CIAT, 1988).
VI.2.5. Establecimiento de las plantulas.

El establecimiento de las plantulas de D. virgatus cv Marc correspondientes al ensayo
a campo | presentd valores de 15 % + 2 para los seis tratamientos y sus réplicas. En la
implantacion de D. virgatus (sensu estricto) del ensayo Il, el establecimiento de las
plantulas no fue uniforme, ya que en algunas parcelas se alcanzé el total de plantas
esperadas, mientras que en otras fue inferior a 10 %. Resultados similares en relacién a la
falta de uniformidad y valores en el establecimiento de las plantulas fueron obtenidos en
experiencias realizadas a campo con diferentes accesiones del género Desmanthus en la
Facultad de Ciencias Agrarias de Corrientes (Hack et al., 2005) y en las provincias de
Chaco y Santa Fe (Zabala et al., 2010), y con D. virgatus cv Jaribu en el Campo
Experimental Regional Leales de INTA, Tucuman (Roncedo y Pérez, 2011).

Los bajos valores de establecimiento de las plantulas obtenidos en la implantacién

del ensayo a campo Il implicaron que la cobertura de suelo fuera reducida haciendo muy
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dificil el andlisis estadistico de los tratamientos. Debido a estas razones, las plantas de D.
virgatus originarias de la localidad de Ledesma, provincia de Jujuy correspondientes a la
experiencia Il no pudieron ser incluidas en las posteriores evaluaciones de FBN.

De acuerdo a datos de la literatura, el establecimiento de D. virgatus y D.
paspalaceus procedentes del centro y norte de nuestro pais presentaron diferencias
entre las poblaciones analizadas (Zabala et al., 2010). Asimismo, experiencias a campo
realizadas en la Universidad James Cook de Australia mostraron que la emergencia de las
plantulas de distintas accesiones de D. bicornutus, D. leptophyllus, D. pubescens y D.

virgatus fue significativamente afectada por el genotipo (Rangel, 2005).

VI.2.6. Evaluacion de la performance simbidtica de los aislamientos noduladores de D.

virgatus en condiciones de campo.

La evaluacion de la performance simbidtica de los aislamientos noduladores nativos
3L6.3, 8L12.1 y 10L11.4 y de la cepa introducida CB3126 en comparacion con plantas sin
inocular y fertilizadas con nitrégeno se realizd a las 16 semanas posteriores a la
implantacion de la experiencia a campo. Se tomaron muestras compuestas de 10 a 12
ejemplares de D. virgatus cv. Marc de las lineas centrales de las parcelas y se
determinaron la altura, biomasa seca aérea y contenido de nitrogeno de las plantas.

El efecto de la inoculacién con las cepas de rizobios nativas e introducida CB3126 vy la
fertilizacidon nitrogenada sobre la altura promedio de las plantas de D. virgatus en
condiciones de campo presentd variaciones desde 43,7 £ 10,3 cm para el testigo hasta
55,8 + 8,7 cm para las plantas inoculadas con la cepa 10L11.4 procedente de Santa Fe. De
acuerdo al andlisis de varianza, se obtuvieron diferencias significativas (P< 0,01) entre las
alturas promedio de los distintos tratamientos y mediante la comparacidon de medias
segun el test de Tukey se observé que la altura mayor correspondid al inoculado con la
cepa termotolerante 10L11.4 y la menor al tratamiento testigo.

La altura media de las plantas cuyas semillas fueron tratadas al momento de Ia
siembra con el aislamiento 3L6.3 y la cepa CB3126 fueron muy similares, 46,4 £ 9,4 cm y
47,7 + 8,6 cm respectivamente, sin mostrar diferencias significativas con las plantas sin

inocular y sin fertilizar. A su vez, la altura promedio de los ejemplares inoculados con la
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cepa 8L12.1 procedente de Jujuy y de aquellos fertilizados fueron 49,5+ 9,0 cmy 51,2 +
8,8 cm respectivamente, sin presentar diferencias estadisticas entre ellos (P< 0,01).

Las plantas de D. virgatus inoculadas con el aislamiento 10L11.4 y las fertilizadas con
nitrégeno superaron en altura 27 % y 17 % respectivamente a las plantas sin inocular bajo
las condiciones edafoclimaticas de realizacién del ensayo a campo.

