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RESUMEN

Las leguminosas forrajeras nativas presentan un gran potencial productivo y un ejemplo de ellas 
es Desmanthus virgatus de amplia distribución en el centro norte de Argentina. El objetivo del tra-
bajo fue realizar una caracterización feno-genotípica y simbiótica de rizobios que forman nódulos 
en D. virgatus con vista hacia el uso sustentable integral de dicha leguminosa. Para ello, se estable-
ció una colección de 17 aislamientos recuperados de suelos de Jujuy. La caracterización fenotípica 
permitió reconocer rizobios de crecimiento rápido que mostraron un desarrollo óptimo entre pH 5 y 
8, temperaturas de 28 a 35°C, y en concentraciones de 1% (p/v) de NaCl. Se hallaron rizobios con 
capacidad de crecimiento en condiciones extremas de pH 9 y a 40°C. Los aislamientos se identifica-
ron como pertenecientes a Ensifer spp. y los perfiles de amplificación de ADN genómico mostraron 
escasa diversidad genética. La inoculación de D. virgatus con la cepa 8L12.1 (Ensifer sp.) produjo 
incrementos de biomasa seca aérea de 73% en cámara de cultivo y 124% a campo respecto a las 
plantas sin inocular y sin fertilizar. 
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ABSTRACT

Pheno-genotypic and symbiotic characterization of isolated rhizobia of 
Desmanthus Virgatus (l.) Willd. In soils of the province of Jujuy (Argentina)

Native forage legumes have great productive potential and an example of which is Desmanthus 
virgatus with a wide distribution in central and northern Argentina. The objective of the work was 
to carry out a pheno-genotypic and symbiotic characterization of rhizobia that form nodules in D. 
virgatus with a view to the integral sustainable use of said legume. For this, a collection of 17 iso-
lates recovered from Jujuy soils was established. Phenotypic characterization allowed to recognize 
fast-growing rhizobia that showed an optimal development between pH 5 y 8, temperatures to 28 a 
35°C, and in concentrations of 1% (w/v) of NaCl. Rhizobia with growth capacity were found under 
extreme conditions of pH 9 and at 40°C. The isolates were identified as belonging to Ensifer spp. 
and the genomic DNA amplification profiles showed little genetic diversity. The inoculation of D. 
virgatus with the strain 8L12.1 (Ensifer sp.) produced increases of 73% aerial dry biomass in the 
cultivation chamber and 124% in the field with respect to the uninoculated and unfertilized plants.

Key words: microsymbionts, native legumes, biological nitrogen fi xation.

INTRODUCCIÓN

Las leguminosas forrajeras nativas pre-
sentan un gran potencial productivo ya que 
constituyen excelentes fuentes de proteína 
y minerales para rumiantes en pastoreo, 
siendo un ejemplo de ellas las especies que 
pertenecen al género Desmanthus (Burt 
1993). Desmanthus virgatus (lato sensu) 
es un complejo en el que actualmente se 
reconocen cuatro especies nativas del cen-
tro-norte argentino: D. acuminatus Benth., 
D. paspalaceus (Lindm.) Burkart, D. vir-
gatus (L.) Willd. y D. tatuhyensis Hoehne 
(Luckow 1993, Zuloaga y Morrone 1999). 
Cabe destacar que, las tres primeras presen-
tan mayor potencial forrajero debido a su 
foliosidad y capacidad de resiembra (Clem 
y Hall 1994, Jones y Brandon 1998, Zabala 
et al. 2008). 

Desmanthus virgatus es una especie 
perenne, de ciclo primavero-estival, que se 
distingue por su alta palatabilidad y calidad 
del forraje (Jones y Clem 1997, Pengelly y 
Conway 2000). Si bien esta especie ha sido 
introducida con éxito al cultivo en sistemas 
pastoriles extensivos de Australia (Jones y 
Brandon, 1998), se reportaron síntomas de 
clorosis, poco vigor y escasa producción 
de plantas, problemas atribuidos a una ina-
decuada nodulación (Bahnisch et al. 1998). 
Como alternativa, se han empleado rizobios 
aislados de Leucaena leucocephala y Neptu-
nia plena (Date 1991) como inoculantes de 
campo,  con  respuestas  variables  depen-  
diendo del sitio de origen y de la presencia 
de rizobios en los suelos (Brandon et al. 
1998). Existen experiencias en Australia que 
demuestran la necesidad de incluir la técnica 
de inoculación con cepas altamente efecti-
vas en la rutina de siembra de D. virgatus 
(Bahnisch et al. 1998, Brandon et al. 1998, 
Gardiner 2016). 
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En las últimas décadas, diversos in-
vestigadores reportaron el gran potencial 
forrajero de Desmanthus spp. (Fischbach 
et al. 2005, Fontenele et al. 2009, Calado 
et al. 2016, Pensiero y Zabala 2017). De-
bido a ello, surgió la necesidad de inves-
tigar la naturaleza y características de los 
rizobios noduladores de estas leguminosas 
en el Continente Americano. En particular, 
Beyhaut et al. (2006a) caracterizaron la 
simbiosis y fi logenia de los aislamientos de 
nódulos de D. illinoensis en Estados Uni-
dos. En Argentina, Pedraza et al. (2001) 
describieron el fenotipo de rizobios nativos 
de D. virgatus, y posteriormente, Fornasero 
et al. (2014) aislaron y caracterizaron cepas 
simbiontes de D. paspalaceus recuperados 
de suelos de la provincia de Santa Fe.

