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RESUMEN

Macroptilium atropurpureum y Macroptilium bracteatum son leguminosas de interés forrajero va-
loradas por su capacidad de fijar nitrógeno atmosférico en relaciones simbióticas con rizobacterias. 
Aislados provenientes de nódulos de ambas especies del género Macroptilium fueron caracteri-
zados fenotípicamente y a nivel funcional. Las diecinueve cepas estudiadas presentaron colonias 
pequeñas, translúcidas, poco gomosas y de crecimiento lento. En el análisis de agrupamiento, las 
cepas de referencia se diferenciaron claramente de los aislados en estudio, los cuales se agruparon 
formando cuatro conglomerados según la velocidad de crecimiento, tolerancia a temperaturas, ni-
veles de pH, concentraciones de sales y resistencia a diferentes antibióticos. Se identificaron siete 
aislados capaces de crecer en condiciones de altas temperaturas, alcalinidad y/o salinidad, los cua-
les tendrían un uso potencial como biofertilizantes.
Palabras Claves: Macroptilium artropurpureum; Macroptilium bracteatum; rizobios; fenotípica; 
tolerancia a factores abióticos.

ABSTRACT

Functional and phenotypic characterization of nodular rhizobia from two 
species of macroptiliun genus.
Macroptilium atropurpureum y Macroptilium bracteatum are legumes of forage interest recog-
nized for their ability to fix atmospheric nitrogen in symbiotic relationships with rhizobacteria. 
Isolates coming from nodules of both Macroptilium species were characterized functional and 
phenotypically. The nineteen strains studied showed small colonies which were translucent, a bit 
gummy and low growth. In the grouping test, the previous strains clearly differed from the isola-
tes under investigation. These gathered, making four mixtures according to the speed of growth, 
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temperature tolerance, pH levels, salt concentration and resistance to different antibiotics. Seven 
isolates capable of growing under conditions of high temperature, alkalinity and / or salinity 
which would have a potential use as biofertilizers were identified.
Key Words: Macroptilium artropurpureum, Macroptilium bracteatum, rhizobia phenotypic  tole-
rance to abiotic factors.

INTRODUCCIÓN

El empleo de leguminosas nativas aso-
ciadas a gramíneas constituye un recurso 
eficiente para mantener el suelo con buenos 
niveles de fertilidad debido al nitrógeno 
transferido a la gramínea proveniente de 
la fijación simbiótica entre la leguminosa 
y los rizobios asociados (35,38,42) lo cual 
podría minimizar el uso de fertilizantes quí-
micos generalmente costosos, de baja efica-
cia y alto impacto ambiental. Las especies 
de leguminosas nativas adaptadas a nues-
tras condiciones edafoclimáticas presentan 
un gran potencial de producción forrajera.

Entre estas especies se destacan las que 
pertenecen al género Macroptillum, tales 
como M. atropurpureum (MA) y M. brac-
teatum (MB), plantas herbáceas anuales o 
perennes y de ciclo primavero-estivo-oto-
ñal (11,30). MA es una especie nativa de 
América que crece hasta el sur de Brasil, 
utilizada como forrajera en ambientes sub-
tropicales y tropicales, existiendo dos cul-
tivares, “Siratro” y “Aztec” (6, 8,32).M. 
bracteatum es una especie nativa de Améri-
ca y en Argentina se la encuentra en las re-
giones fitogeográficas Paranaense, Yungas 
y Chaqueña (23,33) de reconocido poten-
cial forrajero, habiéndose liberado en Aus-
tralia dos cultivares, “Cadarga” y “Juanita” 
(13,21,30). 

Estas leguminosas, al igual que la ma-
yoría de las especies forrajeras perennes 
presentan un crecimiento inicial lento como 
limitante para su implantación (5,10). Otro 

de los factores determinantes de un esta-
blecimiento exitoso es una efectiva fijación 
biológica de nitrógeno a través de la sim-
biosis con rizobios noduladores (2,5,40).

