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RESUMEN 
 

 

  
En el marco de una agricultura sustentable la Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) por rizobios 

en asociación simbiótica con leguminosas es un factor clave en la conservación de los suelos y la 

productividad de los cultivos. En el centro y norte de Argentina los pastizales nativos son la fuente 

principal de alimentos para el ganado. Entre las leguminosas que conforman el paisaje natural se 

encuentra Desmodium incanum, especie nativa de alto valor forrajero, adaptada a ambientes 

edafoclimáticos variados. Su importancia nutricional se debe principalmente al contenido de nitrógeno 

al establecer relaciones simbióticas con los rizobios del suelo. El objetivo de esta tesis fue caracterizar 

a nivel funcional y molecular los rizobios noduladores de D. incanum en ecosistemas de Argentina y 

evaluar sus propiedades simbióticas como recurso en la selección de cepas como posibles inoculantes. 

Para ello, establecimos una colección de rizobios nativos noduladores de D. incanum recuperados de 

ocho poblaciones localizadas en las provincias de Entre Ríos, Misiones, Formosa, Chaco, Tucumán, 

Santa Fe y Corrientes. Su amplia distribución geográfica permitió evidenciar que crece en zonas de 

clima tropical, subtropical y templado, y suelos variados, desde arenosos hasta arcillo- limosos. Se 

recolectaron 143 cepas nativas de las cuales el 95% provenían de plantas cultivadas en el laboratorio 

con los suelos de origen de las diferentes poblaciones ensayadas. Los aislados se caracterizaron 

fisiológica y genéticamente. Luego, se seleccionaron 16 aislamientos que se identificaron amplificando 

las secuencias parciales de ADNr 16S y nodC y por espectrometría de masas MALDI-TOF MS.  El 

estudio de la asociación simbiótica con D. incanum.se evaluó en ensayos en cámaras de crecimiento 

para plantas en hidroponía, e invernadero con suelo no estéril. La caracterización fenotípica de la 

colección permitió reconocer a la mayoría de los rizobios de crecimiento lento, muchos fueron 

tolerantes a altas temperaturas, salinidad y pH extremos. Además presentaron alta diversidad genética 

variando según el sitio de origen. Los aislamientos seleccionados principalmente pertenecían al género 

Bradyrhizobium estrechamente relacionado con con B. elkanii, B. japonicum y B. yuanmingense y solo 

un aislamiento pertenecía al género Rhizobium. Los fragmentos nodC secuenciados mostraron una alta 

similitud de secuencia con genes nodC presentes en B. elkanii, dichas secuencias se agruparon en 

varios clados que contienen secuencias nodC de diversos Bradyrhizobium. Un grupo de aislados 

presentaron diferencias en la nodulación y produjeron un mayor peso seco de las plantas en 

comparación con las fertilizadas con nitrógeno cuando fueron cultivadas en hidroponia. Además, 

observamos que en ensayo con suelo no estéril la cepa B. yuanmingense P10 130 promovió un 

crecimiento aéreo vegetal significativamente mayor que el resto de los tratamientos inoculados, y tan 

alto como el observado en las plantas de control fertilizadas con N. También el mayor peso radicular 

permitió la detección de un posible efecto promotor del crecimiento vegetal de esta cepa. Los 
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resultados obtenidos en esta tesis constituyen una importante contribución al conocimiento a nivel 

funcional y molecular de los rizobios noduladores de D. incanum en ecosistemas de Argentina.  Los 

aislamientos de la colección presentaron una gran heterogeneidad fenotípica, diversidad genética y 

amplia variación en términos de efectividad simbiótica. Hemos seleccionado la cepa B. yuanmingense 

P10 130 como un potencial candidato por su tolerancia a altas temperaturas, pH extremos y 

rendimiento simbiótico para avanzar en la selección de cepas más eficientes y con potencial  interés 

agronómico para utilizarla como bioinoculante en D. incanum. La selección de cepas eficientes y 

adaptadas a las condiciones edafoclimáticas de nuestro país indica que existe un amplio potencial para 

incrementar la FBN en la simbiosis rizobio-D.incanum. 

 

Palabras clave: Desmodium incanum; rizobios; fiación biológica de nitrógeno.
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ABSTRACT 
 

 

 

In the framework of a sustainable agriculture the Biological Nitrogen Fixation (BNF) by rhizobia 

in symbiotic association with legumes is a key factor in the conservation of the soils and the 

productivity of the crops. In central and northern Argentina, native grasslands are the main source of 

food for livestock. Among the legumes that make up the natural landscape is Desmodium incanum, a 

native species of high forage value, adapted to varied edaphoclimatic environments. Is nutritional 

importance is mainly due to the nitrogen content when establishing symbiotic relationships with soil 

rhizobia. The objective of this thesis was to characterize at the functional and molecular level the D. 

incanum- nodulating rhizobia isolated from Argentinean ecosystems and to evaluate their symbiotic 

properties as a resource in the selection of strains as possible inoculants. For it, a collection of native 

D. incanum nodulating rhizobia recovered from eight populations located in the provinces of Entre 

Ríos, Misiones, Formosa, Chaco, Tucumán, Santa Fe and Corrientes was established. Its wide 

geographic distribution made it possible to show that it grows in zones of tropical, subtropical and 

temperate climate, and varied soils, from sandy to silty clay. In total 143 native strains were collected, 

95% of which came from plants cultivated in the laboratory with the soils of origin of the different 

populations tested. The isolates were physiologically and genetically characterized. Then, sixteen 

isolates were selected which were identified by sequencing the 16S rDNA and nodC partial sequences 

and by MALDI-TOF MS mass spectrometry. The study of the symbiotic association with D. incanum 

was evaluated in growth chambers for plants grown in hydroponics, and using non-sterile soil assays 

in greenhouse. The phenotypic characterization of the collection allowed to recognize most of the slow 

growing rhizobia, many were tolerant to high temperatures, salinity and extreme pH. They also 

presented high genetic diversity varying according to the place of origin. The isolates selected mainly 

belonged to the genus Bradyrhizobium closely related to B. elkanii, B. japonicum and B. yuanmingense 

and only one isolate belonged to the genus Rhizobium. The sequenced nodC fragments showed high 

sequence similarity with nodC genes present in B. elkanii, these sequences were grouped into several 

clades containing nodC sequences of various Bradyrhizobium. A group of isolates showed differences 

in nodulation and produced a higher dry weight of the plants compared to those fertilized with nitrogen 

when they were cultivated in hydroponics. In addition, we observed that in the assays using non-sterile 

soil strain B. yuanmingense P10 130 promoted a significantly higher aerial plant growth when 

compared with the rest of the inoculated treatments, and as high as that observed in control plants 

fertilized with N. Also B. yuanmingense P10 130 has the highest radicular weight indicting a possible 

plant growth promoter effect of this strain.  The results obtained in this thesis constitute an important 
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contribution to the functional and molecular knowledge of the D. incanum- nodulating rhizobia in 

ecosystems of Argentina. The isolates in the collection showed great phenotypic heterogeneity, genetic 

diversity and wide variation in terms of symbiotic effectiveness.We have selected strain B. 

yuanmingense P10 130 as a potential candidate due to its tolerance to high temperatures, extreme pH 

and symbiotic performance to advance in the selection of more efficient strains with potential 

agronomic interest to use it as a bioinoculant for D. incanum. The selection of efficient strains and 

adapted to the edaphoclimatic condition of our country indicates that there is a wide potential to 

increase FBN in the rhizobia-D.incanum symbiosis. 

 

Key words: Desmodium incanum; rhizobia; biological nitrogen fixation.
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I. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 

 

 
I.1. El ciclo biológico del nitrógeno  

   El nitrógeno (N) es uno de los elementos más importantes en los sistemas biológicos y 

es constituyente de biomoléculas escenciales como ácidos nucleicos, aminoácidos, 

proteínas, pigmentos y vitaminas. Tal como ocurre con el resto de los elementos 

químicos, en el medio ambiente se presenta en diferentes formas. En la naturaleza se 

encuentra principalmente en forma gaseosa y constituye aproximadamente el 79% de la 

atmósfera. A pesar de la abrumadora abundancia de este elemento en la atmósfera y rocas 

sedimentarias, el nitrógeno es un elemento que limita el crecimiento de plantas ya que 

éstas sólo son capaces de incorporarlo en sus formas reducidas (también llamadas 

combinadas), por ello el N es uno de los nutrientes más limitantes en los ecosistemas 

terrestres y acuáticos (Dalton & Krammer, 2006) debido a que su forma gaseosa inerte 

(N2) no es utilizable por la mayoría de los organismos vivos a excepción de los 

microorganismos fijadores de nitrógeno. Todo el requerimiento nutricional de nitrógeno 

de animales y humanos es incorporado, directa o indirectamente a partir de las plantas. 

Para que el nitrógeno gaseoso (N2) pueda ser biológicamente disponible debe ser 

☛✆✝✞☞�✟✆✁✝✔✟ ✁ ✂�✂✄✝✔✟☎ ✔☎ ☞✎ �✟✆✁✝ ✆✝☞☎✟☞✝ ✝ ✝✁✟✞✝✝✞✟ ✟✠✡3) y posteriormente 

asimilado por procesos bioquímicos. Esta transformación se denomina Fijación de 

Nitrógeno (FN) y requiere gran cantidad de energía para romper el triple enlace del N2. 

Se fija a través de procesos abióticos como descargas eléctricas, combustión de 

compuestos orgánicos y actividades volcánicas que liberan energía formando óxidos de 

N que posteriormente se disuelven en el agua de lluvia y llegan a la tierra en forma de 

NH3. A nivel mundial aproximadamente el 12% anual se fija de esta manera. Otra forma 

mediante la cual el N2 es incorporado a la biósfera es la fijación industrial mediante el 

uso de altas temperaturas y presiones en el proceso de Haber � Bosch para la producción 

de fertilizantes químicos nitrogenados, fijándose anualmente un 20% del N global y 

consumiendo 3 � 5% del gas natural del mundo (Bottomley & Myrold, 2015).  

   El crecimiento demográfico constituye uno de los grandes problemas que debe enfrentar 

la humanidad. A consecuencia del incremento de la población mundial durante el último 

siglo, se han implementado nuevas prácticas agrícolas dentro de las cuales se destaca el 

comienzo de la utilización masiva de fertilizantes nitrogenados producidos 

industrialmente por el proceso Haber-Bosch (Olivares et al., 2013). Si bien estos 
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fertilizantes han contribuido enormemente a una producción alimentaria suficiente para 

sostener el crecimiento de la población, los costos ecológicos asociados a la producción 

y utilización masiva de estos productos son evidentes en el suelo, el agua y el aire. La 

producción industrial de NH3 a partir de N2 requiere el empleo de grandes cantidades de 

energías no-renovables tales como gas y petróleo. En la agricultura, el uso de fertilizantes 

no suple las carencias de N a escala mundial y su producción tiene un alto costo 

económico y energético. La eficiencia de incorporación de nitrógeno en los cultivos es 

alrededor del 35%, por lo que el nitrógeno remanente en los suelos es utilizado por 

bacterias nitrificantes y desnitrificantes que contribuyen a las emisiones de NOx y N2O. 

La liberación de estos gases nitrogenados (N2O, NOX, NH3) a la atmósfera, contribuye a 

la destrucción de la capa de ozono, al efecto invernadero y la lluvia ácida, por lo tanto a 

la contaminación del aire y al calentamiento global que constituyen un riesgo para el 

medio ambiente. Además, las prácticas de labranza intensivas contribuyen al 

escurrimiento superficial y percolación a las napas de agua subterráneas del nitrógeno 

residual, favoreciendo así la eutrofización de ríos y lagos (Vance, 2001; Fowler et al., 

2013; Olivares et al., 2013). Estos son sólo algunos de los costosos efectos producidos 

por la fertilización química, que evidencian una necesidad de cambio de las prácticas 

agronómicas a procedimientos sustentables. 

   Por otro lado, una manera ecológica y económica de FN es a través de la actividad 

metabólica de microorganismos procariotas, llamados diazótrofos, conocida como 

Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) que permite combinar el N2 a presión atmosférica 

normal y temperatura ambiente gracias a un complejo enzimático conocido como 

nitrogenasa.  

 

I.2.Fijación biológica de nitrógeno. 

   La FBN es la responsable del 65% del N biológicamente disponible que ingresa en los 

ecosistemas terrestres, unos 140 millones de toneladas métricas por año y que puede ser 

utilizado por las plantas, contribuyendo a la mejora y productividad de los cultivos 

(Galloway et al., 2008).  

   La FBN es un proceso de reducción que convierte el N2 en NH3 cuya reacción es 

catalizada por la nitrogenasa, un complejo proteico que se encuentra exclusivamente en 

los organismos procariotas (Simms & Taylor, 2002). La nitrogenasa es un complejo 

multienzimático constituído por dos componentes proteicos, el dímero de componente II 

(Fe-proteína) codificada por los genes nifH y el tetrámero de componente I (molibdo-
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hiero (Mo-Fe)- proteína codificada por los genes nifD y nifK. Para que la nitrogenasa 

actúe como catalizador de la reacción necesita ser activada por ATP que se hidroliza 

dando ADP y fosfato inorgánico. La cantidad de ATP utilizado por mol de nitrógeno 

reducido es variable según las condiciones y se estima entre 15 y 25 moles.   

   La enzima nitrogenasa es altamente sensible al oxígeno (O2), inactivándose de forma 

irreversible, e incluso inhibiéndose su síntesis en presencia de este elemento.  La 

protección al oxígeno de la nitrogenasa se debe a diferentes mecanismos, que para las 

bacterias simbióticas incluyen la síntesis de la leghemoglobina, nodulina tardía, asociada 

a la membrana que rodea al bacteroide. Como consecuencia de ello el interior del nódulo 

efectivo es de color rosa debido a las grandes cantidades de esta proteina. La 

leghemoglobina es una hemoproteína con hierro, cuyo grupo hemo es sintetizado por la 

bacteria y la porción proteica es sintetizada por la planta. Esta molécula suministra 

oxígeno al bacteroide a una tasa apropiada para que sea empleado de forma óptima como 

aceptor terminal de electrones de una cadena transportadora aeróbica que trabaja a bajas 

tensiones de este gas. Así permite que haya en el nódulo una tensión baja de oxígeno que 

no afecte a la actividad de la nitrogenasa. Una vez que en el interior del bacteroide se 

alcanza una tensión de oxígeno suficientemente baja, se inducen los genes nif, que 

codifican el complejo nitrogenasa y otras proteínas regulatorias involucradas en el control 

de la FBN. 

   La FBN contribuye con una parte considerable del N combinado en la Tierra y permite 

a algunas plantas crecer sin fertilizantes nitrogenados, evitando los problemas 

ambientales y económicos que ocasionan su síntesis y aplicación en los suelos. 

    Los microorganismos responsables de la FBN no constituyen un grupo taxonómico 

homogéneo, sino que están ampliamente distribuidos en grupos parafiléticos de bacterias 

y algunas arqueobacterias con diferentes estilos de vida y metabolismos (aerobios, 

anaerobios, autótrofos, heterótrofos, metanótrofos, en vida libre y en simbiosis) 

(Raymond et al., 2004). 

   Los rizobios de vida libre sobreviven bien en el suelo y forman asociaciones 

superficiales con los tejidos radiculares. Un segundo grupo coloniza los tejidos internos 

y se los denomina endofíticos. Los fijadores simbióticos, sólo son capaces de fijar 

nitrógeno cuando se encuentran formando parte de una relación simbiótica con una planta 

huésped. Son parte de este grupo algunos géneros de actinomicetes (Frankia) y de 

cianobacterias (Anabaena y Nostoc�✁ ✌ ☎✡ ✞✟✞✄✎✞☛✟ ✔☎ ✂ ✌ ✄-proteobacterias conocidos 
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como rizobios que son capaces de establecer simbiosis con plantas leguminosas y formar 

nódulos en sus raíces (Wagner, 2011). 

  Los rizobios y leguminosas se asocian a través de un complejo proceso de interacción 

en el que la percepción recíproca a lo largo del camino simbiótico, sirve de señal de 

diferenciación para inducir cambios bioquímicos y morfológicos de ambos participantes, 

que finalizan en la formación nódulos fijadores de nitrógeno en las raíces de las plantas 

(Dudeja et al., 2012). 

   El proceso de nodulación depende del intercambio de señales químicas entre la bacteria 

y la leguminosa como se observa en la figura I.1. Luego de una serie de eventos en el 

nódulo maduro los bacteroides reducen el N2 a NH3 (Krishnan & Bennet, 2006).  

 
Figura I.1 Esquema general del desarrollo de un nódulo determinado (A) con las principales 

moléculas que intervienen en el reconocimiento (B). Los flavonoides secretados por la 
leguminosa en el suelo son percibidos por elrizobio que dispara la producción del factor Nod. 
Entre las respuestas generadas en el hospedador se produce el enrulado del pelo radical y su 
invasión. La invasión del pelo radical requiere la presencia de los EPS bacterianos y dispara la 
producción de ROS del hospedador. En forma paralela, el factor Nod induce la división celular 
en las células del cortex de la raíz (representadas en celeste) conduciendo la formación del 
primordio nódular. Modificadode Gibson et al. (2008). 

 
 

El amoníaco producido es transferido directamente a la planta en forma de amidas ó 

ureidos dependiendo del tipo de leguminosa. Este proceso le permite a la planta disponer 

de nitrógeno combinado para sus diferentes requerimientos metabólicos. Sin embargo y 

como veremos en las próximas secciones, las especies de rizobios no nodulan y fijan 

nitrógeno con cualquier leguminosa, es necesario que haya un cierto grado de 
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especificidad. Si bien el éxito de la asociación depende tanto del huésped vegetal como 

del rizobio, la misma se ve limitada muchas veces por factores climáticos y edáficos. 

Estos factores afectan a cada uno de los simbiontes y al proceso de asociación en si mismo 

(Sheokand et al.,2012). En ese proceso, el número de nódulos finales está cuidadosamente 

regulado para evitar infecciones innecesarias que son energéticamente costosas para la 

planta. Así, dado que el nicho simbiótico está naturalmente limitado, acceden al mismo 

aquellas cepas del suelo que muestran las mejores cualidades en términos de capacidad 

asociativa (mayor competitividad simbiótica). 

   La inoculación de suelos con cepas seleccionadas por poseer máxima capacidad de 

fijación de nitrógeno ha resultado muchas veces poco eficiente. El principal impedimento 

para que estos rizobios seleccionados sean buenos inoculantes, ha sido su pobre capacidad 

de competir con los rizobios nativos por un nicho en la planta (Graham & Vance, 2000) 

   El género Desmodium ha sido estudiado en muchos países del mundo debido a la 

diversidad de especies, lugares de origen y variedad de usos (forrajero, medicinal, etc.) 

que presenta (Ohashi, 2005). La amplia distribución de Desmodium incanum en pastizales 

naturales del Centro y Norte del país, y el desconocimiento de las cepas de rizobios que 

la nodulan, la hacen una especie forrajera interesante para estudiar la biodiversidad de 

cepas de rizobios capaces de nodular esta planta en sus diferentes ambientes naturales.  

 

I.3. Las leguminosas 

  La familia Leguminosae Juss. (Fabaceae Lindl.) es una de las más numerosas y diversas 

de las plantas con flores, de distribución cosmopolita y de gran importancia para el 

hombre al igual que las gramíneas, debido a su habilidad de establecer simbiosis con los 

rizobios (Graham & Vance, 2003). En función de ello, representa un importante papel en 

el mantenimiento de la sustentabilidad de los suelos y recuperación de áreas degradadas, 

participando activamente en el ciclo del nitrógeno (Vitousek et al., 2013). Esta familia 

ocupa el tercer lugar luego de las familias Orchidaceae y Asteraceae y a ella pertenecen 

727 géneros y 19.325 especies, distribuidas en 36 tribus (Lewis et al., 2005). En Argentina 

habitan 113 géneros y 732 especies, de las cuales 156 son endémicas (Zuloaga & 

Morrone, 1999).  

  Históricamente se han reconocido para esta familia tres subfamilias: Caesalpinoideae, 

Mimosoideae y Papilionoideae (Burkart, 1939; 1952). Estudios filogenéticos basados en 

estructuras moleculares, indican que los representantes de la subfamilia Caesalpinoideae 

conforman un grupo parafilético, en contraste con las Mimosoideae y Papilionoideae que 
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son monofiléticas (Bremer et al., 1998). Por lo dicho, se considera que el número de 

subfamilias podría ser superior a las tradicionalmente reconocidas (APG II, 2003; Haston 

et al., 2009).  

  La subfamilia Mimosoideae DC. comprende 3.270 especies pertenecientes a 82 géneros 

y 4 tribus distribuidas en regiones tropicales y subtropicales, y algunos géneros en zonas 

templadas del mundo (Lewis et al. 2005). Las plantas presentan hábitos variados con 

especies arbóreas, arbustivas, lianas y herbáceas; hojas bipinnadas (excepcionalmente 

pinnadas); flores en general pequeñas, con los pétalos soldados en la base, actinomorfas, 

agrupadas en cabezuelas, racimos o panojas; estambres numerosos, con largos filamentos 

y anteras pequeñas.  

  La subfamilia Caesalpinoideae DC. comprende 171 géneros y 2.250 especies, 

distribuidas en 4 tribus (Doyle et al., 2000). Sus especies presentan un hábito arbóreo, 

arbustivo, lianas o herbáceo; sus hojas pueden ser bipinnadas, pinnadas o bifolioladas; 

flores zigomorfas, con 5 pétalos, uno de los cuales se halla diferenciado (estandarte) y 

cubierto en la base por los demás; estambres generalmente 10, libres entre sí; 

inflorescencia generalmente en racimos.  

  La subfamilia Papilionoideae Juss., también conocida como Faboideae Rudd, posee 

13.800 especies distribuidas en 483 géneros y 28 tribus (Lewis et al., 2005). Sus especies 

son árboles, arbustos, lianas, trepadoras volubles o hierbas; sus hojas pinnadas, 

trifolioladas o palmatipinnadas; flores zigomorfas, con 5 pétalos irregulares, el superior 

más grande (estandarte) y encerrando a los demás, y dos pétalos inferiores unidos 

formando una quilla que envuelve y protege a los órganos sexuales; inflorescencia 

generalmente en racimos.  

  Las tres subfamilias se caracterizan por formar nódulos en sus raíces siendo menos 

frecuente en las Caesalpinoideae (Lloret & Martínez-Romero, 2005); por el contrario, la 

subfamilia Papilionoideae es la más rica en especies y en la mayoría de ellas la presencia 

de nódulos y la capacidad de fijación biológica de N2  son muy comúnes (Sprent, 2007). 

  La habilidad simbiótica con bacterias fijadoras de nitrógeno puede jugar un papel 

importante en los ecosistemas naturales favoreciendo la absorción de nutrientes a la planta 

y especies asociadas. En estos sistemas las leguminosas interactúan con diferentes cepas 

de rizobios, pero muchas de estas interacciones son poco eficientes a nivel de la FBN. El 

conocimiento y manejo agronómico de las interacciones simbióticas de poblaciones 

nativas de rizobios es un factor clave en la dinámica y persistencia de las leguminosas en 

sistemas naturales.  
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  En pasturas naturales algunos géneros presentan alto valor forrajero contribuyendo a 

elevar la calidad de las mismas mejorando la producción ganadera extensiva. En 

Argentina los pastizales nativos del Centro y Norte del país son la fuente principal de 

alimentos para el ganado, presentan una importante variación de especies, principalmente 

gramíneas y leguminosas. El beneficio de estas últimas a la productividad resulta no solo 

en mejorar el valor proteico de la dieta animal cuando es consumida, sino también el 

nitrógeno transferido a la gramínea en forma indirecta por muerte de sus raíces y 

directamente a través del nitrógeno fijado (Ribeiro et al., 2007).  

 

1.3.1. Género Desmodium Desv.  

El género Desmodium tiene cerca de 280 especies distribuidas en las regiones 

tropicales y subtropicales del mundo (Puhua et al., 2010), y posee centros de 

diversificación en África-Madagascar, este de Asia, América del Norte, México, y en 

zonas tropicales y subtropicales de América del Sur y Australia (Ohashi, 2005). 

Recientemente Hyde et al. (2012) reportaron 450 especies de Desmodium en regiones 

cálidas, especialmente en el este de Asia, Brasil y México. En América existen dos centros 

de diversificación específica importantes, uno en México y otro en Brasil (que se extiende 

hasta Argentina) con algunas especies comunes, (Schubert, 1980). Su distribución ocurre 

entre las latitudes de 30° S y 30° N, con precipitaciones que exceden los 900 mm anuales 

y ente 0 y 3000 m de altitud sobre el nivel del mar (Marques & Paim, 1993). 

El género Desmodium pertenece a la tribu Desmodieae (Benth.) Hutch., subfamilia 

Papilionoideae, siendo el de mayor riqueza específica de la tribu y se reconoce por su 

destacada contribución a la producción forrajera en los trópicos debido a su capacidad 

para adaptarse a los suelos de baja fertilidad y tolerar la sequía. Estas especies representan 

un importante recurso genético para la producción forrajera, protección del suelo y la 

mejora de los sistemas de producción en regiones tropicales subhúmedas y húmedas 

(Heider et al., 2009). Taxonómicamente, la tribu Desmodieae es considerada afín a la 

tribu Phaseoleae, presentando características vegetativas similares (Ohashi et al., 1981). 

Estudios filogenéticos recientes muestran a las dos tribus en un linaje monofilético 

incluidas en Phaseoleae (sensu lato) relativamente próxima a la subtribu Kennediinae y 

posiblemente como grupo hermano de Mucuna (Ohashi, 2005).  

En Argentina se dispone de una revisión taxonómica del género basada en caracteres 

exomorfológicos (Figura I.2) y su documentación a través de la incorporación a herbario 

(Vanni, 2001).  
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Figura I.2: Clave artificial para diferenciar las especies argentinas de Desmodium. Solo incluye a 
Desmodium incanum y especies afines. Tomado de Vanni (2001). 

 

Una revisión más reciente se realizó para Brasil (Lima, 2011) donde se menciona que 

la mayoría de los géneros de la tribu Desmodieae se presentan en el sur y sureste asiático, 

en regiones tropicales, subtropicales y templadas (Ohashi, 2005). Desmodium, 

Hylodesmun y Lespedeza Michx son los únicos géneros de la tribu con representantes en 

el viejo y nuevo mundo y solamente Desmodium tiene una parte de las especies 

restringidas a los Cerrados y Pampa en América del Sur (Lima et al., 2010). Este género 

presenta una nomenclatura histórica relativamente compleja. La diversidad de caracteres 

morfológicos, incluyendo las especies de Desmodium y géneros afines, con amplios 

límites de variación morfológica y superposición de caracteres, asociados con la amplia 

distribución geográfica, dificulta la circunscripción de Desmodium. Nuevos estudios han 

contribuído a la identificación y clasificación del género a partir de la macro y 

micromorfología de los frutos, destacando el tipo de tricomas (Freitas et al., 2014). 
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Figura I.5: Desmodium incanum: Morfología. A: Hábito de crecimiento. B: 

estípula de la rama. C: cara externa de la estípula. D: Cara externa del cáliz 
abierto. E: Pétalos de la corola, de abajo hacia arriba: quilla, ala y estandarte. 
F: Androceo diadelfo abierto. G: Gineceo. H: Fruto. I: Semilla-Tomado de 
Lima (2011). 