El conocimiento y manejo agronómico 
de las interacciones simbióticas de pobla-
ciones nativas y naturalizadas de rizobios 
es un factor clave en la dinámica de las le-
guminosas nativas en sistemas ganaderos, 
así como en el éxito de su introducción a 
cultivo y persistencia. En este contexto, 
la caracterización funcional, molecular y 
simbiótica de las poblaciones de rizobios 
nativos constituirá una valiosa herramienta 
hacia la selección de cepas con potencial 
para su utilización en inoculantes que per-
mitan un mejor establecimiento de las legu-
minosas y con ello un incremento en la pro-
ducción agropecuaria y una reducción del 
empleo de fertilizantes nitrogenados. Por 
todo lo expuesto, el objetivo de la presente 
investigación fue la caracterización feno-
genotípica y la estimación de la fi jación 
biológica de nitrógeno (FBN) en condi-
ciones ambientales controladas y a campo 
de los rizobios simbiontes de Desmanthus 
virgatus.

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de muestreo y material colectado
En base a la información suministrada 

por Zabala et al. (2008) se seleccionó y 
colectó una población de plantas de D. vir-
gatus con suelo rizosférico en la localidad 
de Ledesma, provincia de Jujuy, Argentina 
(23°45´40,1”S, 64°43´21,8”O). Dicha po-
blación se documentó con un ejemplar que 
se herborizó y determinó taxonómicamente 
según Luchetti (2014) y se conservó bajo la 
colección de Pensiero 7059 (SF) en el Her-
bario “Arturo E. Ragonese” de la Facultad 
de Ciencias Agrarias (FCA), Universidad 
Nacional del Litoral (UNL). Asimismo, 
se colectaron los frutos maduros de 20-40 
plantas de la población y se tomaron mues-
tras de suelo. 

El sitio de origen de la colecta corres-
ponde, según Cabrera (1994), a la Provincia 
Fitogeográfi ca de las Yungas, Distrito de la 
Selva de Transición (Bosque Pedemontano), 
con suelos molisoles de textura franco-arci-
llosa (Visor GeoInta 2017) y clima cálido 
y húmedo, con precipitaciones estivales y 
heladas durante el invierno. Las caracterís-
ticas químicas del suelo fueron: 2,11% de 
materia orgánica (Walkey y Black 1934), 
0,10% de nitrógeno orgánico total (Kjeldhal, 
Helrich 1990), 17 ppm de fósforo asimilable 
(Bray y Kurtz 1945), pH 6,9 (relación 2:1) 
(potenciometría Ministerio de Agricultura y 
Ganadería [MAG] 1982) y 0,105 dSm-1 de 
conductividad eléctrica (MAG 1982).

Las semillas recolectadas se acondicio- 
naron y conservaron en el Banco de Ger-
moplasma “Ing. Agr. José Mario Alonso” 
de la FCA- UNL y las plantas vivas se 
cultivaron en el Jardín de Introducción del 
Campo Experimental Juan Donnet de la 
FCA (31º25’S, 60º56’O).
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Evaluación de la nodulación rizobio - D. 
virgatus

La evaluación de la nodulación se re-
alizó a partir de plantas provenientes de 
campo y de aquellas que crecieron en cá-
maras de cultivo en condiciones ambien-
tales controladas, con muestras de suelo y 
D. virgatus como plantas trampas. En los 
ensayos de laboratorio, las semillas que 
se colectaron en el campo se escarifi caron 
según Hopkinson y English (2004). La 
desinfección se realizó por inmersión en 
etanol 96% durante un minuto, 0,5% (p/v) 
de hipoclorito de sodio cinco minutos y seis 
lavados con agua destilada estéril, y luego 
permanecieron una hora en el agua del últi-
mo lavado. Las semillas se germinaron en 
condiciones asépticas sobre agar-agua 1% 
(p/v) contenido en placas de Petri y luego 
se colocaron en macetas con vermiculita 
estéril y suelo en relación 5:1. Las plántu-
las permanecieron en cámaras de cultivo a 
26°C de temperatura y fotoperiodo de 16/8 
horas (luz/oscuridad) durante 80 días.

Aislamientos de cepas bacterianas a partir 
de nódulos de plantas de D. virgatus 

Los nódulos se desinfectaron superfi -
cialmente, se maceraron y los rizobios que 
contenían en su interior se aislaron en me-
dio LMA (Extracto de Levadura-Manitol) 
con rojo Congo (Vincent 1970), hasta su 
purifi cación. Los aislamientos se confi r-
maron por su habilidad de formar nódulos 
en la planta huésped (Vincent 1970) y pos-
teriormente se conservaron en caldo LMA 
con glicerol 50% v/v y se almacenaron a 
una temperatura de -20°C. 