En la Figura VI.2. se presenta la respuesta a la inoculacidn con las cepas de rizobios
nativas 3L6.3, 8L12.1 y 10L11.4 e introducida CB3126 en la materia seca aérea (mg/pl) y
contenido de Nitrogeno (mg N/pl) de D. virgatus cv Marc en condiciones de campo.

Los valores de biomasa aérea de las plantas inoculadas con los aislamientos nativos y
la cepa CB3126 fueron significativamente superiores a los valores de biomasa de las
testigos, evidenciando que las cepas de rizobios tuvieron un efecto positivo al estimular
un mayor crecimiento y acumulacién de biomasa en D. virgatus con respecto a las plantas
sin inocular y sin fertilizar.

La evaluacion de la nodulacion de las plantas cultivadas durante el afio previo al de
implantacion de la experiencia mostro la presencia de estructuras nodulares en sus raices.
Sin embargo, al momento de la siembra del ensayo a campo el suelo presentd una baja
densidad de rizobios con capacidad de nodular a D. virgatus (ver seccién 2.1. de este
capitulo), y la extraccién y observaciéon de las plantas durante los meses de realizacion de
esta experiencia evidencio6 la ausencia de nédulos en las raices de las plantas sin inocular
y de aquellas testigo fertilizadas con N. Segun Date (1991), las plantas del género
Desmanthus no presentarian una alta especificidad en sus requerimientos de nodulacion.
Sin embargo, Bahnisch et al., (1998) demostraron que los suelos de Queensland podian
contener pocos o ningun rizobio nativo capaz de nodular D. virgatus, sugiriendo la
necesidad de disponer de cepas efectivas para su utilizacion como inoculantes biolégicos.

En las condiciones ambientales en que se llevd a cabo el ensayo, la poblacién de
rizobios nativos en el suelo del campo experimental fue baja e insuficientemente efectiva
como para que las plantas alcancen su potencial de produccién maximo. Esta situacién
sugeriria considerar con precaucion la creencia de que las leguminosas tropicales vy
subtropicales son promiscuas, y en consecuencia responden menos a la inoculacidn.
Segun Date (1977), la necesidad de inocular no dependeria Unicamente de la

especificidad de la leguminosa, sino también de las condiciones del suelo.
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El peso seco promedio de las plantas inoculadas con la cepa recomendada CB3126
fue mayor que el de las plantas testigo, sin embargo el valor fue significativamente menor
qgue el obtenido en las plantas inoculadas con los aislamientos nativos termotolerantes
8L12.1y 10L11.4, y en aquellas fertilizadas con N. Segun datos de la literatura, la cepa de
rizobio comercial CB3126 fue efectiva en la formacidn de nédulos vy fijacién de nitrégeno
en distintas accesiones de D. virgatus cultivadas en macetas (Date, 1991), y en D. virgatus
cv. Marc, D. leptophyllus cv Bayamo y D. pubescens cv Uman en tres de los cuatro sitios
evaluados en ensayos a campo en el sureste de Queensland (Brandon et al., 1998). Sin
embargo, la cepa CB3126 presentd una sobrevivencia muy baja en las semillas de D.

virgatus almacenadas bajo condiciones cdlidas y secas (Becerra Stiefel et al., 1998).
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Figura VI.2: Efecto de la inoculacion con cepas de rizobios nativos e introducida
CB3126 y la fertilizacién nitrogenada sobre la Materia seca Aérea (mg/pl) y
Contenido de Nitrogeno (mg N/pl) de D. virgatus cv. Marc en condiciones de
campo en la localidad de Esperanza, Santa Fe. El disefio experimental fue en bloques
al azar con tres repeticiones y seis tratamientos. T: plantas sin inoculacion y TN: plantas sin
inoculacién con el agregado de nitrégeno (7 aplicaciones de 20 kg N/ha como urea sdlida
cada 2 semanas durante la realizacién del ensayo de campo). Las plantas de cada parcela
(n:10 a 12) fueron cosechadas a los 16 semanas de la siembra y se determinaron MsA:
Materia seca aérea por planta y CN: contenido de nitrégeno por planta. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos segun Test de Tukey (P<0,01).
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En las regiones centro y norte de Argentina, las temperaturas elevadas caracteristicas
de la estacidn estival registradas durante la siembra de las pequefias semillas o en el
estadio inicial de crecimiento vegetativo de Desmanthus sp. afectarian el contenido
hidrico del suelo provocando condiciones estresantes para la sobrevivencia de las cepas
simbiontes. En este contexto, el proceso de nodulaciéon y FBN de las plantas de D. virgatus
dependerian de la tolerancia a condiciones ambientales estresantes y de la efectividad de
las cepas de rizobios indigenas o introducidas con el inoculante biolégico.

