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RESUMEN

Macroptilium erythroloma es una leguminosa perenne de amplia distribucién en el centro y norte de Argen-
tina, que se destaca entre las forrajeras nativas por su potencial productivo. Hacia el uso sustentable de esta
leguminosa, se presenta el aislamiento y evaluacién de la diversidad fenotipica y genotipica de los rizobios sim-
biontes de M. erythroloma recuperados de suelos de las provincias de Corrientes y Santa Fe. La caracterizacion
fenotipica permitié reconocer rizobios de crecimiento lento que mostraron un desarrollo 6ptimo en un amplio
rango de pH, temperaturas entre 28 y 35°C, y en condiciones de 0,5% (p/v) de NaCl. Se han hallado rizobios
con capacidad de crecimiento a pH 9 y a 40°C. Los perfiles de amplificacién de ADN genémico (fingerprints)
presentaron una marcada diversidad genética entre los aislamientos. La biodiversidad de rizobios noduladores
de M. erythroloma y la tolerancia a factores abidticos constituyen una valiosa herramienta hacia la seleccion de
potenciales cepas inoculantes.

Palabras clave. leguminosas nativas, rizobios noduladores, biodiversidad.

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF THE RHIZOBIAL
SYMBIONTS OF MACROPTILIUM ERYTHROLOMA RECOVERED FROM SOILS
IN THE PROVINCES OF CORRIENTES AND SANTA FE

ABSTRACT

Macroptilium erythroloma is a perennial legume of wide distribution in the north and centre of Argentina, which
high lights among native forage for its productive potential. Towards the sustainable use of this legume, the
isolation and evaluation of the phenotypic and genotypic of symbionts rhizobia of M. erythroloma recovered
from soils in the provinces of Corrientes and Santa Fe are presented. The phenotypical characterization allows
to recognize rhizobia of slow growing up which show an optimus development among a widerange of pH, tem-
peraturas among 28 and 35°C, and with conditions of NaCl 0.5% (p/v). Rhizobia with growing conditions at
pH 9 and 40°C were found. The profiles of amplification of genomic DNA (fingerprints) showed a strong genetic
diversity among the isolations. Nodulating rhizobia biodiversity of M. erythroloma and the tolerance to abiotic
factors establish a valuable tool towards the choosing of potential inoculant strains.

Key words. native legumes, rhizobia nodulators, biodiversity.
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INTRODUCCION

En Argentina, el incremento de las zonas agri-
colas cultivables ha impulsado a los sistemas ga-
naderos a desplazarse hacia areas menos produc-
tivas. 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 & Volpedo,
2002). Una alternativa para mejorar la produc-
tividad de los sistemas agropecuarios podria ser
la introduccién a cultivo de especies leguminosas
nativas con reconocido potencial forrajero y adap-
tadas a las diferentes condiciones edafoclimaticas
de nuestro pais.

Las leguminosas nativas herbaceas se caracte-
rizan por su adaptacion, calidad forrajera y capa-
cidad de fijar nitrégeno en simbiosis con bacterias
de distintos géneros denominadas colectivamente
rizobios. Estas especies cumplirian una funcién
esencial por su aporte de nitrégeno al sistema y
contribucion a la dieta de los rumiantes. En este
sentido, en ambientes tropicales y subtropicales
del mundo la adopcién de especies leguminosas
nativas o introducidas aumenté la disponibilidad
de nitrégeno edafico y la calidad de la dieta ani-
mal (Shelton et al., 2005; Nichols et al., 2007).

Entre las leguminosas forrajeras nativas con
reconocido potencial productivo se encuentra el
género Macroptilium (Benth.) Urban. Plantas
herbaceas, anuales o perennes, de ciclo prima-
vero-estivo-otonal (Pensiero & Zabala, 2017). En
particular, se destaca Macroptilium erythroloma
(Mart. ex Benth.) Urb., “porotillo”, como una
planta voluble con raiz axonomorfa lefosa, tallo
y hojas pubescentes, foliolos ovalados a romboi-
dales, flores en racimos de color rosado y fruto
en vaina levemente arqueado. Es una especie
perenne de crecimiento estival muy susceptible
a las heladas y moderadamente resistente a las
sequias. En nuestro pais crece en las Provincias
Fitogeograficas Paranaense, Yungas y Chaquena
(Perez et al., 1999). Evaluaciones preliminares
han destacado su plasticidad en requerimientos
de suelos, alta produccién de forraje y semillas,
y buena competencia con las malezas (Fernandez
et al., 1988). Investigaciones realizadas por Mar-
tin Montiel et al., (2012) revelaron que plantas
de M. erythroloma presentaron raices suculentas

reservantes que permitieron un rapido rebrote lue-
go de sobrevivir un estrés ambiental, indicando su
potencialidad para ser cultivadas como forrajeras.