Características fenotípicas de los 
aislamientos

Las bacterias se cultivaron en LMA 
con rojo Congo a 28°C y se observó la 
morfología macroscópica de las colo-
nias (Centro Internacional de Agricultura 
Tropical [CIAT] 1988). Las características 
morfológicas celulares y tinción diferen-
cial de Gram se observaron a través de un 
microscopio óptico (Vincent 1970). La ve-
locidad de crecimiento se evaluó según el 
tiempo de aparición de las colonias (Jordan 
1984). Para analizar la respuesta al cambio 
de coloración del medio, cada aislamiento 
se cultivó en caldo LMA (pH 6,8) e indi-
cador azul de bromotimol (0,5% en NaOH 
0,016N) a 28°C durante 5 días y se observó 
el cambio de coloración a azul (alcalinidad) 
o amarillo (acidez). 

Capacidad de crecimiento in vitro de los 
aislamientos en diferentes condiciones 
de estrés abiótico

Los aislamientos se cultivaron en placas 
con LMA a 28°C, 35°C, 40°C y 45°C. El 
crecimiento a diferentes niveles de pH y 
concentraciones de NaCl, se determinó en 
LMA con el pH ajustado a 4, 5, 6, 7, 8 y 
9; o con 0,01%; 0,5%; 1%; 2% y 3% (p/v) 
de NaCl. El crecimiento de las cepas en 
diferentes condiciones de temperatura, pH 
y concentraciones de NaCl se evaluó por 
duplicado a los 5 días y se califi có según una 
escala numérica gradual desde 0 (ausencia de 
crecimiento) hasta 5 (desarrollo normal). En 
todos los casos, la capacidad de crecimien-
to se comparó con el desarrollo bacteriano 
en medio LMA en condiciones óptimas (pH 
7; 28ºC y 0,01% p/v NaCl). Se utilizaron 
las cepas bacterianas de referencia: Ensifer 
meliloti 2011, Ensifer fredii USDA 205T, 
Rhizobium favelukesii LPU83, Rhizobium 
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hainannense CCBAU 57015 (166), Rhizo-
bium tropici IIBCIAT899 y Ensifer teran-
gae CB3126.

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 genéticas (fi ngerprints) de 
amplifi cación de ADN total se realizaron 
con los cebadores BOX A1R y MBOREP1 
(Versalovic et al. 1994). Las condiciones de 
ciclado que se utilizaron fueron descriptas 
por Fornasero et al. (2014). Para el análisis 
de los productos de PCR se establecieron 
como presencia (1) o ausencia (0) de ban-
das para cada uno de los individuos analiza-
dos. Los datos se utilizaron para generar un 
dendograma UPGMA (coefi ciente de simi- 
litud Dice). Se usaron los softwares Cross 
Checker, FAMD (Fingerprint Analysis with 
Missing Data) versión 1.23 beta (Schluter 
y Harris 2006) y MEGA 6 (Molecular Evo-
lutionary Genetics Analysis) versión 6 (Ta-
mura et al. 2013). 

Aislamientos que se seleccionaron de la 
colección se analizaron por espectrometría 
de masa MALDI-TOF mediante el empleo 
del software MALDI Biotyper 3.1 (Bruker 
Daltonics, Bremen, Germany) (Maier et al. 
2006). La preparación de las muestras se 
llevó a cabo de acuerdo con Toniutti et al. 
(2017). La identifi cación a nivel de género 
o especie de los espectros obtenidos se re-
alizó según los valores de puntuación del 
software MALDI Biotyper:  > 2 identifi -
cación a nivel de especie, entre 1,7 y 1,9 
identifi cación a nivel de género y < 1,7 
identifi cación no confi able, según Ferreira 
et al. (2011). 

Ensayos de estimación de FBN en cámaras 
de crecimiento de cultivo en condiciones 
ambientales controladas

Las semillas de D. virgatus cosechadas 
de las plantas cultivadas en el Jardín de 
Introducción de la FCA se escarifi caron 
(Hopkinson y English, 2004) y se desinfec-
taron por inmersión en etanol 96% durante 
un minuto, 0,5% (p/v) de hipoclorito de so-
dio cinco minutos y seis lavados con agua 
destilada estéril. Luego, se germinaron en 
placas de Petri sobre agar-agua 1% (p/v) 
y se colocaron individualmente en mace-
tas de plástico que contenían vermiculita 
estéril y solución mineral de Jensen. Los 
tratamientos consistieron en testigo abso-
luto (plántulas sin inocular y sin fertilizar), 
testigo fertilizado (sin inoculación fertil-
izado con nitrógeno) e inoculado (inocu-
lación con la cepa de rizobio a evaluar). La 
fertilización con nitrógeno (N) se realizó 
con la adición de 70 ppm N (KNO3) y la 
inoculación se efectuó a los 15 días de la 
siembra mediante la aplicación de 10 mL 
de cultivo bacteriano (107 ufc mL-1 solución 
Jensen). Las plantas permanecieron 80 días 
en condiciones de crecimiento controlado 
a 26°C, fotoperiodo de 16/8 horas (luz/os-
curidad) y periódicamente se regaron con 
agua estéril y solución Jensen diluida 1:4. 
Se evaluó el número de nódulos y se de-
terminó la materia seca (MS) de las plan-
tas por secado en estufa a 65ºC hasta peso 
constante. Los datos que se obtuvieron se 
analizaron según análisis de la varianza y 
test de Tuckey (p<0,01) mediante la uti-
lización del software InfoStat (Di Rienzo et 
al. 2018).
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Evaluación de los rizobios seleccionados 
simbiontes de D. virgatus en condiciones 
de campo