 
 
 
  En el caso de las semillas en D. incanum, como otras leguminosas silvestres, es común 

la presencia de semillas duras, es decir, con dormancia por presentar sus tegumentos 

impermeables al agua. En esta especie la dureza es elevada y constituye una forma de 

sobrevivencia o adaptación a las condiciones ambientales (Burkart, 1952). 
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  La planta posee dos períodos de floración y fructificación, en noviembre-diciembre y en 

febrero-marzo (Vanni, 2001). Esta especie es polinizada comúnmente por abejas u otros 

polinizadores generalistas, admite la fecundación cruzada, aunque también ha sido 

señalada la autofecundación (Marques & Paim, 1993). Estudios recientes realizados por 

Aleman et al. (2014) han mostrado que esta especie presenta un mecanismo de 

polinización explosiva en el que la estructura floral juega un papel importante. Para estos 

autores si bien la activación es fundamental para las flores explosivas, en especies 

autocompatibles como D. incanum se pueden producir futos y semillas sin intervención 

de los polinizadores. Un aporte para el reconocimiento de esta especie en su ambiente 

natural y su diferenciación de otras especies del mismo género lo constituye el estudio 

realizado por Scandaliaris et al. (2013) sobre caracteres exomorfológicos y anatómicos 

de fruto, semillas y plántulas de D. incanum (Figura I.6). Estos autores concluyeron que 

los resultados aportaron datos originales y fotografías de los estadios de fruto, semillas y 

plántulas de la especie. 

 

1.3.2.2 Adaptabilidad a las condiciones del medio 

D. incanum habita tanto en zonas con abundante precipitación, entre 1500 y 3000 

mm.año-1, como en regiones con precipitaciones inferiores a 1000 mm.año-1, y desde el 

nivel del mar hasta los 1800 msm. Se la encuentra en el interior de bosques, y en lugares 

soleados de sabanas, llanuras de inundación, bordes de caminos y áreas cultivadas. Es 

Figura I.6 Fruto completo, semilla y 
plántula de Desmodium incanum. A. 
Aspecto general de la plántula; B. 
Nomófilo; C. Inserción de protófilos; 
D. Protófilos; E. Forma de los 
cotiledones; F. Detalle del indumento 
en la zona del nudo cotiledonar. 
Abreviaturas: Co, cotiledón; Ep, 
epicótilo; Hi, hipocótilo; No, nomófilo; 
Pr, protófilo; Ra, raíz principal; RL, raíz 
lateral. Tomado de Scandaliaris et al. 
(2013) 

. 
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una planta que se adapta a un amplio rango de suelos, desde arenosos a arcillosos y de pH 

4 a 8 pero crece mejor en suelos ligeramente alcalinos, neutros y fértiles (Skerman et al., 

1991). 

 

1.3.2.3 Importancia de la especie 

D. incanum es una especie que integra nuestras pasturas naturales, presenta buenas 

características como forrajera, ya que es considerada moderadamente palatable debido a 

su contenido en taninos, es persistente bajo pastoreo y bien aceptada por los animales 

(Boldrini, 1993). La productividad es intermedia siendo en promedio 6,5 t.ha-1año-1, con 

un contenido de proteína cruda 15%, digestibilidad del 39% en prefloración (Marques & 

Paim, 1993) y 0,18% de fósforo (Fernandez et al., 1993). Generalmente responde bien al 

encalado, y también a la fertilización fosfatada al igual que las especies D. intortum y D. 

uncinatum (Ogola et al., 2012). Resiste el pastoreo y es muy compatible con gramíneas 

como Penisetum clandestinum (kikuyo), Digitaria decumbens (pasto pangola), Cynodon 

dactilon (gramilla), Paspalum dilatatum (pasto miel), Paspalum notatum (pasto horqueta) 

y Axonopus compresus (pasto jesuita) (Crosa et al., 1999). Estudios realizados por Silva 

et al. (2001) mostraron que diferentes dosis de fertilización fosfatada alteraron la partición 

de la biomasa y la translocación de asimilados favoreciendo el crecimiento radicular. 

Además, su importancia nutricional se debe principalmente a su capacidad de fijar 

nitrógeno y establecer relaciones simbióticas especialmente con rizobios del género 

Bradyrhizobium (Gu et al., 2007). En la medicina popular, se utilizan las hojas en 

decocción como antidiarreico (Barboza et al., 2009). Asimismo, Delle Monache et al. 

(1996) aislaron y caracterizaron tres isoflavonoides provenientes de raíces de D. incanum 

que presentan una acción antimicrobiana. Estudios más recientes mostraron que esta 

especie, junto a otras del género, presenta en sus semillas determinada concentración de 

flavonoides, aceite y ácidos grasos que agregarían valor para la salud del ganado, como 

suplemento en la dieta (Xueqin et al., 2011; Morris et al., 2014). Estudios realizados por 

Kitamura & Maranho (2016) mostraron que D. incanum es una especie con potencial uso 

para la fitorremediación de suelos contaminados por el petróleo. 

 

1.3.2.4.  Otras especies de Desmodium 

Otras especies del género son importantes por su potencial forrajero. Entre ellas se 

destacan D. intortum (Mill.) Urb. ✟✂�✆☎☎✞✡☎✝�☎� ✞✝☛✂✓✝ ✔☎ �✁✁✆✂✞✝✁ ✂✎☎ ✄✝ ☞✂✔✟ ✎☛✂✡✂✄✝✔✝

ampliamente como forrajera en el este de África, Australia y Sudamérica (Skerman et al, 
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1988; Bell et al., 2011), posee buen valor nutritivo, necesita suelos moderadamente 

fértiles y responde positivamente a la fertilización fosfatada, pudiendo tolerar suelos 

ácidos, anegamiento y soportar temperaturas más bajas que la mayoría de las leguminosas 

tropicales. Otras especies de valor forrajero son: D. velutinum con buena producción 

forrajera en suelos molisoles fértiles y de pH básico, siendo también una alternativa viable 

en suelos oxisoles, menos fértiles y de pH muy ácidos (Tiemann et al., 2009). D. 

heterocarpon (L.) DC. subsp. ovalifolium (Prain) H. Ohashi, con sus cultivares 

comerciales Itabela (CIAT 350) y Maquenque (CIAT 13651), es nativa del sureste 

asiático; D. uncinatum (Jacq.) DC. ✟✂�✂✡✓☎✆✡☎✝�☎�✁ nativa de Centro y Sudamérica se 

destaca por su buena calidad forrajera, tolerancia a los suelos ácidos, aunque menos 

resistente a la sequía que D. intortum; D. barbatum (L) Benth., especie también americana 

que se asocia bien con gramíneas de los géneros Setaria y Panicum, y que puede fijar 

importantes cantidades de nitrógeno pero que posee bajo vigor de plántulas.  

Estudios recientes pusieron en evidencia que exudados de raíz de D. uncinatum y D. 

intortum poseen propiedades alelopáticas debido a su capacidad de controlar a Striga 

hermonthica (DEL.), una planta parásita ubicua que crece en amplio espectro de cultivos 

alimentarios, entre ellos maíz. Estos Desmodium inhiben el crecimiento de la radícula de 

la planta parásita a través de la excresión de exudados por la raíz que además disminuyen 

el banco de semillas en el suelo (Khan et al., 2014). 

 

I.4. Los rizobios como microsimbiontes 

   ✁✟☞ ✆✂✄✟✍✂✟☞ ☞✟✞ ✂- ✌ ✄-proteobacterias habitantes del suelo que han adquirido por 

transferencia horizontal, genes relacionados con la capacidad de asociarse en simbiosis 

con raíces de plantas leguminosas para formar nódulos fijadores de N2 (MacLean et al., 

2007). Los rizobios son organismos aerobios gram-negativos, tienen morfología 

normalmente bacilar y en general son móviles por la presencia de un flagelo polar o 

subpolar y de dos a seis flagelos. Estos microorganismos son capaces de establecer 

simbiosis con leguminosas, y engloban una gran cantidad de bacterias del suelo que a 

pesar de su gran diversidad fenotípica y genotípica comparten la capacidad para formar 

nódulos fijadores de nitrógeno en las raíces o tallos de las leguminosas, y en raíces de 

otras especies como Parasponia spp. (Ulmácea). Actualmente, abarcan un grupo de 

bacterias muy diversas desde el punto de vista taxonómico, metabólico y genético debido 

a que, en los últimos años, el número de especies descritas se ha incrementado 

rápidamente y la clasificación se ha vuelto más compleja. A pesar que la taxonomía de 
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los rizobios es continuamente revisada por el International Committee on Systematics of 

Prokaryotes Subcommittee for the Taxonomy of Rhizobium, la clasificación actual, basada 

en criterios moleculares, si bien no es definitiva, agrupa a los rizobios en 14 géneros de 

✂-proteobacterias: Agrobacterium (Rhizobium), Allorhizobium, Aminobacter, 

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, 

Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, Sinorhizobium 

(Ensifer) ✌ � ✆✁✞☎✆✟☞ ✔☎ ✄-proteobacterias: Burkholderia, Cupriavidus y Herbaspirillum  

(Weir, 2012, http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy; de Lajudie & Young, 2017). 

La evolución de la misma se detalla en el punto I.4. 

 

I.4.1 Taxonomía 

   En un comienzo, la taxonomía de las nuevas especies de rizobios se basaba 

principalmente en la especie de la leguminosa que nodulaba la bacteria, y se definió como 

grupos de inoculación cruzada. La descripción de estas especies se registró en el Manual 

de Bergey (Bergey, 1984), y en el año 1980 fueron oficialmente validadas en la revista 

International Journal of Systematic Bacteriology (IJSB). Luego la situación comenzó a 

cambiar al aplicar un mayor número de criterios fenotípicos y moleculares que 

revolucionaron la clasificación de los rizobios. Actualmente la taxonomía rizobiana es 

polifásica y se basa en caracteres morfológicos, fisiológicos y moleculares (Lindström & 

Young, 2009). Dentro de estos últimos, y considerando las incongruencias filogenéticas 

reportadas entre los genes que constituyen parte del genoma básico y los genes 

simbióticos, la reconstrucción de la filogenia de los rizobios debe considerar tres criterios: 

genes cromosomales comunes del genoma básico para ubicar su posición filogenética; 

genes involucrados en la FBN para establecer relaciones con otras bacterias y debido a 

que la FBN es considerada una característica ancestral de amplio espectro filogenético; y 

genes de la nodulación por ser buenos marcadores de la co-evolución de los rizobios con 

su hospedero y su origen geográfico (Wang & Martínez-Romero, 2000). Asimismo, las 

observaciones de Rivas et al. (2009) indican que, a pesar de que en la actualidad la 

clasificación de los rizobios está basado en el gen ribosómico 16S (o 16S rRNA) que 

codifica para un componente de la subunidad 30S de los ribosomas procariontes, en 

ocasiones presenta limitaciones para diferenciar entre especies. Por esta razón, en los 

últimos años se ha propuesto para la identificación y análisis filogenético en determinados 

grupos de rizobios, la utilización de algunos genes esenciales en la viabilidad de la célula. 
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   Además, es importante señalar que durante muchos años se pensó que los rizobios eran 

las únicas bacterias capaces de originar nódulos en raíces de leguminosas, sin embargo 

en los últimos años se ha documentado la existencia de bacterias que forman nódulos y 

fijan nitrógeno en no leguminosas y se encuentran filogenéticamente alejadas de los 

rizobios.  

   El Phylum Proteobacteria que pertenece al Dominio Bacteria es hasta ahora el más 

✆✆✝✞✔☎✁ ✔✂✓☎✆☞✟ ✌ ✝✆✆✎✒✝ ✞✂✞✞✟ ✞✡✝☞☎☞ ✔☎☞✂✆✞✝✔✝☞ ✒✟✆ ✡☎☛✆✝☞ ✆✆✂☎✆✝☞ ✂✁ ✄✁ ✂✁ ✁ ✌ �✑ ✁✝

✁✝✌✟✆✝✝ ✔☎ ✡✟☞ ✆✂✄✟✍✂✟☞ ✒☎✆☛☎✞☎✞☎✞ ✝✡ ✆✆✎✒✟ ✂ ✒✆✟☛☎✟✍✝✞☛☎✆✂✝☞ ✟✄✝✆☛✝✞☎✄-Romero, 1994; 

Martínez-Romero & Caballero-Mellado, 1996) se incluyen en el Orden Rhizobiales y 

comprende las familias Rhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, 

Methylobacteriaciae, Phyllobacteriaceae y Brucellaceae (Garriti et al., 2001; Rivas et 

al., 2009; Shamseldin et al., 2017). Los géneros Rhizobium, y Ensinfer (Sinorhizobium) 

y el nuevo género Shinella (Lin et al., 2008) se incluyen el la familia Rhizobiaceae y los 

antiguos géneros Agrobacterium y Allorhizobium se fusionaron en uno solo, y 

actualmente todas sus especies se incluyen en el género Rhizobium (Young et al., 2001). 

La familia Bradyrhizobiaceae está representada principalmente por el género 

Bradyrhizobium. El género Azorhizobium, que forma nódulos en los tallos de Sesbania, 

se ubica en la familia Hyphomicrobiaceae. Los géneros Mesorhizobium y 

Phyllobacterium se han incluido en la nueva familia Phyllobacteriaceae. Una ampliación 

más reciente del conocimiento acerca de las bacterias formadoras de nódulos en 

✡☎✆✎✁✂✞✟☞✝☞ �✎☎ ☎✡ ✆✆✎✒✟ ✔☎ ✡✝☞ ✄ ✒✆✟☛☎✟✍✝✞☛☎✆✂✝☞✁ ✝✞☛✎✝✡✁☎✞☛☎ ✒✆☎☞☎✞☛✝ ✎✞✝ ☞✟✡✝ �✝✁✂✡✂✝

Burkholderiales con los géneros Burkholderia (Moulin et al., 2001) y Cupriavidus 

(Ralstonia) (Chen et al., 2001), ✌ ✝ ✟☛✆✝☞ �✝✁✂✡✂✝☞ ✔☎ ✡✝ ✂- proteobacteria como por 

ejemplo Methylobacterium (Methylobacteriaceae) (Jourand et al., 2004), Dovosia 

(Hyphomicrobiaceae) (Bautista et al., 2010) y Ochrobactrum (Brucellaceae) (Trujillo et 

al., 2005). La clasificación de las bacterias que nodulan las leguminosas se encuentran en 

permanente cambios, Shamseldin et al. (2017) informaron recientemente que hay 238 

especies de bacterias que nodulan leguminosas distribuidas en 18 géneros. Si bien el 

✞✟✁✍✆☎ ✂✆✂✄✟✍✂✟☞☎ ✞✟ ✆☎sulta en la actualidad como el más adecuado para describir a las 

bacterias formadoras de nódulos, todavía se continúa utilizando en la literatura. 

 

I.4.1.1 Familia Bradyrhizobiaceae 

   Como hemos comentado anteriormente, la nomenclatura tradicional de Rhizobium fue 

modificada cuando Jordan (1982) basándose en características morfológicas, fisiológicas, 
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bioquímicas y genéticas, reclasificó algunas especies separando las de crecimiento lento 

en un nuevo género, Bradyrhizobium, que fija nitrógeno en simbiosis con plantas de soja 

(Glicine max). La nomenclatura se basó en características fisiológicas diferentes de otros 

rizobios (Jordan, 1984). Luego, el avance de los métodos moleculares para el análisis 

filogenético, particularmente aquellos basados en la secuencia de los genes 16S rRNA 

permitió la creación de la familia Bradyrhizobiaceae que incluye géneros fijadores de 

nitrógeno con diferentes características pero con tasas de crecimiento lento, similares 

(Garrity et al., 2005). 

   La familia Bradyrhizobiaceae contiene tres géneros Bradyrhizobium, Blastobacter y 

Photorhizobium. El género Bradyrhizobium incluye 36 especies, mientras que 

Blastobacter y Photorhizobium contienen sólo una sola especie (Shamseldin et al., 2017). 

La taxonomía de Bradyrhizobiaceae resulta muy confusa, siendo una de las más 

distintivas en término de inclusión de géneros que son fenotipicamente muy diversos y 

presentan características fisiológicas y ecológicas extremas (Marcondes de Sousa, et al., 

2014). 

 

I.4.1.2 Especies actualmente descriptas del género Bradyrhizobium 

     El género Bradyrhizobium se caracteriza por agrupar bacterias Gram negativas de 

crecimiento lento o muy lento, reacción alcalina en medios de cultivo que contienen 

manitol como fuente de carbono (Jordan, 1982) y son capaces de establecer una relación 

simbiótica fijadora de nitrógeno con varias especies leguminosas, incluyendo especies 

herbáceas y leñosas de origen tropical y templado, y leguminosas acuáticas como 

Aeschynomene y no leguminosa como el género Paraponia (Menna et al., 2006). 

Además, estas bacterias se han reportado como endófitos de arroz salvaje y moderno 

(Oriza sativa L.) y Bradyrhizobium betae como endófito de remolacha azucarera (Beta 

bulgaris L) para el que no se conoce estado simbiótico (Rivas et al., 2004). También se 

han encontrado algunos Bradyrhizobium que pueden formar nódulos en leguminosas y 

llevar a cabo la fotosíntesis (Molouba et al., 1999), algunos fotosintéticos fueron 

reportados como endófitos de arroz salvaje africano (Chaintreuil et al., 2000). 

   En la actualidad se amplió el número de especies reconocidas dentro del género 

Bradyrhizobium que forman nódulos en leguminosas. A continuación, se muestran junto 

a su planta hospedera donde se aisló por primera vez (Tabla I.1). 
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Tabla I.1. Especies del género Bradyrhizobium formadoras de nódulos en leguminosas y planta 
huésped donde fue aislada. Las citas de referencia describen a las especies (página siguiente). 

Género/especie Planta huésped Referencia 
B. japonicum Glicine max  Jordan, 1984 * 
B. elkanii Glicine max Kuykendall et al., 1992 
B. liaoningense Glicine max Xu et al., 1995 
B. yuanmingense Lespedeza, sp. Yao et al., 2002. 
B. canariense Genisteae Vinuesa et al., 2005 
B. desnitrificans Aeschynomene indica Van Berkum et al., 2006 **  
B. iriomotense Entrada koshunensis Islam et al., 2008 
B jicamae Pachyrhizus erosus Ramírez-Bahena et al., 2009 
B. pachyrhizi Pachyrhizus erosus Ramírez-Bahena et al., 2009 
B. cytisi Cytisus villosa Chahbourne et al., 2011 
B. lablabi Lablab purpureus Chang et al, 2011 
B. rifense Cytisus villosus Chahboune et al., 2012 ***** 
B. huanghuaihaiense Glicine max � Vigna unguilata Zhang et al., 2012 
B. daqingense Glicine max Wan et al., 2013 
B. diazoefficiens Glicine max Delamuta et al., 2013***       
B. oligotrophicum Aeschynomene indica Ramírez-Bahena et al., 

B. arachidis Arachis hypoagaea Wang et al., 2013 
B. retamae Retama sphaerocarpa y Guerrouj et al., 2013 
B. ganzhouense Acacia melanoxylon Lu et al., 2014 
B. icense Phaseolus lunatus (L). Durán et al., 2014 
B. ingae Inga laurina (Sw.) Da Silva et al., 2014 
B. manausense Vigna unguiculata Silva et al., 2014 
B. neotropicale Centrolobium paranaense Zilli et al., 2014 
B. ottawaense Glicine max Yu et al., 2014 
B. paxllaeri Phaseolus lunatus (L). Durán et al., 2014 (b). 
B. valentinum Lupinus mariae-josephae Durán et al., 2014 (a) 

B. erythrophlei Erythrophleum fordii Yao et al., 2015 

B. ferriligni Erythrophleum fordii Yao et al., 2015 

B. lupini Lupinus Peix et al., 2015 

B. subterraneum Arachis hypogaea                             Gronemeyer et al., 2015a  

B. guangodongense Arachis hypogaea  Li et al., 2015 

B. guangxiense Arachis hypogaea Li et al., 2015 

B. tropiciagri Neonotonia wightii Delamuta et al., 2015 

B. embrapense Desmodium heterocarpon Delamuta et al., 2015 

B. lupini comb Lupinus Peix et al., 2015 

B. kavagense Leguminosas tradicionales de Nambia Gronemeyer et al., 2015b 

B. vignae Vigna - Archis Gronemeyer et al., 2016 

Referencias: 

*Rhizobium japonicum (Buchanan, 1980) reclasificado. 
 ** Blastobacter denitrificans (Hirsch & Müller, 1985) reclasificado. 
*** Bradyrhizobium japonicum USDA 110T reclasificado. 
****Agromonas oligotrófica (Ohta & Hattori, 1983) reclasificado. 
***** Bradyrhizobium rifense (Chahboune, et al, 2011) especie validada.
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Como se describe más adelante (Capítulo IV y V) la mayoría de los aislamientos 

noduladores de Desmodium incanum que se presentan en esta tesis corresponden al 

género Bradyrhizobium. 

 

I.5. Estadio de vida libre y colonización radicular  

   Los rizobios son bacterias de vida libre que pueden sobrevivir como saprófitos por 

largos períodos de tiempo en ausencia de plantas leguminosas. En el suelo se comportan 

como bacilos móviles incapaces de fijar nitrógeno y su abundancia está condicionada por 

las características fisicoquímicas del nicho, principalmente la textura, estructura y 

contenido de materia orgánica que les permitirá disponer de agua, oxígeno y competir por 

nutrientes en el suelo. Los principales factores que determinan su tamaño poblacional son, 

la ausencia de leguminosa huésped y factores ambientales abióticos como la acidez o 

alcalinidad, contenido de materia orgánica, y contaminación con metales pesados. Por 

otro lado, se conoce que pueden formar biopelículas donde adquieren una organización 

que les ofrece protección ante sustancias tóxicas, radiaciones ultravioletas, desecación, 

entre otros factores estresantes y se establecen sobre superficies bióticas o abióticas. La 

arquitectura de las biopelículas se presenta como microcolonias en una matriz de 

exopolisacáridos y canales por donde circula agua y nutrientes (Stoodley et al., 2002). 

Las bacterias pueden desprenderse de la matriz por señales externas como falta de 

nutrientes, permitiendo a los rizobios colonizar nuevos hábitats como la superficie de una 

raíz en crecimiento; así los rizobios presentan una quimiotaxis positiva a muchos de los 

exudados que liberan las raíces de las plantas hospedadoras pudiendo colonizar una zona 

del suelo en íntimo contacto con las raíces denominada rizosfera. Dentro de los 

compuestos presentes en los exudados radicales se encuentran aminoácidos, proteínas, 

azúcares, flavonoides e isoflavonoides, carbohidratos, vitaminas (Robinson & Bauer, 

1993) y alcoholes. Entre estos compuestos, principalmente los flavonoides e 

isoflavonoides, pueden ayudar inicialmente a colonizar la rizosfera actuando como 

quimio-atrayentes, o menos probable, como promotores del crecimiento de los rizobios 

(Cooper, 2004). 

  



 

21 

 

   El conjunto de eventos de vida libre son luego determinantes de la competitividad y 

vida simbiótica del rizobio (ver punto I.6). Evidentemente el conjunto de características 

adquiridas durante este período perfilan al rizobio hacia la interacción con la planta, sin 

embargo el detalle molecular de este perfil óptimo para una eficiente competición es 

complejo y difícil de abordar experimentalmente. En las siguientes secciones 

describiremos el complejo entorno que los rizobios habitan haciendo énfasis en la 

interfase de suelo que rodea la raíz (rizósfera) y los eventos iniciales que allí suceden 

(llegada a la rizósfera, reconocimiento, adhesión). 

 

I.6. Desarrollo del estado simbiótico 

I.6. 1. Las etapas tempranas de preinfección 

I.6.1.1. Quimiotaxis y colonización radicular 

   El suelo constituye un nicho oligotrófico complejo, donde conviven un gran número de 

microorganismos que compiten por su sobrevivencia. En este sentido, la asociación con 

la planta provee una ventaja competitiva para los rizobios. La capacidad de establecer una 

comunicación específica entre rizobios y plantas es producto de una extensa co-evolución 

(Martínez-Romero, 2009) que ha permitido a la planta desarrollar la habilidad para 

diferenciar entre potenciales simbiontes.   

   La quimiotaxis bacteriana hacia los exudados de las raíces de las plantas es un 

importante evento en las interacciones entre las leguminosas y los rizobios. Las plantas 

exudan un alto nivel de nutrientes y muchos de ellos actúan como quimiotácticos para las 

bacterias. Las diferentes bacterias son quimiotácticas positivas a azúcares, aminoácidos, 

ácidos dicarboxílicos (por ej. succinato, malato, fumarato) y compuestos aromáticos 

(Robinson & Bawer, 1993). La unión de los rizobios a la superficie de la planta es 

escencial para el establecimiento de una interacción a largo plazo de la bacteria con su 

huesped. Las lectinas de las plantas son proteínas que se unen reversiblemente a un mono 

u oligosacárido, podrían servir como receptores de exopolisacáridos bacterianos (EPS) y 

mediar la especificidad en la simbiosis rhizobium-leguminosa (Rudiger & Gabius, 2001). 

Si bien la función molecular de los polisacáridos de superficie en rizobios sigue siendo 

poco clara (Laus et al., 2006), se han postulado varias funciones diferentes de los EPS y 

posiblemente actúen como una molécula señal para determinar la especificidad del 

huesped, En este sentido Kawaharada et al. (2015) recientemente han identificado un gen 
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producen concentraciones óptimas cerca del pelo emergente que es el sitio más favorable 

para la infección del rizobio. Su rol más importante en la iniciación de la simbiosis es su 

interacción con el producto de la expresión del gen nodD del microsimbionte para formar 

un complejo proteíno-fenólico, un regulador de otros genes de nodulación (nod) que son 

responsables de la síntesis de señales recíprocas de la raíz de la planta. La combinación 

de proteínas NodD con los flavonoides adecuados dispara la producción de moléculas 

señales altamente específicas, por los rizobios, los lipo-quito-oligosacáridos ó factores 

Nod, por medio de la activación de los genes nod  específicos (Cooper, 2004).    

En los últimos años varias contribuciones han demostrado claramente el papel de los 

flavonoides en la nodulación, estudios realizados por (Subramanian et al. 2007; 

proporcionaron evidencia genética que las isoflavonas son escenciales para la nodulación 

de raíces de soja debido a su capacidad para inducir genes nod en Bradyrhizobium 

japonicum. Zhang et al. 2007) en estudios genéticos utilizando Medicago truncatula, 

como planta modelo, determinaron la importancia de las flavonas en la nodulación. 

Además de los flavonoides se han identificado otros inductores de genes nod de ciertas 

especies de rizobios, tales como betaínas (Chen & Murata, 2002), xantonas (Phillips et 

al., 1992), ácidos aldónicos (Gagnon & Ibrahim, 1998), compuestos fenólicos simples 

como vainillina y coniferilico, ácido clorogénico, ácido ferúlico (Gagnon & Ibrahim, 

1998). En particular, en Bradyrhizobium japonicum, se ha encontrado que los jasmonatos 

son inductores de los genes nod tan potentes como la genisteína (Mabood et al., 2006; 

Wasternack & Hause, 2013) 

    

I.6.1.3. Síntesis de factores de nodulación (FN) lipo-quito-oligosacarídicos.  

   El evento clave en la formación de los nódulos es la síntesis y liberación por los rizobios 

de pequeñas moléculas que son detectadas por la planta y desencadenan la formación del 

nódulo (Geurts & Bisseling, 2002) Estas moléculas se definen quimicamente como 

lipoquitoologosacáridos y se denominan factores Nod (NF). Los NF, constituyen la 

primera señal de respuesta de los rizobios hacia las raíces en pos de dar inicio al proceso 

de infección y son detectadas por una serie de leguminosas huesped que inducen cambios 

importantes en el desarrollo de la planta, necesarios para la entrada de los rizobios en el 

huesped (Geurts & Bisseling, 2002). De esta forma la producción de los NF por la bacteria 

resulta ser el mayor determinante de la especificidad en la simbiosis rizobio-leguminosa 



 

24 

 

definiendo el rango de hospedadores susceptibles de ser infectados por una cierta cepa o 

especie de rizobio (Perret et al., 2000). Estas moléculas también inducen la división 

celular y la expresión genética dentro del cortex y periciclo de la raíz donde se inicia el 

desarrollo del nódulo (Cullimore et al., 2001). 