M. erythroloma, al igual que la mayoria de
las leguminosas forrajeras perennes presentan un
crecimiento inicial lento como limitante para su
implantacion (Cooper, 1977). Otro de los factores
determinantes de un establecimiento exitoso es la
ocurrencia de una simbiosis eficiente con rizobios
noduladores (Armstrong et al., 1999; Thrall et
al., 2005). El conocimiento y manejo agrondmico
de las interacciones simbiéticas de poblaciones
nativas y naturalizadas de rizobios es un factor
clave en la dinamica de las leguminosas nativas
en sistemas ganaderos, asi como en el éxito de su
introduccién a cultivo y persistencia.

A pesar de los antecedentes mencionados, son
escasos los estudios sobre el potencial forrajero
de M. erythroloma en nuestro pais. Pensiero &
Zabala (2017) consideraron a M. erythroloma
una especie nativa promisoria, que deberia ser
conservada, estudiada e introducida a cultivo
como recurso forrajero para la regién de los Ba-
jos Submeridionales de la provincia de Santa Fe.
En virtud de ello, en la Universidad Nacional del
Litoral se ha desarrollado el cultivar “Don Augus-
to”, de M. erythroloma (INASE, 2014), que en la
actualidad se encuentra en proceso de produc-
cién de semillas en forma extensiva (Zabala et
al., 2015).

La simbiosis rizobio-leguminosa presenta un
papel muy importante en el crecimiento de las
plantas y la adaptacion a nuevos ambientes,
particularmente en condiciones edaficas estre-
santes (Howieson & Ballard, 2004; Gerding et
al., 2014). En los ultimos afos, el estudio de
los simbiontes asociados a leguminosas nativas
y naturalizadas como Astragalus spp, Calliandra
grandiflora, Galega offcinalis, Indigofera spp.,
Sesbania sp., Vigna unguiculata, entre otras, ha
incrementado notablemente el conocimiento so-
bre la taxonomia rizobial (Lemaire et al., 2015;
Peix et al., 2015; Andrews & Andrews, 2017).

Desde el punto de vista practico, la seleccion
de rizobios nativos adaptados a las condiciones
edafoclimaticas de nuestro pais favoreceria el
establecimiento exitoso de la simbiosis. En este
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contexto, la caracterizacion funcional y molecular
de las poblaciones de rizobios nativos constituira
una valiosa herramienta hacia la seleccion de po-
tenciales cepas inoculantes que permitan un mejor
establecimiento de las leguminosas y con ello un
incremento en la produccion agropecuaria y una
reduccion del empleo de fertilizantes nitrogenados.

Hacia el uso sustentable de esta leguminosa,
el objetivo de la presente investigacion fue la ca-
racterizacion fenotipica y el andlisis de la diversi-
dad genotipica de los rizobios simbiontes de M.
erythroloma.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de suelos de las loca-
lidades de Santo Tomé, Corrientes (28°07'S,
56°03'W) y General Obligado, provincia de Santa
Fe (28°18'S, 59°16'W), con buena aptitud po-
tencial para el cultivo de M. erythroloma.

Los sitios de muestreo correspondieron a San-
to Tomé, Provincia Fitogeografica Paranaense,
Distrito de los Campos, con suelos ultisoles que
presentaron un horizonte argilico de poco espesor,
de coloracion pardo rojizo oscuro y textura arcillo-
sa, y a General Obligado, Provincia Fitogeogréfica
Chaqguena, Distrito Oriental, con suelos alfisoles
gue mostraron horizontes superficiales de colores
claros y estructura masiva, seguido de horizon-
tes muy arcillosos. Las Provincias Fitogeograficas
presentan un clima célido subtropical sin estacién
seca, con una temperatura media anual superior
a 20°C y abundantes precipitaciones distribuidas
durante todas las estaciones del ano. En la Tabla
1 se detallan las caracteristicas quimicas de los
suelos en los sitios de origen.