Las leguminosas presentan distintos 
grados de especificidad en relación al rango 
de especies de rizobios capaces de nodu-
larlas. En las Fabaceas,  sub-familia Papi-
lionoideae se encuentran las plantas más 
promiscuas o capaces de nodular efectiva-
mente con varias especies de rizobios (24). 

Entre ellas se destaca por su promiscui-
dad el género Macroptilium (22,34), siendo 
generalmente nodulado por Bradyrhizo-
bium sp. aislado de diversas leguminosas, 
incluyendo  especies de Vigna, Lupinus, 
Ornithopus, Cicer, Sesbania, Leucaena, 
Mimosa, Lablab, y Acacia (22) y por B. ja-
ponicum y B. elkanii, simbiontes de Glyci-
ne max (27). Asimismo, las plantas de Ma-
croptilium también pueden ser noduladas 
por cepas de crecimiento rápido de los gé-
neros Rhizobium y Ensinfer, que se hallan 
filogenéticamente distantes de Bradyrhizo-
bium  como E. melilotti (7), R. leguminosa-
rum biovar trifolii, y R. leguminosarum bv. 
phaseoli (41).

Por otro lado, diversos factores ambien-
tales como acidez del suelo, temperaturas 
extremas o salinidad, serían perjudiciales 
para la supervivencia y diversidad de las 
poblaciones de rizobios nativos y para su 
capacidad de establecer asociaciones sim-
bióticas (3,14). La caracterización feno-
típica de los rizobios nativos  adaptados a 
condiciones estresantes en los suelos cons-
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tituye una de las primeras etapas para la 
obtención de un inoculante efectivo, que 
permita un mejor establecimiento de las 
leguminosas y con ello incrementar la pro-
ducción agropecuaria y reducir el empleo 
de fertilizantes nitrogenados.

El objetivo de la presente investigación 
fue el aislamiento y la caracterización feno-
típica y funcional de los rizobios simbion-
tes de M. atropurpureum y M. bracteatum.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se colectaron nódulos de dos especies 
del género Macroptilium, M. artropurpu-
reum y M. bracteatum  a partir de ensayos 
de laboratorio en cámara de crecimiento 
para plantas, en condiciones controladas 
(28°C de temperatura, foto período de 16/8 
horas luz/oscuridad), empleando un sue-
lo proveniente de la localidad de Charata, 
provincia del Chaco (S 27º 13’; W 61º 11’) 
con buena aptitud potencial para el cultivo 
de estas especies leguminosas. Las carac-
terísticas químicas del suelo fueron 2,3% 
de materia orgánica, 0,146% de nitrógeno 

orgánico total, 21ppm de fósforo asimila-
ble, pH 6,5 y la conductividad eléctrica 2,6 
dSm-1. Se utilizaron diferentes accesiones 
de cada especie como “plantas trampa” 
para la obtención de los nódulos. En la Ta-
bla 1 se detallan los accesos seleccionados, 
provenientes  del Banco de Germoplasma 
de Forrajeras Tropicales del Departamento 
de Industrias Primarias de Australia (Aus-
tralian Tropical Crops and Forage Collec-
tion).

Aislamiento y purificación de los rizobios
Para el procesamiento de los nódulos 

y aislamiento de rizobios se siguió la me-
todología descripta por Vincent (43). Los 
nódulos conservados en tubos con sílico- 
gel fueron rehidratados durante cinco horas 
en agua estéril. Se desinfectaron con agua 
oxigenada 30 volúmenes durante 3-4 mi-
nutos y luego se realizaron cinco lavados 
con agua destilada estéril. Los nódulos se 
maceraron y el producto obtenido se sem-
bró en cajas de Petri con Agar Extracto de 
Levadura Manitol (LMA) e indicador rojo 
Congo (43). Posteriormente, fueron incuba-
das a 28°C durante 10 días y repicadas las 
colonias típicas de rizobios hasta colonia 

Tabla 1: Accesos seleccionados provenientes del Banco de Germoplasma de Forrajeras Tropica-
les del Departamento de Industrias Primarias de Australia (Australian Tropical Crops and Fora-
ge Collection)