   Los NF se determinaron por primera vez en 1990 para Sinorhizobium meliloti (Lerouge 

et al., 1990). La estructura de estos factores comprende un núcleo básico de longitud 

variable formado por residuos de N-acetil-D-glucosamina enlaza✔✟ ✒✟✆ ✎✞✂✟✞☎☞ ✄ �-4 

(Figura I.8). En el grupo amino correspondiente al azúcar del extremo no reductor se une 

una marcada variedad de ácidos grasos mediante uniones amida, los cuales, dependiendo 

de cada factor Nod, tendrán diferente grado de saturación. Sobre esa estructura básica, y 

dependiendo de la especie de rizobio, se encuentran modificaciones o sustituciones muy 

variadas tanto en el extremo reductor como en el no reductor.      

 

 

 

 

 

Reductor. 

 

 

Muchos NF de diferentes especies de rizobios han sido identificados y difieren en cuanto 

al número de residuosde glucosamina, la longitud y saturación de la cadena de ácidos 

grasos y la naturaleza de las modificaciones de esta columna vertebral básica. Estas 

variaciones definen gran parte de la especificidad de especies que se observa en la 

simbiosis (Perret et al., 2000). Las proteínas codificadas por los genes bacterianos nodA, 

nodB y nodC están involucradas en la biosíntesis de la estructura del núcleo básico de los 

factores Nod. Adicionalmente los NF presentan modificaciones de naturaleza variable 

(sulfurilaciones, acetilaciones, carbamilaciones y metilaciones entre otras) en diferentes 

Figura I.8. Estructura general del lipo-quito-oligosacárido o factor Nod. La estructura básica del factor 

Nod (n = 0-3). Símbolos R1-R9 indican posibles modificaciones estructurales del esqueleto: R1 - grupo 

metilo añadido por la proteína NodS; R2 y R3 - grupos carbamoilo agregadas por NolO; R4 - 

sustituciones acetilo o carbamoílo agregadas por NodL y NodU, respectivamente; posición R5 puede 

estar sustituido por sulfato (NodH), acetil (NodX), fucosil (NodZ), y metilo grupos (NoeI); R6 - manosil 

y glicerol modificaciones; R7 - grupo acetilo; R8 - grupo arabinosil (NoeC); R9 - Grupo fucosil; el acilo 

graso se añade por enzimas NodFE. Tomado de Janczarek et al. (2015).  
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posiciones del núcleo básico. La introducción de grupos sustituyentes y las 

modificaciones químicas realizadas al ácido graso acoplado a la glucosamina terminal en 

el núcleo básico son ejecutadas por proteínas codificadas por otro grupo de genes nod 

(nodEF, nodG, nodH, nodPQ, nodL, etc) y por genes noe y nol. 

   La longitud del núcleo básico, la estructura del resto N-acilo acoplado al residuo 

☛☎✆✁✂✞✝✡✁ ✌ ✡✝ ✂✔☎✞☛✂✔✝✔ ✔☎ ✡✟☞ ☞✎☞☛✂☛✎✌☎✞☛☎☞ �✎☎ ✂✔☎✞✟✆✝✞☎ ✝✡ ☎☞�✎eleto básico son los 

determinantes estructurales que caracterizan un NF y varían entre especies de rizobios. 

Esta variación es precisamente uno de los factores que determina las diferentes 

especificidades entre especies de rizobios y de leguminosas (Lerouge et al., 1990). Es 

importante mencionar que una especie de rizobio puede sintetizar una familia de NF, 

dificultando así la predicción del rango de huéspedes a partir de la estructura de los NF 

que produce un rizobio en particular. La detección de los NF por parte de la planta es 

mediada por los receptores de múltiples dominios extracelulares, pertenecientes a la 

familia LysM que se encuentran expuestos en la superficie externa de los pelos radiculares 

(Garg, 2007). 

 

I.6.1.4. Otros determinantes de especificidad.  

   Además de los flavonoides y NF, en ciertas leguminosas la especificidad se encuentra 

regulada a otro nivel, que incluye proteínas de rizobio secretadas por los sistemas de 

secreción del tipo I, III, IV y VI (Figura I.9). Si bien los mecanismos de acción de estas 

proteínas no están completamente dilucidados, se cree que su rol es complementar la señal 

inducida por los NF (Downie, 2014).  

   Un mecanismo caracterizado en sólo dos especies de rizobios (R. leguminosarum bv. 

viciae y Rhizobium sp BR816) es la secreción, a través del sistema de secreción del tipo 

I, de la proteína de unión a Ca+2, NodO. La transcripción del gen nodO se encuentra 

regulada por flavonoides y NodD. Se ha demostrado que la secreción de NodO extiende 

el rango de hospedador (Economou et al., 1994; Vlassak et al., 1998).   

    El segundo mecanismo involucra proteínas de secreción denominadas Nop (del inglés: 

Nodulation Outer Proteins) secretadas por el sistema de secreción de tipo III. Los genes 

que codifican para las proteínas Nop y el sistema de transporte tipo III son inducidos por 

NodD y flavonoides, a través del activador transcripcional ttsI que regula la transcripción 

por medio de su unión a promotores especiales, las cajas tts. El rol de estas Nop en la 

nodulación es dependiente de la planta huésped y una misma proteína puede producir un 
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efecto positivo, negativo o nulo en la nodulación (Marie et al., 2003; Janczarek et al., 

2015). 

 

 

 

 

 

  Se ha descripto que también los sistemas de secreción de tipo IV (T4SS) y VI (T6SS) 

juegan un rol en la competencia y la especificidad de la interacción para ciertas 

interacciones particulares (Nelson & Sadowsky, 2015). Por ejemplo, se ha encontrado 

que la pérdida del T4SS en Mesorhizobium loti hace que no pueda competir 

eficientemente por la ocupación de nódulos en Lotus japonicus, sin embargo, es capaz de 

nodular Leucaena leucocephala, una planta heteróloga (Hubber et al., 2004). Los 

sistemas de secreción de tipo VI fueron descubiertos hace unos años, siendo una proteína 

de tipo RbsB la única proteína secretada descripta, para el caso de R. leguminosarum, 

cuyo rol en la simbiosis es desconocido (Fauvart & Michiels, 2008). En base al análisis 

de secuencias genómicas, Bingle et al. (2008) han reportado la presencia de T6SS en al 

menos tres géneros de rizobios. Además de R. leguminosarum, también se encontraron 

secuencias conservadas de T6SS en los genomas de B. japonicum y M. loti. A raíz del 

reciente interés de los T6SS en bacterias patógenas, este hallazgo representa otra 

oportunidad para comparar la conservación funcional de las vías de secreción en 

patogénesis y simbiosis. 

 

Figura I.9. Esquema general de la simbiosis rizobio-leguminosa. Señales y otros compuestos 

derivados de la planta y de la bacteria que participan en esta interacción. Imagen adaptada de Janczarek 

et al., (2015). 
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I.6.1.5. El proceso de adsorción a la superficie radicular 

   El proceso de adsorción involucra a la planta leguminosa a través de lectinas y 

aglutininas, o del rizobio como polisacáridos superficiales, fibrillas de celulosa y 

adhesinas (ricadhesina) (Lodeiro et al., 2000). Las lectinas son glicoproteínas secretadas 

por la punta del pelo radicular y se unen específicamente a estructuras de carbohidratos 

presente en la superficie de la bacteria y pelo radicular actuando como puente entre ambos 

socios. Además, las lectinas están implicadas en parte, en la especificidad simbiótica, por 

ejemplo, la expresión de la lectina de soja en Lotus corniculatus transgénico, permitió 

que la planta sea nodulada por B. japonicum (van Rhijn et al., 1998). Sin embargo, otros 

autores apoyan la hipótesis de que la función principal de las lectinas de las plantas puede 

residir en una etapa posterior a la adhesión (Brelles-Mariño & Boiardi, 1996). Estudios 

realizados por estos autores demostraron que el tratamiento de bacterias con lectinas de 

la leguminosa antes de la inoculación, en la simbiosis Rhizobium etli -Phaseolus vulgaris 

aumenta la infectividad y la formación del hilo de infección. 

   Las adhesinas como ricadhesinas y RapA1 son proteínas bacterianas que median la 

interacción entre la planta y los rizobios. La ricadhesina, una proteína secretada 

dependiente de Ca+2  cumple un rol dominante en la adhesión primaria a pH ligeramente 

alcalino (Rodríguez-Navarro et al., 2007). Uniones mediadas por ricadhesinas son 

comunes en la familia Rhizobacteraceae incluyendo los géneros Bradyrhizobium y 

Agrobacterium (Brelles Mariño & Ané, 2008). Por otro lado se han caracterizado un 

conjunto de adhesinas secretadas por el sistema de secreción de tipo I, denominadas 

proteínas adherentes de rizobios (RAPs), que reconocen polisacáridos superficiales de las 

bacterias y se encuentran involucradas en la unión de bacterias entre sí, cumpliendo su 

rol en la segunda etapa de asociación y agregación de las bacterias en la punta de los pelos 

radicales (Downie, 2010). 

   En términos generales, se ha descrito al proceso de adhesión de los rizobios a las 

leguminosas en dos etapas. En una primera etapa ocurre una adhesión débil y reversible, 

donde las lectinas de leguminosas pueden reconocer un carbohidrato de superficie del 

rizobio, y también proteínas como la ricadesina y la RapA1 estarían implicadas en la 

unión. En una segunda etapa intervienen fibras de celulosa bacteriana, ya sea producida 

antes o después de la adhesión de las bacterias. Estas fibrillas causarían una unión 

irreversible y la formación de agregados bacterianos en la superficie del hospedador (Laus 

et al., 2005) 
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I.6.2. La infección 

   La infección se inicia por medio de dos mecanismos dependiendo principalmente de la 

especie leguminosa, y requiere en general de los FN y polisacáridos de superficie 

bacteriana (Downie, 2010). Una forma de infección del huesped es mediante el ingreso 

de las bacterias a la raíz de la planta a través de fisuras ocasionadas en la epidermis como 

consecuencia de la emergencia de raíces laterales o adventicias (crack entry). Las 

bacterias invaden directamente las células corticales y luego se dispersan por los espacios 

intercelulares hasta llegar al primordio del nódulo. Se cree que este mecanismo de 

infección es el más antiguo (Sprent, 2007). Este tipo de infección ha sido caracterizada 

en Sesbania rostrata, en esta leguminosa las bacterias parecen crecer en los espacios 

intercelulares formando focos de infección donde pueden formar un centro de 

señalización e inducir la infección y nodulación (Goormachtig et al., 2004a,b). Este tipo 

de infección ha sido revisada por Capoen et al. (2010). También ha sido reportado el 

origen de la infección de rizobios a través de la infección epidérmica directa intercelular 

en mutantes de Lotus japonicus (Madsen et al., 2010). 

    Otro mecanismo de infección y el más estudiado es el proceso mediante el cual los 

rizobios penetran a través de los pelos radiculares en leguminosas como arveja, tréboles, 

poroto, soja Medicago sp.y Lotus sp. Este proceso se muestra en la Figura I.10 y I.11,  y 

es el que detallamos a continuación. 

   La interacción simbiótica comienza cuando las bacterias colonizan la superficie de la 

raíz e inducen la curvatura de la punta del pelo radicular (Oldroyd et al.; 2011). El 

enrulamiento del pelo radicular se cree que es causado por una reorientación gradual y 

constante de la dirección del crecimiento del mismo que puede ser causada por los 

factores Nod al ser reguladores del crecimiento (Oldroyd, 2007). La invaginación del pelo 

radicular a través del hilo de infección es controlada por la planta huesped (Madsen et al., 

2010). Las bacterias quedan atrapadas dentro de la depresión del rulo y por una actividad 

celulósica son capaces de degradar la pared celular vegetal, luego la membrana celular se 

invagina y nuevo material es depositado por la planta y se forma un canal llamado el hilo 

de infección (Limpens & Bisseling, 2003). Este hilo de infección contiene una matriz 

polisacarídica de origen bacteriano y glicoproteica de origen vegetal. El enrulamiento 

solo se produce en unos pocos pelos en la zona radicular que es susceptible a los rizobios, 

mientras que la mayoría de los pelos radiculares dentro de esta zona muestran un 

comportamiento alterado o deformado. Si más de una bacteria queda atrapada, el proceso 
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de formación del hilo de infección tiende a seleccionar un solo tipo, por lo que, en general, 

la infección proviene de una única bacteria (clonal) (Gage & Margolin 2000).  

 

 

Figura I.10. Desarrollo coordinado de las raíces durante la nodulación. La infección bacteriana puede 
ocurrir ya sea a través del pelo de la raíz o bien en grietas en la epidermis (crack entry). La invasión del 
pelo de raíz se inicia mediante la adhesión bacteriana a los pelos de raíz y la deformación del pelo atrapa a 
la colonia de bacterias. Los hilos de infección inician la invasión bacteriana de la corteza. Concomitante 
con estas respuestas epidérmicas, las células corticales activan la división celular para formar el meristema 
del nódulo. Durante la entrada, las respuestas epidérmicas asociadas con la percepción del factor Nod 
conducen a la expresión de genes y a osclacion de Ca+2 dentro y alrededor del núcleo. Las respuestas 
corticales están asociadas con el aumento de citoquininas y auxinas; que son percibidas por proteínas de 
señalización (LHK1, GRAS, GAI, RGA) y su activación conduce a la inducción de la división celular en 
células corticales. La infección, sin embargo, requiere la cascada de señalización antes mencionada pero 
además requiere de la otra vía desencadenada por los FN. La activación de esta otra vía se cree que requiere 
una ROP-GTPasa que activa la producción de especies reactivas de oxígeno y un influjo de Ca+2 en la punta 
de los pelos radiculares. Esta cascada de señalización regula la dinámica del citoesqueleto, el tráfico 
vesicular y la señalización de lípidos asociados con el crecimiento apical y el desarrollo del hilo de 
infección. Abreviaturas: ENODs, genes de nodulación temprana; NIN, creación de nódulos, LysM-RLK, 
motivo lisina - receptor similar a la quinasa. (Oldroyd & Downie, 2008). 

 

   Antes de que el hilo de infección alcance las células de la base del pelo radicular, las 

células corticales de la raíz son inducidas a diferenciarse activando su ciclo celular y 

causando su división para formar el primordio nodular. También se activan las células del 

periciclo y se someten a divisiones celulares. El hilo de infección atraviesa las capas 

exteriores de las células para alcanzar el primordio nodular y se ramifica en las células 

corticales, iniciando un proceso de diferenciación anunciado por el agrandamiento de las 

células En el hilo de infección los rizobios se multiplican activamente pero permanecen 

confinados por la pared celular del vegetal. A medida que se desarrolla el primordio 

nodular las bacterias se liberan del extremo de infección por endocitosis y se diferencian 

en bacteroides rodeados de la membrana de origen vegetal llamada membrana 

peribacteroidal MPB (Garg, 2007). 
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   El factor Nod sería necesario durante todo el proceso de infección e incluso para una 

correcta invasión del nódulo (Jones et al., 2007). Al inicio de la infección causará 

oscilaciones de calcio en todas las células, las epidérmicas y las de la corteza, y 

consecuentemente activará la expresión de genes de nodulación temprano. Asimismo, los 

EPS son elementales para una infección exitosa, ya que, además de estar implicados en 

el reconocimiento rizobio-leguminosa, son responsables de inhibir en parte las respuestas 

de defensa de la planta (Brelles Mariño & Ané, 2008). 

   La liberación de las bacterias en las células vegetales se inicia mediante la formación 

de una gotita de la infección, o más habitualmente en las posiciones de la curvatura de 

infección donde la pared celular se interrumpe y los rizobios entran en contacto directo 

con la membrana plasmática de la célula huésped. Luego la membrana celular de la planta 

crece más y las bacterias ocupan el lumen de las células vegetales por endocitosis. La 

estructura recién formada, que consiste en bacterias que se están diferenciando en 

bacteroides encerradas en la MPB se denomina simbiosoma. Los bacteroides se 

caracterizan por tener un tamaño hasta diez veces mayor a su estado de bacteria, ausencia 

de flagelos, incapacidad de duplicarse y utilizan como única fuente de carbono los ácidos 

málico y succínico cedidos por la planta. Además, presentan una importante adaptación 

fisiológica con relación a su capacidad enzimática, en particular se expresa la nitrogenasa. 

La membrana del simbiosoma se comporta tanto como una interfase física, como 

Figura I.11. Enrulado del pelo radical y desarrollo del hilo de infección. A) Esquema del proceso de 
formación del hilo de infección, tomado de Parniske & Downie (2003). B) Micrografía electrónica 
original de Sahlman & Fahraeus (1963) mostrando el enrulado de la punta del pelo y los rizobios 
atrapados en el bolsillo que se forma.  C) La imagen de la izquierda muestra un hilo de infección de la 
raíz del guisante que ha enroscado sobre sí mismo. Las bacterias expresan lacZ a partir de un promotor 
constitutivo y se tiñeron utilizando el sustrato cromogénico X-gal. La imagen de la derecha muestra otro 
hilo de infección que se ha extendido a capas epidérmicas y subepidérmicas. Imágenes: Walker S., 
Babraham Instituto, Cambridge. 
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mediando el intercambio de metabolitos entre los simbiontes, siendo ambas funciones 

escenciales para la formación de los nódulos. En nódulos maduros la membrana del 

simbiosoma representa una mezcla de proteínas que se asemejan a las proteínas de la 

membrana plasmática y tonoplasto. Además, aquellas proteínas implicadas en el 

transporte de energía, procesos metabólicos, formación de nódulos y la función de señales 

de respuesta de patógenos, han sido identificadas a partir de la membrana del simbiosoma 

(Emerich & Krishnan, 2014). Como se ha mencionado, esta membrana se debe agrandar 

para permitir la división y el crecimiento del bacteroide, y puede estar integrado por 

cientos de bacteroides, cada uno encerrado en su propia membrana simbiosomal. En 

nódulos determinados los simbiosomas se fusionan y/o los bacteroides se dividen en el 

simbiosoma, lo que resulta en simbiosomas que contienen varios bacteroides. Sin 

embargo en los nódulos indeterminados la división del bacteroide es junto con el 

simbiosoma y en su mayoría resultan bacteroides individuales dentro de un simbiosoma. 

Durante este proceso se requiere una gran cantidad de lípidos y la síntesis de proteínas 

desde las células de los nódulos infectados (Garg, 2007). Paralelamente a este evento y 

una vez inducido el primordio nodular, continúan las divisiones mitóticas de las células 

corticales, sufren un proceso de desdiferencición que conducen a la formación del tejido 

meristemático cuya función es generar el crecimiento del nódulo. De acuerdo a las 

características de la leguminosa se pueden formar dos tipos de nódulos: los determinados 

y los indeterminados (Figura I.12).   

   Los nódulos determinados (Figura I.12B) son de forma esférica debido a que presentan 

tejido meristemático perisférico no permanente, el crecimiento se basa en la expansión y 

no en la división celular y alcanzan su crecimiento máximo en pocas semanas. En estos 

nódulos las células infectadas más jóvenes están inmediatamente por debajo del tejido 

perisférico, los simbiosomas maduros ocupan la zona intermedia y los senescentes la 

región central. El tejido central presenta células no vacuoladas que provienen de 

divisiones de la hipodermis, y células muy vacuoladas que forman el parénquima que 

rodea al tejido central, que provienen de divisiones de células del periciclo. Los haces 

vasculares corren por el tejido periférico en ambos tipos de nódulos.  
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   Los nódulos indeterminados (Figura I.12A) son alargados debido a que las células del 

cortex interno generan un meristema apical persistente. En estos nódulos se distinguen 

cuatro zonas transversales, llamadas zona I o del meristema libre de bacterias, zona II  

donde penetran los hilos de infección y los bacteroides se dividen y diferencian, zona III 

o zona de simbiosomas fijadores de N2 y zona IV donde se encuentran bacteroides en 

senescencia. Las plantas que forman nódulos indeterminados imponen un programa de 

endoreduplicación genómica del rizobio (Vinardell et al., 2003) para aumentar 

indirectamente su tasa metabólica y poder aportar los requisitos energéticos de la fijación 

de nitrógeno. Una vez logrado este grado de diferenciación, es necesaria la disminución 

de la presión parcial de oxígeno para que la maquinaria de fijación de nitrógeno se exprese 

correctamente y luego la nitrogenasa encuentre el ambiente propicio para su 

funcionamiento, la producción de leghemoglobinas por parte de la planta conduce a la 

generación de microaerobiosis. Dentro de las especies que forman nódulos 

indeterminados se distribuyen principalmente en regiones templadas, aunque pueden 

encontrarse algunas excepciones en esta amplia clasificación (Brett et al., 2010), las más 

conocidas son Trifolium (trébol), Medicago sativa (alfalfa) y Pisum sativum (arveja). 

   Las especies que forman nódulos determinados se encuentran generalmente en regiones 

tropicales y subtropicales, siendo las más conocidas Glycine max (soja) y Phaseolus 

vulgaris (poroto) o subtropicales como Lotus japonicus.  

Figura I.12. Esquema de corte longitudinal de un nódulo indeterminado (A) y determinado (B). 
(Tomado de Althabegoiti, 2010) 

 



 

33 

 

   Tal como se detalla en el punto siguiente (Ver punto I.6.3), en el nódulo se fija nitrógeno 

por un período de tiempo determinado después del cual esta actividad decrece dando lugar 

a la lisis y, finalmente la senescencia. Durante el proceso de senescencia nodular (SN) se 

presentan cambios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos. Dichos cambios están muy 

relacionados con la transición de la fase vegetativa a la reproductiva de la planta, así como 

las condiciones de estrés en que pueda estar la leguminosa. En nódulos determinados, 

como en el caso de la simbiosis B. japonicum � Glicine max, la senescencia comienza en 

la zona central de la corteza y se extiende hacia la periferia hasta causar el deterioro total 

del nódulo, este proceso es irreversible y los bacteroides mueren. En contraste, la zona de 

SN en nódulos indeterminados como en Medicago sativa se inicia en la región proximal 

o base del nódulo y presenta varios períodos de senescencia y recuperación durante la 

vida de la planta, los bacteroides continúan vivos, salen del nódulo y vuelven al suelo.  

   Durante la SN del nódulo se producen cambios morfológicos como la pérdida de la 

turgencia, cambio de color rosado por la presencia de la leghemoglobina a oscuro, 

disminución en el número de bacteroides y alteraciones en diversas organelas celulares 

como el aparato de Golgi, mitocondrias, cloroplastos y la membrana celular (Puppo et al., 

2005). También ocurren cambios fisiológicos como el aumento de especies reactivas de 

oxígeno (H2O2, superóxidos, radical hidroxilo), oxidación y decrecimiento de la 

concentración de la leghemoglobina y disminución de la actividad nitrogenasa. También 

se producen alteraciones en los reguladores de crecimiento, metabolismo del nitrógeno, 

poliaminas y ferritina. El proceso de SN es inducido por una señal sistémica como la 

reducción del aporte de carbohidratos a la raíz, o a través de un regulador hormonal 

producido en la parte aérea de la planta y transportado hacia la raíz. 

   El lapso de tiempo que lleva el proceso de senescencia de los nódulos es variable, 

dependiendo de la planta, de la cepa de rizobio y de las condiciones ambientales. La 

senescencia del nódulo está marcada por los cambios fisiólogicos mencionados, además 

durante este proceso las MPBs se fusionan y los simbiosomas se van agrupando en una 

vacuola, que conduce a la lisis de los bacteroides (Muller et al., 2001). Las bacterias que 

no llegaron a diferenciarse se liberan e incrementan substancialmente las poblaciones de 

suelo. Los rizobios entonces restablecen su metabolismo adaptado al estado planctónico, 

luego de lo cual se supone que se establecen en el suelo hasta el próximo ciclo de 

nodulación. 
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templado el nitrógeno es exportado principalmente en forma de glutamina y asparagina, 

representando este último entre un 60%-70% de total de compuestos nitrogenados 

exportados. Aunque la proporción entre las distintas amidas puede variar, las leguminosas 

de origen templado exportan amidas independientemente de si obtienen el nitrógeno o no 

a través de la FBN. Sin embargo, las leguminosas de origen tropical exportan amidas, 

glutamina y asparagina fundamentalmente, cuando crecen a expensas de una fuente de 

nitrógeno mineral y, sin embargo, al establecer una asociación simbiótica, estas especies 

pasan a sintetizar ureidos como compuesto para distribuir el nitrógeno al resto de la 

planta. 

 

I.6.4. Competencia de los rizobios por el nicho simbiótico. Transferencia horizontal 

de genes y modificaciones de la capacidad simbiótica. 

   Los rizobios se caracterizan por su capacidad de interaccionar con las raíces de las 

plantas leguminosas y establecer una relación simbiótica. Estudios moleculares han 

permitido descubrir que la mayor parte de la información requerida para el 

establecimiento de la simbiosis se encuentra localizada en plásmidos simbióticos (pSym), 

o en islas simbióticas dependiendo del tipo de rizobio. 

   El genoma bacteriano está restringido a genes que codifican para funciones básicas 

como la traducción, transcripción, regulación y metabolismo primario de la bacteria. Una 

parte de esa información puede ser intercambiada, perdida o ganada por transferencia 

horizontal de genes. La mayoría del material transferido horizontalmente es parte de un 

paquete genético flexible (Boucher et al., 2001) que contiene genes que son útiles para la 

adaptación a un determinado medio ambiente pero que no son indispensables para la 

sobrevivencia de la bacteria. Estos genes son los que se encuentran implicados en la 

fijación de nitrógeno (nif) y genes implicados en la nodulación (nod). La ubicación de 

estos genes puede ser cromosomal en islas simbióticas como ocurre en Mesorhizobium 

loti y en el género Bradyrhizobium ó extracromosomal en plásmidos simbióticos como 

en Rhizobium leguminosarum bv.viciae, Rhizobium etli y Sinorhizobium meliloti.  

   Con el desarrollo y abaratamiento de los costos de las tecnologías de secuenciamiento 

masivo, se han logrado grandes avances en el estudio del origen y evolución de los 

rizobios. Sin embargo, en la familia Bradyrhizobiaceae el origen y mecanismo de la 

transmisión de los genes simbióticos sigue siendo poco conocida. En tal sentido, se ha 

reportado recientemente, un aislamiento de Bradyrhizobium sp. que posee su genoma 

compuesto por un cromosoma y un plásmido de 0,7 Mbps. Se encontró que dicho 
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plásmido codifica genes relacionados con funciones simbióticas incluyendo nodulación, 

fijación de nitrógeno, y sistemas de secreción de proteínas el tipo III / IV y posee un 

menor contenido de GC (60,1%) en relación al del cromosoma (64,4%). Okazaki et al., 

(2015) han sugerido que este plásmido podría estar relacionado con el origen de la isla 

simbiótica que se encuentra presente en el genoma de otros Bradyrhizobium. 

   La presencia de plásmidos en los rizobios, principalmente en los géneros Rhizobium y 

Sinorhizobium, es una característica importante. El número y tamaño entre diferentes 

especies y dentro de una misma especie de rizobio, es muy variable pudiendo llegar a 

representar cerca del 50% del genoma (Pistorio et al., 2008). En los plásmidos simbióticos 

suelen encontrarse los genes necesarios para la nodulación y la FBN, pero la mayoría de 

los plásmidos no tienen una función asociada y frecuentemente se los denomina 

plásmidos crípticos o no simbióticos. La función de estos plásmidos podría ser, entre 

otras, la de conferir propiedades adicionales que le permitan a las poblaciones bacterianas 

colonizar y competir en comunidades naturales. 