En la presente experiencia de evaluacion de la performance simbidtica a campo de
las cepas nativas del centro y norte nuestro pais, la respuesta a la inoculacion mostré
incrementos de materia seca aérea de las plantas de D. virgatus de 88 %, 122 % y 150 %
en relacion a las plantas sin inocular y sin fertilizar, para los aislamientos 3L6.3, 8L12.1 y
10L11.4 respectivamente. Por otro lado, la inoculacién con la cepa recomendada CB3126
promovio aumentos de la biomasa vegetal de 67 % en relacion al testigo. Evaluaciones de
la inoculacidn con rizobios en los tres cultivares comerciales de Desmanthus realizados en
Australia (Brandon et al., 1998) indicaron que los aislamientos obtenidos a partir de L.
leucocephala, cepa CB3126, mostraron respuestas a la inoculacién con incrementos de
peso seco de las plantas de 34 % a 313 %, dependiendo de la presencia de rizobios nativos
y del contenido de nitrégeno del suelo en estudio.

En relacion a otras especies del género Desmanthus, Beyhaut et al., (2006a) en
ensayos a campo realizados en los Estados de Kansas y Minnesota, Estados Unidos,
demostraron que plantas de D. illinoensis inoculadas con rizobios nativos incrementaron
170 % la materia seca vegetal en comparacion con plantas sin inocular y con aquellas
fertilizadas con nitrégeno.

Los contenidos de N (mg N/planta) en la biomasa aérea de las plantas inoculadas
con los aislamientos nativos 3L6.3 y 10L11.4, y de aquellas fertilizadas no presentaron
diferencias entre si, sin embargo fueron significativamente superiores a los obtenidos en
las plantas testigo e inoculadas con las cepas 8L12.1 y CB3126. El mayor contenido de
nitrogeno en la parte aérea comparado con el control demostré la efectividad de las
cepas utilizadas como inoculantes, indicando que los aislamientos 3L6.3 y 10L11.4 fueron
los microsimbiontes mas eficientes en el proceso de FBN de las plantas de D. virgatus

bajo las condiciones de realizacion del ensayo a campo.
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Segln se muestra en la Figura VI.2., seria importante considerar la cepa 3L6.3 en
estudios posteriores de evaluacién de la performance simbidtica, ya que el forraje
inoculado con esta cepa presentd 3,50 % de N total en la materia seca aérea, mientras
que las plantas testigo y fertilizadas presentaron 2,48 %y 2,68 % de N respectivamente. El
aumento del porcentaje de N en el forraje mediante la inoculacién permitiria ofrecer al
ganado un alimento de gran calidad bioldgica logrando altos rendimientos de nitrégeno y
proteina. Sukkasame y Phaikaew (1998), demostraron que las hojas frescas de D. virgatus
con 17,8 % de proteina cruda utilizadas como suplemento proteico en la dieta del ganado
vacuno podrian incrementar la ganancia de peso vivo de los animales en engorde.

En la Tabla VI.3. se presentan los contenidos de proteina cruda (PC) e indice de
efectividad de la inoculacién (IEl) con las cepas de rizobios nativas e introducida CB3126
de plantas de D. virgatus cv Marc en condiciones de campo. En la presente experiencia, el
contenido promedio de PC en la materia seca de D. virgatus mostrd valores de 17,1 % vy
21,8 %, para las plantas inoculadas con las cepas 10L11.4 y 3L6.3 respectivamente.
Zamora Natera et al., (2002) en condiciones de cultivo a campo en el Estado de Nuevo
Leén, México, obtuvieron valores de PC promedio de 20 % en el forraje seco de D.
virgatus var. depressus. Investigaciones realizadas sobre el valor nutritivo de los tres
cultivares comerciales de Desmanthus (cvs. Marc, Bayamo y Uman) y de la nueva
variedad ProgardesTM mostraron contenidos de PC para la planta entera de 10,5 % a 15,5
%, mientras que el mismo pardmetro en hojas presenté un promedio de 20,2 % a 22,4 %y

en tallosde 7,1 % a 11,9 % (Jones et al., 2000, Pengelly et al., 2006; Gardiner et al., 2013).

