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RESUMEN

Macroptilium erythroloma es una leguminosa perenne de amplia distribución 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 evaluación de la diversidad fenotípica y genotípica de los rizobios sim-
biontes de M. erythroloma recuperados de suelos de las provincias de Corrientes y Santa Fe. La caracterización 
fenotípica permitió reconocer rizobios de crecimiento lento que mostraron un desarrollo óptimo 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 amplificación de ADN genómico (fingerprints) 
presentaron una marcada diversidad genética entre los aislamientos. La biodiversidad de rizobios noduladores 
de M. erythroloma y la tolerancia a factores abióticos constituyen una valiosa herramienta hacia la selección 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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INTRODUCCIÓN

En Argentina, el incremento de las zonas agrí-
colas cultivables ha impulsado a los sistemas ga-
naderos a desplazarse hacia áreas menos produc-
tivas. La implantación de pasturas forrajeras en 
zonas cada vez más marginales constituye uno 
de los principales desafíos que debe afrontar el 
sector ganadero (Fernández Cirelli & Volpedo, 
2002). Una alternativa para mejorar la produc-
tividad de los sistemas agropecuarios podría ser 
la introducción a cultivo de especies leguminosas 
nativas con reconocido potencial forrajero y adap-
tadas a las diferentes condiciones edafoclimáticas 
de nuestro país.

 Las leguminosas nativas herbáceas se caracte-
rizan por su adaptación, calidad forrajera y capa-
cidad de fijar nitrógeno en simbiosis con bacterias 
de distintos géneros denominadas colectivamente 
rizobios. Estas especies cumplirían una función 
esencial por su aporte de nitrógeno al sistema y 
contribución a la dieta de los rumiantes. En este 
sentido, en ambientes tropicales y subtropicales 
del mundo la adopción de especies leguminosas 
nativas o introducidas aumentó la disponibilidad 
de nitrógeno edáfico 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 
herbáceas, anuales o perennes, de ciclo prima-
vero-estivo-otoñal (Pensiero & Zabala, 2017). En 
particular, se destaca Macroptilium erythroloma 
(Mart. ex Benth.) Urb., “porotillo”, como una 
planta voluble con raíz axonomorfa leñosa, tallo 
y hojas pubescentes, folíolos 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 
sequías. En nuestro país crece en las Provincias 
Fitogeográficas Paranaense, Yungas y Chaqueña 
(Perez et al., 1999). Evaluaciones preliminares 
han destacado su plasticidad en requerimientos 
de suelos, alta producción 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 raíces suculentas 

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

M. erythroloma, al igual que la mayoría de 
las leguminosas forrajeras perennes presentan un 
crecimiento inicial lento como limitante para su 
implantación (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 agronómico 
de las interacciones simbióticas de poblaciones 
nativas y naturalizadas de rizobios es un factor 
clave en la dinámica de las leguminosas nativas 
en sistemas ganaderos, así como en el éxito de su 
introducción a cultivo y persistencia. 

A pesar de los antecedentes mencionados, son 
escasos los estudios sobre el potencial forrajero 
de M. erythroloma en nuestro país. Pensiero & 
Zabala (2017) consideraron a M. erythroloma 
una especie nativa promisoria, que debería ser 
conservada, estudiada e introducida a cultivo 
como recurso forrajero para la región 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-
ción 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 adaptación a nuevos ambientes, 
particularmente en condiciones edáficas estre-
santes (Howieson & Ballard, 2004; Gerding et 
al., 2014). En los últimos años, 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 taxonomía rizobial (Lemaire et al., 2015; 
Peix et al., 2015; Andrews & Andrews, 2017). 

Desde el punto de vista práctico, la selección 
de rizobios nativos adaptados a las condiciones 
edafoclimáticas de nuestro país favorecería el 
establecimiento exitoso de la simbiosis. En este 
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contexto, la caracterización funcional y molecular 
de las poblaciones de rizobios nativos constituirá 
una valiosa herramienta hacia la selección de po-
tenciales cepas inoculantes que permitan un mejor 
establecimiento de las leguminosas y con ello un 
incremento en la producción agropecuaria y una 
reducción del empleo de fertilizantes nitrogenados.