La coleccién de microsimbiontes se estable-
cié mediante aislamientos de rizobios de nédulos
radiculares de plantas trampas (plantas cultiva-
das en ensayos de laboratorio e inoculadas con
muestras de suelo). A partir de los ensayos en
camara de crecimiento en condiciones controla-
das (26°C de temperatura, fotoperiodo de 16/8
horas luz/oscuridad), se colectaron nddulos del
cv. Don Augusto de M. erythroloma empleando
suelos provenientes de las localidades de Santo
Tomé, Corrientes y General Obligado, provincia de
Santa Fe.

Las semillas de M. erythroloma fueron esca-
rificadas manualmente con lija, desinfectadas y
germinadas en placas de Petri con agar-agua 1%
(p/v) a 28°C. Las semillas que presentaban una
radicula de 10 a 15 mm de longitud se coloca-
ron en macetas de 500 cm?® de capacidad con
drenaje conteniendo vermiculita estéril y suelo en
relacion 5:1. Las plantulas permanecieron a un
nivel hidrico de capacidad de campo en cdmara
de cultivo durante 60 dias y periédicamente se
regaron con agua estéril.

Aislamiento y purificacion de los rizobios

El procesamiento de los nédulos y aislamiento
de rizobios se realizd seglin Vincent (1970). Los
nodulos se desinfectaron con agua oxigenada 30
volimenes durante 3 - 4 minutos y luego se rea-
lizaron cinco lavados con agua destilada estéril.
Los nédulos se maceraron y el producto obtenido
se sembré en cajas de Petri con Agar Extracto de
Levadura Manitol (LMA) e indicador rojo Congo
(Vincent, 1970). Posteriormente, fueron incuba-
dos a 28°C durante 10 dias y repicados hasta

Tabla 1. Propiedades quimicas de los suelos en los sitios de muestreo.

Table 1. Chemical properties of soils in the sampling sites.

Sitio de origen Materia organica® Nitrégeno organico  Fésforo asimilable® pH? Conductividad eléctrica®
(Localidad, provincia) (%) total® (%) (ppm) (rel.2:1) (dS/m)
Santo Tomé
Ao ome 297 0114 6 54 0,039
Corrientes
General Obligad
e R At 490 0227 2 62 0,105
Santa Fe

*Walkey y Black, (1934). * Kjeldhal, AOAC, (1990). © Bray y Kurtz, (1945). ¢ potenciometria MAG, (1982)

¢ Conductimetria, MAG, (1982).
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la obtenciéon de colonia pura. Los aislamientos
fueron autenticados por su habilidad de formar
nodulos en la planta huésped (Vincent, 1970) y
conservados en caldo LMA + glicerol a -20°C.

Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos

Las cepas bacterianas se cultivaron en placas
de LMA con agregado de rojo congo a 28°C y se
observd la morfologia macroscépica de las colo-
nias: color, elevacién, consistencia y bordes (CIAT,
1988). Las caracteristicas morfologicas celulares
y tincién diferencial de Gram se observaron a tra-
vés de un microscopio optico (Vincent, 1970). La
velocidad de crecimiento se evalud visualmente
determinando el tiempo de aparicién de las co-
lonias segln Jordan (1984). Para analizar la res-
puesta al cambio de coloracién del medio, cada
aislamiento se cultivd en caldo LMA (pH 6,8) e
indicador azul de bromotimol (0,5% en NaOH
0,016N) a 28°C durante diez dias y se observé el
cambio de coloracién a azul (alcalinidad) 6 ama-
rillo (acidez).