Tabla VI.3: Contenidos de proteina cruda e indice de efectividad de la
inoculacidn con cepas de rizobios nativas e introducida CB3126 de D. virgatus
cv Marc en condiciones de campo.

Tratamientos
(ensayo a campo)! PC? (%) IE1 3 (%)
T 15,5 -
T10L11.4 17,1 68,0
T 8L12.1 13,7 52,5
T 3L6.3 21,8 63,6
T CB3126 15,9 46,9
TN 16,7 -

! Caracteristicas de ensayo a campo se detallan en Materiales y Métodos seccion 11.
(T: plantas sin inoculacién y TN: plantas sin inoculacidn con el agregado de nitrégeno).
?PC: proteina cruda. ’IEl: Indice de efectividad de la inoculacién, segun (CIAT, 1988).
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En comparacién con otras leguminosas forrajeras, el contenido de PC en el forraje
seco de D. virgatus fue superior al registrado en especies del género Stylosanthes (12 a
16%), pero similar al informado en M. sativa y L. leucocephala (promedios de 20 % a 22
%) (McDowell et al., 1974; Garcia et al., 1996; Cruz Vazquez et al., 2000).

El indice de respuesta al nitrégeno (IRN) de las plantas de D. virgatus cv Marc
evaluadas en esta experiencia presentd un valor de 65, evidenciando que las cepas de
rizobios existentes de forma natural en el suelo no presentaron una accion efectiva en el
proceso simbiotico. Tang et al., (1994) obtuvieron un valor de 41 para el IRN de plantas de
D. virgatus fertilizadas con 150 Kg de N/ha en un suelo ferralitico de Cuba.

El efecto de los tratamientos de inoculacidn en el rendimiento de N fue evaluado
mediante el IEl, que permitié valorar la efectividad relativa de una cepa comparando su
rendimiento de N con el del testigo no inoculado y también permitié comparar la
efectividad de varias cepas o tratamientos de inoculacién. Segun se observan los IEl en la
Tabla VI.3., las inoculaciones con las cepas de rizobios nativas e introducida CB3126
presentaron un efecto positivo en la fijacidon bioldgica de nitrégeno con respecto a las
plantas sin inocular. En una misma leguminosa, un IEl igual o cercano a IRN indica que el
tratamiento inoculado es efectivo (CIAT, 1988).

La respuesta al nitrogeno obtenida mediante esta experiencia indicd que habria
necesidad de efectuar la inoculacién de las plantas de D. virgatus con microorganismos
fijadores de nitrégeno bajo las condiciones edafoclimaticas de realizacion del ensayo en el
Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL). Asimismo, los resultados
obtenidos permitieron distinguir cepas de rizobios nativas con alta efectividad simbidtica

para las plantas de D. virgatus.

VI.3. Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este capitulo, se comprobd que las cepas
de rizobios nativas inoculadas en las semillas de D. virgatus promovieron un mejor
comportamiento agrondmico, enfatizando la importancia de la inoculacién para lograr un
establecimiento exitoso y crecimiento inicial adecuado de las plantulas de D. virgatus en

condiciones reales de campo.
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El aislamiento, seleccion y utilizacién de cepas nativas de rizobios recuperadas de
suelos donde se pretenda introducir D. virgatus podria favorecer una mejor produccion
forrajera, ya que se observd un incremento significativo de la biomasa aérea de las
plantas inoculadas con rizobios locales en comparacién con la cepa introducida CB3126.