Las cepas de rizobios que se selecciona-
ron por su mayor capacidad potencial de 
FBN se evaluaron en ensayos de parcelas 
a campo. La experiencia se llevó a cabo 
en el Campo Experimental Juan Donnet 
de la FCA -UNL, localidad de Esperanza 
(31º25’S, 60º56’O), Santa Fe. El suelo es 
un Argiudol típico con textura franco li-
mosa (Instituto Nacional Tecnología Agro-
pecuaria [INTA], 1991) y las características 
químicas fueron: 2,4% de materia orgánica 
(Walkley y Black 1934), 0,145% de N 
total (Helrich 1990), 25 ppm de fósforo 
extractable (Bray y Kurtz 1945), pH 6,3 
(relación 2:1) (MAG 1982) y 0,7 dSm-1 de 
conductividad eléctrica (MAG 1982). Se to-
maron muestras de suelo y se realizó un re-
cuento de rizobios por el método del Núme-
ro más Probable (NMP) (Vincent 1970).

El ensayo se implantó en el mes de ene-
ro sembrando 100 semillas metro-1 lineal 
de D. virgatus cv Marc. Previamente, las 
semillas fueron escarifi cadas (Hopkinson 
y English, 2004). Los tratamientos fueron: 

1.- control absoluto (sin inocular y sin 
fertilizar) 

2.- inoculado con una cepa seleccionada 
de la colección

3.- inoculado con la cepa de referencia 
E. terangae CB3126 

4.- fertilizado con N
El diseño experimental fue en bloques 

completos al azar con tres repeticiones. Las 
parcelas consistieron en 4 surcos separados 
0,15 m entre ellos y un metro de largo, y 
se separaron entre sí mediante la siembra 
de Setaria itálica con una densidad de 20 
kg ha-1.

Los inoculantes se prepararon en turba 
estéril a partir de cultivos puros de rizobi-
os y se efectuaron recuentos por el método 
de Recuento en Placa (Vincent 1970) para 
los inoculantes y semillas de D. virgatus 
inoculadas. En los tratamientos inoculados, 
las semillas se humectaron con una solu-
ción de sacarosa estéril 20% (p/v) como 
adherente e inocularon con 8 g de inocu-
lante kg-1 de semilla. En el tratamiento con 
N, se iniciaron las fertilizaciones a los 15 
días posteriores a la fecha de siembra y se 
aplicaron 20 kg de N ha-1 cada dos semanas.

A las 15 semanas posteriores a la siem-
bra se tomaron muestras de plantas de las 
líneas centrales de las parcelas y se deter-
minaron MS vegetal por secado en estufa 
a 65ºC hasta peso constante y contenido de 
N total en parte aérea de las plantas, según 
el método Kjeldahl (Helrich 1990). Se de-
terminaron el Índice de efectividad de la 
inoculación (IEI) e Índice de respuesta al 
nitrógeno (IRN), según (CIAT 1988). Los 
datos de MS y contenido de N de las plantas 
se analizaron según análisis de la varianza 
y test de Tuckey (p<0,01) mediante la uti-
lización del software InfoStat (Di Rienzo et 
al. 2018).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Evaluación de la nodulación rizobio - D. 
virgatus

Las plantas de D. virgatus procedentes de 
su hábitat natural presentaron un gran desa-
rrollo del xilopodio con un estado avanzado 
de lignifi cación y escasas raíces secundarias. 
El número de nódulos fue entre 1 y 5 por 
ejemplar, bajo, en comparación con los es-
tándares de nodulación que se observaron 
en leguminosas forrajeras (CIAT 1988). 



Revista FAVE - Ciencias Agrarias 20 (1) 2021  |                                                                       253

                                  Rizobios simbiontes de Desmanthus virgatus

Además, los nódulos mostraron un tamaño 
pequeño, forma cilíndrica aplanada y color 
marrón oscuro, características que no coin-
ciden con el aspecto típico para nódulos en 
activa fi jación de N (Perticari 2006).

En cámara de crecimiento de cultivo, 
las plantas presentaron nódulos de tamaños 
diferentes, con una abundancia de catego-
ría escasa a mediana, según los códigos de 
nodulación (CIAT 1988). Las estructuras 
nodulares de D. virgatus presentaron una 
forma alargada y a veces ramifi cada, que 
mostraron características típicas de cre-
cimiento indeterminado y su coloración 
presentó variaciones desde rosado a pardo 
claro u oscuro. 

Colección de rizobios simbiontes de 
D. virgatus. Características fenotípicas
de los aislamientos

A partir de los nódulos se realizaron ais-
lamientos y se obtuvieron 17 rizobios sim-
biontes de D. virgatus. Los aislamientos 
bacterianos presentaron colonias circulares 
de colores rosados o blanquecinos, translú-
cidas u opacas y la consistencia predomi-
nante fue mucilaginosa con producción de 
exopolisacáridos (EPS). La forma, trans-
parencia y diámetro de las colonias de los 
rizobios depende en gran parte de la pro-
ducción de EPS (Martins et al. 1997). Los 
rizobios mostraron colonias circulares de 
consistencia acuosa al inicio del crecimien-
to, que se tornaron en formas irregulares a 
medida que se producía mayor gomosidad 
durante el período de incubación. Martins 
et al. (1997), sugirieron que las colonias de 
rizobios presentan forma variable depen-
diendo de la consistencia de los EPS.