Posteriormente, los aislamientos se cultivaron
en medio LMA a 28°C, 32°C, 35°C, 37°C, 40°Cy
45°C. El crecimiento a diferentes niveles de pH y
concentraciones de NaCl se determiné en placas
con medio LMA con el pH ajustado a 4, 5, 6, 7,
8, 9y 10; y conteniendo 0,01%; 0,5%; 1%; 2%
y 3% (p/v) de NaCl. Para evaluar la resistencia
intrinseca a antibidticos, se sembraron los aisla-
mientos en medio LMA con adicién de los siguien-
tes antibidticos: ampicilina (20 y 40 ug/mL), ka-
namicina (10 y 40 ug/mL), gentamicina (5 y 20
ug/mL) y estreptomicina (20 y 100 ug/mL). El
crecimiento de las cepas en diferentes condicio-
nes de temperatura, pH, concentraciones de NaCl
y con la adicién de antibiéticos fue evaluado por
duplicado y se califico seglin una escala numeérica
gradual desde O (ausencia de crecimiento) hasta
3 (desarrollo normal), comparandolo con el cre-
cimiento obtenido en medio LMA en condiciones
6ptimas (pH 7, 28°C y 0,01% p/v NaCl).

Se realiz6 un Analisis de Componentes Prin-
cipales (ACP) de todas las variables analizadas
para cada uno de rizobios de la coleccion. El ana-
lisis estadistico se efectu6 utilizando el software
InfoStat (Di Rienzo et al., 2016).

Caracteristicas genotipicas de los rizobios

Las preparaciones y manipulaciones de las
muestras de ADN se realizaron segun las técnicas
descriptas en Sambrook et al., (1989).

Las huellas digitales de amplificacién de ADN
total se realizaron con el cebador BOXA1R (Ver-
salovic et al., 1994). La composicion de las mez-
clas de reaccion utilizadas fue: 50 mM Tris-HCI
(pH 8,3); 3 mM MgCl, 200 mM dNTPS; 1 U Taq
DNA polymerasa (Prorhega Corp.) y 10 mM del
cebador BOXA1R completando un volumen final
de mezcla de reaccion de 25 ul. Las condiciones
de ciclado empleadas fueron: un ciclo de desna-
turalizacién inicial a 94°C 7 minutos y 30 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C 10 segundos, annea-
ling a 52°C 60 segundos, y elongacién a 72°C 2
minutos. Al finalizar las reacciones de PCR, 10 ul
de cada uno de los productos fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa.

Para el analisis de 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 ge-
nerar un dendograma UPGMA (coeficiente de
similitud Jaccard) el cual fue obtenido del ana-
lisis 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 &
Harris, 2006) y MEGA 5 (Molecular Evolutio-
nary Genetics Analysis) version 5 (Tamura et
al., 2011). Para comparar la diversidad en la
poblacién de rizobios segln el suelo de proce-
dencia se empled el indice de Shannon-Weaver
(Shannon & Weaver, 1949) en funcién del nu-
mero de aislamientos pertenecientes a cada
grupo de perfiles en BOXAIR. Se consideran
como individuos diferentes aquellos que pre-
sentan nivel de similitud menor al 70% (Alber-
ton et al., 2006; Loureiro et al., 2007).

Para todos los estudios de autenticacion y ca-
racterizacion morfoldgica, fisiolégica y genética
se emplearon las cepas de referencia: Bradyrhi-
zobium elkani USDA 76T, Bradyrhizobium yuan-
mingense CCBAU 10071T y Bradyrhizobium ja-
ponicum E 109.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo, los ndédulos radiculares
obtenidos en camara de crecimiento evidenciaron
que, en suelos de las Provincias Fitogeogréaficas
Paranaense y Chaquefa, con caracteristicas eda-
ficas distintas y naturaleza quimica diferente, se
encuentran poblaciones de rizobios simbiontes
de M. erythroloma. A partir de los aislamientos
realizados, se conformé una coleccién de 45 ais-
lamientos: 27 recuperados de la provincia de Co-
rrientes (MeC) y 18 de Santa Fe (MeS).

Las cepas bacterianas mostraron colonias cir-
culares de bordes enteros y lisos, colores rosa-
dos o blanquecinos y transllcidas u opacas. La
consistencia predominante fue mucosa, algunas
presentaron un aspecto acuoso y muy pocas una
apariencia seca. El aspecto de las colonias se
ajusté a los fenotipos descriptos por Fuhrmann
(1990) para bradyrizobios simbiontes de soja.
Las células fueron bacilos pequefios, Gram ne-
gativos y no esporulados, correspondiendo a la
descripcién de bacterias que forman nddulos con
leguminosas en el Phylum B12 Proteobacteria
(Garrity et al., 2005). Los aislamientos mos-
traron crecimiento lento y extra-lento, siendo el
tiempo de aparicién de las colonias 5-6 dias y
7-9 dias respectivamente. Toniutti et a/. (2015)
obtuvieron resultados similares en la velocidad de
crecimiento de rizobios simbiontes de M. atropur-
pureumy M. bracteatum. En este trabajo, el 67%
de los rizobios alcalinizaron el medio de cultivo
con el indicador azul de bromotimol, mientras
que el 33% restante gener6 una acidificacion leve
ocasionando el viraje del color verde del medio a
verde-amarillento.