Las cepas nativas 3L6.3, 8L12.1 y 10L11.4 obtenidas en este trabajo de tesis
promovieron importantes efectos sobre el incremento de materia seca y fijacion de
nitrégeno en las plantas de D. virgatus, lo cual indicaria la gran influencia que presentaron
las condiciones ambientales y el genotipo de la planta huésped. Bajo las condiciones
edafoclimaticas de realizacion del ensayo a campo, la calidad de la simbiosis estimada a
través del peso seco y contenido de N de las plantas indicd que el aislamiento local
10L11.4 podria ser un inoculante mas eficiente para D. virgatus cv Marc que la cepa
CB3126. Si bien, mediante la inoculacidon de las plantas de Desmanthus con la cepa
10L11.4 y la fertilizacién quimica se obtuvieron rendimientos de forraje similares, desde
un punto de vista productivo seria preferible la primera opcion. Esto es debido al elevado
precio de los fertilizantes nitrogenados por el gran consumo energético del proceso de
sintesis, ademds de la posible contaminacién de las aguas con nitratos y sus derivados,
con consecuencias negativas en el medio ambiente y la salud.

En diferentes condiciones edafoclimaticas de implantacion, se sugiere realizar nuevas
evaluaciones de la performance simbidtica de los aislamientos nativos, que podrian
mostrar un efecto superior al de las cepas introducidas por presentar una mejor

adaptacion a las condiciones ecoldgicas del lugar.
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Conclusiones Generales




Una de las estrategias utilizadas para incrementar la FBN es el aislamiento y la
seleccion de cepas de rizobios y la posibilidad de introducir estos microorganismos en el
suelo a través de la inoculacion. Desde un punto de vista agrondmico, la seleccion de
cepas de rizobios eficientes, tolerantes a situaciones de estrés y con una adecuada
supervivencia en el suelo y en las semillas constituyen la base para la produccién de
inoculantes microbianos que estimulen la produccién vegetal.

La base sobre la que he desarrollado este trabajo de tesis ha sido la caracterizacidn
de las poblaciones de rizobios noduladores del complejo D. virgatus recuperados de

suelos argentinos y el analisis de su interaccidon simbidtica con la planta.

¢Por qué enfocamos nuestro estudio en el macrosimbionte D. virgatus?

En Argentina, las pasturas forrajeras cultivadas son el sustento fundamental de los
sistemas ganaderos tradicionales. El incremento de las zonas agricolas cultivables ha
impulsado a estos sistemas a desplazarse hacia areas menos productivas, de tipo marginal
y con diversos problemas, en donde las especies leguminosas forrajeras disponibles y
adaptadas a esas condiciones son escasas. La implantacién de pasturas en zonas cada vez
mas marginales, afectadas no sdélo por la escasez de precipitaciones sino por la salinidad y
las elevadas temperaturas, es uno de los principales desafios que debe afrontar el sector
ganadero. En este contexto, una alternativa para mejorar la produccién agropecuaria es la
introduccién a cultivo de leguminosas con reconocido potencial forrajero y adaptadas a
nuestras condiciones edafoclimaticas, siendo un ejemplo de ellas el complejo D. virgatus
de amplia distribucion en el centro y norte de nuestro pais.

La informacién disponible indica que el potencial agrondmico de las especies de
Desmanthus en relacidn a su adaptacion al suelo y clima, produccién de biomasa y calidad
de forraje ha sido reconocido en diferentes paises, segiun se ha descripto en la
Introduccion General de la presente tesis. A pesar de estos antecedentes son escasos los
estudios acerca de estas especies en la Republica Argentina. En el afio 2004, con el
objetivo de lograr la incorporacion y desarrollo de nuevas alternativas forrajeras, en la
Facultad de Ciencias Agrarias (UNL) comenzoé un programa de coleccién y caracterizacion

de recursos forrajeros nativos, en particular de especies del género Desmanthus. El
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presente trabajo de tesis se inicid a través de la colecciéon de semillas, plantas vivas,
nddulos y muestras de suelos de diez poblaciones correspondientes a las especies nativas

que integran el complejo D. virgatus (sensu lato) en Argentina.

Caracteristicas feno-genotipicas de las poblaciones de rizobios noduladores del

complejo D. virgatus presentes en suelos del centro y norte de Argentina.