Especie Id accesos        Origen           Id aislados 
M. atropurpureum AusTRCF 321058 Australia (cv Aztec)               MA1 
M. atropurpureum AusTRCF 82306 Cuba               MA2 
M. atropurpureum AusTRCF 82307 Cuba               MA3 
M. atropurpureum AusTRCF 91957 Cuba                MA4 
M. bracteatum AusTRCF 68892 Australia   (cv Juanita)              MB9 
M. bracteatum AusTRCF 11833 Paraguay              MB11 
M. bracteatum AusTRCF 39099 Paraguay              MB41 

Id: Código de identificación



108                                                                       |  Revista FAVE - Ciencias Agrarias 14 (1) 2015

 M. A. Toniutti et al.

pura, confirmando la pureza por su escaso ó 
nulo crecimiento en medio Peptona-gluco-
sa-agar (PGA). Los aislados fueron auten-
ticados por su habilidad de formar nódulos 
en la planta huésped (43) y conservados en 
tubos eppendorf con caldo LMA+glicerol 
en freezer a -20°C.  Para la autenticación 
de los aislados se emplearon semillas de 
Macroptilium las cuales fueron escarifica-
das manualmente con lija, desinfectadas y 
pregerminadas en placas de Petri con Agar-
Agua 1% P/V e incubadas en estufa a 28°C.

Las plántulas se colocaron en macetas 
conteniendo como soporte perlita estéril, y 
fueron llevadas a la cámara de crecimien-
to a 26°C y foto período de16/8 horas (luz/
oscuridad) durante 45 días. Periódicamen-
te se regaron con solución Jensen diluida 
(1/4). Los aislados se cultivaron en caldos 
LMA en agitación hasta obtener un título de 
1.108UFC/mL. Posteriormente se inocula-
ron las plántulas con 1mL del caldo/maceta 
y permanecieron en la cámara hasta el final 
del ensayo donde fueron examinadas para 
comprobar la formación de nódulos.

Caracteres culturales
Los rizobios se caracterizaron fenotípi-

camente a través de caracteres culturales ta-
les como tamaño, color y apariencia de las 
colonias en medio sólido, clasificándolas 
según las categorías sugeridas por el Centro 
de Agricultura Tropical (9). Las caracterís-
ticas morfológicas y respuesta a la tinción 
de Gram se observaron a través de un mi-
croscopio óptico. La velocidad de creci-
miento se evaluó visualmente determinan-
do el tiempo de aparición de las colonias en 
placas incubadas en estufa a 28°C. Si éstas 
fueron visibles a los 2-4 días de incubación, 
las cepas respectivas se consideraron de 
crecimiento rápido y si se observaron den-
tro de los 5-7 hasta 10 días se consideraron 
de crecimiento lento a muy lento (22).

Producción de ácido ó base
De cada aislado proveniente de medio 

LMA sólido se tomó una asada y se sembró 
en caldo LMA (pH 6,8) e indicador azul de 
bromo timol (0,5% en NaOH 0,016N). Los 
aislados fueron incubados en estufa a 28°C, 
durante diez días y se observó el cambio de 
color a azul (alcalinidad) ó amarillo (aci-
dez).

Crecimiento a diferentes temperaturas
Los aislados se hicieron crecer en me-

dio LMA y se incubaron a 28°C, 35°C y 
40°C.

Tolerancia a diferentes concentraciones 
de NaCl y pH

Se determinó en placas con medio LMA 
conteniendo 0,01; 0,5; 1; 2 y 3% (p/v) de 
NaCl y con el pH ajustado a 4, 5, 6, 7, 8, 
9 y 10.

Resistencia intrínseca a antibióticos
Se sembraron los aislamientos en medio 

LMA con adición de los siguientes antibió-
ticos: Ampicilina (Amp) 20 y 40μg/mL Ka-
namicina (Kan) 10 y 40μg/mL, Gentami-
cina (Gent) 5 y 20μg/mL y Estreptomicina 
(Estrep) 20 y 100μg/mL. Los antibióticos 
se adicionaron al medio de cultivo luego de 
ser esterilizado en autoclave.