Los aislamientos de la coleccion presentaron
una morfologia y tasa de crecimiento caracteris-
ticas del género Bradyrhizobium (Jordan, 1984).
Se destaca que, algunos aislados produjeron una
acidez ligera en el medio de cultivo, lo cual di-
fiere con las caracteristicas tipicas de los brad-
yrizobios, que generalmente presentan reaccion
alcalina. Seglin Odee et al. (1997), las clasifi-
caciones basadas en caracteristicas fenotipicas
estandar de morfologia, velocidad de crecimiento
y produccién &cido-alcali no permitirian calificar a
todos los rizobios nativos. Bécquer et al., (2000)
informaron bradyrizobios aislados de legumino-

sas forrajeras de la provincia de Sancti Spiritus,
Cuba, con reaccién acida. Asimismo, diversos
autores han reportado rizobios de crecimiento
lento que acidificaron el medio (Padmanabhan et
al., 1990; Moreira et al., 1993; Bécquer et al.,
2016). Esta caracteristica que presentan algunos
rizobios podria ser una ventaja competitiva, que
les permitiria sobrevivir a condiciones adversas, y
no se podria considerar como caracter taxonémi-
co exclusivo (Moreno Conn, 2010).

El crecimiento de los rizobios noduladores de
M. erythroloma evaluados bajo diferentes condi-
ciones abidticas en medio LMA se presenta en la
Figura 1. En relacién a la temperatura, el 65% de
los simbiontes recuperados de Corrientes presen-
té crecimiento a 35°C y solo dos aislamientos pu-
dieron desarrollar a 37°C. Mientras que, aquellos
provenientes de Santa Fe, mostraron una marca-
da aptitud a altas temperaturas, ya que el 67%
de los aislados presentd crecimiento a 37°C vy el
17% a 40°C. La variabilidad en el comportamien-
to de los rizobios podria responder a un proceso
de adaptacién natural debido a factores estre-
santes externos, que como la temperatura en los
suelos, actlian de forma continua en los rizobios
(Becquer, 2002). Segun Giongo et al., (2010), la
tolerancia a altas temperaturas podria ser (til en
la seleccién de rizobacterias tolerantes a tempera-
turas oscilantes en condiciones de campo.

El crecimiento 6ptimo para Bradyrhizobium
sp. fue reportado por Jordan (1984) en un inter-
valo de pH 6 a 7, con cepas que manifiestan tole-
rancia a la acidez (De Souza et al., 2014). En re-
lacion a los microsimbiontes de M. erythroloma,
el 89% de los aislamientos recuperados de Santo
Tomé y el 94% de General Obligado presentaron
crecimiento en un rango de pH entre 5y 8. Sélo
el 17% de los simbiontes de Santa Fe y el 26%
de Corrientes desarrollaron a pH 9, mientras que
ninguno pudo crecer en niveles de pH extremos.
La tolerancia a diferentes niveles de pH es una
caracteristica deseable para las cepas de inocu-
lantes potencialmente comerciales.

La presencia de sal puede afectar el creci-
miento y la supervivencia de los rizobios en el
suelo, disminuyendo la colonizacién de la raiz, el
proceso de infeccion y con ello el desarrollo del
nodulo y el funcionamiento activo en la fijacion
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Figura 1. Crecimiento de rizobios simbiontes de M. erythroloma evaluados bajo diferentes condiciones de estreses
abioticos en medio LMA. Escala de graduacion: desde 3 hasta 0 indican la capacidad de los rizobios para crecer
bajo la condicion investigada (3=desarrollo dptimo, O=sin crecimiento) .a: MeC: rizobios aislados de suelos de
Corrientes, MeS: rizobios aislados de suelos de Santa Fe, B. japon: B. japonicum, B. yuan: yuanmingense.