En el Capitulo Il he presentado la construccién y establecimiento de una vasta
coleccién de rizobios noduladores de las especies D. acuminatus, D. paspalaceus y D.
virgatus (sensu estricto) recuperados de suelos de las provincias de Santa Fe, Chaco,
Santiago del Estero, Entre Rios, Corrientes, Misiones, Jujuy y Salta. Las caracteristicas
edafoclimaticas de los diferentes sitios de colecta de las plantas mostraron que las
poblaciones del complejo D. virgatus habitan naturalmente en zonas de climas cdlidos
tropicales y subtropicales, como asi también en zonas templadas y humedas, y en suelos
con caracteristicas edaficas muy variadas y de naturaleza quimica diferentes, segln se ha
descripto en el Capitulo I. Como se puede apreciar, las plantas del género Desmanthus
mostraron un amplio rango de adaptacién a diferentes zonas ecoldgicas del centro y
norte de nuestro pais. Sin embargo, un muy bajo nimero de nédulos de tamafio pequefio
y color marrdn oscuro pudo ser recuperado de las plantas del complejo D. virgatus en sus
ambientes de origen. Es interesante destacar que el 100% de las plantas de las distintas
especies del complejo presentaron estructuras nodulares en sus raices al cultivarlas con
sus diferentes suelos de procedencia en camaras de crecimiento. Dichos ndédulos
indicaron la presencia en el suelo de cepas de rizobios con capacidad de nodular las
plantas de D. acuminatus, D. paspalaceus y D. virgatus (sensu estricto). A partir de los
noédulos obtenidos, se ha construido una coleccién de mas de 170 rizobios simbiontes del
complejo D. virgatus, que en su mayoria fueron recuperados de los suelos de origen en
condiciones de crecimiento controlado. Esta situacion sugiere que las condiciones a
campo fueron desfavorables para el desarrollo de la simbiosis rizobio-Desmanthus en los
diferentes sitios de colecta del centro y norte argentino.

La caracterizacion fenotipica de los simbiontes del complejo D. virgatus permitio

reconocer rizobios de crecimiento rapido que mostraron un desarrollo dptimo en un
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amplio rango de pHs desde acidos hasta alcalinos, mayoritariamente a temperaturas
entre 28 y 35°C, y en condiciones de salinidad de entre 0,5% y 1% (p/v) de NaCl. Los
resultados presentados en el desarrollo del Capitulo Il evidencian que los aislamientos
noduladores de las especies del complejo presentaron una marcada diversidad en
relacion a la capacidad de crecimiento en diferentes condiciones de estreses abioticos. Es
interesante destacar que en este trabajo se han hallado rizobios con capacidad de
crecimiento a niveles de pH 4 y/o pH 9, a temperatura extrema de 40°C y en 2% (p/v) de
NaCl (Tabla Ill.3. Capitulo lll). Este grupo de aislamientos de la colecciéon presentd
resistencias marcadas a distintas combinaciones de condiciones de estreses abioticos
frecuentemente presentes en los sitios del centro y norte de nuestro pais en los que
habitan las plantas del complejo D. virgatus.

Posteriormente, el analisis del germoplasma asociado al complejo D. virgatus
evidencio una marcada diversidad en los simbiontes locales, con variaciones en el grado
de dicha diversidad que dependieron del sitio de origen de los mismos, segln se muestra
en los perfiles de amplificacion de ADN gendmico presentados en el desarrollo del
Capitulo IV. La amplia diversidad genética observada en los aislamientos evidencia
poblaciones de rizobios simbiontes de Desmanthus spp. muy complejas, y pone de
manifiesto la dificultad de predecir la interaccién de los distintos genotipos con la planta
hospedadora y con el ambiente.

En particular, el andlisis del germoplasma asociado a D. paspalaceus recuperado de
suelos de la localidad de General Obligado Santa Fe, mostrd, en concordancia con los
analisis fenotipicos y de tolerancia a distintas condiciones de estreses abidticos, una
marcada diversidad entre los aislamientos. El andlisis filogenético de los rizobios
simbiontes realizado a partir de la secuenciacion parcial del ADNr 16S, reveld la presencia
de rizobios y mesorizobios. En dichos simbiontes se observd ademas la presencia de al
menos dos tipos bien diferenciados de genes nodC. Es interesante destacar la observacion
de variantes nodC en los aislamientos Mesorhizobium sp. 10L4.2 y 10L5.3 que no
exhibieron relacién preferencial con ninguna de las variantes nodC descriptas
actualmente. Ademads, una variante alélica diferente es la del gen nodC de la cepa 10L11.4
Rhizobium sp que no pudo ser amplificado y deberd ser motivo de un andlisis posterior. A