Hacia el uso sustentable de esta leguminosa, 
el objetivo de la presente investigación fue la ca-
racterización fenotípica y el análisis de la diversi-
dad genotípica de los rizobios simbiontes de M. 
erythroloma. 

MATERIALES Y MÉTODOS

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 Fitogeográfica Paranaense, 
Distrito de los Campos, con suelos ultisoles que 
presentaron un horizonte argílico de poco espesor, 
de coloración pardo rojizo oscuro y textura arcillo-
sa, y a General Obligado, Provincia Fitogeográfica 
Chaqueña, Distrito Oriental, con suelos alfisoles 
que mostraron horizontes superficiales de colores 
claros y estructura masiva, seguido de horizon-
tes muy arcillosos. Las Provincias Fitogeográficas 
presentan un clima cálido subtropical sin estación 
seca, con una temperatura media anual superior 
a 20ºC y abundantes precipitaciones distribuidas 
durante todas las estaciones del año. En la Tabla 
1 se detallan las características químicas de los 
suelos en los sitios de origen.

La colección de microsimbiontes se estable-
ció mediante aislamientos de rizobios de nódulos 
radiculares de plantas trampas (plantas cultiva-
das en ensayos de laboratorio e inoculadas con 
muestras de suelo). A partir de los ensayos en 
cámara de crecimiento en condiciones controla-
das (26°C de temperatura, fotoperíodo de 16/8 
horas luz/oscuridad), se colectaron nódulos 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 
radícula de 10 a 15 mm de longitud se coloca-
ron en macetas de 500 cm3 de capacidad con 
drenaje conteniendo vermiculita estéril y suelo en 
relación 5:1. Las plántulas permanecieron a un 
nivel hídrico de capacidad de campo en cámara 
de cultivo durante 60 días y periódicamente se 
regaron con agua estéril.

Aislamiento y purificación de los rizobios

El procesamiento de los nódulos y aislamiento 
de rizobios se realizó según Vincent (1970). Los 
nódulos se desinfectaron con agua oxigenada 30 
volúmenes durante 3 - 4 minutos y luego se rea-
lizaron cinco lavados con agua destilada estéril. 
Los nódulos se maceraron y el producto obtenido 
se sembró 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 días y repicados hasta 

Tabla 1. Propiedades químicas de los suelos en los sitios de muestreo. 
Table 1. Chemical properties of soils in the sampling sites.

Sitio de origen
(Localidad, provincia)

Materia orgánicaa 

(%)
Nitrógeno orgánico 

totalb (%)
Fósforo asimilablec

(ppm)
pHd

(rel.2:1)
Conductividad eléctricae

(dS/m)

Santo Tomé
Corrientes

2,97 0,114 6 5,4 0,039

General Obligado
Santa Fe

4,90 0,227 22 6,2 0,105

a: Walkey y Black, (1934). b: Kjeldhal, AOAC, (1990). C: Bray y Kurtz, (1945). d: potenciometría MAG, (1982)
e: Conductimetría, MAG, (1982). 
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la obtención de colonia pura. Los aislamientos 
fueron autenticados por su habilidad de formar 
nódulos en la planta huésped (Vincent, 1970) y 
conservados en caldo LMA + glicerol a -20°C. 