Para todos los estudios de autenticación 
y caracterización morfológica, fisiológica, 
bioquímica y de resistencia se emplearon 
cinco cepas de referencia: B. liaoningen-
se USDA 3622T, B. elkani USDA 76T B. 
yuanmingense CCBAU10071T, E. fredii 
USDA 205T y R. tropici CIAT 899T.

El análisis estadístico se realizó me-
diante  un análisis multivariado para la es-
timación del patrón de variación entre las 
cepas estudiadas a partir de una matriz de 
24 caracteres por 19 aislados, previa es-
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tandarización de los datos. Para el análisis 
de agrupamiento se empleó la distancia de 
Jaccard, generando un dendrograma me-
diante el empleo del método UPGMA. A 
través del análisis de Componentes Princi-
pales (ACP) se calcularon las contribucio-
nes de las variables en cada componente  y 
las relaciones fueron representadas median-
te un gráfico Biplot. Las distorsiones de los 
agrupamientos y del ACP fueron testeadas 
mediante el coeficiente de correlación co-
fenetica (CCC) (37), que es una medida de 
la distorsión interna de la técnica e indica 
el ajuste del gráfico respecto a los coefi-
cientes de asociación originales y considera 
que valores de CCC mayores a 0,8 indican 
escasa distorsión. Todos los análisis esta-
dísticos fueron realizados con el paquete 
estadístico Infostat (15).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el presente trabajo, a partir de los en-
sayos de crecimiento en cámara bajo condi-
ciones controladas fueron colectados veinte 
nódulos de cada acceso correspondiente a 
las dos especies en estudio. De los aisla-
mientos realizados se seleccionaron un mí-
nimo de dos cepas por acceso, conforman-
do una colección de diecinueve aislados 
provenientes de plantas de Macroptilium, 
nueve de (MA) y diez de  (MB).

Mediante la tinción de Gram se observó 
que la morfología de las células y sus carac-
terísticas tintoriales se correspondían con 
las descritas para el grupo de los rizobios. 
En todos los aislados se observaron bacilos 
finos, Gram negativos y sin presencia de 
esporas (19).

En la Tabla 2 se muestran las carac-
terísticas morfo-culturales y fisiológicas 

estudiadas de los aislamientos y cepas de 
referencia. Los aislados presentaron creci-
miento lento y extra-lento, siendo el  tiem-
po de aparición de las colonias 5-6 días y 
7-9 días respectivamente. Las colonias se 
caracterizaron por ser menores a un milí-
metro, circulares, con bordes regulares y 
presentar un color naranja translúcido y en 
ocasiones blanco hacia el centro. Además 
se identificaron por su escasa o ninguna 
producción de mucus y la excreción de 
base al medio, lo cual se evidenció por el 
cambio de coloración de verde a azul. To-
das estas características morfo-fisiológicas 
coincidieron con las descriptas para el gé-
nero Bradyrhizobium, por lo que pudiera 
considerarse a estos aislados como posi-
bles miembros de este género (44). Sería 
necesario emplear técnicas de taxonomía 
polifásica que incluye estudios molecula-
res que permitan su ubicación filogenética. 
Así como también los genes involucrados 
en la fijación biológica de nitrógeno, para 
establecer relaciones con otras bacterias 
fijadoras ya que es una característica an-
cestral de amplio espectro filogenético, y el 
estudio de los genes de la nodulación, los 
cuales son marcadores de la coevolución de 
los rizobios con su hospedero y su origen 
biogeográfico (17). 

Los aislamientos obtenidos, provenien-
tes de (MA) y (MB), se caracterizaron de 
acuerdo a la tolerancia a factores abióticos. 
En relación a la temperatura, el 90% de los 
aislados mostraron un crecimiento óptimo a 
35°C, mientras que las cepas MA49, MB64 
y MB68 toleraron temperaturas de 40°C. 
Estudios realizados por Munévar y Wollum 
(29) hallaron que las cepas de rizobios fue-
ron capaces de crecer a temperaturas entre 
27 y 45°C.