partir de estas evidencias, serd importante evaluar si dichos simbiontes con genes de
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nodulaciéon diferentes producen una misma familia de moléculas sefal, o
alternativamente, familias distintas de factores de nodulacién pero todas
simbidticamente activas sobre Desmanthus. Una secuenciacion mas profunda de los
grupos nod y una elucidacidn estructural de los factores Nod permitira lograr una mayor
comprension sobre la sefializacion temprana de la relacién simbidtica rizobios-
Desmanthus.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis muestran por primera vez para
suelos de Argentina las caracteristicas de diversidad feno-genotipica de los rizobios
noduladores del complejo D. virgatus. Sobre la base de las observaciones vy
consideraciones precedentes, la coleccion de rizobios que hemos obtenido vy
caracterizado representa un recurso muy valioso para ser explorado de modo sistémico

en programas de seleccion de rizobios inoculantes de Desmanthus.

Caracteristicas simbioticas y seleccion de cepas inoculantes para ser utilizadas en suelos

de cultivo de nuestro pais.

Los ensayos de inoculacién de plantas realizados en cdmara de crecimiento de
cultivo presentados en el desarrollo del Capitulo V evidenciaron que en suelos de nuestro
pais se hallan poblaciones de rizobios con una amplia variacién en términos de
efectividad simbidtica para el género Desmanthus. Los resultados obtenidos mostraron
gue rizobios noduladores del complejo D. virgatus recuperados de suelos de tres
provincias fitogeograficas de Argentina presentaron muy buena capacidad potencial de
FBN y competencia por el nicho simbidtico. Es interesante destacar el comportamiento de
las cepas termotolerantes 10L11.4 y 8L12.1 que establecieron una simbiosis de alta
eficiencia en fijacion de nitrogeno y ademds presentaron una alta competitividad.
Asimismo, hemos demostrado un efecto favorable sobre el crecimiento de la raiz por los
rizobios inoculados que podria favorecer la absorcién de nutrientes y agua a través de la
generaciéon de un mayor desarrollo radical. A partir de estas evidencias sera importante
evaluar si el comportamiento de estos rizobios a campo refleja la misma tendencia de

incremento del sistema radical que hemos observado en el laboratorio.
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En la evaluacidon del comportamiento y adaptacién al medio ambiente real de las
cepas destacadas por su alta eficiencia en fijacion de nitrégeno se demostré un
incremento significativo de la biomasa aérea de las plantas inoculadas con rizobios locales
en comparacion con la cepa introducida CB3126 recomendada como inoculante.

En este trabajo de tesis hemos puesto en evidencia en ensayos de laboratorio y de
campo las muy buenas caracteristicas simbidticas de la cepa termotolerante 10L11.4. La
calidad de la simbiosis estimada a través del peso seco y contenido de N de las plantas
permitio seleccionar el aislamiento local 10L11.4 Rhizobium sp como un candidato
adecuado para una evaluaciéon de campo en diferentes condiciones edafoclimaticas de
nuestro pais.

Los resultados presentados demostraron que las cepas de rizobios locales inoculadas
en las semillas de D. virgatus promovieron un mejor comportamiento agrondmico,
enfatizando la importancia de la inoculaciéon para lograr un establecimiento exitoso y
crecimiento inicial adecuado de las plantulas de D. virgatus en condiciones reales de

campo.

La generacidn de estrategias de desarrollo sustentable para nuestro pais requiere el
disefio y elaboracién de inoculantes que permitan cubrir diferentes carencias
nutricionales del suelo y la adaptacidon y supervivencia de las cepas bacterianas bajo
diferentes esquemas de practicas agropecuarias. Los resultados obtenidos en este trabajo
de tesis indican que existe un amplio horizonte para incrementar significativamente la
fijacion de nitrégeno en simbiosis con el complejo D. virgatus mediante la seleccion de
cepas de rizobios eficientes y adaptadas a las condiciones edafoclimaticas de nuestro

pais.
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