Figure 1. Growth of rhizobial symbionts of M. erythroloma evaluated under different abiotic stressing conditions
in LMA medium. Graduation scale: from 3 to 0 indicate the ability of rhizobia to grow under the investigated
condition (3=full optimal development, (=absence of growth). a: MeC: rhizobia isolated from soils of Corrientes,
MeS: rhizobia isolated from soils of Santa Fe, B. japon: B. japonicum, B. yuan: yuanmingense.

Cienc. Suelo (Argentina) 36 (2): 64-73, 2018 }



RIZOBIOS SIMBIONTES DE MACROPTILIUM ERYTHROLOMA

68

de nitrégeno (Zahran, 1991). En los rizobios,
la sal provoca fundamentalmente un estrés por
la concentracion del i6n cloruro mas que por el
efecto osmético, ya que inhibe enzimas especi-
ficas (Elsheikh, 1998). Por lo tanto, el NaCl es
considerado un buen indicador de la tolerancia de
las bacterias al estrés salino (Abdelmoumen et al.,
1999). En este trabajo, el 27% de los aislamien-
tos presentaron desarrollo adecuado a 0,5% p/v de
NaCl y s6lo16% toleraron 1% p/v de NaCl, por el
contrario ningln aislamiento fue capaz de crecer
en niveles de salinidad superiores. Toniutti et al.,
(2015) obtuvieron resultados similares en la tole-
rancia a condiciones de salinidad de rizobios no-
duladores de M. atropurpureum y M. bracteatum.

En relacion a la resistencia intrinseca a antibié-
ticos, las bacterias simbiontes manifestaron resis-
tencia a diferentes concentraciones de ampicilina
y gentamicina. EI 72% de los aislados de Santa
Fe y el 18% de Corrientes tuvieron la capacidad

4,00

2,007

de crecer en medios suplementados con 10 ug/
ml de kanamicina. Cabe destacar que, solo dos
aislamientos mostraron resistencia a estreptomi-
cina (20 ug/mL). La capacidad de los rizobios de
crecer en presencia de diferentes antibidticos, le
brindaria ciertas ventajas adaptativas que favore-
cerian la competencia por un sitio en la rizésfera
y por tanto la colonizacién de las raices de la le-
guminosa, impidiendo a su vez el establecimiento
de microorganismos fitopatdgenos.

Con el fin de caracterizar en mas detalle la di-
versidad fenotipica de los rizobios noduladores de
M. erythroloma y determinar los factores asociados
a esa diversidad, se realizd un andlisis de compo-
nentes principales (ACP) incluyendo el total de
aislamientos de la coleccién y todas las variables
analizadas para cada uno de ellos. Los resultados
mostraron que los tres primeros componentes del
ACP explicaron el 51% de la variabilidad total ob-
servada. En la Figura 2 se muestra la distribucion

A Figura 2. Analisis de Componentes
Principales (ACP) basado en la
separacion de los aislamientos
noduladores de M. erythroloma
mediante sus diferentes tolerancias a
estreses abidticos. A. Grafico vectorial
de correlacion entre las variables de

0,00

CP 3 (13,3%)

-2,00

Alcalinidad

~4,00-
r

tolerancia a estreses y los componentes
de variacion 1y 3. B. Diagrama de
dispersion de los aislamientos en

el espacio de las CP1y CP3. Los
aislamientos marcados en negro
corresponden a rizobios recuperados
de suelos de Corrientes y en blanco a

4007
oMeSid

®heli22

MeCI24 poc1 1.9 MeCH1 8
. [ ] .

" rizobios de suelos de Santa Fe.

B Figure 2. Principal-components-analysis
(PCA) based separation of isolates
nodulators of M. erythroloma according
to their differences in tolerance to

2,007 MeS12
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N ST abiotic stresses. A: Vector-correlation
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2 d wsts plot between the variables examined of
2 o — oNes2 stress tolerances and the components
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MGE3e et \?:: o "OtRess distribution of isolates in the PC1 and
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- oz s, g iz : PC3 spaces of variation. The isolates in
black correspond to rhizobia retrieved
MeCile . . . .
from soils of Corrientes and in white to
rhizobia from soils of Santa Fe.
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de los rizobios simbiontes de M. erythroloma en el
espacio de los componentes 1 y 3, que representan
mas de 36% de la variacion total existente y el grafi-
co vectorial de la contribucién de las variables origi-
nales a cada una de los componentes. La dispersion
observada de los datos evidencié la diversidad fe-
notipica en la coleccion 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 desemperio a diferentes temperaturas, ya sea
los que desarrollaron a temperaturas de 32-35°C y
generaron acidez localizados en la region positiva del
CP3, o los aislamientos con mayor tolerancia a altas

temperaturas y resistentes a gentamicina ubicados
en la regidn negativa de este mismo componente.