   La transferencia horizontal de genes (HGT, del inglés �✁✂✄☎✆✂✝✞✟✠ ✡☛✝☛ ☞✄✟✝✌✍☛✄☎�

puede tener ciertas implicancias cuando se utilizan a los rizobios como inoculantes ya que 

puede existir una HGT de las bacterias introducidas, a la población nativa del suelo. 

Sullivan et al., (1995) demostraron que genes cromosomales simbióticos de una cepa 

inoculante de Mesorhizobium loti fueron transferidas a bacterias no simbióticas lo que les 

permitió nodular en una pastura de Lotus corniculatus. Estudios más recientes (Barcellos 

et al., 2007) confirmaron la HGT entre cepas de B. japonicum utilizadas como inoculantes 

y cepas indígenas en la región de los Cerrados en Brasil. 

 

I.7. Factores ambientales que inciden sobre el establecimiento de las asociaciones 

simbióticas rizobio-leguminosa. 

   Como hemos mencionado en las secciones precedentes, el establecimiento de las 

simbiosis fijadoras de nitrógeno rizobio-leguminosa es el resultado de una compleja serie 

de eventos coordinados de inter-comunicación y diferenciación entre ambos simbiontes, 

planta y bacteria. Finalmente se formarán nódulos radicales ocupados por rizobios, 

encargados de fijar nitrógeno atmosférico a través de su actividad nitrogenasa. En este 

contexto, el modo en que cada participante de la simbiosis percibe al otro está siempre 

condicionado por el entorno químico y el espacio físico en el que se encuentran. En este 

marco, los diferentes factores ambientales pueden modificar el metabolismo de los 

rizobios, la generación de sus señales simbióticas, y/o la transmisión de las mismas para 
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ser efectivamente percibidas por la contraparte. Durante la preinfección, cuando los 

rizobios todavía no han ingresado aún a la raíz de la planta huésped, factores ambientales 

tales como temperatura, salinidad, pH, presencia de nitratos, elementos tóxicos y 

fotosíntesis inadecuada (entre otros) pueden ser condicionantes absolutos del 

establecimiento y desarrollo de la simbiosis (Brockwell et al., 1995). En particular el 

suelo, y el medio ambiente en términos más genéricos, deben ser considerados por lo 

tanto como partícipes inseparables de este proceso simbiótico. Hoy en día contamos con 

abundante información sobre el modo en que diferentes tipos de suelo y de estreses 

ambientales modifican a cada uno de los simbiontes y a su propia comunicación (Zahran, 

1999). Como veremos en las secciones siguientes, el factor ambiente agrega una variable 

compleja y poco susceptible de generalizaciones al esfuerzo de comprender el proceso 

simbiótico en condiciones naturales. 

 

I.7.1. Acidez del suelo 

   La acidificación del suelo es un proceso natural que ocurre muy lentamente en suelos 

con alta pluviometría con la consecuente pérdida de bases. Sin embargo la agricultura 

intensiva, muy extractiva y el uso de fertilizantes de reacción ácida acelera este proceso. 

La acidez es un problema complejo, debido a, en parte, elevadas concentraciones de 

protones, principalmente cuando el pH del suelo es inferior a 5. Además, la variación en 

la concentración de protones afecta la biodisponibilidad y toxicidad de aluminio y 

magnesio, y disminuye la disponibilidad de calcio, molibdeno y fósforo. En estas 

condiciones el aluminio móvil en la solución del suelo puede alcanzar niveles tóxicos 

para las plantas y las bacterias del suelo (Barrientos et al., 1994) 

   Asimismo, las poblaciones de rizobios varían en su tolerancia a los principales factores 

ambientales (Wei et al., 2008). La acidez del suelo es un problema muy importante que 

enfrenta muchas regiones agrícolas del mundo y limita la productividad de las 

leguminosas ya que la mayoría requieren un suelo neutro o ligeramente ácido para el 

crecimiento, especialmente cuando dependen de la FBN (Bordeleau & Prevost, 1994). 

Las leguminosas y sus rizobios presentan diferentes respuestas a la acidez del suelo y 

algunas especies como Medicago sativa son muy sensibles, mientras que otras como 

Desmodium incanum toleran condiciones ácidas (Silva et al., 2001; Maldaner et al., 

2014). El pH del suelo constituye uno de los principales factores limitantes de la fijación 

de nitrógeno debido al retraso o supresión de la formación de los nódulos porque afecta 

directamente la sobrevivencia de los rizobios o indirectamente limitando la disponibilidad 
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de nutrimentos como calcio, magnesio y molibdeno y/o la presencia de elementos tóxicos 

como el aluminio y magnesio. 

   Los rizobios varían en su tolerancia a diferentes valores de pH. Las cepas de crecimiento 

rápido en general son menos tolerantes a pH ácidos que las de crecimiento lento como 

Bradyrhizobium, aunque algunas cepas pertenecientes a las especies R. loti y R. tropici 

son muy tolerantes a la acidez (Graham et al., 1994). Varios trabajos han demostrado que 

el pH citoplasmático de las bacterias ácido tolerantes es menos afectado por la acidez 

externa. Asimismo, Aaron y Grahan (1991) reportaron altos niveles de potasio y 

glutamato citoplasmático en células de R. leguminosearum bv. phaseoli sometidas a este 

tipo de estrés. 

   En general, cuando el pH del suelo es inferior a 5, el fracaso de la nodulación de la 

leguminosa se debe a la baja persistencia de los rizobios en tales condiciones. En este 

contexto, la selección de rizobios ácido-tolerantes ha sido utilizada para mejorar el 

establecimiento y desempeño exitoso de la simbiosis (Del papa et al. 1999). Por otro lado, 

en el establecimiento de la simbiosis, la etapa más sensible a las condiciones de acidez 

del suelo se produce en la fase de infección, al inicio de la unión del rizobio con el pelo 

radicular, y la leguminosa es el factor limitante para el establecimiento de la simbiosis. 

Las distintas especies de leguminosas difieren en su tolerancia a la acidez. En condiciones 

de acidez se limita mucho la persistencia de los cultivos, la simbiosis, y a consecuencia 

de ello el manejo adecuado de la fertilización nitrogenada. Téngase en cuenta que la 

provisión de nitrógeno a la leguminosa depende fuertemente de la FBN resultante de su 

asociación con rizobios eficientes. Sin el uso de fertilizantes nitrogenados, la restricción 

para introducir y estabilizar el uso de leguminosas en suelos ácidos condiciona 

fuertemente el uso de otros cultivos en un marco sustentable. Además el agregado de cal 

o carbonatos a los suelos con pH ácidos permitiría aumentar o reestablecer la población 

de rizobios y mejorar la eficiencia simbiótica. 

 

 

I.7.2. Temperatura 

   Otro factor limitante son las temperaturas extremas que afectan la sobrevivda de los 

rizobios en el suelo y a las leguminosas, principalmente tropicales que crecen 

generalmente en ambientes de altas temperaturas. Asimismo, las plantas dependientes del 

nitrógeno fijado simbióticamente son más afectadas que aquellas plantas que utilizan el 

nitrógeno del suelo. En el caso de los microorganismos, las altas temperaturas pueden 
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producir varios efectos, pero la desnaturalización de las enzimas constituye el factor más 

limitante para su supervivencia, presentando variaciones según el género o la especie. 

También disminuye la producción de sideróforos, compuestos hierro-quelantes 

producidos por los rizobios, más difundido entre las especies del género Rhizobiun que 

en Bradyrhizobium ya que éste género evolucionó en suelos ácidos donde el hierro está 

normalmente más disponible. Generalmente los rizobios pueden sobrevivir en suelos 

secos y toleran temperaturas más altas, incluso hasta 40°C o mayores, sin embargo, si el 

suelo está húmedo, temperaturas inferiores a la señalada se convierten en perjudicial para 

la persistencia de los rizobios.  

   La temperatura óptima para la nodulación y fijación de nitrógeno varía entre especies y 

géneros pero dentro de un pequeño rango, en general entre los 20°C - 30°C (Date & 

Ratcliff, 1989), siendo temperaturas entre 35°C y 40°C críticas para el desarrollo del 

proceso simbiótico (Michiels et al., 1994). Cuando estas condiciones se producen en la 

zona radicular, se afecta fuertemente la adhesión bacteriana y la fijación de nitrógeno 

(Mohammadi et al., 2012) así como también la infección del pelo radicular, 

diferenciación del bacteroide y la estructura y funcionamiento de los nódulos. Varios 

autores han reportado que las altas temperaturas afectan la calidad de los exudados 

radiculares, la producción de flavonoides y enzimas de hidrólisis de la pared celular como 

pectinasas y xilanasas (Sheokand et al., 2012) 

 

I.7. 3. Salinidad 

   La salinidad es un serio problema para la agricultura principalmente en las regiones 

áridas y semiáridas donde las precipitaciones no son suficientes para transportar las sales 

fuera de la zona de exploración radicular. Casi el 40% de las tierras del mundo pueden 

ser categorizadas con potenciales problemas de salinidad, siendo Argentina uno de los 

países más afectados por halomorfismo después de Rusia y Australia, según datos de la 

Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agriultura (FAO). 

   Las sales predominantes son generalmente cloruros y sulfatos de sodio, calcio y a veces 

magnesio y pueden estar presentes pequeñas cantidades de carbonatos y bicarbonatos. 

Estos suelos son moderadamente alcalinos y en general requieren riego para su uso 

agrícola (Niste et al., 2013). El incremento de la salinidad resulta en una disminución de 

la producción de los cultivos y afecta las poblaciones microbianas del suelo, provocando 

toxicidad y estrés osmótico (Thrall et al., 2008). La mayoría de las plantas leguminosas 

requieren un suelo neutro o ligeramente ácido para el crecimiento, especialmente cuando 
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depende de la fijación simbiótica de nitrógeno, siendo la planta huésped más sensible a 

la salinidad que su contraparte los rizobios. Singleton et al., (1982) mencionan que las 

condiciones salinas pueden limitar la simbiosis porque se afecta la supervivencia y 

proliferación de rizobios en el suelo y en la rizosfera, inhibe el proceso de infección, 

afecta directamente la función nodular y / o reduce el crecimiento de las plantas, la 

fotosíntesis y la demanda de nitrógeno. Estudios realizados por Zahran (1991) reportan 

varias leguminosas tolerantes a las sales como Vicia fava, Phaseolus vulgaris, Pisum 

sativum. Otras como Medicago sativa y Acacia son tolerantes a las sales pero menos que 

sus rizobios. También la simbiosis leguminosa-rizobio y la formación del nódulo son más 

sensibles a la salinidad o estrés osmótico que los rizobios (Nabizadeh et al., 2011). El 

estrés salino inhibe el punto de inicio de la relación simbiótica, reduce la actividad 

fijadora de nitrógeno, atribuido usualmente a la reducción de la respiración nodular (Ikeda 

et al., 1992), y a la disminución de la producción de leghemoglobina en el citosol (Garg 

& Manchanda, 2008). 

   Las bacterias del género Rhizobium y Bradyrhizobium son más tolerantes a la sal que 

su leguminosa huésped y muestran una marcada variación en su tolerancia al estrés salino. 

Singleton et al. (1982) no encontraron correlación entre la habilidad de distintas cepas de 

rizobios para crecer al 0,6 % P/V de cloruro de sodio y el origen de las mismas 

provenientes de suelos salinos y no salinos. Parece no existir relación entre la salinidad 

del suelo de origen y la sensibilidad de distintas cepas a este factor. Muchas especies 

bacterianas se adaptan a las condiciones salinas por acumulación intracelular de solutos 

orgánicos llamados osmolitos que le permiten contrarrestar el efecto de la deshidratación 

por la baja actividad del agua del medio que las rodea, los rizobios utilizan este 

mecanismo de osmoadaptación. También cambios en la morfología, alteraciones en la 

composición de la membrana celular y producción de trehalosa son procesos de 

adaptación que permiten la supervivencia de los rizobios bajo condiciones de estrés salino 

(Streeter, 2003; Medeot et al., 2007). Además las cepas que producen EPS son, en 

general, más tolerantes a la salinidad (Xavier et al., 2007). 

   El éxito de la simbiosis bajo estrés salino requiere la selección de rizobios nativos de 

dichos ambientes. La inoculación de leguminosas con rizobios tolerantes a la alta 

salinidad mejora la fijación de nitrógeno en ambientes salinos. Sin embargo, la adaptación 

de la leguminosa huésped a dicho ambiente es el factor más importante para que se 

produzca una simbiosis efectiva. 
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I.7.4. Humedad 

   La humedad óptima para los rizobios en el suelo es el 75% de la capacidad de campo 

pero pueden sobrevivir en aquellos ambientes con limitados contenidos de agua. Allí la 

densidad de la población tiende a ser más baja hasta que se reestablecen las condiciones, 

si bien hay rizobios adaptados a esos ambientes. Asimismo la supervivencia y la actividad 

de los microorganismos pueden depender de la distribución entre los microhábitat y los 

cambios del contenido hídrico del suelo. Las bacterias tienen la capacidad de tolerar el 

estrés por desecación por la síntesis o acumulación de osmolitos en sus células. La 

trehalosa es un osmolito que puede proteger las macromoléculas de la célula rizobiana 

frente a un estrés por desecación. 

   El déficit hídrico puede conducir a cambios morfológicos en las bacterias así como una 

eventual reducción de la infección y nodulación en la leguminosa huésped. Contenidos 

de humedad muy bajos pueden conducir a una reducción significativa del número de hilos 

de infección dentro de los pelos radicales e inhibir la nodulación (Zahran, 1999). 

   El estrés por sequía afecta negativamente la FBN en las leguminosas principalmente en 

el establecimiento y la actividad simbiótica. Además, el cambio en la turgencia de las 

hojas produce variaciones en el flujo del floema modificando la actividad nodular. El 

transporte de agua y nutrimentos a los nódulos se realiza a través del floema, por lo tanto 

la sensibilidad de la fijación del nitrógeno a la sequía podría ser consecuencia de la 

dependencia del flujo del floema de las hojas que a su vez es sensible al potencial hídrico 

foliar. Por lo tanto la economía del agua de los nódulos puede ser sensible a los cambios 

del estado hídrico de la planta. Dependiendo de la morfología, los nódulos indeterminados 

son más tolerantes a la sequía y al tener meristema permanente se pueden recuperar 

cuando se reestablecen las condiciones de humedad, en cambio los nódulos determinados 

son más sensibles y presentan baja capacidad de recuperación (Sheokand et al., 2012) 

Además, las leguminosas tropicales que exportan ureídos como producto de la FBN son 

más sensibles a las condiciones de sequía en el suelo. 

 

I.7. 5. Deficiencia de nutrientes 

   El fósforo es el segundo elemento limitante para el desarrollo de las leguminosas 

después del nitrógeno. Más del 30% de las tierras cultivables del mundo presentan 

deficiencia de este elemento que en general no está disponible sino formando complejos 

insolubles con cationes. Los suelos tropicales y subtropicales son particularmente 

propensos a la deficiencia de fósforo para la planta, siendo esencial también para el 
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proceso de nodulación y fijación de nitrógeno. Los nódulos son fuertes sumideros de 

fósforo en comparación con las raíces, hojas y brotes y una carencia de este nutrimento 

disminuye notablemente la formación de nódulos. Algunas leguminosas presentan 

mecanismos adaptativos para tomar el fósforo del suelo cuando este elemento es 

deficiente aumentando la producción y secreción de fosfatasas ácidas, modificando la 

arquitectura de la raíz y asociándose a micorrizas (Vance et al., 2003). 

   Por otro lado, las cepas de rizobios difieren en relación a su tolerancia a la deficiencia 

de fósforo, las de crecimiento lento son más tolerantes que las de crecimiento rápido a 

bajos niveles de este nutrimento. Al-Niemi et al., (1997) han informado que Rhizobium 

tropici en estado de vida libre y como bacteroide responde al estrés por fósforo 

aumentando su capacidad de transporte e induciendo la expresión de diversas fosfatasas. 

En general, la nodulación, la fijación de nitrógeno y las actividades específicas del nódulo 

están directamente relacionadas a la disponibilidad/suministro de fósforo a la planta. 

   Otros elementos importantes que afectan la nodulación y fijación de nitrógeno son el 

calcio, azufre y potasio. Los requerimientos de calcio, al igual que el fósforo se 

incrementan bajo condiciones de estrés severas. La salinidad y acidez afectan la 

disponibilidad de calcio en las etapas iniciales de la formación del nódulo. También la 

multiplicación de los rizobios en la rizósfera está limitada por la baja disponibilidad de 

calcio debido a que juega un papel esencial en la división celular, elongación, estructura 

y función de la membrana (O´Hara et al., 1988). Además, es importante en las primeras 

etapas de la infección pudiendo inhibir el encurvamiento y la nodulación, si la 

disponibilidad de calcio es baja. 

   La iniciación del nódulo se ve afectada por deficiencia de cobalto a través de su efecto 

sobre los rizobios y el boro limita desarrollo del nódulo alterando el crecimiento celular 

de la planta. Otro elemento que condiciona el desarrollo nodular es el hierro porque afecta 

a los rizobios, distintas cepas que presentan diferentes capacidades para adquirir este 

elemento y su limitación dificulta el desarrollo simbiótico. El molibdeno es un 

micronutriente esencial como componente de la enzima nitrogenasa, al igual que el hierro, 

por lo que la función nodular requiere más de este elemento que la planta huésped, pero 

en algunas simbiosis fijadoras de nitrógeno puede limitarse por la baja disponibilidad de 

calcio, hierro, cobre y cobalto (O´Hara et al., 1988).  

   El nitrógeno es un elemento crítico para la mayoría de las plantas debido a su falta de 

disponibilidad (Graham & Vance, 2003). Este elemento combinado afecta el desarrollo 

de los nódulos y la fijación de nitrógeno. La presencia en el suelo de iones amonio y 
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nitratos inhibe la nodulación aunque las leguminosas difieren en la susceptibilidad a estos 

compuestos. Un exceso de nitratos disminuye la deformación de pelos radicales, la 

adhesión microbiana a sus paredes y el número de hilos de infección, siendo en 

consecuencia menos factible que se inicie el proceso simbiótico. Por otro lado el amonio 

producido por la actividad nitrogenasa se asimila rápidamente, pero el nitrato proveniente 

del suelo necesita ser previamente reducido por la enzima nitrato-reductasa, sin embargo 

un exceso de amonio reprime la producción y actividad de la nitrogenasa (Frioni, 1999). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO  
 

 

 

Consideraciones Generales 

 

   Desmodium incanum es una leguminosa nativa que presenta un gran potencial forrajero, 

sin embargo el desconocimieto sobre distintos aspectos de esta leguminosa ha sido una 

de las causas del escaso desarrollo que ha tenido los planes de domesticación y 

mejoramiento en el país. En el marco de una producción sustentable la FBN por rizobios 

en asociación simbiótica con Desmodium incanum es un factor importante en la 

conservación de los suelos y la producción de forraje para consumo animal.     

 

    HIPÓTESIS   

Se centra en que las poblaciones de rizobios nativos noduladores de D. incanum presentan 

amplia diversidad genética y variada capacidad para fijar nitrógeno entre los simbiontes, 

ello colaborará en la tarea de seleccionar cepas más eficientes con potencial interés 

agronómico. 

 

   En el presente trabajo se pretende caracterizar a nivel bioquímico y molecular los 

rizobios noduladores de Desmodium incanum como así también la asociación simbiótica 

entre ambos. Abordaremos los objetivos que se describen a continuación, a fin de evaluar 

aspectos fisiológicos, bioquímicos y moleculares de las bacterias aisladas de nódulos de 

Desmodium incanum recolectados en el campo y los provenientes de ensayos de 

laboratorio. Los resultados que se obtengan permitirán seleccionar cepas más eficientes 

que constituyen un material valioso como potenciales candidatos para ser considerados 

en los programas de selección de rizobios como inoculantes. 

 

OBJETIVO GENERAL 

✁ ✠✝✆✝✞☛☎✆✂✄✝✆ ✝ ✞✂✓☎✡ �✎✞✞ional y molecular los rizobios noduladores de Desmodium 

incanum en ecosistemas de Argentina. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

✁ �☎✡☎✞✞✂✟✞✝✆ ✒✡✝✞☛✝☞ ✔☎ ✒✟✍✡✝✞✂✟✞☎☞ ✔☎ Desmodium incanum de diferentes ambientes. 
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✁ �☞☛✝✍✡☎✞☎✆ ✎✞✝ ✞✟✡☎✞✞✂✁✞ ✔☎ ✆✂✄✟✍✂✟☞ ✞✝☛✎✆✝✡☎☞ ✞✟✔✎✡✝✔✟res de Desmodium incanum 

aislados de plantas y suelos. 

✁ ✠✝✆✝✞☛☎✆✂✄✝✆ �☎✞✟☛✝✒✂✞✝ ✌ ✆☎✞✟☛✝✒✂✞✝✁☎✞☛☎ ✡✝ ✞✟✡☎✞✞✂✁✞ ✔☎ ✡✟☞ ✝✂☞✡✝✔✟☞✑ 

✁ �☞☛✎✔✂✝✆ ✌ ✞✝✆✝✞☛☎✆✂✄✝✆ ✡✝☞ ✒✆✟✒✂☎✔✝✔☎☞ ☞✂✁✍✂✁☛✂✞✝☞ ✔☎ ✞☎✒✝☞ ✆☎✒✆☎☞☎✞☛✝☛✂✓✝☞ ✔☎ ✡✝

colección. 

✁ �✓✝✡✎✝✆ ✡✝ ✄✝✍✂✡✂✔✝✔ ✔☎ ✡✝☞ ✞epas para la Fijación Biológica de Nitrógeno. 

✁ �✓✝✡✎✝✆ ✡✝ ✒☎✆�✟✆✁✝✞✞☎ ☎✞ ☞✎☎✡✟ ✔☎ ✡✟☞ ✝✂☞✡✝✁✂☎✞☛✟☞ �✎☎ ✒✆☎☞☎✞☛☎✞ ✒✟☛☎✞✞✂✝✡ ✂✞☛☎✆✁☞

agronómico. 
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II.1. Poblaciones de estudio de D. incanum y aislamientos de rizobios  
 

 

 

II.1.1. Poblaciones de estudio de D. incanum  

   Se recolectaron nódulos de raíz, muestras de suelo y semillas de ocho poblaciones de 

D. incanum de diversas regiones de centro y norte de Argentina (Figura II.1). Para cada 

población se registraron sus coordenadas geográficas a través de un posicionamiento 

geográfico satelital (GPS). Cada población que se colectó estaba representada al menos 

por cinco plantas y se herborizó un ejemplar que fue determinado taxonómicamente y 

✞✟✞☞☎✆✓✝✔✟ ☎✞ ☎✡ ✡☎✆✍✝✆✂✟ ✂�✆☛✎✆✟ �✑ �✝✆✟✞☎☞☎☎ ✟✆☎✞✟✞✟✞✂✔o internacionalmente bajo la 

sigla SF) de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, 

Argentina.   

 

 

 

 

Figura II.1. Mapa donde se señalan las provincias y los sitios de muestreo de las poblaciones de 

D.incanum. (Google Earth, https://www.google.com/maps). 

 

 

   Se recogieron semillas de 20 a 40 plantas para asegurar una muestra representativa y se 

almacenaron a 4 ºC. En cada sitio de colección se analizaron las características 

fisicoquímicas de una muestra del suelo (Tabla III.4 Cap. III). Las características de 

ambiente, vegetación y edáficas más relevantes de los sitios muestreados fueron 

almacenadas en un banco de datos. 
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II.1.2. Aislamiento de rizobios a partir de nódulo 

   Los nódulos de las distintas poblaciones de Desmodium incanum DC recolectados, 

fueron removidos con un bisturí y posteriormente cada uno colocado en fosas de placa 

multipocillo estériles. Luego se los desinfectó superficialmente según el siguiente 

protocolo: 

� ✁✆✝☛✝✁✂☎✞☛✟ ✞✟✞ ✝✡✞✟✄✟✡ ✂✄☎ ✔✎✆✝✞☛☎ ✄✆ ☞☎✆✎✞✔✟☞✑ 

� � ✡✝✓✝✔✟ ✞✟✞ ✝✆✎✝ ✔☎☞☛✂✡✝✔✝ ☎☞☛✁✆✂✡✑ 

� ✁✆✝☛✝✁✂☎✞☛✟ ✞✟✞ ✒☎✆✁✝✂✔✟ ✔☎ ✄✂✔✆✁✆☎✞✟ ✟�✆ ✓✟✡✞✁☎✞☎☞� ✔✎✆✝✞☛☎ � ✝ ✟ ✁✂✞✎☛✟☞✑ 

� ✄ ✡✝✓✝✔✟☞ ✞✟✞ ✝✆✎✝ ✔☎☞☛✂✡✝✔✝ ☎☞☛✁✆✂✡ 

 

   Posteriormente en cada pocillo se agreg✝✆✟✞ �✆✆ ✠✡ ✔☎ ✡2O destilada estéril y los 

nódulos fueron macerados individualmente, para liberar los rizobios. A partir de estas 

suspensiones, se realizó el aislamiento sembrando una alícuota sobre el medio de cultivo 

sólido diferencial LMA (Levadura-manitol-Agar). Las placas inoculadas con la muestra 

fueron incubadas en estufa a 28 °C durante 10 días y a partir de una colonia aislada se 

realizó otro aislamiento en el mismo medio (Vincent, 1970). Luego de la incubación se 

observó el desarrollo de las estrías (aspecto, coloración, velocidad de crecimiento) y 

aquellas colonias aisladas que se correspondieron a las características descriptas para los 

rizobios (Vincent 1970) fueron repicadas a otra placa con medio LMA para disponer de 

cultivos puros. Se tomaron muestras de esta última placa para conservar los aislamientos 

en medio CLM con agregado de glicerol al 50 %. 

 

II.1.3. Aislamiento de rizobios a partir de muestras de suelo 

Preparación de las muestras 

   Las muestras de suelos recogidas fueron oreadas a temperatura ambiente para eliminar 

el exceso de humedad, luego se tamizaron utilizando una malla de 2 mm. El tamiz se 

desinfectó con alcohol 96 º y se flameó antes de tratar cada muestra con el fin de evitar 

contaminaciones. Luego las muestras de suelo fueron conservadas a 4 °C hasta el 

momento de ser analizadas.  

Recuperacion de los rizobios 

    La recuperación de los rizobios se realizó con la ayuda de las diferentes poblaciones 

de plantas de D. incanum hospedantes que actuaron como plantas trampa (Tabla II.1). 

Para ello se sembraron semillas germinadas en condiciones de asepsia en vasos de 350  
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Tabla II.1. Poblaciones de plantas de Desmodium incanum en sus respectivos suelos de 
origen y procedencia de las plantas trampa. 

P Id  P   Suelo de origen              
Provincia   Departamento 

Planta 
trampa 

Id Lugar de procedencia 

Provincia Departamento 

P1 6837 Entre Ríos Uruguay D. incanum 6850 Entre Ríos    Concordia 

P3 6888 Misiones Candelaria D. incanum 6897 Corrientes    Itatí 

P4 6907 Formosa Formosa D. incanum 6907 Formosa    Formosa 

P5 6926 Chaco San Fernando D. incanum 6926   Chaco    San Fernando 

P6 6989 Tucumán Famailla D. incanum 6989 Tucumán    Famailla 

P8 6935 Santa Fe Gral. Obligado D. incanum 6935 Santa Fe    Gral.Obligado 

P9 7565 Tucumán Yerba Buena D. incanum 6992 Tucumán    Capital 

P10 6897 Corrientes Itatí D. incanum 6897 Corrientes    Itatí 

 

Referencias: 
P: Población, Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. Pensiero 

(UNL). 