Características fenotípicas de los aislamientos

Las cepas bacterianas se cultivaron en placas 
de LMA con agregado de rojo congo a 28°C y se 
observó la morfología macroscópica de las colo-
nias: color, elevación, consistencia y bordes (CIAT, 
1988). Las características morfológicas celulares 
y tinción diferencial de Gram se observaron a tra-
vés de un microscopio óptico (Vincent, 1970). La 
velocidad de crecimiento se evaluó visualmente 
determinando el tiempo de aparición de las co-
lonias según Jordan (1984). Para analizar la res-
puesta al cambio de coloración del medio, cada 
aislamiento se cultivó en caldo LMA (pH 6,8) e 
indicador azul de bromotimol (0,5% en NaOH 
0,016N) a 28°C durante diez días y se observó el 
cambio de coloración a azul (alcalinidad) ó ama-
rillo (acidez). 

Posteriormente, los aislamientos se cultivaron 
en medio LMA a 28°C, 32°C, 35°C, 37°C, 40°C y 
45°C. El crecimiento a diferentes niveles de pH y 
concentraciones de NaCl se determinó en placas 
con medio LMA con el pH ajustado a 4, 5, 6, 7, 
8, 9 y 10; y conteniendo 0,01%; 0,5%; 1%; 2% 
y 3% (p/v) de NaCl. Para evaluar la resistencia 
intrínseca a antibióticos, se sembraron los aisla-
mientos en medio LMA con adición de los siguien-
tes antibióticos: ampicilina (20 y 40 μg/mL), ka-
namicina (10 y 40 μg/mL), gentamicina (5 y 20 
μg/mL) y estreptomicina (20 y 100 μg/mL). El 
crecimiento de las cepas en diferentes condicio-
nes de temperatura, pH, concentraciones de NaCl 
y con la adición de antibióticos fue evaluado por 
duplicado y se calificó según una escala numérica 
gradual desde 0 (ausencia de crecimiento) hasta 
3 (desarrollo normal), comparándolo con el cre-
cimiento obtenido en medio LMA en condiciones 
óptimas (pH 7, 28ºC y 0,01% p/v NaCl). 

Se realizó un Análisis de Componentes Prin-
cipales (ACP) de todas las variables analizadas 
para cada uno de rizobios de la colección. El aná-
lisis estadístico se efectuó utilizando el software 
InfoStat (Di Rienzo et al., 2016).

Características genotípicas de los rizobios

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

Las huellas digitales de amplificación de ADN 
total se realizaron con el cebador BOXA1R (Ver-
salovic et al., 1994). La composición de las mez-
clas de reacción utilizadas fue: 50 mM Tris-HCl 
(pH 8,3); 3 mM MgCl

2, 200 mM dNTPS; 1 U Taq 
DNA polymerasa (Promega Corp.) y 10 mM del 
cebador BOXA1R completando un volumen final 
de mezcla de reacción de 25 μl. Las condiciones 
de ciclado empleadas fueron: un ciclo de desna-
turalización inicial a 94ºC 7 minutos y 30 ciclos 
de desnaturalización a 94ºC 10 segundos, annea-
ling a 52ºC 60 segundos, y elongación a 72ºC 2 
minutos. Al finalizar las reacciones de PCR, 10 μl 
de cada uno de los productos fueron separados 
por electroforesis en gel de agarosa.

Para el análisis 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 aná-
lisis de los fingerprints derivados de BOXA1-
PCR. Se utilizaron el software Cross Checker 
(para la construcción de la matriz binaria) y 
los programas FAMD (Fingerprint Analysis with 
Missing Data) versión 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 
población de rizobios según el suelo de proce-
dencia se empleó el índice de Shannon-Weaver 
(Shannon & Weaver, 1949) en función del nú-
mero de aislamientos pertenecientes a cada 
grupo de perfiles en BOXA1R. 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 autenticación y ca-
racterización morfológica, fisiológica 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 DISCUSIÓN