El analisis de la diversidad genotipica del germo-
plasma asociado a M. erythroloma se realizé a través
de la generacién de huellas digitales de ADN, técnica
gue ha sido utilizada exitosamente por diversos auto-
res para analizar la diversidad de poblaciones (Bizarro
et al., 2011; Granada et al., 2014). Los resultados
obtenidos del andlisis revelaron once tipos de perfiles
de amplificacion BOXA1R diferentes evidenciando
una marcada diversidad genética entre los aislamien-
tos simbiontes. En la Figura 3 se presentan los re-
sultados de un anélisis UPGMA realizado en base a

A Byven Figura 3. Analisis UPGMA obtenido en
_‘3_| o base a la presencia-ausencia de bandas en
. = MeCT 2 los productos de amplificacion BOXAIR
I — de diferentes aislamientos noduladores
St de M. erythroloma recuperados de suelos
wect17  de las provincias de Corrientes y Santa
vec**  Fe. Lafigura muestra el andlisis UPGMA
Mec10.5 (coeficiente de similitud de Jaccard) de los
wecior  productos BOXAIR-PCR obtenidos con el
— aar ADN total de los aislamientos indicados.
W 1° I Meco.4 MeC: rizobios aislados de suelos de
— s Corrientes, MeS: rizobios aislados de
MeC11.8 .
813 suelos de Santa Fe, B. yuan: yuanmingense.
= s Figure 3. UPGMA analysis obtained
MeC3.1
- Mec2.1 from the presence-absence of bands in
e sucas the BOXAIR amplification products
| :':::;_2 of different isolates nodulators of M.
MeCS. 1 erythroloma retrieved from soils in the
Mecto8  provinces of Corrientes and Santa Fe.
weess  The figure shows the UPGMA analysis
F MeS42 (Jaccard similarity coefficient) derived
s from BOXAIR-PCR products obtained
MeS+.4 with total DNA from the indicated isolates.
Ws26 MeC: rhizobia isolated from from soils of
- ?ﬁ:f Corrientes, MeS: rhizobia isolated from
L Mes24 soils of Santa Fe, B. yuan: yuanmingense
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presencia/ausencia de bandas observadas en el gel
para los productos de amplificacién de cada uno de
los aislamientos. El perfil tipo “D” esta representa-
do por 29% de las cepas simbiontes, mientras que
siete perfiles BOXA1R se hallan representados solo
por uno a tres aislamientos. La cepa de referencia B.
yuanmingense mostré un perfil BOXALR distinto a
los observados en los aislamientos de la coleccion.
La marcada diversidad genética de los rizobios sim-
biontes de M. erythroloma presentes en los suelos de
Corrientes y Santa Fe, también ha sido reportada en
el germoplasma asociado a las leguminosas nativas
Desmanthus paspalaceus (Fornasero et al., 2014)
y Desmodium incanun (Toniutti et al., 2017) proce-
dentes del centro y norte de nuestro pais. Asimismo,
diversos estudios han revelado una amplia diversidad
genotipica en las poblaciones de rizobios simbiontes
de Dalea purpurea en pastizales de Minnesota (Mar-
tir et al., 2007), de Caragana spp. provenientes de
China (Lu et al., 2009) y de Lens culinaris recupera-
dos en diferentes localidades de Bangladesh (Rashid
et al., 2012). De acuerdo a datos de la literatura, el
tipo de suelo constituird un factor determinante sobre
la diversidad genética de las poblaciones de rizobios
(Strain et al., 1994, Zribi et al., 2005).