La morfología celular de los aislamien-
tos se observó al microscopio óptico y los 
simbiontes presentaron forma de bacilos 
pequeños, Gram negativos y no esporula-

dos, que corresponden a la descripción de 
bacterias que forman nódulos con legu-
minosas en el Phylum B12 Proteobacteria 
(Garrity et al. 2005).

Los rizobios desarrollaron colonias visi-
bles con un diámetro igual o superior a 2 
mm en medio LMA entre los 2 a 4 días pos-
teriores al aislamiento. Además, los sim-
biontes acidifi caron el medio de cultivo, ya 
que ocasionaron el cambio de coloración de 
verde a amarillo. Consistente con estas evi-
dencias, López et al. (2000) y Teamtisong 
(2000) aislaron rizobios de crecimiento rá-
pido de nódulos de D. virgatus. Asimismo, 
en la provincia de Tucumán, Pedraza et al. 
(2001) obtuvieron rizobios nativos de D. 
virgatus cv. Jaribu que crecieron en forma 
rápida, acidifi caron el medio de cultivo y 
produjeron  colonias muy gomosas.

Capacidad de crecimiento in vitro de los 
aislamientos en diferentes condiciones de 
estrés abiótico

La capacidad de los microorganismos 
para crecer en diferentes condiciones de cul-
tivo puede variar ampliamente, incluso entre 
cepas de la misma especie. En el caso de los 
rizobios, se observaron diferencias entre ce-
pas de un mismo género en relación a la to-
lerancia a temperaturas extremas, salinidad, 
acidez y alcalinidad (Amarger 2001).

El crecimiento de los rizobios simbion-
tes de D. virgatus que se evaluaron bajo 
diferentes condiciones abióticas en medio 
LMA se presenta en la Figura 1. En rela-
ción con la temperatura, los aislamientos 
mostraron crecimiento normal a 35ºC y 
los simbiontes nativos 8L12.1, 8L12.3 y 
8L14.1 fueron capaces de crecer a 40°C, 
una temperatura registrada con frecuencia 
en las zonas de adaptación de D. virgatus. 
La mayoría de los rizobios son incapaces de 
crecer a 37°C (Graham 1992), temperatura 
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que permite establecer diferencias entre al-
gunas especies del género Rhizobium que 
forman nódulos en Phaseolus vulgaris (Ra-
mírez-Bahena et al. 2008).

El crecimiento bacteriano para los géne-
ros Mesorhizobium y Rhizobium se informó 

Figura 1: Crecimiento de rizobios aislados de D. virgatus en suelos de la provincia de Jujuy eva-
luados bajo diferentes condiciones de estreses abióticos en medio LMA. Escala de graduación: 
desde 5 hasta 0 indican la capacidad de los rizobios para crecer bajo la condición investigada 
(5: desarrollo óptimo, 0: ausencia de crecimiento)
Figure 1: Growth of rhizobia isolated from D. virgatus in soils of the provinces of Jujuy evaluated 
under different abiotic stressing conditions in agarized LMA medium. Scores from 5 to 0 indicate 
the ability of rhizobia to grow under the investigated condition (5:full development,  0:absence of 
growth).

en un rango de pH 4 a 10 (Jarvis et al. 1997, 
Kuykendall et al. 2005) y para Sinorhizo-
bium entre pH 5 y 10,5 (de Lajudie et al. 
1994). Los rizobios simbiontes de D. vir-
gatus presentaron un desarrollo óptimo en 
un intervalo de pH 5 a 8, y el 70% de los 
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aislamientos fue capaz de crecer hasta pH 
9. En este sentido, la tolerancia a diferentes 
niveles de pH es una característica deseable 
para las cepas inoculantes potencialmente 
comerciales (Soares et al. 2014, Hernán-
dez-Forte et al. 2017).

Los rizobios pueden tolerar concentra-
ciones de sal más elevadas que sus plantas 
huéspedes. El aumento de la concentra-
ción de sal tiene un efecto perjudicial en 
la población microbiana del suelo como 
resultado de la toxicidad directa y el estrés 
osmótico (Carranca 2013). En este traba-
jo, la mayoría de los rizobios presentó un 
crecimiento óptimo en presencia de 1% de 
NaCl (p/v), mientras que ningún aislamien-
to fue capaz de crecer en concentraciones 
superiores de sal.

Características genotípicas de los rizobios
El análisis de la diversidad genotípica 

del germoplasma asociado a D. virgatus, 
que se realizó a través de la generación de 
huellas digitales de ADN, reveló tres tipos 
principales de perfi les BOX A1R diferentes 
(similitud de 75% para el valor de corte), 
según se muestra en la Figura 2.  El perfi l 
tipo “B” incluye el 77% de los aislamien-
tos, mientras que los perfi les “A” y “C” se 
representan por una y dos cepas, respecti-
vamente.