 

cm3 de capacidad que contenían vermiculita estéril y suelo de origen en relación 5:1. Las 

plantas permanecieron en cámaras de crecimiento 70 días regándolas periódicamente con 

agua destilada estéril. (Ver sección II.7.3). 

     Las plantas fueron cosechadas y los nódulos recolectados se conservaron en tubos con 

sílica-gel. Luego fueron rehidratados durante cinco horas en agua destilada estéril antes 

de someterlos al proceso de desinfección superficial, y se procesaron como se detalló 

anteriormente.   

     La vermiculita fue esterilizada por tindalización en autoclave, sometiéndola durante 

30 minutos a 120 ºC. 

 

II.1.4. Colección de aislamientos noduladores de D. incanum  

   A partir de los nódulos recolectados de campo y aquellos provenientes de las muestras 

de suelo en condiciones de crecimiento controlado, se realizaron aislamientos de rizobios 

en medio LMA como se detalló en la sección II.1.2 y II.1.3. 

    En la Figura II.2 se detalla el esquema de trabajo utilizado para establecer la colección 

de rizobios noduladores de D. incanum. 
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Figura II.2: Estrategia empleada para el establecimiento de la colección de rizobios noduladores de D. 

incanum. A partir de diferentes muestras (leguminosas silvestres y nódulos generados en ensayos de 

nodulación realizados en condiciones controladas con nuestras de diferentes suelos) se extrajeron nódulos, 

de los cuales se aislaron y analizaron las rizobacterias.  

 

 

   Los aislamientos obtenidos fueron clasificados de acuerdo a la población de plantas 

(sitios de origen) y conservados según se describe en la sección II.2.3 de este capítulo. 

Cada aislamiento se codificó con la letra P asignándole el primer número correspondiente 

a la población seguido de un número correspondiente al aislado.  

   Los rizobios aislados fueron sometidos a diversas pruebas para descartar la presencia 

de posibles contaminantes: 

� ✁✂✞✞✂✁✞ ✔✂�☎✆☎✞✞✂✝✡ ✔☎ �✆✝✁ ✟�✂✞✞☎✞☛✁ �✂✁✆� 

� ✠✝✆✝✞☛☎✆✝☞☛✂✞✝ ✔☎ ✞✆☎✞✂✁✂☎✞☛✟ ☎✞ ✂��✄ ☞☎ ☞☎✁✍✆✝✆✟✞ ✡✟☞ ✞✎✡☛✂✓✟☞ ☎✞ ✒✡✝✞✝☞ ✞✟✞ ✁☎✔✂✟

PGA y se incubaron a 28 ºC. Se conservaron las cepas que no presentaron crecimiento o 

fue muy escaso luego de 48-72 h de incubación, ni modificaron el pH del medio que 

indica la presencia de contaminantes (CIAT, 1988).  

� ✂✆✎☎✍✝☞ ✔☎ ✞✟✔✎✡✝✞✂✁✞ ☎✞ ☎✑ ✂✞✞✝✞✎✁: los aislados fueron confirmados ensayando su 

capacidad de producir nódulos en la planta huésped (Vincent, 1970) empleando frutos 

extraídos de las poblaciones de plantas colectadas en el campo se extrajeron las semillas, 

que fueron superficialmente desinfectadas y germinadas como se detalla en sección II.7.1, 

y se colocaron en macetas con una mezcla de vermiculita y perlita estéril (1:1). Luego de 

10 días, las plántulas fueron inoculadas con los aislamientos correspondientes al sitio de 

origen de cada planta como se describe en la sección II.7.2. Las plantas permanecieron 

en condiciones de crecimiento controlado y 45 días post-infección, fueron removidas y 

examinadas para corroborar la presencia de nódulos. A partir de los nódulos formados se 

aislaron las cepas en medio LMA. 
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II.2. Cepas bacterianas y medios de cultivo para rizobios  
 

 

 

II.2.1. Cepas bacterianas 

   Las cepas bacterianas (cepas de referencia y aislamientos de suelos argentinos) 

utilizadas durante esta Tesis se detallan en la Tabla II.2.  

 

Tabla II.2. Cepas bacterianas de referencia y aislamientos utilizados en este trabajo. 

 

Especie bacteriana Cepa Referencia/Fuente 

Bradyrhizobium japonicum  E109 INTA, Argentina 

Bradyrhizobium japonicum  SEMIA 5079 PESAGRO, Brasil 

Bradyrhizobium japonicum  USDA 6T Kaneko et al, 2002 

Bradyrhizobium diazoefficiens  USDA110T Colección USDA  

Bradyrhizobium. elkani  USDA 76T Colección USDA 

Bradyrhizobium yuanmingense  CCBAU0071 T Yao et al., 2002 

Bradyrhizobium liaoningense  3622T Gu et al., 2007 

Bradyrhizobium betae  PL7461 Rivas et al., 2004 

Bradyrhizobium betae DSM 17288T Rivas et al., 2004 

Bradyrhizobium desnitrificans DSM 1113T van Berkum et al. 2006 

Bradyrhizobium jicamae PAC 68T Ramirez-Bahena, M.H. 2009 

Rhizobium hainanmense CCBAU57015T Gu et al., 2007 

Ensifer meliloti  LPU63 Del Papa et al., 1999 

Ensifer terangae CB3126 Fornasero et al., 2014 

Rhizobios noduladores  
de D. incanum (Argentina) 

 

PN -  XXX 

 

Referencia/Fuente 

   
Bradyrhizobium spp.                                   P1 -    2 Este trabajo 

Rhizobium spp                                  P1 -    5   (3c) ídem 

Bradyrhizobium spp.                                   P3 -  18 ídem 

Bradyrhizobium spp.                                 P4 -  13 ídem 

Rhizobium spp                          P4 -    2   (2c) ídem 

Bradyrhizobium spp.                                 P5 -  23 ídem 

Bradyrhizobium spp.                                 P6 -  20 ídem 

Bradyrhizobium spp.                                 P8 -  23 ídem 

Bradyrhizobium spp.                                 P9 -  15 ídem 

Bradyrhizobium spp.                                 P10 -17   (1c) ídem 

Rhizobium spp                               P10 -  5   (1c) ídem 

Referencias: PN: Población-número. XXX: número de aislamientos. (XXXc): número de aislamientos 

recuperados a partir de nódulos de campo del total de la población.    



 

52 

 

II.2.2. Medios de cultivo y conservación de rizobios  

Para cultivar las cepas de rizobios, se utilizó el medio de cultivo extracto de levadura-

manitol-agar (LMA). La composición (en g.l-1) del caldo extracto de levadura-manitol 

(CLM) se detalla a continuación: extracto de levadura 0,4; manitol 10; NaCl 0,1; 

MgSO4.7H2O 0,2; K2HPO4 0,5; rojo congo 2,5.10-5 (Vincent 1970). 

En los ensayos de identificación bacteriana se eligió el medio PSY o TY. El medio PSY 

(Regensburger & Hennecke, 1983) contiene peptona 1 g l-1, extracto de levadura, 1 g l-1, 

KH2PO4 0,3 g l-1, Na2 HPO4 0,3 g l-1, MgSO4.7 H2O 0,1 g l-1, CaCl2 0,05 g l-1 y 

micronutrientes: Na2MoO4.2H2O 0,1 mg l-1, ZnSO4 2H2O 1 mg l-1, Fe Cl3 CuSO4 .5H2O 

0,5 mg l-1, MnCl2 0,15 mg l-1, H3BO3 y biotina 0,2 mg l-1. En forma independiente se 

autoclavaron el MgSO4.7 H2O y el CaCl2.2H2O para completar el medio. La solución de 

✁✂✞✆✟✞✎☛✆✂☎✞☛☎☞ ☞☎ ☎☞☛☎✆✂✡✂✄✁ ✒✟✆ �✂✡☛✆✝✞✂✁✞ ✞✟✞ �✂✡☛✆✟☞ ✄✂✡✡✂✒✟✆☎ ✔☎ ✆✁�� ✠✁ ✌ ☞☎ ✒✆☎✒✝✆✁

en un stock 1.000 X. El medio TY (Beringer, 1974) posee la siguiente composición: 

CaCl2.2H2O 0,7 g l-1, triptona 5 g l-1, extracto de levadura 3 g l-1. 

   Para detectar la presencia de posibles contaminantes se utilizó el medio Peptona-

Glucosa-Agar (PGA) según lo recomendado por el CIAT, (1988) cuya composición es la 

siguiente: glucosa 5 g l-1; peptona 10 g l-1 y púrpura de bromocresol (1% en etanol) 10ml 

l-1 (Somasegaran & Hoben, 1985).  

En las pruebas de acidificación -alcalinización se modificó el CLM adicionando el 

indicador de pH azul de bromotimol (0.5 % (p/v) en alcohol etílico 96º) 2,5.10-5 g.l-1 en 

sustitución del colorante rojo congo (Somasegaran & Hoben 1985). La determinación se 

realizó observando la variación del color del indicador en el caldo de cultivo: pH menor 

de 6,5 color amarillo indica acidificación del medio, pH 6,8 color verde, y pH superior a 

7,5 color azul, corresponde a la alcalinización del mismo. Para los experimentos de 

tolerancia a la acidez y alcalinidad, el medio LMA fue modificado acidificándolo con 

HCl 1 N estéril o alcalinizándolo con NaOH 0,5 N estéril.  

   En los experimentos de recuento de rizobios presentes en el suelo por el método del 

número más probable (NMP) se utilizó como diluyente Agua de peptona cuya 

composición es: peptona 1 g l-1, hexametafosfato sódico [(NaPO3)6] 10 g l-1.  

   En todos los casos, para la preparación de medios sólidos se añadió agar al 1,5 % y la 

esterilización de los medios y las soluciones stock se realizó durante 20 minutos a 121 ºC 

en autoclave. 
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II.2.3. Conservación de cepas 

   Para su conservación a largo plazo las bacterias fueron cultivadas en CLM sin rojo 

congo hasta fase logarítmica tardía, se suplementaron con glicerol estéril 25 % (v/v) o 50 

% (v/v) y se almacenaron a � 80 ºC o �20 ºC, respectivamente. 

 

II.3. Evaluación de la sensibilidad rizobiana a diferentes tipos de estreses abióticos  
 

 

 

   Se evaluó la capacidad de los aislamientos noduladores de D. incanum para crecer en 

medio LMA seleccionando diferentes condiciones de estrés, por ser éstas las que pueden 

estar  presentes en los suelos donde habita esta planta. Para probar la tolerancia a la 

salinidad de ✡✟☞ ✝✂☞✡✝✔✟☞✁ ☞☎ ✝�✝✔✂☎✆✟✞ �✆ ✠✡ ✔☎ ✎✞✝ ✔✂✡✎✞✂✁✞ ✔☎ ✞✎✡☛✂✓✟ �✎☎ ✞✟✞☛☎✞✝✝ ✝✒✆✟✝✑

104 bacterias.ml-1 en placas LMA con diversas concentraciones de NaCl -i. e., 0,5 % p/v 

(0,08 M), 1 % p/v (0,17 M), 2 % p/v (0,34 M) y 3 % p/v (0,51 M). La capacidad de cada 

aislado para crecer en las diferentes concentraciones de NaCl se registró 10 días después 

de la incubación bacteriana a 28 °C. En un ensayo comparable, se estudió la tolerancia al 

pH de los aislamientos con placas LMA que contenían medios a pH ajustados a 4,0, 5,0, 

6,0, 7,0, 8,0, 9,0 y 10,0. El efecto de la temperatura sobre el crecimiento de los aislados 

se investigó con placas LMA (pH 7) incubadas a 28 °C, 35 ºC, 40 °C o 45 °C. Todas estas 

pruebas se realizaron por duplicado y se estimó el crecimiento bacteriano en una escala 

de 0 a 3 (0, la falta de crecimiento, 3, desarrollo completo) comparándolo con placas 

control pH 7, 28 ºC y 0,01 % p/v (0,002 M) NaCl. 

   Se utilizaron como control las siguientes cepas tipo: Rhizobium hainanense 

CCBAU57015T, Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071T, Bradyrhizobium 

elkanii USDA 76T y Bradyrhizobium liaoningense U 3622T. 

 

II.4. Técnicas de biología molecular  
 

 

 

II.4.1. Preparación de una solución de ADN a partir de microorganismos cultivados 

en medio sólido. 

El ADN genómico bacteriano se extrajo utilizando la metodología descrita por Boom 

y colaboradores (Boom, et al. 1990). Se resuspendieron cinco a diez colonias aisladas en 

✟✆✆ ✠✡ ✔☎ ✠✝✠✡ �✄ ☎✞ ✎✞ ☛✎✍✟ �✒✒☎✞✔✟✆� ✔☎ �✁✁ ✁✡✁ ✡✝☞ ✁✂☞✁✝☞ �✎☎✆✟✞ ☛✟✁✝✔✝☞ ✞✟✞ ✎✞

ansa o una punta (tip) a partir de una caja LMA o TY. Se agitó con vortex para favorecer 
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la homogenización de la muestra. Luego se centrifugó 10-15 minutos a 21.000 g para 

recolectar los rizobios, el pellet �✎☎ ✆☎☞✎☞✒☎✞✔✂✔✟ ☎✞ �✁✆ ✠✡ ✔☎ ✎✞✝ ☞✟✡✎✞✂✁✞ ✟�✆� ✒✁✓� ✔☎

sacarosa en TE mediante vorteo y con la ayuda de una punta de tip. Luego se agregó 250 

✠✡ ✔☎ ✡✂☞✟✄✂✁✝ ✟✁✁✆✑✁✡
-1 en TE) a cada muestra y se incubó a 37º C en estufa durante una 

✄✟✆✝✑ ✂✂✞✝✡✂✄✝✔✟ ☎☞☎ ☛✂☎✁✒✟ ☞☎ ✝✆✆☎✆✁ ✁✆ ✠✡ ✔☎ ☞✝✆✞✟☞✂✡-pronasa (10 mg.ml -1 en TE), se 

mezcló manualmente sin vortear y fue incubado nuevamente en estufa a 37 ºC durante 

una hora. Luego se centrifugó 15 minutos o hasta la formación del pellet a 21.000 g y el 

☞✟✍✆☎✞✝✔✝✞☛☎ �✎☎ ☛✆✝✞☞�☎✆✂✔✟ ✝ ✎✞ ✞✎☎✓✟ ☛✎✍✟ ✔✟✞✔☎ ☞☎ ✝✆✆☎✆✁ �✆ ✠✡ ✔☎ ✎✞✝ ☞✎☞✒☎✞sión de 

sílica al 30 % p/p (en agua). Esta suspensión se vorteó y centrifugó, y el pellet bien 

�✟✆✁✝✔✟ �✎☎ ✡✝✓✝✔✟ ✞✟✞ ✟✆✆ ✠✡ ✔☎ ☞✟✡✎✞✂✁✞ ✔☎ ✡✝✓✝✔✟ ✟✁✆✁✄ ✠✝✠✡✄ �✆✁✄ ✁✆✂☞ ✒✡ ✁✁✁✄

2,5 mM EDTA; 50 % V/V etanol), esta operación se repitió dos veces más. 

Posteriormente se retiró el sobrenadante y el pellet se secó en estufa 10 a 15 minutos a 37 

☎✠✑ ✁✎☎✆✟ �✎☎ ✆☎☞✎☞✒☎✞✔✂✔✟ ☎✞ ✁✆ ✠✡ ✔☎ ✝✆✎✝ ✍✂✔☎☞☛✂✡✝✔✝ ☎☞☛✁✆✂✡ ✌ ☞☎ ✂✞✞✎✍✁ ☎✞ ✎✞ ✍✝�✟

termostático a 60 ºC durante 10 minutos. Finalmente se centrifugó 3 minutos a 21000 g y 

el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo. Las muestras así preparadas se conservaron 

a �20 °C. 

 

II.4.2. Preparación de una solución de ADN a partir de microorganismos cultivados 

en medio líquido 

Se centrifugaron 500 µl de un cultivo saturado en TY a 21.000 g durante 3-4 minutos. 

El sedimento fue lavado con 300 µl de agua bidestilada estéril y luego se procedió según 

el protocolo descrito en la sección II.4.1.  

Todas las soluciones usadas para la extracción de ADN se esterilizaron previamente 

en autoclave a 121 º C durante 15 minutos. 

 

II.4.3. Condiciones generales de PCR  

Todas las amplificaciones del trabajo fueron realizadas en los termocicladores Bioer o 

Mastercycler gradient de Eppendorf. Las condiciones de PCR fueron variables de acuerdo 

a los primers ✎☛✂✡✂✄✝✔✟☞✑ �✡✝✞✎✟☛✝☞ ✔☎ � ✝ ✁ ✠✡ ✔☎ ✡✟☞ ✒✆✟✔✎✞☛✟☞ ✔☎ ✂✠� �✎☎✆✟✞ ✝✞✝✡✂✄✝✔✟☞

en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 0,5X, posteriormente fueron teñidos con una 

solución de bromuro de etidio (5x10-4 mg/ml) y fotografiados bajo luz UV. Las imágenes 

fueron digitalizadas con la cámara Kodak DC120. Todos los geles fueron preparados en 

cubas de electroforesis de 7 x 10 cm; 15 x 10 cm o 25 x 15 cm (BIO-RAD) y las fuentes 

de poder utilizadas fueron PowerPac 200 y 300 (BIO-RAD). 
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II.4.4. Amplificación por PCR de un fragmento del gen nifH 

Se amplificó una región de 784 pb del gen nifH. Los primers utilizados nifHf/nifHR 

(Tabla II.3) fueron descritos por Laguerre et al. (2001). La reacción de PCR se llevó a 

✞✝✍✟ ☎✞ ✎✞ ✓✟✡✎✁☎✞ �✂✞✝✡ ✔☎ �✁ ✠✡✁ ✞✟✞ ✁✆ ✝ �✆✆ ✞✆ ✔☎ �☎✠✁ ✍✎��☎✆ ✔☎ ✒✟✡✂✁☎✆✝☞✝ ✟�✆

mM Tris-Cl pH 9), 1,5 mM MgCl2✁ �✆ ✠✄ ✔☎ ✞✝✔✝ ✔✠✁✂✁ ✆✁� ✠✄ ✔☎ ✞✝✔✝ ✒✆✂✁☎✆ ✌ ✆✁✄

U de Taq polimerasa. El ciclo empleado para la amplificación constó de las siguientes 

etapas: una desnaturalización inicial 94° C, 4 minutos seguida de 36 ciclos de 

amplificación: 94 °C, 30 segundos; 53 °C, 20 segundos y 72 °C, 1 minuto con una 

elongación final a 72 °C por 2 minutos.  

 

II.4.5. Amplificación por PCR de un fragmento del gen nodC 

Se amplificó una región de 930 pb del gen nodC. Los primers utilizados nodCF/nodCI 

(Tabla II.3) fueron descritos por Laguerre et al. (2001). La reacción de PCR se llevó a 

✞✝✍✟ ☎✞ ✎✞ ✓✟✡✎✁☎✞ �✂✞✝✡ ✔☎ �✁ ✠✡✁ ✞✟✞ ✁✆ ✝ �✆✆ ✞✆ ✔☎ �☎✠✁ ✍✎��☎✆ ✔☎ ✒✟✡✂✁☎✆✝☞✝ ✟�✆

mM Tris-Cl pH 9), 2,5 mM MgCl2✁ �✆✆ ✠✄ ✔☎ ✞✝✔✝ ✔✠✁✂✁ ✆✁✟ ✠✄ ✔☎ ✞✝✔✝ ✒✆✂✁☎✆ ✌ � �

de Taq polimerasa. Las condiciones de amplificación utilizadas fueron: una 

desnaturalización inicial 94° C, 4 minutos seguida de 36 ciclos de amplificación: 94 °C, 

30 segundos; 53 °C, 20 segundos y 72 °C, 1 minuto con una elongación final a 72 °C por 

2 minutos 

 

II.4.6. Amplificación por PCR de secuencias internas del  gen 16S ARNr 

   Para la amplificación de la secuencia del gen 16S ARNr se utilizaron los primers 

rD1/fD1 descritos por Weisburg et al. (1991) o 27f y 1385r descritos por Weidner et al. 

(1996) y detallados en la Tabla II.3. Las condiciones de amplificación fueron las descritas 

por Laguerre et al. (1994). 

   El ciclo empleado para la amplificación constó de las siguientes etapas: una 

desnaturalización inicial 94 °C, 4 minutos seguida de 35 ciclos de amplificación: 94 °C, 

1 minuto; 52 °C, 1 minuto y72 °C, 2 minutos con una elongación final a 72 °C por 4 

minutos. 

 

II.4.7. Obtención de perfiles de fingerprint de ADN, mediante la amplificación 

genómica con primers BOXA1R y MBOREP1 

 La reacción de amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 10 ✠✡✁ ✞✟✞ �✁✁ ✠✡

de las preparaciones de ADN, buffer de polimerasa (10 mM Tris-Cl pH 9: 25 oC), 3 mM 
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MgCl2✁ �✆✆ ✠✄ ✔☎ ✞✝✔✝ ✔✠✁✂✁ �✁✁ ✠✄ ✔☎ ✞✝✔✝ primer y 1 U de Taq polimerasa. En la 

Tabla II.3 se muestran las secuencias de los primers utilizados.  

   El ciclo empleado para la amplificación para MBOREP1-PCR constó de las siguientes 

etapas: una desnaturalización inicial 94 °C, 4 minutos seguida de 35 ciclos de 

amplificación: 94 °C, 1 minuto; 48 °C, 1 minuto y 65 °C, 8 minutos con una elongación 

final a 72 °C por 8 minutos. 

   El ciclo empleado para la amplificación para BOXA1R-PCR constó de las siguientes 

etapas: una desnaturalización inicial 94 °C, 4 minutos seguida de 36 ciclos de 

amplificación: 94 °C, 20 segundos; 50 °C, 1 minuto y 68 °C, 8 minutos con una 

elongación final a 68 °C por 16 minutos. 

 

 

Tabla II.3. Secuencia de los primers utilizados en las distintas reacciones de PCR. 
 

Nombre �✁✂✄☎✆✝✞✁✟✠✡✂☛☎☞ ✌✟✞✝✟✆✞✂✍ ✎✏✑✒✓✑✔ Referencia 

rD1 AAGGAGGTGATCCAGCC Weisburg et al. (1991). 

FD1 AGAGTTTGATCCTgGCTCAG Weisburg et al. (1991). 

27f AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG Weidner et al. (1996) 

1385r CGGTGTGTRCAAGGCCC Weidner et al. (1996) 

MBOREP 1 IIIICGICGICATCIGGC Versalovic et al. (1991) 

MBOREP 2 ICGICTTATCIGGCCTAC a Versalovic et al. (1991) 

BOXA1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG De Brujin et al. (1992) 

Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC Young et al. (1991) 

Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT a Young et al. (1991) 

nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCA a Laguerre et al. (2001) 

nifHR AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA Laguerre et al. (2001) 

nodCF AYGTHGTYGAYGACGGTTC a Laguerre et al. (2001) 

nodCI CGYGACAGCCANTCKCTATTG a Laguerre et al. (2001) 
 

Referencias: 
a Y=C o T, H=A, C o T, R=A o G, S=C o G, K=G o T, N=A, C, G o T, I=inosina 

 

II.4.8. Electroforesis de ADN: Separación e identificación de fragmentos de ADN  

   La verificación de la calidad de las preparaciones de ADN y la separación de fragmentos 

de ADN se llevaron a cabo mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa de 

concentración entre 0,8 % y 1,5 % en buffer TBE (Tris 89 mM, EDTA Na2 2,5 mM, 

H3BO3 89 mM, pH=8,2). Este mismo buffer se utilizó como solución de corrida. El voltaje 

de trabajo varió entre 50 y 120 volts/cm según los tamaños a separar. Como solución de 
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siembra se utilizó sacarosa 40 % y azul de bromofenol 0,25 % en una relación 5 µl 

solución de ADN en agua o TE / µl solución de siembra. El agregado de 0,5 µg/ml de 

bromuro de etidio a los geles de agarosa permitió la visualización de los fragmentos de 

�☎✠ ✒✟✆ ☛✆✝✞☞✂✡✎✁✂✞✝✞✂✁✞ ✞✟✞ ✡✎✄ ✎✡☛✆✝✓✂✟✡☎☛✝ ✔☎ ✂ � �✄✆ ✞✁✑ �✡ ✆☎✆✂☞☛✆✟ ✔☎ ✡✟☞ ✆☎☞✎✡☛✝✔✟☞

se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara digital bajo iluminación UV.  

   El ADN amplificado en los fingerprints fue analizado mediante una electroforesis 

horizontal en geles de agarosa 1,5 % en buffer TBE 0.5X sembrando una alícuota de 10 

✠✡ ✔☎ ✡✝ ✁☎✄✞✡✝ ✔☎ ✆☎✝✞✞✂✁✞✑ ✁✝ ☎✡☎✞☛✆✟�✟✆☎☞✂☞ �✎☎ ✡✡☎✓✝✔✝ ✝ ✞✝✍✟ ✝ �✆✆ � ✔✎✆✝✞☛☎ � ✄☞✁ ☎✞

buffer TBE 0,5X.  

   La estimación del tamaño de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se realizó 

utilizando como patrón de peso molecular el marcador comercial Ladder 50 bp o Ladder 

100 bp (Productos Bio-✁✁✆✂✞✟☞� ✟ ✍✂☎✞ ☎✡ �☎✠ ✔☎✡ �✝✆✟ ✂ ✔✂✆☎✆✂✔✟ ✞✟✞ ✡✝ ☎✞✔✟✞✎✞✡☎✝☞✝

de restricción HindIII. 

   En todos los casos los perfiles de fingerprints fueron analizados estableciendo como 

presencia (1) o ausencia (0) de bandas para cada individuo. Los datos fueron utilizados 

para generar dendogramas UPGMA (Coeficiente de similitud de DICE) a partir del 

análisis de los fingerprints derivados de BOXA1R-PCR empleando los programas FAMD 

(Fingerprint Analysis with Missing Data) versión 1.23 beta (Schluter & Harris, 2006) y 

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

el software Cross Checker se utilizó para la construcción de la matriz binaria. Los 

cladogramas fueron construidos con el propósito de observar los grupos de aislados según 

el sitio de procedencia (Figura V.2) y separar los grupos de aislados con mayor similitud 

dentro de cada población (Figura V.3). Para cada aislado fueron considerados valores de 

similitud mínima del 70 % y máxima del 100 %.     

 

II.4.9. Purificación de fragmentos de ADN de geles de agarosa 

Los productos de PCR fueron amplificados y corridos en geles de agarosa (1-2 %). Las 

bandas correspondientes fueron eluidas del gel y purificadas usando el kit comercial Gel 

Purification Kit (Bioneer) o alternativamente los primers y nucleótidos en exceso fueron 

eliminados mediante precipitación del producto de PCR con una solución PEG 8000 al 

20 % (Rosenthal et al., 1993) o por tratamiento enzimático con ExoSAP (Thermo Fisher) 

siguiendo las instrucciones del proveedor. Esta alternativa provee una forma sencilla de 

limpiar los productos de PCR antes de la secuenciación. La exonucleasa I elimina los 
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cebadores en exceso, mientras que la fosfatasa alcalina de camarón elimina fosfatos 5' 

terminales de los dNTPs restantes. 

 

II.4.10. Determinación de la concentración de ADN en una muestra 

La concentración y calidad de las preparaciones de ADN se analizó por medidas de la 

absorbancia a 260 y 280 nm. Las medidas y cálculos fueron realizados en un equipo 

Nanodrop ND1000 (Nanodrop Technologies) según las especificaciones del fabricante. 