En el presente trabajo, los nódulos radiculares 
obtenidos en cámara de crecimiento evidenciaron 
que, en suelos de las Provincias Fitogeográficas 
Paranaense y Chaqueña, con características edá-
ficas distintas y naturaleza química diferente, se 
encuentran poblaciones de rizobios simbiontes 
de M. erythroloma. A partir de los aislamientos 
realizados, se conformó una colección 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 translúcidas u opacas. La 
consistencia predominante fue mucosa, algunas 
presentaron un aspecto acuoso y muy pocas una 
apariencia seca. El aspecto de las colonias se 
ajustó a los fenotipos descriptos por Fuhrmann 
(1990) para bradyrizobios simbiontes de soja. 
Las células fueron bacilos pequeños, Gram ne-
gativos y no esporulados, correspondiendo a la 
descripción de bacterias que forman nódulos con 
leguminosas en el Phylum B12 Proteobacteria 
(Garrity et al., 2005). Los aislamientos mos-
traron crecimiento lento y extra-lento, siendo el 
tiempo de aparición de las colonias 5-6 días y 
7-9 días respectivamente. Toniutti et al. (2015) 
obtuvieron resultados similares en la velocidad de 
crecimiento de rizobios simbiontes de M. atropur-
pureum y 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 generó una acidificación leve 
ocasionando el viraje del color verde del medio a 
verde-amarillento. 

Los aislamientos de la colección presentaron 
una morfología y tasa de crecimiento caracterís-
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 características típicas de los brad-
yrizobios, que generalmente presentan reacción 
alcalina. Según Odee et al. (1997), las clasifi-
caciones basadas en características fenotípicas 
estándar de morfología, velocidad de crecimiento 
y producción ácido-álcali no permitirían calificar a 
todos los rizobios nativos. Bécquer et al., (2000) 
informaron bradyrizobios aislados de legumino-

sas forrajeras de la provincia de Sancti Spíritus, 
Cuba, con reacción ácida. 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 característica que presentan algunos 
rizobios podría ser una ventaja competitiva, que 
les permitiría sobrevivir a condiciones adversas, y 
no se podría considerar como carácter taxonómi-
co exclusivo (Moreno Conn, 2010).

El crecimiento de los rizobios noduladores de 
M. erythroloma evaluados bajo diferentes condi-
ciones abióticas en medio LMA se presenta en la 
Figura 1. En relación a la temperatura, el 65% de 
los simbiontes recuperados de Corrientes presen-
tó 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 presentó crecimiento a 37°C y el 
17% a 40°C. La variabilidad en el comportamien-
to de los rizobios podría responder a un proceso 
de adaptación natural debido a factores estre-
santes externos, que como la temperatura en los 
suelos, actúan de forma continua en los rizobios 
(Becquer, 2002). Según Giongo et al., (2010), la 
tolerancia a altas temperaturas podría ser útil en 
la selección de rizobacterias tolerantes a tempera-
turas oscilantes en condiciones de campo.

El crecimiento óptimo 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-
lación 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 5 y 8. Sólo 
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 
característica 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 colonización de la raíz, el 
proceso de infección y con ello el desarrollo del 
nódulo y el funcionamiento activo en la fijación 
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Figura 1. Crecimiento de rizobios simbiontes de M. erythroloma evaluados bajo diferentes condiciones de estreses 
abióticos en medio LMA. Escala de graduación: desde 3 hasta 0 indican la capacidad de los rizobios para crecer 
bajo la condición investigada (3=desarrollo óptimo, 0=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, 0=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.
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de nitrógeno (Zahran, 1991). En los rizobios, 
la sal provoca fundamentalmente un estrés por 
la concentración del ión cloruro más que por el 
efecto osmótico, ya que inhibe enzimas especí-
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 sólo16% toleraron 1% p/v de NaCl, por el 
contrario ningún 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 relación a la resistencia intrínseca a antibió-
ticos, las bacterias simbiontes manifestaron resis-
tencia a diferentes concentraciones de ampicilina 
y gentamicina. El 72% de los aislados de Santa 
Fe y el 18% de Corrientes tuvieron la capacidad 

de crecer en medios suplementados con 10 ug/
ml de kanamicina. Cabe destacar que, solo dos 
aislamientos mostraron resistencia a estreptomi-
cina (20 μg/mL). La capacidad de los rizobios de 
crecer en presencia de diferentes antibióticos, le 
brindaría ciertas ventajas adaptativas que favore-
cerían la competencia por un sitio en la rizósfera 
y por tanto la colonización de las raíces de la le-
guminosa, impidiendo a su vez el establecimiento 
de microorganismos fitopatógenos.