Los perfi les de amplifi cación de ADN 
genómico de las cepas simbiontes que se 
realizaron con el cebador MBOREP-1 pre-
sentaron resultados análogos a los obteni-
dos con BOX A1R, los cuales evidenciaron 
una escasa diversidad genética. Estos resul-

Figura 2: Análisis UPGMA obtenido en base a la presencia-ausencia de bandas en los productos 
de amplifi cación BOXA1R de diferentes aislamientos noduladores de D. virgatus recuperados de 
suelos de la provincia de Jujuy. La fi gura muestra el análisis UPGMA (coefi ciente de similitud de 
Dice)  de los productos BOXA1R-PCR obtenidos con el ADN total de los aislamientos indicados.
Figure 2: UPGMA analysis obtained from the presence-absence of bands in the BOXA1R amplifi -
cation products of different isolates nodulators of D.virgatus retrieved from soils in the provinces of 
Jujuy. The fi gure shows the UPGMA analysis (Dice similarity coeffi cient) derived from BOXA1R-
PCR products obtained with total DNA from the indicated isolates.
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tados difi eren con investigaciones que de-
mostraron una marcada diversidad genética 
en el germoplasma asociado a las legumi-
nosas nativas D. paspalaceus (Fornasero et 
al. 2014), Desmodium incanun (Toniutti et 
al. 2017) y Macroptilium erythroloma (For-
nasero et al. 2018) procedentes del centro y 
norte de nuestro país.

El análisis que se realizó por espectro-
metría de masas MALDI-TOF permitió ge-
notipifi car a los aislamientos 8L6.3, 8L12.1 
y 8L14.2 simbiontes de D. virgatus como 
Ensifer spp. Anteriormente, Sinsuwongwat 
et al. (2002) reportaron el aislamiento de 
cepas de Rhizobium leguminosarum de nó-
dulos de las raíces de D. virgatus en Tai-
landia. Beyhaut et al. (2006a) informaron 
que Rhizobium giardinii y R. leguminosa-
rum produjeron nódulos en Desmanthus 
illinoensis. Posteriormente, Fornasero et al. 
(2014) mostraron que simbiontes del géne-
ro Rhizobium relacionados con R. alamii y 
R. mesosinicum y aislamientos de cepas de 
Mesorhizobium (cercano a M. plurifarium) 
formaron nódulos en plantas de D. paspala-
ceus en la provincia de Santa Fe, Argentina.

Estimación de FBN en cámaras de 
crecimiento de cultivo en condiciones 
ambientales controladas

Los aislamientos de la colección que se 
utilizaron en los ensayos de FBN se selec-
cionaron en función de las características fe-
notípicas, tolerancia a estreses abióticos (con 
prioridad en el factor alta temperatura) y per-
fi les de amplifi cación de ADN genómico.  

Las plantas de D. virgatus que se ino-
cularon con los rizobios 8L12.3, 8L10.1 y 
8L12.1 formaron 6, 13 y 14 nódulos por 
planta respectivamente, con diferencias 
signifi cativas entre el tratamiento inocula-
do con la cepa 8L12.3 y los restantes trata-
mientos. Las plantas que se fertilizaron con 

N y las que se inocularon con los rizobios 
8L10.1 y 8L12.1 presentaron una biomasa 
aérea que representó entre 57 y 62% de la 
MS total, mientras que las plantas del tra-
tamiento testigo absoluto y las inoculadas 
con 8L12.3 mostraron una tendencia al 
equilibrio entre el peso de raíces y el peso 
de tallos y hojas. Los resultados demostra-
ron que la inoculación de D. virgatus con 
las cepas 8L12.1 y 8L10.1 produjo incre-
mentos de MS aérea de 73% y 40% respec-
tivamente, en comparación con las plantas 
sin inocular y sin fertilizar (Figura 3).

Diversas investigaciones mostraron que 
los patrones de respuesta a la inoculación 
con rizobios en cámara de crecimiento de 
cultivos fueron variables entre especies e 
incluso accesiones del género Desmanthus. 
Así, Date (1991) demostró que el efecto 
de la inoculación con rizobios simbiontes 
de Leucaena spp., Gliricidia sp., Neptunia 
spp., Desmanthus spp. y Prosopis chilensis 
fue diferente entre accesiones distintas del 
género Desmanthus. Posteriormente, Illar-
ze Dive (2011) informó que rizobios ino-
culados en Desmanthus spp. también mos-
traron una respuesta variable entre las espe-
cies con aumentos signifi cativos en la MS 
aérea de las plantas. En particular, Beyhaut 
et al. (2006b) obtuvieron incrementos de 
100% de biomasa vegetal de D. illinoensis 
con respecto a plantas sin inocular. 

Evaluación de los rizobios seleccionados 
(de élite) simbiontes de D. virgatus en 
condiciones de campo

En el presente trabajo, la población de 
rizobios del suelo compatibles con D. vir-
gatus fue inferior a 102 NMP g-1 de suelo 
seco. Deaker et al. (2004) informaron que 
la nodulación en suelos con bajas poblacio-
nes de rizobios dependerá de una correcta 
inoculación con cepas efectivas. En este 
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Figura 3: Efecto de la inoculación con rizobios presentes en suelos de Jujuy sobre la materia seca 
vegetal de D. virgatus en cámaras de crecimiento de cultivo. Las plantas crecieron en macetas 
con vermiculita y fueron inoculadas con los aislamientos indicados en la fi gura. Se incluyeron T: 
plantas sin inoculación y TN: plantas sin inoculación con nitrógeno. Tratamientos (n:10 a 12). Las 
barras corresponden a la desviación estándar de las medias. Letras diferentes indican diferencias 
signifi cativas entre tratamientos según Test de Tukey (p<0,01).
Figure 3: Effect of inoculation with rhizobia present in Jujuy soils on the plant dry matter of D. 
virgatus in culture growth chambers. The plants were grown in pots with vermiculite and were 
inoculated with the isolates indicated in the fi gure. T: plants without inoculation and TN: plants 
without inoculation with nitrogen were included. Treatments (n: 10 to 12). The bars correspond 
to the standard deviation of the means. Different letters indicate signifi cant differences between 
treatments according to Tukey’s Test (p <0.01).