 

II.4.11. Secuenciamiento de fragmentos de ADN 

   Las secuencias nucleotídicas parciales de los genes 16S rADN y nodC se obtuvieron en 

el servicio de secuenciación de INTA Castelar (Argentina) o Macrogen (Corea). 

 

II.5. Programas informáticos destinados al análisis de secuencia 
 

 

 

   Las secuencias nucleotídicas parciales de ADNr 16S y nodC se depositaron en 

GenBank con los números de acceso KX857639 a KX857654 y KX857655 a KX857659, 

respectivamente. Las búsquedas de similitud de ADN y proteínas se llevaron a cabo con 

el programa BLAST del Centro Nacional de Información de Biotecnología. El análisis de 

la secuencia ADNr 16S se realizó contra la base de datos EzBiocloud ADNr 16S (que 

sólo contiene las secuencias curadas de cepas tipo; http://www.ezbiocloud.net/). Las 

secuencias de nucleótidos se alinearon con ClustalW (Thompson et al., 1994). El paquete 

de software MEGA 7 se usó para análisis filogenéticos usando el ajuste indicado en cada 

figura específica. Los alineamientos ADNr 16S se realizaron utilizando fragmentos 

internos de secuencias que abarcan las posiciones homólogas a los nucleótidos 180 a 1350 

del gen ADNr 16S de B. elkanii USDA 76T (U35000). 

Los alineamientos nodC se realizaron utilizando secuencias que cubren aprox. 680 pb 

con las posiciones homólogas que se extienden entre los nucleótidos 460 a 1140 del gen 

nodC en B. elkanii USDA 76T (HQ233221). Los análisis filogenéticos se llevaron a cabo 

utilizando el programa MEGA 7 (la historia evolutiva se dedujo utilizando el método 

estadístico de máxima probabilidad (método de Maximum Likelihood) basado en el 

modelo de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). La filogenia se reconstruyó a partir de 

fragmentos nodC amplificados según Laguerre et al. (2001). Las secuencias de ADN de 

referencia fueron obtenidas de GenBank. Los árboles iniciales para la búsqueda heurística 
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se obtienen de forma automática mediante la aplicación de los algoritmos Neighbor-Join 

y BioNJ a una matriz de distancias por parejas calcula utilizando el método de Maximum 

Composite Likelihood (MCL), y luego se selecciona la topología con un valor de 

probabilidad log superior. Se empleó una distribución gamma discreta para modelar las 

diferencias de tipo evolutivas entre sitios. El análisis de confidencia se llevó a cabo a 

través del método bootstraping mediante la realización de 1000 réplicas de la 

construcción del árbol filogenético. 

 

II.6. Identificación y clasificación de rizobios por MALDI-TOF MS 
 

 

 

   La espectrometría de masas, conocida como matrix-assisted laser desorption/ 

ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), es una técnica utilizada 

en la identificación de microorganismos mediante la creación de un espectro basado en 

el perfil de proteínas, que es único para una especie dada. En este trabajo, la identificación 

y clasificación de rizobios mediante MALDI-TOF MS se realizó utilizando un 

espectrómetro de masas Ultraflex III MALDI-TOF / TOF y el software MALDI Biotyper 

3.1 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) de acuerdo con Jia et al. (2015). En primer 

lugar se amplió la base de datos de referencia con cepas pertenecientes a diversas especies 

de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium como se informó anteriormente por Ferreira 

et al. (2011) y Sánchez-Juanes et al. (2013). Las cepas de referencia incluidas en la base 

de datos de la biblioteca MALDI Biotyper 3.1 extendida para la identificación de especies 

basadas en MALDI-TOF MS se muestran en la Tabla II.2. La preparación de la muestra 

se llevó a cabo de acuerdo con la recomendación del fabricante, ya sea recogiendo una 

sola colonia (frotis directo) o 1 ✠✡ ✔☎ ☞✟✍✆☎✞✝✔✝✞☛☎ �✎☎ ✞✟✞☛☎✞✝✝ ✒✆✟☛☎✝✞✝☞ ✟✁�☛✟✔✟ ✔☎

extracción con etanol/ácido fórmico) de cepas Bradyrhizobium spp. y Rhizobium spp. 

cultivadas en medio PSY suplementado con 0,1% de arabinosa o medio TY, 

respectivamente. Las muestras se colocaron sobre la diana MALDI y se recubrieron con 

� ✠✡ ✔☎ ☞✟✡✎✞✂✁✞ ☞✝☛✎✆✝✔✝ ✔☎ ✁✞✂✔✟ ✂-ciano-4-hidroxicinámico en solución orgánica 

(acetonitrilo al 50 %, ácido trifluoroacético al 2,5 %). Los espectros se registraron 

mediante el software Flex Control 3.3 (Bruker Daltonics) en un modo lineal positivo a 

una tensión acelerada de 19 KV en el intervalo de 2 a 20 KDa. La intensidad del láser se 

eligió de manera que se obtuviesen espectros con intensidades de pico máximas absolutas, 

que oscilaban entre aproximadamente 5 x 103 y 104 unidades arbitrarias. La calibración 
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externa se realizó con el estándar de prueba bacteriana Bruker (Bruker Daltonics). Las 

identificaciones MALDI-TOF MS se clasificaron utilizando los valores de puntuación 

descritos en Ferreira ☎☛ ✝✡✑ ✟�✆���✄ � � ☎☞✒☎✞✂☎☞ ✔☎ ✂✔☎✞☛✂�✂✞✝✞✂✁✞✄ ☎✞☛✆☎ �✁✁ ✌ �✁✂

identificación de género; <1.7 sin identificación. 

 

II.7. Ensayos con plantas  
 

 

  

   Los ensayos con plantas se realizaron para la recuperación de rizobios de suelo (II.1.3) 

para confirmar los aislamientos que nodulan D. incanum a través de pruebas de 

nodulación (II.1.4) y para estimar la fijación biológica de nitrógeno (FBN) en condiciones 

hidropónicas (II.7.4), en suelo no estéril (II.7.6) y compatibilidad simbiótica en otras 

leguminosas (II.7.5).  

   Las leguminosas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: D. incanum, Phaseolus 

vulgaris, Macroptilium lathyroides, Vicia sativa y Glycine max. 

 

II.7.1. Desinfección y germinación de semillas 

   Las semillas de D. incanum, Macroptilium lathyroides y Vicia sativa fueron 

previamente escarificadas en forma manual con papel de lija. Este método provoca fisuras 

en el tegumento causando aumento de la permeabilidad de las semillas (Burkart, 1952). 

Luego, estas semillas así como las de Phaseolus vulgaris y Glycine max se desinfectaron 

superficialmente como se describe en Fornasero et al. (2014). Finalmente, se enjuagaron 

seis veces con H2O destilada estéril y se mantuvieron en agua 

una hora hasta hinchazón.  

   Las semillas pequeñas se distribuyeron en placas de Petri 

sobre agar-agua 1,0 % p/v) y permanecieron en oscuridad a 28 

°C de temperatura durante 72-96 h hasta su germinación 

(Figura II.3), las semillas más grandes se colocaron en bandejas 

con papel humedecido con agua estéril y se incubaron en las 

mismas condiciones. 

    Adicionalmente se pudo comprobar el grado de desinfección 

extendiendo las semillas en placas de TY e incubándolas a 

28°C. 

Figura II.3. Semillas 
germinadas de D. incanum 
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   Luego, de acuerdo al tipo de ensayo, las semillas que presentaron una radícula de 10-

15 mm de longitud fueron colocadas en vasos conteniendo vermiculita y suelo de origen 

(5:1), como soporte inerte, y libre de nitrógeno fijado, vermiculita más perlita estériles 

(1:1) o bien en macetas con suelo (no estéril) más arena estéril (3:1). Las semillas no 

comerciales Desmodium incanum, Macroptilium lathyroides y Vicia sativa utilizadas en 

✡✟☞ ☎✞☞✝✌✟☞ �✎☎✆✟✞ ✒✆✟✓✂☞☛✝☞ ✒✟✆ ☎✡ �✝✞✞✟ ✔☎ �☎✆✁✟✒✡✝☞✁✝ ✂✁✞✆✑ �✆✆✑ ✂✟☞� ✄✝✆✂✟

�✡✟✞☞✟☎ ✂✠�-UNL a través de los viajes de colecta realizados en el centro y norte de 

Argentina. Las semillas de Soja Grupo de maduración VI (Glicine max) y poroto blanco 

tipo alubia (Phaseolus vulgaris) fueron provistas por la Cátedra de Cultivos Extensivos 

(FCA-UNL). 

 

II.7.2. Preparación del cultivo bacteriano e inoculación de las plántulas 

El cultivo bacteriano utilizado para inocular las plantas se preparó partiendo de una 

colonia aislada de la bacteria, la cual fue posteriormente incubada a 28 ✄C en agitación 

continua a 180 rpm en medio CLM durante cinco días. Previamente se realizó un ensayo 

en el que se determinó por el Método de recuento en placas, las unidades formadoras de 

colonia (ufc) de las suspensiones celulares de cada muestra (Vincent, 1970). 

   A partir de los cultivos saturados se sedimentaron los rizobios por centrifugación para 

eliminar restos de medio de cultivo y se resuspendió el sedimento en igual volumen de 

PBS estéril El buffer fosfato salino PBS contiene: 1,44 g l-1, Na2HPO4, 0,22 g l-1 KH2PO4, 

0,2 g l-1, KCl y 8 g l-1 NaCl, pH entre 7.2 y 7.4. Se tomaron 10 ml de esta suspensión 

(aprox. y se los depositó sobre el tallo adyacente a la raíz de la plántula para evitar la 

dispersión del inoculante. En todos los ensayos se incluyeron controles de leguminosas 

sin inocular.  

   Las plantas fueron regadas periódicamente con agua destilada estéril, o con solución 

mineral libre de nitrógeno Jensen (Jensen, 1942) para proveer de los nutrientes necesarios 

para el crecimiento. La solución mineral libre de nitrógeno Jensen contiene: 1 g l-1 

CaHPO4, 0,2 g l-1 MgSO4.7H2O, 0,2 g l-1 NaCl, 0,2 g l-1 K2HPO4 y 0,1 g l-1 FeCl3.6H2O. 

✁✝ ☞✟✡✎✞✂✁✞ �✎☎ ☎☞☛☎✆✂✡✂✄✝✔✝ ☎✞ ✝✎☛✟✞✡✝✓☎ �✆ ✁✂✞✎☛✟☞ ✝ ��✆☎✠✑ �☎ ✡☎ ✝✆✆☎✆✁ ✡✎☎✆✟ � ✁✡✑✡
-1 

de la siguiente solución de micronutrientes: 3,73 g l-1 KCl, 1,55 g l-1 H3BO3, 0,85 g l-1 

MnSO4.H2O, 0,13 g l-1 CuS04.5H2O, 0,58 g l-1 ZnSO4.7H2O, 0,018 g l-1 

(NH4)6Mo7O24.H2O.   
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II.7.3. Condiciones de cultivo de plantas en cámara de crecimiento 

En todos los ensayos donde se utilizaron condiciones controladas se empleó una 

cámara de crecimiento de plantas mantenida bajo las siguientes condiciones: 500 �E/m2.s. 

(400-700 nm) de intensidad luminosa, fotoperíodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad, 50-60% de 

humedad relativa y 25-28 ✄C. 

 

II.7.4. Estimación de la FBN en condiciones hidropónicas 

Semillas germinadas de D. incanum fueron transferidas a vasos de poliestireno de 350 

cm3 de capacidad conteniendo vermiculita: perlita (1:1) estéril regadas con solución 

mineral Jensen libre de nitrógeno. Se realizó un raleo previo a la inoculación quedando 

una plántula por maceta. Repeticiones de 5 plántulas fueron inoculadas con 2 ml de una 

suspensión saturada de rizobios (108 ufc/ml) en medio CLM más 8 ml de agua destilada 

estéril. Además de los tratamientos inoculados se incluyeron controles no inoculados sin 

y con adición de KNO3 0,05 % (p/v) (70 ppm N) dividido en cinco aplicaciones desde el 

inicio del ensayo, y plantas inoculadas con la cepa de referencia Rhizobium hainanense 

CCBAU 57015T. Las macetas se mantuvieron en cámara de crecimiento bajo condiciones 

controladas durante 60 días, y las plantas se regaron periódicamente con solución Jensen 

diluído (1:5) o agua destilada estéril. Luego de 6 semanas de inoculadas se cosecharon 5 

plantas por tratamiento. Se separó la parte aérea (tallo y hojas), raíz y los nódulos. Se 

midió la altura desde la base del tallo hasta el ápice de la planta, longitud de raíz y el 

número de nódulos por planta. Todo el material fue secado en estufa a 60 ºC hasta peso 

constante. Se determinó el peso de la parte aérea y radicular de las plantas y masa nodular. 

   El índice de eficiencia relativa (ER) fue calculado a través de la fórmula adaptada de 

Brockwell, et al. (1966) donde: 

 

         ER =     (MS TI ✁ MS T )     X 100 
                      (MS T+N ✁ MS T) 
 
Referencias: 
                      EF: Índice de eficiencia relativa (%) 
                      MS TI: Materia seca de las plantas tratamiento inoculado (mg) 
                      MS T: Materia seca tratamiento control (mg) 
                      MS T+N: Materia seca tratamiento control con nitrógeno (mg) 

 

II.7.5 Ensayos de compatibilidad simbiótica  

   Se evaluó la capacidad de los aislamientos seleccionados por su eficiencia simbiótica 

en condiciones hidropónicas para formar nódulos y fijar nitrógeno eficientemente 
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mediante la inoculación cruzada en plantas de Phaseolus vulgaris, Macroptilium 

lathyroides, Vicia sativa y Glicine max.  Las semillas germinadas como se describió en 

la sección II.7.1, se colocaron individualmente en vasos de poliestireno de 350 cm3 

conteniendo vermiculita: perlita (1:1) estéril y se inocularon con 2 ml (108 ufc/ml) de la 

suspensión bacteriana en medio CLM. Las plántulas permanecieron en cámaras de 

crecimiento en condiciones controlada durante 35 días regándolas periódicamente con 

solución Jensen (libre de nitrógno) diluído (1:5) alternando con agua destilada estéril. Los 

grupos de plantas se hicieron por cuadriplicado y a los tratamientos inoculados se 

incluyeron un control no inoculado sin y con el agregado de KNO3 0,05 % (p/v) (70 ppm 

N). Después de este período se evaluó la capacidad de nodulación de los aislamientos en 

cada especie de planta, si las mismas eran color verde oscuro, vigorosas y los nódulos 

presentaron una coloración rosada al corte, se consideró que el rizobio inoculado podía 

formar nódulos eficientes en la planta huésped y en consecuencia definirse como fijador 

de N. Se determinó el número de nódulos y el peso de la parte aérea y radicular de las 

plantas por secado en estufa a 60 C º hasta peso constante. 

 

II.7.6. Ensayos en suelo no-estéril 

   Se analizó la capacidad de aislados rizobianos seleccionados para soportar el 

crecimiento de las plantas en macetas que contenían suelo no estéril. 

   El ensayo se llevó a cabo en los invernaderos del Campo Experimental de la FCA 

(UNL) (31° 26'S- 60° 56'O), Las semillas de D. incanum utilizadas fueron colectadas de 

una pobl✝✞✂✁✞ ✔☎ ✒✡✝✞☛✝☞ ✔☎ ✡✝ ✡✟✞✝✡✂✔✝✔ ✔☎ �✡☎✄✝✞✔✆✝✁ ✒✆✟✓✂✞✞✂✝ ✔☎ �✝✞☛✝ ✂☎ ✟�✂☎ ✁✁��-

✁✂☎✟✁�✂� ✂✞✆✆☎☞✝✔✝☞ ✝✡ ✔☎✡ �✝✞✞✟ ✔☎ ✆☎✆✁✟✒✡✝☞✁✝ ✂✠�-UNL bajo Nº 00445. Las 

semillas fueron previamente escarificadas, desinfectadas y pre-germinadas antes del 

ensayo según se detalla en el punto II.7.1. El suelo empleado para el análisis del 

comportamiento simbiótico de cepas noduladoras de D. incanum seleccionadas fue 

Argiudol ácuico Serie Recreo, de textura Franco-limosa, de la localidad de Esperanza-

Santa Fe (31° 23' S- 60° 54' O). Una muestra compuesta de suelo extraída de 20 cm de 

profundidad fue tratada como se especifica en la sección II.1.3. En la Tabla II.4 se 

presentan las características fisicoquímicas completas del mismo. Previo a la instalación 

del ensayo se determinó el número de rizobios nativos compatibles con D. incanum en el 

suelo. 
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Tabla II.4. Características fisicoquímicas del suelo utilizado en el análisis del comportamiento 
simbiótico de rizobios noduladores de D. incanum en condiciones no estériles (Laboratorios 
Molisol Totoras- Santa Fe- Argentina). 
 

Análisis Resultado Referencia 

Materia orgánica total Walkley y Black (%) 2,41 Medio 

Carbono orgánico Walkley y Black (%) 1,40 Medio 

Nitrógeno total (%) 0,12 Medio 

pH en agua (relación 1:2,5) potenciometría 6,62 Neutro 

Conductividad eléctrica (relación 1:2,5) (us/cm) 50 No salino 

Azufre de Sulfatos ext. PO4 Turbidimetría (ppm) 11,20 Medio 

Fósforo asimilable Bray I  1:7 (ppm) 18,20 Alto 

Nitrógeno de Nitratos CTA (ppm)  14,20 Medio 

Zinc DTPA EAA (ppm) 1,00 Medio 

Cobre DTPA EAA (ppm) 1,20 Alto 

Hierro DTPA EAA (ppm) 58,50 Alto 

Manganeso DTPA EAA (ppm) 25,40 Alto 

Capacidad de intercambio catiónico (meq/100 g) 17,20 Medio 

Calcio intercambiable EAA (ppm) 1700 Medio 

Magnesio intercambiable EAA (ppm) 241 Alto 

Potasio intercambiable EAA (ppm) 555 Muy alto 

Sodio intercambiable EAA (ppm) 45 Bajo 

Boro asimilable azometino (ppm) 0,42 Bajo 

SMP buffer pH 6,63 Neutro 

 

 

II.7.6.1 Determinación del número de rizobios en las muestras de suelo 

La determinación del número de rizobios capaces de nodular D. incanum se realizó 

por dilución de la muestra de suelo con el medio agua de peptona 0,1 % (p/v) estéril como 

diluyente, según el Método del Número Más Probable (NMP). Se prepararon tres series 

de diluciones 1:10. En Erlenmeyer conteniendo 90 ml de diluyente se incorporaron 10 g 

de suelo. La mezcla se agitó durante 20 minutos a 160 rpm en un agitador orbital con el 

objetivo de dispersar los agregados del suelo y las bacterias queden en suspensión. De 

esta manera quedó conformada la primera dilución y se repitió el proceso hasta lograr la 

dilución 6. En tubos de ensayo de 50 cm3 de capacidad que contenían solución de Jensen 
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agarizada en forma de pico de flauta esterilizada, se colocó una plántula de la leguminosa 

por tubo. Transcurridos 7 días, se inocularon las plántulas con 1 ml de cada dilución de 

suelo, adyacente a la raíz de cada plántula en el tubo. Se realizaron cuatro réplicas de cada 

dilución. Las plántulas permanecieron en condiciones controladas, luego de cuatro 

semanas fueron cosechadas y se contó el número de plantas noduladas. Con este valor y 

el número de repeticiones por dilución de suelo se estimó el número más probable de 

rizobios por gramo de suelo (NMP/g suelo) utilizando la tabla de NMP (Fisher &Yates, 

1963) según lo descrito por Vincent (1970). Para expresar el resultado por gramo de suelo 

seco, se tomó una porción de la muestra y se determinó su humedad mediante secado en 

estufa de 60 oC hasta peso constante. 

 

II.7.6.2. Diseño experimental ensayo con suelo no estéril 

   El experimento se llevó a cabo en macetas, con los siguientes tratamientos: I) plantas 

de control no inoculadas, II) plantas no inoculadas y fertilizadas con N (cinco aplicaciones 

de 48,4 mg de N como urea cada 10 días durante 6 semanas, dando como resultado 

aproximadamente 240 mg de N incorporado en cada maceta), y III) plantas procedentes 

de semillas que habían sido inoculadas por un procedimiento similar con 6 de los aislados 

locales seleccionados por su eficiencia simbiótica en condiciones hidropónicas, o con las 

cepas tipo Rhizobium hainanense CCBAU57015T o Bradyrhizobium yuanmingense 

CCBAU 10071T. Para investigar la capacidad de cepas seleccionadas de rizobios para 

apoyar el crecimiento de la planta, se inocularon plantas de 14 días de edad con 10 ml de 

una suspensión de rizobios en medio CLM que contenía aproximadamente 109 ufc/ml 

(ver sección II.7.2). Los experimentos se realizaron en macetas de tres litros de capacidad 

aproximadamente (6 repeticiones, 18 plantas cada tratamiento) que contenían una mezcla 

de suelo no estéril y arena estéril (3: 1 p/p).  Las macetas fueron regadas cada tres días 

con el volumen de agua estéril necesario para mantener el suelo a capacidad de campo, y 

permanecieron en invernadero a 28 º C � 30 ºC durante el día y 18 ºC-20 ºC durante la 

noche, con un fotoperíodo de 16 h- 8 h (luz-oscuridad) durante 60 días hasta inicio de 

floración. Se cosecharon las plantas individualmente y se secaron en estufa de aire forado 

a 60 ºC durante 96 hs aproximadamente para la estimación del peso seco de la parte aérea 

y radicular, y la masa nodular. Además, se contaron los nódulos radiculares de cada 

planta. 

   Para determinar el contenido de nitrógeno total (%), la parte aérea de las plantas fueron 

molidas y el material vegetal fue analizado mediante el método Kjeldahl (AOAC, 1990) 
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empleando el método semiautomático con digestor y destilador PRO-NITRO II. La 

cantidad total de nitrógeno acumulado en la biomasa aérea se calculó mediante el 

porcentaje de N por el peso seco aéreo de la planta. El porcentaje de proteína bruta se 

halló a partir del contenido de nitrógeno total (%) por el factor 6,25. 

   Los datos de la eficiencia de la fijación de N2 se obtuvieron a partir de del dato de 

nitrógeno acumulado en la biomasa aérea (Brockwell, et al. 1966) donde 

 

                ER =      (NMS TI ✁ NMS T )     X 100 
                             (NMS T+N ✁ NMS T) 
 

Referencias: 
                      EF: Índice de eficiencia relativa (%) 
                      NMS TI: Nitrógeno de la materia seca de las plantas tratamiento inoculado (mg) 
                      NMS T: Nitrógeno de la materia seca tratamiento control (mg) 
                     N MS T+N:Nitrógeno de la materia seca tratamiento control con nitrógeno (mg) 

 

II.7.6.3. Estudios anatómicos de los nódulos 

   Los estudios anatómicos se llevaron a cabo mediante la utilización de preparados 

histológicos permanentes, realizados en el Laboratorio de Anatomía Vegetal (Facultad de 

Ciencias Agrarias, (U.N.L).  

Para la obtención de los preparados histológicos, las muestras de nódulos frescos fueron 

fijadas en FAA (mezcla de formol, alcohol 70%, ácido acético, en partes iguales) por 48 

h, deshidratadas a través de una serie creciente de etanol, clarificadas con xilol, e incluidas 

en parafina (D'Ambrogio de Argüeso, 1986; Ruzin, 1999).  Se realizaron cortes seriados 

de 15µm de espesor, mediante la utilización de un micrótomo de rotación. Las secciones 

obtenidas fueron teñidas utilizando una doble coloración de safranina-fast green, y 

finalmente fueron montadas con bálsamo de Canadá (Johansen, 1940).  

Todos los preparados fueron observados bajo un microscopio Leica DM1000, y 

fotografiados con una cámara digital Canon EOS REBEL T2i adaptada al mismo. 

 

II.8. Análisis estadístico de datos 
 

 

 

Los cálculos estadísticos en todos los ensayos con plantas se realizaron con el paquete 

de software InfoStat (Di Renzo et al., 2013).  

El ensayo de estimación de la FBN de los rizobios en simbiosis con D. incanum en 

condiciones hidropónicas fue conducido como un diseño completamente aleatorizado. 
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Los datos mostrados en las tablas y figuras corresponden a la media de cada tratamiento 

Los datos se sometieron al análisis de varianza (ANOVA) y las medias se compararon 

mediante la prueba de Tukey con un 5 % de probabilidad (p<0,05). Las variables 

dependientes fueron altura de planta, longitud de raíz, peso seco de la parte aérea y raíz 

de la planta, y número y masa seca de los nódulos radiculares. 

En el ensayo de compatibilidad simbiótica con otras leguminosas los datos obtenidos 

de número de nódulos y materia seca de las plantas se analizaron según ANOVA y las 

medias secompararon según el test de Tukey p<0,05. 

El experimento del comportamiento simbiótico de los rizobios en suelo no estéril fue 

conducido como un diseño completamente aleatorizado. Las variables dependientes 

número y peso seco de nódulos, materia seca aérea y radicular de las plantas y N total 

acumulado en la materia seca de la plantas, fueron analizadas utilizando el ANOVA y un 

test para la diferencia entre las medias de los tratamientos (cepas) utilizando Tukey 

p<0,05. Se calcularon valores de correlación (Pearson) y regresión lineal simple para 

estimar las relaciones entre las variables materia seca de nódulos, materia seca aérea de 

plantas y nitrógeno de la materia seca aérea de plantas. 

 Se verificó la normalidad de los datos para cada variable. 

   Para caracterizar la diversidad fenotípica de la colección de rizobios y determinar los 

factores abióticos asociados a esa diversidad se realizó un análisis de componentes 

principales (PCA). Se utilizó el paquete de software InfoStat (Di Renzo et al., 2013) que 

reduce el espacio multivariante a solo tres variables (componentes) que permiten 

discriminar aquellas que más influyen en los resultados estadísticos. Se incluyeron el total 

de los aislamientos de la colección y todas las variables analizadas para cada uno de ellos 

(diferentes temperaturas, niveles de pH y concentración de NaCl). 
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III.1. ANTECEDENTES GENERALES  
 

 

 

Los variados ecosistemas que presenta el extenso territorio de Argentina la ubican 

entre los 17 países que tienen más diversidad biológica específica del mundo. Su riqueza 

en especies es menor que la de los ambientes tropicales; sin embargo, éstas presentan gran 

variabilidad genética porque muchas se han adaptado a condiciones tanto subtropicales 

como templadas, lo que constituye una situación particular en el mundo (Knudsen, 2000). 

Además, existen importantes áreas dominadas por pastizales naturales siendo un recurso 

forrajero muy diverso destinado principalmente para la alimentación del ganado. Muchas 

veces el potencial forrajero disminuye debido a un manejo inadecuado de los pastos 

nativos combinado con una intensa presión de pastoreo y extinción de muchas especies 

en el campo (Overbeck et al., 2007). Además, millones de hectáreas de pastizales nativos 

han sido convertidos en otros usos agrícolas (Martin & Agüero, 2014). En este contexto 

existe una necesidad de preservación del forraje y Desmodium incanum aparece como 

una alternativa prometedora debido a su potencial de recuperación de áreas de pastizales 

nativos afectados por los cultivos y por su persistencia en los ciclos agrícolas (Medeiros 

et al., 2006). Esta especie se encuentra frecuentemente en estas zonas y debido a la 

simbiosis entre estas plantas y las especies de rizobios son responsables del aumento del 

contenido de nitrógeno en el sistema suelo-planta a través de la FBN (Tarré et al., 2001). 