Los valores del indice de Shannon estimados
segln el suelo de procedencia y un nivel de 70%
de similitud en los perfiles BOXA1R fueron 3,99
para Santa Fe y 4,16 para Corrientes, mostrando
que en ambos suelos existe una alta diversidad
en la poblacién de rizobios. Estos resultados coin-
ciden con lo reportado en suelos del cono sur, en
donde los valores variaron seglin el manejo del
sueloy la region, entre 1,8 y 6, mientras que valo-
res superiores a 3 fueron calculados para rizobios
nativos (Alberton et al., 2006; Loureiro et al.,
2007; Giongo et al., 2008). En este contexto, se
reafirma la importancia del estudio de la biodiver-
sidad de los rizobios noduladores de M. erythro-
loma, no sélo por su rol como microsimbiontes de
leguminosas con potencial forrajero, sino también
como un factor biotico potencialmente importante
para el establecimiento de especies de Macropti-
lium con fines productivos.

Los criterios basicos a considerar en el proceso
de seleccién de cepas son la capacidad de sobre-
vivencia en el suelo, la adaptacion o tolerancia
a situaciones de estrés, la infectividad y efectivi-
dad. Uno de los puntos mas importantes para la

Tabla 2. Aislamientos de rizobios noduladores de M. erythroloma con tolerancia destacada a condiciones de estrés

abidtico de importancia agronomica.

Table 2. Isolates of rhizobial nodulators of M. erythroloma with outstanding tolerance to abiotic stress conditions of

agronomic importance.

Sitio de origen

Tolerancia a la condicion de estrés abiotico indicada

(Localidad,

e Temperatura
provincia)

40°C

Cepa de rizobio’

Perfil
BOXAIR?

Concentracion
1% p/v NaCl

Nivel de
pH9

MeC1.2
MeC7.2
Me(C8.2
MeC9.4
MeC10.6
MeC11.7
MeC12.2
MeC12.4

Santo Tomé,
Corrientes

+
+
+

+ 4+ + + + +

MeS2.2 +
MeS2.4
MeS2.6
MeS3.2
MeS3.4
MeS3.5
MeS3.7

General Obligado,
Santa Fe

+
O —— = =T —|—mJIm IR 9 >

(+): Crecimiento 6ptimo (-): Sin crecimiento

Iseleccionadas en base a su tolerancia al menos a un factor abidtico adverso.

2tipos BOXAIR segun las huellas genomicas mostradas en la Figura 3.
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seleccion de cepas de rizobios con potencial uso
como inoculante es su capacidad de tolerancia
a condiciones ambientales adversas. Asf, con el
propésito de identificar aislamientos que mues-
tren tolerancia destacada a un estrés abidtico, se
realiz6 un relevamiento de la coleccion de rizobios
con los resultados que se presentan en la Tabla 2.

Es interesante destacar que un nimero im-
portante de rizobios presentaron tolerancia des-
tacada a diferentes condiciones de estrés abidtico
agrupados dentro de 9 tipos de perfiles de am-
plificacién de ADN gen6émico distintos. Al mismo
tiempo, cinco cepas mostraron crecimiento bajo
mas de un factor de estrés y los aislamientos
MeC1.2 y MeS2.6 también evidenciaron resisten-
cia a kanamicina (10 ug/ml) y estreptomicina (20
ug/mL). Los aislamientos seleccionados presenta-
ron tolerancias marcadas a distintas condiciones
de estrés frecuentemente presentes en los sitios
del centro y norte de nuestro pais en los que ha-
bitan las plantas de M. erythroloma y constituyen
un material valioso para ser explorado de modo
sistematico en programas de seleccion de rizobios
inoculantes.

CONCLUSIONES

En suelos con caracteristicas edéficas distin-
tas y naturaleza quimica diferente de las provin-
cias de Corrientes y Santa Fe se hallan bacterias
nativas con capacidad de nodular plantas de M.
erythroloma.

La coleccién de rizobios simbiontes caracteri-
zada fenotipica y genotipicamente constituye un
recurso valioso para la busqueda y seleccion de
cepas eficientes en fijacion de nitrégeno para la
elaboracion de inoculantes bacterianos que esti-
mulen la produccion vegetal de M. erythroloma.

Este trabajo constituye el primer reporte de
las caracteristicas de diversidad feno- genotipicas
de los simbiontes de M. erythroloma aislados en
suelos de Argentina.
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