Con el fin de caracterizar en más detalle la di-
versidad fenotípica de los rizobios noduladores de 
M. erythroloma y determinar los factores asociados 
a esa diversidad, se realizó un análisis de compo-
nentes principales (ACP) incluyendo el total de 
aislamientos de la colección 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 distribución 

Figura 2. Análisis de Componentes 
Principales (ACP) basado en la 
separación de los aislamientos 
noduladores de M. erythroloma 
mediante sus diferentes tolerancias a 
estreses abióticos. A. Gráfico vectorial 
de correlación entre las variables de 
tolerancia a estreses y los componentes 
de variación 1 y 3. B. Diagrama de 
dispersión de los aislamientos en 
el espacio de las CP1 y CP3. Los 
aislamientos marcados en negro 
corresponden a rizobios recuperados 
de suelos de Corrientes y en blanco a 
rizobios de suelos de Santa Fe.
Figure 2. Principal-components-analysis 
(PCA) based separation of isolates 
nodulators of M. erythroloma according 
to their differences in tolerance to 
abiotic stresses. A: Vector-correlation 
plot between the variables examined of 
stress tolerances and the components 
of variation PC1 and PC3. B: Isolate 
distribution of isolates in the PC1 and 
PC3 spaces of variation. The isolates in 
black correspond to rhizobia retrieved 
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 
más de 36% de la variación total existente y el gráfi-
co vectorial de la contribución de las variables origi-
nales a cada una de los componentes. La dispersión 
observada de los datos evidenció la diversidad fe-
notípica en la colección de germoplasma colectado. 
De acuerdo con la posición de los aislamientos en el 
plano comprendido por ambos ejes, hacia la derecha 
en el eje horizontal (CP1) se hallan los rizobios con 
mejor desempeño a diferentes temperaturas, ya sea 
los que desarrollaron a temperaturas de 32-35°C y 
generaron acidez localizados en la región positiva del 
CP3, o los aislamientos con mayor tolerancia a altas 

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

El análisis de la diversidad genotípica del germo-
plasma asociado a M. erythroloma se realizó a través 
de la generación de huellas digitales de ADN, técnica 
que 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 análisis revelaron once tipos de perfiles 
de amplificación BOXA1R diferentes evidenciando 
una marcada diversidad genética entre los aislamien-
tos simbiontes. En la Figura 3 se presentan los re-
sultados de un análisis UPGMA realizado en base a 

Figura 3. Análisis UPGMA obtenido en 
base a la presencia-ausencia de bandas en 
los productos de amplificación BOXA1R 
de diferentes aislamientos noduladores 
de M. erythroloma recuperados de suelos 
de las provincias de Corrientes y Santa 
Fe. La figura muestra el análisis UPGMA 
(coeficiente de similitud de Jaccard) de los 
productos BOXA1R-PCR obtenidos con el 
ADN total de los aislamientos indicados. 
MeC: rizobios aislados de suelos de 
Corrientes, MeS: rizobios aislados de 
suelos de Santa Fe, B. yuan: yuanmingense.
Figure 3. UPGMA analysis obtained 
from the presence-absence of bands in 
the BOXA1R amplification products 
of different isolates nodulators of M. 
erythroloma retrieved from soils in the 
provinces of Corrientes and Santa Fe. 
The figure shows the UPGMA analysis 
(Jaccard similarity coefficient) derived 
from BOXA1R-PCR products obtained 
with total DNA from the indicated isolates. 
MeC: rhizobia isolated from from soils of 
Corrientes, MeS: rhizobia isolated from 
soils of Santa Fe, B. yuan: yuanmingense
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presencia/ausencia de bandas observadas en el gel 
para los productos de amplificación de cada uno de 
los aislamientos. El perfil tipo “D” está 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 mostró un perfil BOXA1R distinto a 
los observados en los aislamientos de la colección. 
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 país. Asimismo, 
diversos estudios han revelado una amplia diversidad 
genotípica 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 constituirá un factor determinante sobre 
la diversidad genética de las poblaciones de rizobios 
(Strain et al., 1994; Zribi et al., 2005).