Como ya hemos mencionado en la introducción de este trabajo, D. incanum es una 

leguminosa nativa con reconocido potencial forrajero y adaptada a diferentes condiciones 

edafoclimáticas de nuestro país. Presenta una gran plasticidad para crecer en diferentes 

tipos de suelos, desde los más arenosos, bien drenados, hasta aquellos con mayor 

contenido de materiales finos y drenaje deficiente, formando parte del estrato herbáceo 

de la flora nativa en distintas provincias fitogeográficas de Argentina. Particularmente en 

la provincia de Corrientes, se realizaron numerosos estudios en pastizales nativos sobre 

fenología, evolución a distintas cargas animal y respuestas a la fertilización de 

leguminosas nativas de interés forrajero, entre las que se encuentra D. incanum. Algunas 

se incorporaron en los Jardines de Introducción y se multiplicaron por semilla e 

incluyeron en asociaciones con pastos cultivados. En esta provincia la actividad ganadera 

se realiza sobre pastizales nativos donde la especie Andropogon lateralis está presente en 

casi todas las regiones ganaderas constituyendo la gramínea que domina los pastizales y 

entre las leguminosas, la más común es Desmodium incanum (Sanpedro, et al., 2004).  
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En nuestro estudio nos planteamos caracterizar los rizobios nativos que nodulan D. 

incanum en los distintos ambientes de Argentina, para ello nos propusimos realizar viajes 

de colecta de plantas, semillas y suelo rizosférico.   

Antes de realizar la colecta fue necesario contar con información previa (precolecta) 

como son el rango de distribución geográfica y mapa de distribución de la especie en 

Argentina, características morfológicas de la planta, preferencias ecológicas, y la 

información taxonómica de la especie (ver Capítulo I.3.1 y I.3.2). También fue necesario 

disponer del estado de conservación de la especie in situ, en zonas protegidas, cono ex 

situ en bancos de germoplasma. Recientemente, en la Facultad de Ciencias Agrarias, 

dependiente de la Universidad Nacional del Litoral, se creó un Programa de 

Documentación, Conservación y Valoración para el conocimiento y conservación de la 

flora nativa (PRODOCOVA) con el objetivo de colectar y conservar ex situ distintas 

accesiones de especies en un Banco de Germoplasma. Actualmente se conserva 

germoplasma de especies nativas valoradas como forrajeras, colectadas a lo largo del 

territorio argentino y disponible para su estudio, entre las que se encuentra D. incanum. 

En este sentido, estudios realizados sobre técnicas de cultivo in vitro de D. incanum 

confirmaron que este procedimiento de cultivo de tejidos vegetales es promisorio para la 

propagación y conservación de germoplasma de esta especie como alternativa de 

conservación ex situ de recursos filogenéticos (Maldaner et al., 2014; Schwalbert, 2016).  

Toda esta información permitió organizar los viajes de colecta de poblaciones de D. 

incanum en todo el rango de distribución de esta especie en Argentina. Como la colecta 

es una etapa crítica ya que se necesita una importante inversión económica, para realizarla 

nos planteamos hacerlo en forma interdisciplinaria cuyo objetivo fue priorizar cantidad 

de poblaciones en todo el rango de distribución de diferentes especies de interés para el 

grupo. En este contexto se organizaron viajes de colecta al Noreste y Noroeste del país. 

 

El objetivo del presente capítulo fue coleccionar poblaciones de plantas de 

Desmodium incanum procedentes del centro y norte de la República Argentina.   

 

 En este capítulo se realizó una descripción de las características fitogeográficas, 

edáficas y climáticas más relevantes los sitios de origen de las poblaciones colectadas. 
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III.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

 

 

III.2.1. Poblaciones de Desmodium incanum seleccionadas 

En total se colectaron 8 poblaciones, procedentes de distintos ambientes del norte y 

centro del país de acuerdo con la distribución que presenta la especie (Figura III.1). De 

cada población se colectaron al menos cinco plantas, herborizándose un ejemplar 

✆☎✒✆☎☞☎✞☛✝☛✂✓✟ ✔☎ ✡✝ ✁✂☞✁✝ �✎☎ �✎☎ ✞✟✞☞☎✆✓✝✔✟ ☎✞ ☎✡ ✡☎✆✍✝✆✂✟ ✂�✆☛✎✆✟ �✑ �✝✆✟✞☎☞☎☎ ✟�✂�

de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral. Para cada 

colecta se registraron las localidades de procedencia de las poblaciones, con las 

respectivas coordenadas geográficas que se detallan en la Tabla III.1.  También se 

colectaron semillas de cada población en estudio para ser utilizadas en los ensayos con 

plantas. En aquellas poblaciones en que no se disponía de semillas se utilizaron aquellas 

colectadas de poblaciones de localidades cercanas. En la tabla II.1 (capítulo II de esta 

tesis) se detallan el código de identificación y lugar de procedencia de las semillas. 

 

Tabla III.1 Poblaciones de Desmodium incanum seleccionadas. Provincias, localidades y 
georeferenciamiento. 
 

P 
 

Id 
 

Provincia 
 
Departame
nto 

 
Ubicación 

GPS 
 

Sur                    Oeste P1 6837 Entre 
Ríos 

Uruguay Ruta nacional 14, al norte 
de Concepción del 

Uruguay 

 
�✁✂ ✁✄☎ ✆✝✞✟ 

 
✠✡✂ ☛✠☎ �✡✝✞✟ 

P3 6888 Misiones Candelaria Ruta nacional 12, entre 
Candelaria y Santa Ana 

 
✁☞✂ ✁✞☎ ☛�✝✄✟ 

 
✠✠✂ �✡☎ �✁✝✄✟ 

P4 6907 Formosa Formosa Ruta nacional 81, 20 km al 
oeste de la ruta nacional 

11 

 
✁✞✂ ✄✄☎ �✄✝✌✟ 

 
58° 24'  05,✠✟ 

P5 6926 Chaco San 
Fernando 

Ruta nacional 11, 18 km al 
sur de Resistencia 

 
✁☞✂ �✁☎ ✠�✝✌✟ 

 
✠✆✂ ✄✡☎ ☛✞✝�✟ 

P6 6989 Tucumán Famailla Ruta provincial 306, 
cruzando el Río Salí, 

camino a Lules 

 
✁✞✂ ✠✡☎ ✁☛✝✌✟ 

 
✞✠✂ ☛�☎ ✌✆✝✌✟ 

P8 6935 Santa Fe General 
Obligado 

Ruta provincial 100 s, 1 
km al oeste de la ruta 
nacional 11, camino a 

 
✁✡✂ ☛✡☎ �✄✝✄✟ 

 
✠✆✂ ☛✞☎ ✁✆✝�✟ 

P9 7565 Tucumán Yerba 
Buena 

Horco Molle ✁✞✂ ✌✞☎ ✌✆✝☞✟ ✞✠✂ ☛✆☎ �☞✝✆✟ 
 

P1
0 

6897 Corrientes Itatí Ruta nacional 12, 86 km al 
este de Corrientes 

✁☞✂ ☛✆✍ �☛✝✌✟ ✠☞✂ ✠✡☎ ☛☞✝✠✟ 

 
Referencias: 

P: Población.   GPS: Sistema de Posicionamiento Global. 
Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. Pensiero.  

 

La adaptación a ambientes variados de la especie y su amplia distribución permitió 

caracterizar a cada población en función de las regiones fitogeográficas. Según Cabrera 

(1994) la mayor parte del territorio de Argentina pertenece, desde el punto de vista 
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fitogeográfico, a la región Neotropical. En 

este territorio está representada por 3 de los 

5 Dominios que posee, ellos son el 

Amazónico, Chaqueño y Andino-

Patagónico, aunque Desmodium incanum 

sólo está presente en los Dominios 

Amazónico y Chaqueño.  

Las poblaciones colectadas y analizadas 

corresponden, según el esquema 

fitogeográfico de Cabrera (1994) a 2 

dominios, 4 provincias y 5 distritos 

fitogeográficos (Tabla III.2). 

 

 

 

 

 

Tabla III.2. Distritos fitogeográficos donde se encuentra Desmodium incanum D.C. 

 
Población 

 
Id 

Caracterización Fitogeográfica 

 
 

Dominio Provincia Distrito 

P1 6837 Chaqueño Espinal Del Ñandubay 

P3 6888 Amazónico Paranaense De los Campos 

P4 6907 Chaqueño Chaqueña Chaqueño Oriental 

P5 6926 Chaqueño Chaqueña Chaqueño Oriental 

P6 6989 Amazónico Yunga Selvas de Transición 

P8 6935 Chaqueño Chaqueña Chaqueño Oriental 

P9 7565 Amazónico Yunga Selvas Montanas 

P10 6897 Amazónico Paranaense De los Campos 

 

Referencias: 

Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. Pensiero. 
 

Cada distrito fitogeográfico abarca una determinada región del país y está caracterizado 

por el tipo de suelo, clima y las comunidades vegetales que lo conforman. 

Figura III.1. Región de muestreo de 
Desmodium incanum DC. Se indica con 
círculos rojos los sitios de recolección de 
muestras. 
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III.2.2. Ubicación y caracterización fitogeográfica de las poblaciones de Desmodium 

incanum estudiadas 

 

Población 1. Entre Ríos.  

Se extiende por el sur de Corrientes, noroeste y centro de Entre Ríos y el centro de 

Santa Fe. Los suelos son arcillosos limosos de reacción casi neutra. El clima es cálido y 

húmedo con precipitaciones abundantes en primavera y verano. La comunidad climáxica 

está compuesta por bosques de un solo estrato arbóreo que no supera los diez metros, un 

estrato arbustivo y otro herbáceo. Las especies dominantes son Prosopis algarrobilla 

(Ñandubay) y Prosopis nigra (Algarrobo negro), además es característica una palmera 

Trithrinax campestres (Caranday). El estrato arbustivo está integrado por Castela 

tweediei, Cassia corimbosa, entre otras especies. El estrato herbáceo es rico en gramíneas 

como varias especies de Stipa, Setaria caespitosa, etc. También umbelíferas, algunas 

cactáceas y enredaderas. Presenta comunidades serales como Palmares de Yatay 

frecuentes en Corrientes y Entre Ríos. Generalmente vegetan en suelos arenosos más o 

menos ácidos, a veces con subsuelos rocosos a poca profundidad. La comunidad vegetal 

es el palmar, especie Butia yatay, arbustos dispersos y el estrato herbáceo es muy rico, 

predominando las gramíneas. También hay ciperáceas, compuestas y numerosas 

leguminosas herbáceas que crecen entre los pastos entre las que se encuentra Desmodium 

sp. 

Lugar de colecta: Ruta nacional 14, al norte de Concepción del Uruguay, en campo de 

suelo pedregoso junto a Desmanthus paspalaceus (Pensiero et al. 6840) y Bromus 

auleticus (Pensiero et al. 6842) (Tabla III.1, Fig. III.1). 

 

Población 3. Misiones.  

Esta población pertenece al Distrito de los Campos que se extiende por el suroeste de 

Misiones y nordeste de Corrientes. Los suelos son lateríticos Las precipitaciones son 

ligeramente inferiores a los 2.000 mm anuales y con sequía invernal más marcada que el 

Distrito de las selvas de transición. Las comunidades vegetales presentan un carácter 

edáfico con un manto a poca profundidad. Este distrito se relaciona con la Provincia 

�✂☛✟✆☎✟✆✆✁�✂✞✝ ✔☎✡ ✠☎✆✆✝✔✟ ☎✞ �✆✝☞✂✡✑ ✁✝ ✓☎✆☎☛✝✞✂✁✞ ✒✆☎✔✟✁✂✞✝✞☛☎ ☎☞ ✂✞✝✁✒✟☞☎ ✟ ☞✝✍✝✞✝☞

de gramíneas de 1-1,5 m de altura. La comunidad subclimáxica ocupa los campos altos y 

laderas lateríticas, predomina Arístida jubata, gramínea cespitosa acompañada por 
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Paspalum urvilleri, entre otras especies. La ganadería modifica esta comunidad, siendo 

invadida por muchas otras especies tendiendo a desaparecer A. jubata, y predominando 

Paspalum notatum y Axonopus compressus. 

Lugar de colecta: Ruta nacional 12 entre Candelaria y Santa Ana, en banquina, junto a 

Axonopus compresus (Pensiero et al. 6887) (Tabla III.1, Fig. III.1). 

 

Población 4. Formosa. 

 Ocupa aproximadamente la mitad oriental de Formosa y Chaco, parte norte de Santa 

Fe y el noroeste de Corrientes. El clima es más húmedo que los otros distritos de la 

Provincia aumentando la precipitación de oeste a este. La vegetación está constituida por 

bosques xerófilos mezclados con palmares y sabanas. Puede encontrarse en las 

comunidades serales de palmar de Caranday con Algarrobo. Esta comunidad vegeta en 

campos bajos ligeramente alcalinos en la zona este del distrito, la habitan árboles xerófilos 

donde sobresalen las palmeras. Bajo los árboles existe un estrato arbustivo y un estrato 

herbáceo ralo. Predomina Prosopis alba (Algarrobo blanco) y Copernicia australis 

(Caranday). Entre los arbustos más comunes se encuentra Acacia bonariensis (Ñapinday) 

y en el estrato herbáceo Bromelia serra, entre otros. 

Lugar de colecta: Ruta nacional 81, camino a Pirané. 20 km al oeste de la ruta nacional 

11, camino a Pirané, en banquina, con pelo de agua, junto a Eleocharis elegans 

(Pensiero et al. 6906) (Tabla III.1, Fig. III.1).  

 

Población 5. Chaco. 

Esta población se presenta en una fitogeografía del Distrito Chaqueño Oriental. La 

comunidad climáxica del distrito es la asociación de quebracho colorado y quebracho 

blanco creciendo en suelos altos y maduros. Las especies más características, aunque no 

siempre las más abundantes debido a la explotación selectiva son Schinopsis balansae 

(quebracho colorado) y Aspidosperma quebracho-blanco (quebracho blanco). Existen 

otras especies arbóreas como Caesalpinea paraguariensis (Guayacán), Espina corona, 

Mistol, etc, También numerosos arbustos, especialmente cuando existe ganadería 

extensiva y forman matorrales impenetrables y un estrato herbáceo donde se destacan las 

bromeliáceas, gramíneas y ciperáceas. 

Lugar de colecta: Ruta nacional 11, 18 km al sur de Resistencia, en banquina (Tabla 

III.1, Fig. III.1) 
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Población 6. Tucumán.  

La población se encuentra en el Distrito de Selvas de Transición que ocupan llanuras 

al pié de las montañas y cerros bajos entre los 350-500m snm. Este distrito forma el borde 

oriental de la provincia de las Yungas. La precipitación suele ser menor que en otros 

distritos con 700 a 1000 mm anuales. La vegetación está formada por varios estratos, 

árboles como Phyllostylon rhamnoides (palo amarillo) entre muchas otras especies; 

arbustos como Pogonopus tubulosus (quina), hierbas, lianas y epífitas. Este distrito se 

halla muy alterado por la acción del hombre que va destruyendo paulatinamente la 

vegetación prístina y suplantándola por cultivos como Saccharum officinarum (caña de 

azúcar) entre otros cultivos. 

Lugar de colecta: Ruta provincial 306, cruzando el Río Salí, camino a Lules, en borde 

del río (Tabla III.1, Fig. III.1). 

 

Población 8. Santa Fe.  

Distrito Chaqueño Oriental. La comunidad climática, al igual que toda la Provincia 

Chaqueña la ganadería y la explotación forestal han modificado la composición de las 

comunidades vegetales por la tala de árboles o la explotación agrícola. La comunidad 

climáxica la conforman Schinopsis balansae (quebracho colorado) y Aspidosperma 

quebracho-blanco (quebracho blanco) creciendo en suelos altos y maduros. Otras 

especies arbóreas son el guayacán (Caesalpinia paraguariensis), espina de corona 

(Gleditsia amorphoides), algarrobo blanco (Prosopis alba), algarrobo negro (Prosopis 

nigra), etc. También están presente arbustos que son muy abundantes en campos con 

ganadería extensiva como el vinal (Prosopis ruscifolia), garabato negro (Acacia praecox) 

gramíneas como Leptochloa virgata, Melica argyrea entre otras, y bromeliáceas. 

Lugar de colecta: Ruta provincial 100, 1 km de la ruta nacional 11, camino a Villa 

Guillermina, en banquina, junto a Desmanthus paspalaceus (Pensiero et al. 6932) y 

Themeda quadrivalvis (Pensiero et al. 6934) (Tabla III.1, Fig. III.1). 

 

Población 9. Tucumán.  

Esta población se encuentra en el Distrito de Selvas Montanas. Ocupa las laderas 

orientales de las primeras cadenas de montañas del noroeste de Argentina entre los 550 y 

1600 m de altura. Constituye una selva muy densa y casi impenetrable de vegetación 

cubierta por las nubes durante el verano y principios del otoño. La vegetación presenta 

varios estratos, el estrato superior especies como Phoebe porphyria (laurel), 
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Blepharocalyx gigantea (horco-molle), etc. Un segundo estrato arbóreo lo forman 

especies como Allophyllus edulis (chal-chal) entre otros. Los arbustos forman un estrato 

de 2-4 m de altura como Chasquea lorentziana. Luego se encuentran las grandes hierbas 

y una gran variedad de especies herbáceas menores y las que crecen al ras del suelo 

constituido por fanerógamas rastreras. También abundan las lianas y plantas epífitas. 

Lugar de colecta: Horco Molle, en banquina (Tabla III.1, Fig. III.1). 

 

Población 10. Corrientes.  

Distrito de los Campos. Se extiende por el sudoeste de Misiones y noreste de 

Corrientes. La comunidad subclimáxica es la sabana de Andropogon lateralis que vegeta 

en los bajos de las laderas donde aflora el subsuelo detrítico, forma sabanas en la que 

predomina Andropogon lateralis, otras especies frecuentes son Axonopus compressus, 

Paspalum notatum, Desmodium incanum, entre otras. La ganadería altera por completo 

la comunidad y, cuando el campo está muy degradado desaparece A. lateralis y se asocian 

Axonopus compresus y Paspalum notatum. 

Lugar de colecta: Ruta nacional 12, 86 km al este de Corrientes, en banquina (Tabla 

III.1, Fig. III.1).  

 

 

III.2.3. Características edafoclimáticas de los lugares de colecta de las poblaciones 

de Desmodiun incanum.  

Para caracterizar los sitios de colectas de las poblaciones analizadas, se utilizó la 

información disponible en la base de datos de GeoINTA (http://geointa.inta.gov.ar), 

sistema que permite el acceso en tiempo real a información de suelo, cobertura y perfiles 

de suelos, y cursos de agua localizados a través de mapas interactivos en distintas capas 

de datos.  

En la Tabla III.3 se muestran las características edafológicas de los sitios de colecta de 

cada población. En los suelos de Argentina el orden más abundante es el de los Molisoles, 

en los que tiene lugar la agricultura de cultivos comerciales y la producción intensiva de 

carne y leche, principalmente en los suelos de la región pampeana. Los Alfisoles 

localizados en áreas húmedas, subtropicales del noreste del país están en el cuarto lugar 

en términos de área ocupada, luego de los Entisoles y Aridisoles.  

En los sitios de colecta los suelos son variados tienen un espesor entre 25-120 cm con una 

textura desde arenosa-franca a arcillo-limosa. Algunos suelos presentan como limitante 
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la susceptibilidad a erosión debido a su ubicación en el relieve y la pendiente del terreno. 

Otras poblaciones presentan suelos de texturas más finas y relieve plano limitando el 

drenaje del agua en el perfil. En la población P1 de Entre Ríos los suelos están 

desarrollados sobre albardones de los arroyos originados de sedimentos fluviales, bien 

provistos de materia orgánica, poseen mediana fertilidad y la producción es la ganadería 

extensiva. Esta misma actividad productiva se presenta en la población de Misiones (P3) 

en bosques nativos, con suelos someros de débil desarrollo genético y presencia de basalto 

a los 33cm. Los suelos de las poblaciones de Formosa (P4) y Chaco (P5) se presentan en 

áreas algo elevadas, integradas al paisaje de cañada o sectores mal drenados con 

horizontes nátricos de alto contenido de arcilla y sodio, y donde se desarrolla la ganadería 

de cría extensiva. Las poblaciones de Tucumán P6 y P9 presentan suelos profundos, de 

relieve colinado plano en P6 y ondulado en P9, donde la biota fue modificada por la 

agricultura. En la población P8 de Santa Fe los suelos son muy productivos que integran 

complejos por los microrelieves, de alta fertilidad natural, profundos y sin limitaciones 

naturales. Por último en la población de Corrientes (P10) los suelos se presentan en planos 

extendidos con un horizonte superficial álbico (E) sobre un B argílico fuertemente 

estructurado. La vegetación fue modificada y las actividades que se desarrollan son 

agricultura, pasturas cultivadas, forestales, etc (Panigatti, 2010). 
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Tabla III.3. Características edafológicas de los suelos en los lugares de colecta de las poblaciones de Desmodium incanum. Información obtenida de la base de 
datos de GeoINTA (http://geointa.inta.gov.ar). 
 

Característica
s Edafológicas 

POBLACIONES 

 P1 P3 P4 P5 P6 P8 P9 P10 

Tipo unidad 
cartográfica 

Asociación Asociación Asociación Asociación Asociación Asociación Asociación Complejo 

Orden Suelo 
Principal Molisoles Molisoles Alfisoles Alfisoles Molisoles Molisoles Molisoles Alfisoles 

Subgrupo 
Suelo Principal 

Hapludoles 
fluvéntico 

Hapludoles 
lítico 

Natracualfes 
albico 

Natrudalfes 
típico 

Hapludoles 
entico 

Argiudoles 
acuico 

Hapludoles 
típico 

Albacualfes 
típico 

Textura 
Superficiall 

Areno franca 
Franco areno 

gravilla 
Franco limosa 

Franco arcillo 
limos 

Franco 
arenosa 

Franco limosa Franca Franca 

Textura 
Subsuperficial 

Franco arcillo 
areno 

No 
determinada 

Franco arcillo 
limos 

Franco arcillo 
limos 

Franco areno 
gravill 

Arcillo 
limosa 

Franco 
arcillosa 

Franco arcillo 
arenoso 

Drenaje Imperfecto Bien drenado Pobre Imperfecto Moderado Imperfecto Bien drenado 
Imperfecto 

drenado 

Alcalinidad No sódico No sódico Muy fuerte Poca No sódico No sódico No sódico No salino 

Posición relieve Pie de Loma Loma Bajo Media Loma 
Sector medio 

y distal de 
cono 

Lomas altas 
Sector medio 
e inferior de 

conos 
Plano tendido 

Limitante 
Principal 

Text. Hor. 
Subsup.a 

Prof. efectiva 
somera b 

Suscep inund. 
o aneg. c 

Alcalino 
menos 50cm 

Drenaje 
deficiente 

Drenaje 
deficiente 

Suscep. eros. 
hídrica d 

Drenaje 
deficiente 

Orden Suelo 
Secundario 

Inceptisoles Roca Alfisoles Alfisoles Molisoles Molisoles Molisoles Alfisoles 

Cota snm (m) 14 131 68 54 378 51 710 67 

 

Referencias: 

(a) Textura Horizonte Subsuperficial.    (b) Profundidad efectiva somera. 
(c) Susceptibilidad a inundación o anegamiento.   (d) Susceptibilidad a erosión hídrica. 
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Es importante remarcar que Desmodium incanum DC se encontró en distintos tipos de 

suelos los cuales fueron caracterizados químicamente (Tabla III.4) y utilizados para la 

captura de rizobios noduladores de esta especie.  

 

Tabla III.4 Características químicas de los suelos de origen de las poblaciones de Desmodium 

incanum provenientes de distintas regiones ecológicas de Argentina. 
 

Población MO % Nt % P ppm S ppm pH CE 
dS/m 

P1 3,21 0,223 8 10 7,3 0,229 
P3 2,28 0,084 7 10 5,8 0,066 

P4 2,68 0,099 8 9 6,4 0,132 

P5 2,63 0,131 17 8 6,9 0,217 

P6 3,24 0,143 14 12 6,6 0,105 

P8 4,90 0,227 22 9 6,2 ND 

P9 9,4 0,508 75 ND 6,0 1,4 

P10 3,4 0,148 7 ND 5,1 0,9 

 
Referencias: MO% Materia orgánica (Carbono) (Walkey and Black, 1934). Nt Nitrógeno total (Kjeldhal, 
AOAC,1990) P Fósforo disponibe (Bray and Kurtz, 1945). pH (potenciometría MAG, 1982 ). CE 
Conductividad eléctrica (conductimetría, MAG, 1982). ND: no determinado 
 

 

El contenido de materia orgánica está directamente relacionado con el suelo y el clima 

de cada ambiente, el fósforo disponible presentó valores muy bajos en los suelos de las 

poblaciones P1, P3, P4 y P10 y los valores de pH fueron variables, cercanos a la 

neutralidad y con un nivel de acidez moderado en la muestra de la población P3 y más 

severo en P10. La conductividad eléctrica hallada fue inferior a 2dS/m indicando que los 

suelos de las poblaciones en estudio no son salinos. 

En relación a las características climáticas de los lugares de colecta podemos mencionar 

que el clima en la provincia de Tucumán donde se colectaron las plantas de las 

poblaciones P6 y P9, es subtropical serrano debido al relieve en la región de las yungas, 

y presenta una gran variedad de microclimas. Las lluvias superan los 1.200 mm anuales 

y la temperatura media anual es de 19 °C a 22ºC. En las provincias de Misiones y 

Corrientes el clima es subtropical sin estación seca y con abundantes precipitaciones 

llegando a 2.000 mm.año-1 en el caso de la provincia de Misiones. El clima subtropical 

sin estación seca y con menores precipitaciones corresponde a las provincias de Formosa, 

Chaco y norte de Santa Fe. Finalmente, donde se encuentra la población P1 (Entre Ríos) 
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de clima templado, la temperatura media anual es 18,1 °C y las lluvias oscilan entre 900-

1.000 mm.año-1.  

En el marco de la diversidad de distritos fitogeográficos se escogieron lugares para la 

recolección de los ejemplares que representan esos diferentes ambientes naturales en los 

que se encontraron poblaciones silvestres de Desmodium incanum. En cada sitio se 

recolectaron semillas, plantas y suelos. Estas muestras fueron luego utilizadas para 

establecer la colección de rizobios como se detalla en el capítulo siguiente.   

 
 

 

 

La región relevada abarca aproximadamente 1076 km de longitud y 703 km de ancho. 

Cada lugar de recolección representa a un ecosistema específico el cual se halla descrito 

en la Tabla III.1 y III.2 junto con sus coordenadas geográficas.  

El análisis de los parámetros fisicoquímicos de los suelos de los diferentes ambientes 

geográficos mostró variabilidad entre ellos, lo cual hace suponer diversidad en las 

poblaciones de rizobios que los habitan. Estudios realizados por Lima et al. (2009) sobre 

comunidades nodulantes de leguminosas en suelos tropicales con diferentes usos y su 

relación con atributos físicos y químicos del suelo, mostraron que la capacidad de 

intercambio, pH y arcilla fueron los que más influenciaron, y observaron mayor 

diversidad y nodulación en suelos agrícolas y agroforestales, sugiriendo una alta 

resiliencia de las comunidades rizobianas a los cambios en una región. 