sentido, la inoculación resultaría benefi cio-
sa en sitios con una población de rizobios 
inferior a 100 bacterias g-1 de suelo, inde-
pendientemente de la efi ciencia para fi jar N 
de los rizobios nativos (Catroux et al. 2001, 
Howieson y Ballard 2004). Investigacio-
nes realizadas por Bahnisch et al. (1998) 
demostraron que los suelos de Queensland 
podían contener pocos o ningún rizobio 
nativo capaz de formar nódulos en D. vir-
gatus, sugiriendo la necesidad de disponer 
de cepas efectivas para su utilización como 
inoculantes biológicos.

La evaluación cuantitativa de los inocu-

lantes mostró una carga bacteriana igual o 
superior a 1.109 ufc g-1 de inoculante y 1.104 
ufc semilla-1. Los resultados mostraron que 
las concentraciones fi nales de los inoculan-
tes cumplieron con las exigencias especifi -
cadas en las normativas de control de ca-
lidad de nuestro país (Puente et al. 2011).

En condiciones de campo, el efecto de 
la inoculación con las cepas de rizobios y 
la fertilización nitrogenada sobre la altura 
de las plantas de D. virgatus presentó varia-
ciones desde 43,7 ± 10,3 cm para el control 
absoluto hasta 51,2 ± 8,8 cm para las plan-
tas fertilizadas, con diferencias signifi cati-



258                                                                       |  Revista FAVE - Ciencias Agrarias 20 (1) 2021

L. V. Fornasero et al.

vas entre ambos tratamientos. A su vez, la 
altura media de los ejemplares inoculados 
con el aislamiento 8L12.1 y con E. terangae 
CB3126 fueron similares, 49,5 ± 9,0 cm y 
47,7 ± 8,6 cm respectivamente, sin mostrar 
diferencias estadísticas entre ellos (p< 0,01).

La respuesta a la inoculación con las ce-
pas nativa 8L12.1 e introducida E. terangae 
CB3126 en la MS aérea y contenido de N 
de D. virgatus cv Marc, en condiciones de 
campo, se muestra en la Figura 4. La MS 
aérea de las plantas inoculadas con la cepa 
CB3126 fue superior a la MS del control 

absoluto, sin embargo, el valor fue signi-
fi cativamente menor que el de las plantas 
inoculadas con el aislamiento termotoleran-
te 8L12.1 y de aquellas que se fertilizaron 
con N. Según datos de la literatura, la cepa 
comercial E. terangae CB3126 fue efecti-
va en la formación de nódulos y fi jación de 
N en accesiones de D. virgatus cultivadas 
en macetas (Date 1991), y en D. virgatus 
cv Marc, D. leptophyllus cv Bayamo y D. 
pubescens cv Uman evaluados en ensayos 
a campo en Queensland (Brandon et al. 
1998). Sin embargo, E. terangae CB3126 

Figura 4: Efecto de la inoculación con cepas de rizobios sobre la materia seca aérea y contenido de 
nitrógeno de D. virgatus cv. Marc en condiciones de campo en la localidad de Esperanza, Santa Fe. 
T: plantas sin inoculación; T8L12.1: inoculadas con la cepa nativa 8L12.1; TCB3216: inoculadas 
con la cepa recomendada E. terangae CB3216; TN: sin inoculación con nitrógeno. Tratamientos 
(n:10 a 12). MsA: materia seca aérea por planta y CN: contenido de nitrógeno por planta. Letras 
diferentes indican diferencias signifi cativas entre tratamientos según Test de Tukey (p<0,01).
Figure 4: Effect of inoculation with rhizobia strains on the aerial dry matter and nitrogen content 
of D. virgatus cv. Marc in fi eld conditions in the town of Esperanza, Santa Fe. T: plants without 
inoculation; T8L12.1: inoculated with the native strain 8L12.1; TCB3216: inoculated with the 
recommended strain E. terangae CB3216; TN: without inoculation with nitrogen. Treatments (n: 
10 to 12). MsA: aerial dry matter per plant and CN: nitrogen content per plant. Different letters 
indicate signifi cant differences between treatments according to Tukey’s Test (p <0.01).
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presentó una sobrevivencia muy baja en las 
semillas de D. virgatus almacenadas bajo 
condiciones cálidas y secas (Becerra Stiefel 
et al. 1998). 

En las regiones del centro y norte de 
Argentina, las temperaturas elevadas ca-
racterísticas de la estación estival que se 
registran durante la siembra o en estadios 
iniciales del crecimiento vegetativo de las 
especies de Desmanthus, afectarían el con-
tenido hídrico del suelo y provocarían con-
diciones estresantes para la sobrevivencia 
de las cepas simbiontes. En este contexto, 
el proceso de nodulación y FBN dependerá 
de la tolerancia a condiciones ambientales 
estresantes y de la efectividad de los rizo-
bios nativos o introducidos con el inoculan-
te biológico.