Los valores del índice de Shannon estimados 
según 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 población de rizobios. Estos resultados coin-
ciden con lo reportado en suelos del cono sur, en 
donde los valores variaron según el manejo del 
suelo y la región, 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 sólo por su rol como microsimbiontes de 
leguminosas con potencial forrajero, sino también 
como un factor biótico potencialmente importante 
para el establecimiento de especies de Macropti-
lium con fines productivos. 

Los criterios básicos a considerar en el proceso 
de selección de cepas son la capacidad de sobre-
vivencia en el suelo, la adaptación o tolerancia 
a situaciones de estrés, la infectividad y efectivi-
dad. Uno de los puntos más importantes para la 

Tabla 2. Aislamientos de rizobios noduladores de M. erythroloma con tolerancia destacada a condiciones de estrés 
abiótico de importancia agronómica.
Table 2. Isolates of rhizobial nodulators of M. erythroloma with outstanding tolerance to abiotic stress conditions of 
agronomic importance.

Sitio de origen
(Localidad, 
provincia) Cepa de rizobio1

Tolerancia a la condición de estrés abiótico indicada

Temperatura
40°C

Nivel de 
pH 9

Concentración
1% p/v NaCl

Perfil  
BOXA1R2

Santo Tomé, 
Corrientes

MeC1.2
MeC7.2
MeC8.2
MeC9.4

 MeC10.6
 MeC11.7
 MeC12.2
 MeC12.4

-
-
-
-
-
-
-
-

+
+
+
+
+
+
-
+

+
+
+
-
-
-
+
-

A
B
K
D
E
D
E
I

General Obligado, 
Santa Fe

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

+
-
+
+
-
-
-

-
+
-
-
+
+
-

 +
 -
 +
 -
 -
 -
 +

I
H
F
F
J
J
D

(+): Crecimiento óptimo (-): Sin crecimiento
 1 seleccionadas en base a su tolerancia al menos a un factor abiótico adverso. 
 2 tipos BOXA1R según las huellas genómicas mostradas en la Figura 3.
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selección de cepas de rizobios con potencial uso 
como inoculante es su capacidad de tolerancia 
a condiciones ambientales adversas. Así, con el 
propósito de identificar aislamientos que mues-
tren tolerancia destacada a un estrés abiótico, se 
realizó un relevamiento de la colección de rizobios 
con los resultados que se presentan en la Tabla 2. 

Es interesante destacar que un número im-
portante de rizobios presentaron tolerancia des-
tacada a diferentes condiciones de estrés abiótico 
agrupados dentro de 9 tipos de perfiles de am-
plificación de ADN genómico distintos. Al mismo 
tiempo, cinco cepas mostraron crecimiento bajo 
más 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 
μg/mL). Los aislamientos seleccionados presenta-
ron tolerancias marcadas a distintas condiciones 
de estrés frecuentemente presentes en los sitios 
del centro y norte de nuestro país en los que ha-
bitan las plantas de M. erythroloma y constituyen 
un material valioso para ser explorado de modo 
sistemático en programas de selección de rizobios 
inoculantes.

CONCLUSIONES

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

La colección de rizobios simbiontes caracteri-
zada fenotípica y genotípicamente constituye un 
recurso valioso para la búsqueda y selección de 
cepas eficientes en fijación de nitrógeno para la 
elaboración de inoculantes bacterianos que esti-
mulen la producción vegetal de M. erythroloma.

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