Las cepas provenientes de las dos espe-
cies en estudio crecieron adecuadamente en 
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Tabla 2: Características morfo-culturales y fisiológicas de los aislados de M. artropurpureum 
(MA),  M. bracteatum (MB) y cepas de referencia.
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Id: Código de identificación:
(+) crecimiento rápido 2- 4 días            (-) crecimiento lento y extra-lento 5 - 7 a 9 días.
(+)producción de ácido a los 10 días     (-) producción de base a los 10 días.
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un rango de pH  entre 5 y 8, mientras que 
ninguna se desarrolló en acidez extrema 
(pH 4). La mayoría de los aislados tolera-
ron condiciones de alcalinidad, destacán-
dose que el 70% de las cepas simbiontes 
de (MB) se desarrollaron a pH 10, mien-
tras que los aislados de (MA) alcanzaron el 
30% del total. Estos resultados contradicen 
a lo presentado por Hamdi (20) quien sitúa 
a las especies de  Bradyrhizobium entre las 
menos tolerantes a la alcalinidad, así como 
los datos de Ezura et al. (17) quienes afir-
man que no es común encontrar un buen 
desarrollo de los rizobios en pH igual o 
mayor a 8.

El nivel de salinidad en el suelo puede 
afectar el crecimiento y la supervivencia 
de los rizobios, disminuyendo la coloniza-
ción de la raíz de la planta, inhibiendo el 
proceso de infección, deteriorando el fun-
cionamiento activo del nódulo y la fijación 
de nitrógeno (25,36,39). En este trabajo 
solo el 30% de los aislamientos son tole-
rantes a NaCl al 0,5%, las cepas MA52 y 
MB77 crecieron hasta 1% de NaCl y la 
cepa MB68 se desarrolló a 2% de NaCl. En 
general los aislados de estas especies son 
sensibles a la presencia de sal de sodio en 
el medio al igual que las cepas de referen-
cia del género Bradyrhizobium utilizadas. 
En los niveles extremos de NaCl no se en-
contraron cepas tolerantes, a excepción del 
aislamiento MB68, lo cual coincide con El-
sheikh y Word; Mpepereki et al.;Odee, et 
al. (16,28,31) quienes no obtuvieron creci-
miento con cepas de Bradyrhizobium sp. en 
concentraciones mayores a 1%.

En relación a resistencia intrínseca a 
antibióticos todos los aislamientos de (MA) 
fueron resistentes a Ampicilina y el 70% de 
los aislados de (MB) toleraron las concen-
traciones más altas ensayadas (40μg/mL). 

La Gentamicina indujo el 100% de re-

sistencia en las cepas de (MB), siendo solo 
la cepa MA80 sensible a este antibiótico. 
Todos los aislamientos son sensibles a Ka-
namicina y Estreptomicina salvo la cepa 
MB79 que tolera hasta10 μg/mL de Kana-
micina y la cepa de referencia R. tropicci 
crece a concentraciones de 100μg/mL de 
Estreptomicina. Si bien la variación en la 
resistencia de cada cepa puede ser notable, 
en general los rizobios de crecimiento rápi-
do son más sensibles que los de crecimiento 
lento a la Estreptomicina, contrariamente, 
en este trabajo las cepas de crecimiento 
lento fueron más sensibles. Estudios rea-
lizados por Alarcón et al.; Cuadrado et al. 
(1,12) obtuvieron resultados similares.

El dendrograma de la Figura 1 elabora-
do con base a 24 atributos relacionados a 
velocidad de crecimiento, tolerancia a dife-
rentes temperaturas, rangos de pH, acidez 
o alcalinidad, concentración de sales y re-
sistencia a diferentes antibióticos permitió 
reconocer seis grupos principales de activi-
dad metabólica. 