En la presente experiencia, la respuesta 
a la inoculación mostró incrementos de MS 
aérea de las plantas de D. virgatus de 67 y 
124% en relación con las plantas sin inocu-
lar y sin fertilizar, para la cepa E. terangae 
CB3126 y el aislamiento 8L12.1 respecti-
vamente. Evaluaciones de inoculación en 
cultivares comerciales de Desmanthus in-
dicaron que aislamientos que se obtuvieron 
de L. leucocephala, E. terangae CB3126, 
mostraron incrementos de peso seco de las 
plantas de 34 a 313%, dependiendo de la 
presencia de rizobios nativos y del conte-
nido de N del suelo (Brandon et al. 1998).

Los contenidos de N en la biomasa aérea 
de las plantas inoculadas fueron signifi ca-
tivamente superiores a los que se obtuvie-
ron en las plantas testigo, lo que demostró 
la efectividad de las cepas utilizadas como 
inoculantes. El contenido promedio de pro-
teína cruda (PC) en la MS de D. virgatus 
mostró valores de 14,5 hasta 18,0%, para 
las plantas testigo, inoculadas y fertilizadas 
con N. Investigaciones que se realizaron 

sobre el valor nutritivo de los cultivares de 
Desmanthus (Marc, Bayamo y Uman) y de 
la variedad ProgardesTM (D. bicornutus, 
D. leptophyllus y D. virgatus) mostraron 
contenidos de PC para la planta entera de 
10,5 a 15,5%, mientras que el mismo pa-
rámetro en hojas presentó un promedio de 
20,2 a 22,4% y en tallos de 7,1 a 11,9%  
(Jones et al. 2000, Pengelly et al. 2006, 
Gardiner et al. 2013).

El IRN de las plantas de D. virgatus 
presentó un valor de 63, lo que demostró 
que los rizobios del suelo no mostraron una 
acción efectiva en el proceso simbiótico le-
guminosa-rizobio. Los valores de IEI de las 
plantas inoculadas con las cepas Ensifer sp. 
8L12.1 y E. terangae CB3126 fueron 53 y 
45 respectivamente, lo cual demuestra que 
las inoculaciones con rizobios presentaron 
un efecto positivo en la FBN con respecto 
a las plantas sin inocular. La respuesta al 
N sugiere la necesidad de efectuar la ino-
culación de las plantas de D. virgatus con 
rizobios fi jadores de N bajo las condiciones 
de realización del ensayo. Asimismo, los 
resultados que se obtuvieron permitieron 
distinguir cepas de rizobios nativas con alta 
efectividad simbiótica para las plantas de 
D. virgatus.

CONCLUSIONES

Las plantas de D. virgatus procedentes 
de la localidad de Ledesma, provincia de 
Jujuy, presentaron estructuras nodulares 
de tamaño pequeño y color marrón oscu-
ro, mientras que aquellas cultivadas con el 
suelo de origen en cámaras de crecimiento 
mostraron nódulos de tamaños variados y 
de crecimiento indeterminado, lo cual indi-
ca la presencia en el suelo de rizobios con 
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capacidad de nodular Desmanthus. A partir 
de los nódulos obtenidos, se conformó una 
colección de rizobios simbiontes recupera-
dos del suelo de origen en condiciones am-
bientales controladas. 

La caracterización fenotípica de los 
simbiontes permitió reconocer rizobios de 
crecimiento rápido que mostraron un desa-
rrollo óptimo en un rango de pH de 5 a 8, 
entre 28 y 35°C, y en concentraciones de 
1% (p/v) de NaCl. Asimismo, se hallaron 
rizobios con capacidad de crecimiento en 
condiciones que se consideran adversas y 
que sugieren una mayor fl exibilidad fi sioló-
gica y capacidad de adaptación al ambiente. 
Se lograron recuperar simbiontes de D. vir-
gatus tolerantes a una temperatura de 40°C, 
que constituyen un material valioso como 
potenciales candidatos para ser considera-
dos en programas de selección de rizobios 
inoculantes, ya que la termotolerancia es 
una característica importante para las zonas 
del centro y norte de nuestro país.

En relación con las características ge-
notípicas, el análisis del germoplasma aso-
ciado a D. virgatus evidenció una escasa 
diversidad en los simbiontes locales y los 
aislamientos seleccionados fueron identifi -
cados como Ensifer spp sobre la base de su 
genotipo.

Los ensayos de inoculación de plantas 
que se realizaron en cámara de crecimien-
to de cultivo y a campo mostraron carac-
terísticas simbióticas promisorias para la 
cepa termotolerante 8L12.1. La calidad de 
la simbiosis, que se estimó a través de la 
MS de las plantas, permitió seleccionar el 
aislamiento 8L12.1 Ensifer sp. como un 
candidato adecuado para una evaluación 
a campo en diferentes condiciones edafo-
climáticas. Los resultados mostraron que 
cepas de rizobios nativas inoculadas en las 
semillas promovieron un mejor comporta-

miento agronómico, y enfatizaron la impor-
tancia de la inoculación para lograr un es-
tablecimiento exitoso y crecimiento inicial 
adecuado de las plantas de D. virgatus en 
condiciones de campo.
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