El grupo I incluyó las cepas de referen-
cia R. tropicci y E. fredii, de crecimiento 
rápido, productoras de acidez, tolerante a 
pH ácido y resistentes a Ampicilina, Genta-
micina y Estreptomicina (100 μg/mL) para 
R. tropicci. El grupo II lo constituyó el ais-
lado  MB79 sensible a pH extremos, no to-
leró concentraciones de NaCl superiores a 
0,01g/L y creció en los niveles inferiores de 
los rangos de antibióticos empleados. Den-
tro del grupo III las cepas MB66 y MA47 
se caracterizaron por crecer a 35°C, no tole-
raron sales, produjeron acidez y mostraron 
resistencia a los antibióticos Ampicilina y 
Gentamicina. El grupo IV está representado 
por dos cepas de la especie (MB), MB64 
y MB68, toleraron elevadas temperaturas 
(40°C), pH10, y concentraciones modera-
das de Ampicilina y Gentamicina, siendo 
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Fig. 1: Dendrograma UGMA de las cepas autóctonas y de referencia relativos a todas las carac-
terísticas fenotípicas provenientes de M. artropurpureum (MA) y M. bracteatum (MB) de la loca-
lidad de Charata, Pcia de Chaco. 
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Fig. 2: Gráfico Biplot a partir del Análisis de Componentes Principales. Los valores porcentuales 
en el rótulo de cada eje del componente 1 y 3  indican la proporción de la variación total. 
Se resaltan las cepas con mejor perfil como potenciales biofertilizantes.
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además la MB68 tolerante a concentra-
ciones del 2% de NaCl. El grupo V estuvo 
representado por el 82% de los aislados na-
tivos de ambas especies de Macroptilium, 
se caracterizaron por crecer a temperaturas 
hasta 35°C, pH 5–8, alcanzando el 57% 
de los aislados desarrollo a pH10. Además 
fueron sensibles a la salinidad, sólo las ce-
pas MA52 y MB77 toleraron 1% de NaCl.

 Son sensibles a los antibióticos Kana-
micina y Estreptomicina y tolerantes a Am-
picilina y Gentamicina, excepto el aislado 
MA80 a Gentamicina 20 μg/ml y MB74 y 
MB77 a Ampicilina 40 μg/mL. El grupo VI 
está integrado por las cepas de referencia B. 
elkani, B. liaoningense y B. yuanmingense, 
de crecimiento lento, productoras de alcali-
nidad y sensibles a pH extremos, salinidad 
y todos los antibióticos ensayados.

Por otro lado, en el ACP, las tres prime-
ras componentes explicaron el 63% de la 
variación total, mostrando correspondencia 
con los resultados obtenidos en el análisis 
de agrupamiento. Las variables de mayor 
peso en el componente 1 fueron tolerancia 
a pH4, producción de acidez y resistencia a 

Tabla 3: Cepas de rizobios con mejor perfil para ser empleadas como potenciales biofertilizantes

 
Cepas* 

 
Temperatura 

40°C 

 
pH 10 Salinidad 

1%NaCl 2%NaCl 

 
MA49 
MA52 
MA81 
MB64 
MB68 
MB74 
MB77 

 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 

 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
+ 

 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 

+: Crecimiento  - : No crecimiento
*seleccionadas en base a su resistencia a condiciones adversas: concentración de NaCl superior al 0,5%, 
alcalinidad y temperatura.

Estreptomicina, y las de mayor peso en el 
componente 3 la resistencia a los antibióti-
cos Ampicilina y Gentamicina, y desarrollo 
a pH 9 y 10 (Fig. 2). El valor del CCC fue 
0,963 por lo que se consideró muy buena 
la representación gráfica asegurando fiabi-
lidad y consistencia al dendrograma y al 
ACP con la matriz de similitud.

En la selección de cepas para ser utiliza-
das como posibles biofertilizantes además 
de considerar la capacidad de formar nódu-
los, fijar nitrógeno, sobrevivir en el suelo 
y en las semillas, y la estabilidad genética, 
es importante conocer su capacidad para 
tolerar condiciones de estrés como tempe-
ratura, pH, alcalinidad, antibióticos, entre 
otros, que permitan adaptarse y competir 
frente a condiciones ambientales adversas. 
En total, de las 19 cepas estudiadas, 7 aisla 
dos presentaron resistencia a algunos de los 
factores ensayados (Tabla 3). El crecimien-
to en diversos rangos de NaCl, alcalinidad 
y temperatura elevadas permitiría conside-
rar a estas cepas de gran importancia para 
el estudio de la función ecológica de los 
rizobios en el ecosistema.
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