   La fertilidad y productividad de los suelos es mantenida por la materia orgánica y 

actúa directamente como fuente de nutrientes para las plantas e indirectamente en las 

propiedades físicas y químicas del suelo (Badar et al., 2015). La textura influye en la 

descomposición de la materia orgánica e indica que la tasa de descomposición y 

mineralización neta depende de la accesibilidad de la flora microbiana a los sustratos 

orgánicos (Hassink, 1992) Principalmente las partículas de arcillas ejercen una acción 

protectora contra la degradación de la materia orgánica a través de la formación de 

complejos arcillo-húmicos. Los suelos de textura fina, con mayor porcentaje de arcilla, a 

menudo contienen cantidades más altas de materia orgánica que los suelos arenosos 

(Mtambanengwe et al., 2004). Los suelos de origen de cada población presentaron 

diferentes texturas, los molisoles de textura más fina están bien provistos de materia 

orgánica, con un contenido de nitrógeno orgánico total deficiente en aquellos suelos con 

valores inferiores al 0,2%. Presentaron diferente composición química (Tabla III.4) y los 
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valores de pH de las muestras estuvieron en el rango 5,1-7,3 sin embargo, el pH de la 

mayoría de los suelos se encntró en el rango de pH ligeramente ácido, con lo cual no se 

esperaría una diferencia poblacional importante debido a esta característica de los suelos 

e indicarían condiciones favorables para la supervivencia de los rizobios, con una ligera 

acidez del suelo P3 y mayor en el suelo P10. Sin embargo Brockwell, et al. (1991) 

demostró que el pH puede limitar la presencia de los microorganismos en los suelos y 

llegar a ser una barrera para la diversidad. Palmer et al. (2000) describieron algunos 

parámetros específicos de los suelos que pueden influenciar la diversidad rizobiana 

presente. Entre ellos se destacó por un lado el pH y la concentración de los iones Mg+2 y 

Ca+2 que influenciaron el funcionamiento celular y por el otro el porcentaje de arcilla que 

afectó la sobrevivencia de las bacterias en el suelo.  

En relación al contenido de fósforo y azufre fue bajo en algunos suelos (<10ppm) lo 

que podría limitar la nodulación y el proceso simbiótico. Varios autores plantearon que 

las leguminosas restringen la nodulación cuando existe un inadecuado suministro de 

nutrimentos, especialmente fósforo, limitando el crecimiento de las plantas (Oliveira et 

al., 1998; Taiwo et al. 1999). La salinidad de los suelos (determinada por la conductividad 

eléctrica) se encontró en rangos bajos no siendo un parámetro limitante que afecte la 

sobrevivencia y proliferación de los rizobios en el suelo (Singleton et al., 1982). 

La comparación de los distintos parámetros analizados de cada suelo muestra la 

variabilidad de los mismos, lo cual podría correlacionar con la diversidad en las 

poblaciones de rizobios que los habitan como consecuencia de una adaptación particular 

a ellos. 

La caracterización de los suelos donde se encontró Desmodium incanum permitió 

evidenciar que existen poblaciones presentes en suelos desde arenosos, francos hasta 

arcillo-limosos. Su amplia distribución geográfica en ambientes de diferentes 

características edáficas muestra su plasticidad y hace de esta especie una forrajera 

promisoria para zonas subtropicales del país. 

 

Para dar continuidad al estudio realizado, en el próximo capítulo brindaremos 

información detallada sobre la obtención de la colección de rizobios noduladores de 

Desmodium incanum que se utilizará en el curso de este trabajo de Tesis para llevar a 

cabo la caracterización fenotípica (Capítulo IV) y genotípica (Capítulo V) de los mismos, 

así como el análisis de su capacidad simbiótica (Capítulo VI). 
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IV1. ANTECEDENTES GENERALES  
 

 

 
Desmodium incanun, y las leguminosas forrajeras nativas en general, presentan un 

gran potencial productivo para ganado en pastoreo, ya que aportan excelentes fuentes de 

proteína y minerales. Cuando se introduce una leguminosa o se quiere mejorar la 

productividad de una pastura natural es importante caracterizar la población de rizobios 

nativos debido a que tienen buena adaptación al ambiente y son la base para la selección 

y el mejoramiento de cepas a ser usadas como inoculantes.  Un primer paso importante 

hacia el mejoramiento de la asociación rizobio-Desmodium en los suelos locales es sin 

duda el relevamiento y caracterización de las poblaciones existentes de rizobios 

naturalizados. De ese modo puede por un lado evaluarse el tipo de germoplasma presente 

en los suelos y, eventualmente abordar la selección en una etapa posterior de aquellas 

cepas que resulten más eficientes en su simbiosis con Desmodium. En este sentido, no 

debe descartarse la posibilidad que sobre las poblaciones de rizobios de los suelos locales 

haya existido una selección positiva en favor de aquellas variantes genéticas más 

tolerantes y adaptadas en su simbiosis a las condiciones operantes en cada ecosistema. 

Por ejemplo, la búsqueda, selección e inoculación de cepas de S. meliloti más tolerantes 

a la acidez, ha mostrado ser una estrategia útil para el establecimiento de pasturas de 

alfalfa en suelos francamente ácidos (Howieson & Ewing 1986). 

Las leguminosas presentan diferentes respuestas ante la presencia de distintas cepas 

de rizobios lo cual puede variar entre géneros, especies e incluso entre cultivares (Date, 

1977). Como ya lo mencionamos en la introducción de este trabajo, este autor señala que 

Desmodium es un género de leguminosas que puede ser nodulado por un amplio rango de 

cepas de rizobios, aunque esta nodulación es a menudo inefectiva. Lamentablemente, las 

características simbióticas y la diversidad biológica de los rizobios asociados a plantas 

nativas han sido poco explorada en nuestro país, a pesar de la función agroeconómica y 

ecológica que presentan en ecosistemas naturales diversos. En este contexto, existe poca 

información en relación a la nodulación y fijación de nitrógeno de las diversas especies 

de Desmodium en asociación con rizobios nativos.  

Es un hecho bien documentado en la literatura que la interacción simbiótica puede 

verse afectada dependiendo de las condiciones de suelo y clima donde este proceso se 

desarrolle (Tang et al., 1992). Uno de los aspectos más relevantes del cultivo de 

leguminosas es la preservación de la fertilidad nitrogenada de los suelos mediante una 
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simbiosis eficiente con rizobios fijadores de nitrógeno. Para ello se requiere no solo que 

la planta y el microorganismo sean compatibles sino también que el ambiente sea el 

apropiado para asegurar la supervivencia de los rizobios y para un eficiente intercambio 

de señales que precede a la infección. Numerosos factores ambientales pueden afectar la 

nodulación, fijación de nitrógeno en las leguminosas y la sobrevivencia de los rizobios 

en el suelo. Probablemente las condiciones ambientales limitantes más relevantes son las 

temperaturas extremas, estrés por pH, alta salinidad, así como también la disponibilidad 

de agua, deficiencia de fósforo y otros minerales (Zahran et al., 1999; Streeter 2003; Jones 

et al., 2007, Lira et al., 2015). Los bajos niveles de fósforo en el suelo son un obstáculo 

para el crecimiento y desarrollo de varias especies de leguminosas (Okalevo et al., 2009) 

ya que los nódulos son los sumideros más importantes de fósforo en comparación con 

raíces, brotes y hojas de la planta (Ogola et al., 2012). Asimismo, altos niveles de 

nitrógeno disponible en el suelo pueden suprimir la nodulación.  Dentro de estos factores 

abióticos, las altas temperaturas tienen efecto sobre la estructura del nódulo, función e 

infección del pelo radicular. El rango de temperatura óptima para los rizobios ha sido 

descripto entre 25 °C y 31 °C en medios de cultivo, pero rizobios aislados de ambientes 

de sabanas secos y calientes son capaces de crecer a 40 °C (Zahran, 1999). 

Asimismo, la acidez del suelo condiciona a las plantas, las bacterias y el proceso 

simbiótico. El crecimiento, la supervivencia de los rizobios y su competitividad en la 

nodulación están muy influenciadas por el pH del suelo (Brockwell et al., 1991). El 

microsimbionte es usualmente el más sensible al pH, dicha tolerancia puede variar entre 

cepas dentro de una misma especie, siendo algunos géneros y especies de rizobios más 

tolerantes a la acidez que otras (Hungria &Vargas, 2000). Varios autores han demostrado 

que el pH citoplasmático de cepas tolerantes a la acidez se ve menos afectado por la acidez 

externa y reportaron altos niveles de potasio citoplasmático, diferencias en la 

composición de lipopolisacáridos y en la exclusión y extrusión de protones en las células 

bajo estrés ácido (Graham et al., 1994). El pH óptimo para el crecimiento de los rizobios 

oscila entre 6,0 y 7,0 (Jordan, 1984). Las especies del género Bradyrhizobium son 

generalmente más tolerantes a la acidez que las epecies del género Rhizobium aunque 

pocos rizobios son capaces de tolerar y crecer a pH inferiores a 5,0 tales como R. tropici, 

R favelukesii y R. loti que son altamente acido- tolerantes (Graham et al., 1994, Torres 

Tejerizo et al., 2016). 

Por otro lado etapas tempranas de la interacción simbiótica leguminosa-rhizobium  son 

más sensibles al estrés osmótico que los mismos rizobios (Zahran, 1991). Estos 
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microorganismos sometidos a estrés salino pueden producir cambios en su morfología 

celular y modificar el patrón de polisacáridos extracelulares (EPS) (Vanderlinde et al., 

2010). Muchos microorganismos, entre ellos los rizobios, utilizan mecanismos de 

adaptación osmótica bajo condiciones de estrés salino, como la acumulación de osmolitos  

la cual ha sido informada en algunas especies (Yadav et al., 2015). 

A fin de seleccionar y disponer de cepas competitivas y efectivas en la FBN es 

importante contar con una amplia variedad de aislamientos obtenidos de diferentes 

ambientes que nos permitan evaluar sus características con el objetivo final de seleccionar 

las más promisorias. Por otro lado las poblaciones de rizobios podrían ser muy 

influenciadas por la procedencia de la planta utilizada para la captura. Liu y colaboradores 

(2005) sugirieron que para analizar los rizobios nativos de diferentes regiones geográficas 

es importante hacerlo junto con sus plantas huésped con la finalidad de caracterizar mejor 

las interacciones entre los rizobios, las leguminosas y los factores geográficos. 

Desde un punto de vista formal, para que los rizobios tengan éxito luego de su 

inoculación en suelos con condiciones adversas, deben ser capaces de mantener sus 

funciones celulares, sobrevivir/crecer y colonizar en las condiciones desfavorables 

presentes en el complejo ambiente del suelo y la rizósfera. En general la tolerancia a 

estreses abióticos resulta de la combinación de una serie muy diversa de características 

bacterianas. Además, debemos considerar la capacidad que deben tener los rizobios para 

desempeñar funciones simbióticas y asociarse con la planta huésped, el otro nicho que 

pueden ocupar en el suelo. Por lo tanto los rizobios, además de ser tolerantes como 

condición indispensable (mínima), deberán ser activos simbióticamente frente a la planta 

en las condiciones adversas a las que están sometidos. 

 

El objetivo del presente capítulo fue establecer una colección de rizobios 

noduladores de D. incanum recuperados de suelos con diferentes características 

edafoclimáticas del centro y norte de la República Argentina. 

 

En este Capítulo se exponen los resultados del aislamiento de rizobios noduladores de 

D. incanum recuperados de localidades del centro y norte de la República Argentina ccon 

el propósito de obtener una colección de germoplasma local adaptado a diferentes 

condiciones agroecológicas del país. Además, se analizan sus características fenotípicas 

y tolerancia a estreses abióticos en condiciones de laboratorio.  
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IV.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

 

 

IV.2.1. Establecimiento de una colección de rizobios noduladores de Desmodium 

incanum recuperados de suelos argentinos 

 

En total se colectaron cinco plantas con suelo rizosférico de cada población en estudio 

procedentes de los diferentes ambientes del centro y norte del país (capítulo anterior, 

Figura III.1).  

La nodulación de las plantas fue variable en relación a los suelos de origen de las 

poblaciones de D. incanum, en general entre 5 y 25 nódulos por planta, siendo poca 

(escasa) en las poblaciones de Entre Ríos (P1), Misiones (P3), Chaco (P5), Santa Fe (P8) 

y Corrientes (P10) según las categorías de evaluación de la nodulación de plantas 

individuales de leguminosas forrajeras tropicales (CIAT, 1988). En las poblaciones de 

Formosa (P4) y Famaillá en Tucumán (P6) la nodulación fue mediana según el mismo 

sistema de evaluación. En este trabajo mayoritariamente encontramos nódulos que 

presentaron una coloración grisácea y se hallaban localizados en raíces secundarias, 

encontrándose también plantas sin nódulos.  Estudios realizados por López Sanchez et al. 

(2000) encontraron que la nodulación en Desmodium scorpiurus fue escasa en suelos 

afectados por salinidad. Por otro lado Ngwu (2005) halló que en plantas de Desmodium 

ramississimon el tipo de suelo condicionó la magnitud de la nodulación. 

Estudios realizados por Bosman y colaboradores (1990) en leguminosas de pasturas 

nativas de México, mostraron que plantas de D. triflorum y D. incanum nodularon 

profusamente, con más de 100 nódulos por planta, de 1 a 2 mm de diámetro y más del 70 

% de color blanco, verde o gris oscuro. Por otro lado, Tang y colaboradores (1990) 

observaron una escasa nodulación (aproximadamente 12 nódulos por planta) por la acción 

de cepas nativas noduladoras de D. ovalifolium presentes en suelos pardos sin carbonatos 

de la Estación de Pastos de Camagüey, Cuba. Estos valores resultaron similares a lo 

encontrado en algunas poblaciones en nuestro estudio. Vasey y colaboradores (1997) 

observaron en D. discolor y D. intortum una nodulación abundante, nódulos de tamaño 

pequeño y forma esférica típica, en un ensayo bajo condiciones controladas donde se 

evaluó la nodulación potencial de 13 especies de leguminosas arbustivas y arbóreas en 

Brasil. Recientemente, estudios realizados por Bécquer y colaboradores (2016) en 

ecosistemas áridos de Cuba, encontraron en plantas de D incanum y D. triflorum una 
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caracterización de la nodulación similar a los hallados en nuestro trabajo en relación al 

tamaño, abundancia y localización de los nódulos en las plantas. 

Alternativamente, con la finalidad de recolectar un mayor número de aislamientos se 

realizaron ensayos de nodulación en condiciones controladas de laboratorio empleando 

las muestras de suelo rizosférico de cada población y plantas de D. incanum (plantas 

trampas) a fin de recuperar de los nódulos rizobios capaces de nodular esta leguminosa 

(Tabla IV.1).  

 

Tabla IV.1. Evaluación de caracteres morfológicos y nodulación de plantas de Desmodium 

incanum cultivadas con sus respectivos suelos de origen en condiciones controladas de 
laboratorio. 
 

P 
 

Planta 
trampa 

Id 

Caracteres morfológicos de la 
planta 

Nodulación 
(número de nódulos/planta) 

Altura 
(cm) 

Longitud raíz 
(cm) 

RP RS Total 

P1 6850 14,40  ±2,6 9,67 ±2,07 12 ±8 27 ±16 39 ±22 

P3 6897 13,78  ±5,78 7,33 ±1,12 6 ±4 5 ±7 11 ±11 

P4 6907 11,45 ±2,84 9,09 ±0,97 5 ±3 8 ±4 13 ±6 

P5 6926 9,80 ±2,28 8,20 ±1,10 7 ±3 11 ±11 18 ±14 

P6 6989 16,00 ±5,31 7,28 ±1,33 11 ±6 32 ±17 43 ±22 

P8 6935 19,47 ±4,12 12,72 ±1,32 8 ±3 52 ±10 60 ±9 

P9 6992 15,75 ±1,44 8,00 ±0,63 4 ±0,5 11 ±4 15 ±4,5 

P10 6897 14,00 ±2,35 9,50 ±1,05 4 ±2 13 ±8 17 ±8 

 
Referencias: 
P: Población, Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. Pensiero 
(UNL). Condiciones del ensayo: duración: 70 días, Fotoperíodo 16/8 (luz/oscuridad), Temperatura 28°C. 
Altura de planta y longitud de raíz (cm). RP: Raíz principal  RS: Raíz secundaria. Número de repeticiones 
(n):10. 

 

En estas condiciones la nodulación también fue variable debido, posiblemente, a 

diferentes características edáficas, contenidos de materia orgánica y/o fósforo en los 

suelos de origen. Además, los ecotipos de las poblaciones de D. incanum en nuestro 

estudio presentaron distinta capacidad de nodulación. Estos resultados fueron similares a 

los encontrados por Crosa y colaboradores (1999) en ecotipos de D. incanum nativos de 

Uruguay, dónde los nódulos presentaron una forma esférica y coloración externa 

mayoritariamente grisácea, o blanca. En nuestro trabajo ambas estrategias estuvieron 
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dirigidas a la obtención de rizobios potencialmente adaptados a las condiciones 

agroecológicas de las diferentes poblaciones estudiadas. 

Las cepas aisladas fueron sometidas a diversas pruebas a fin de descartar la presencia 

de posibles contaminantes y confirmar su capacidad de nodular la planta hospedadora. La 

colección fue establecida aplicando diferentes criterios (Figura II.2 Cap. II). El primero 

fue basado en el aspecto que presentaron las colonias en el medio LMA. Las colonias 

fueron de color blanco, rosa o naranja y además presentaron una mucosidad variable, que 

podía ser laxa o por el contrario bien consistente. Además, se observó la coloración de 

Gram negativa y escaso o nulo crecimiento en medio de cultivo PGA. El segundo criterio 

fue investigar la presencia de genes de la enzima nitrogenasa, esenciales para la fijación 

de nitrógeno atmosférico, amplificando una región interna del gen nifH (Laguerre et al., 

2001) muy conservado en todos los organismos que poseen esta enzima, y la presencia 

del gen nodC que interviene en la síntesis del esqueleto carbonado de los factores Nod 

(Perret el al., 2000). A modo ilustrativo se muestran dichas amplificaciones realizadas 

empleando ADN molde de los aislamientos de la población 5 y los cebadores que se 

detallan en la Figura IV.1 y IV.2 El tercer criterio consistió en inocular la leguminosa 

hospedante de donde se aisló originalmente el microbio y confirmar la presencia de 

nódulos (Figura IV.3).  

Como resultado de este trabajo hemos construido una colección de 143 aislamientos 

de rizobios noduladores de D. incanum la cual fue almacenada y criopreservada (en stocks 

glicerol a �20 °C). Sus características más relevantes (ubicación del suelo, origen de la 

cepa, características de nodulación, etc) han sido almacenadas para su consulta en una 

base de datos. Los aislamientos obtenidos en cada población se detallan en la Tabla IV.2. 

Los números asignados a los aislamientos hacen referencia al código establecido para 

cada aislado en el laboratorio de Biología aplicada y Biotecnología de la Facultad de 

Ciencias Agrarias de la UNL.  
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Figura IV.1 Amplificación de una región interna del gen nifH por PCR. La amplificación fue realizada 

empleando ADN molde de los aislamientos de la población 5 (P5) y los cebadores nifHF y nifHR. CB3126: 

Ensifer terangae CB3126. Las calles control corresponden a la reacción negativa sin ADN molde. La última 

calle (marcador) corresponde a ADN del fago lambda digerido con HindIII. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura IV.2. Amplificación de una región interna del gen nodC por PCR. La amplificación fue realizada 

empleando ADN molde de los aislamientos de la población 5 (P5) y los cebadores nodCF y noCI. 

CB3126: Ensifer terangae CB3126. El control corresponde a la reacción negativa sin ADN molde. La 

última calle corresponde a ADN del fago lambda digerido con HindIII. 
 

 

 

 

  

 
 
 
 
 

Figura IV.3. Establecimiento de una 

colección de rizobios noduladores de 

D. incanum (DI). El tercer criterio 

consistió en inocular la leguminosa 

hospedante de donde se aisló 

originalmente el microbio y confirmar 

la presencia de nódulos. Se muestra un 

ejemplar de la población 5. 
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Tabla IV.2. Colección de aislamientos de rizobios provenientes de poblaciones de Desmodium 

incanum de Argentina.  
 

Región NEA Región NOA 

Provincias � Departamentos 
Entre 
Ríos 

  Uruguay  
(P1)   

Misiones 
Candelaria 

(P3) 
   

Formosa 
Formosa  

(P4) 
 

Chaco San 
Fernando 

(P5) 
   

Corrientes  
Iratí         
(P10)  

Santa Fe 
 Gral.  

Obligado 
(P8) 

Tucumán  
Famaillá    

(P6)        

Tucumán  
Yerba 
Buena  
(P9)    

AISLAMIENTOS  

n=7 n=18 n=15 n=23 n=22 n=23 n=20 n=15 

P1 01 P3 93 P4 60 P5 94 P10 74 P8 800 P6 69 P9 118 

P1 02 P3 119 P4 63 P5 97 P10 85 P8 801 P6 70 P9 903 

P1 75 P3 300 P4 401 P5 500 P10 101 P8 802 P6 601 P9 904 

P1 77 P3 301 P4 402 P5 501 P10 102 P8 803 P6 602 P9 905 

P1 79 P3 302 P4 403 P5 502 P10 103 P8 804 P6 604 P9 906 

P1 81 P3 303 P4 405 P5 503 P10 104 P8 805 P6 605 P9 907 

P1 82 P3 305 P4 406 P5 505 P10 105 P8 806 P6 606 P9 908 

 P3 306 P4 413 P5 506 P10 106 P8 807 P6 608 P9 910 

 P3 307 P4 415 P5 507 P10 110 P8 808 P6 609 P9 911 

 P3 308 P4 416 P5 508 P10 111 P8809 P6 610 P9 913 

 P3 309 P4 417 P5 509 P10 113 P8 810 P6 611 P9 914 

 P3 310 P4 418 P5 510 P10 114 P8 811 P6 612 P9 915 

 P3 314 P4419 P5 511 P10 115 P8 812 P6 614 P9 917 

 P3 315 P4 421 P5 513 P10 116 P8 814 P6 615 P9 918 

 P3 316 P4 423 P5 514 P10 117 P8 815 P6 617 P9 919 

 P3 317  P5 515 P10 120 P8 816 P6 618  

 P3 318  P5 516 P10 121 P8 820 P6 619  

 P3 319  P5 517 P10 122 P8 821 P6 620  

   P5 518 P10 123 P8 822 P6 621  

   P5 519 P10 129 P8 823 P6 622  

   P5 520 P10 130 P8 825   

   P5 521 P10 131 P8 826   

   P5 522  P8 828   

Referencias: 
n: número de aislamientos. P: Población  
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IV.2.2. Caracterización morfológica y fenotípica de la colección de rizobios 
noduladores de Desmodium incanum  
 

La caracterización de los rizobios se basa en caracteres fenotípicos y genotípicos. De 

este modo, de acuerdo a Jordan (Manual de Bacteriología Sistemática de Bergey, 1984), 

los rizobios pueden ser descriptos de acuerdo a su crecimiento en medios de cultivo 

sólidos o líquidos. El tamaño, color, textura de sus colonias así como también la capacidad 

de modificar el pH del medio, son características estables que pueden utilizarse para la 

caracterización fenotípica de los rizobios. 

Para describir los aislamientos de rizobios noduladores de D. incanum realizamos una 

evaluación de distintos aspectos fenotípicos y fisiológicos, a fin de obtener una primera 

aproximación de la diversidad de la colección. Mediante la tinción diferencial de Gram, 

se observó al microscopio óptico la morfología celular. Los aislamientos de la colección 

presentaron forma de bacilos Gram negativos, pequeños, no esporulados, que 

correspondió a la descrita para las bacterias que nodulan leguminosas en el Phylum B12 

Proteobacteria (Garrity & Holt, 2001). Teniendo en cuenta las características 

macroscópicas y microscópicas la mayoría de los rizobios aislados podrían corresponder 

al género Bradyrhizobium por ser bacilos Gram negativos pequeños de crecimiento lento. 

La mayoría de las colonias observadas presentó tamaños de aprox. 1 mm (a los 10 días) 

y formas circulares, convexas o puntiformes y con bordes regulares. Un escaso número 

de aislamientos podrían pertenecer al género Rhizobium cuyas características son: bacilos 

Gram negativos que forman colonias de color crema o blancuzca, de forma circular, con 

bordes regulares, de 2 a 4 mm, abundante goma y poseen un crecimiento rápido. En la 

Figura IV.4 se observan colonias representativas de la colección según su tamaño.  

El medio de cultivo LMA con rojo congo es uno de los más utilizados porque permite 

diferenciar a los rizobios en base a la baja o nula capacidad de absorber el colorante. 

Dentro de esta característica encontramos distintos grados de coloración, blancas, 

rosadas, opacas, translúcidas y en algunos casos más naranjas. La Tabla IV.3 nos muestra 

la distribución del tipo de texturas y coloración de nuestra colección. Si bien es clara la 

diversidad, la mayoría de las cepas de las poblaciones de Formosa (P4), Santa Fe (P8) y 

Tucumán (P9) se caracterizaron por presentar escasa consistencia mucilaginosa que 

indica escasa producción de exopolisacáridos (EPS), mientras que las otras mostraron una 

típica consistencia viscosa. La forma, transparencia y diámetro de las colonias de los 

rizobios dependerán en gran parte de la producción de EPS. 





 

93 

 

Tabla IV.3. Características morfológicas macroscópicas de los rizobios noduladores de 
Desmodium incanum aislados en este trabajo de tesis. 
 

 
 

Población 

Aspecto de las colonias en LMA 
 con rojo congo  

CLM+AB 

Blancas-
rosadas 

poco 
gomosas,  

translúcidas 

Blancas- 
Rosadas 
gomosas 

Blancas- 
rosadas muy 

gomosas 

 
Azul 

 
Verde 

 
Amarillo 

P1 0 62 38 16 55 29 

P3 33 67 0 78 22 0 

P4 80 7 13 14 73 13 

P5 30 57 13 74 26 0 

P6 40 50 10 25 73 0 

P8 82 18 0 53 47 0 

P9 71 29 0 36 64 0 

P10 10 80 10 29 48 23 

 

Referencias:  
Los valores numéricos indican los porcentajes de aislaminentos por población. CLM+AB: producción de 
acidez o alcalinidad en medio Caldo Levadura Manitol (CLM) y Azul de Bromotimol (AB). 
 

 

Tabla IV.4. Características morfológicas macroscópicas de las cepas de referencia utilizadas.  
 

 
 
Cepas de referencia 

Aspecto de las colonias en medio LMA 
con rojo congo 

CLM+AB 

Blancas-
rosadas 

poco 
gomosas  

translúcidas 

Blancas-
rosadas 
gomosas 

Blancas- 
rosadas 

muy 
gomosas 

 
Azul 

 
Amarillo 

Rhizobium hainanense 

CCBAU57015T  
- - + - + 

B. yuanmingense  
CCBAU 10071T 

- + - + - 

Bradyrhizobium elkani  
USDA 76T   

+ - - + - 

Bradyrhizobium 

liaoningense U 3622T 
+ - - + - 

 

Referencias: 
Cepas de referencia analizadas. (-) no corresponde, (+) corresponde. CLM+AB: producción de acidez ó 
alcalinidad en medio Caldo Levadura Manitol (CLM) con azul de bromotimol.  
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En paralelo y como cepas de referencia se evalúo el fenotipo de cepas tipo de B. 

yuanmingense, B. elkani, B. liaoningense y R. hainanense (ver Tabla IV.4). Estas cepas 

fueron cedidas por Gu y colaboradores (2007), quienes han encontrado estos géneros y 

especies entre los microsimbiontes aislados de varias especies de Desmodiun que crecen 

en regiones templadas y subtropicales en China. 

 

IV.2.3. Caracterización de la tolerancia a factores abióticos de la colección de 
rizobios noduladores de Desmodium incanum  
 

Con el propósito de investigar el efecto de factores abióticos de estrés y el grado de 

diversidad entre los aislamientos de cada uno de los grupos de rizobios definidos, hemos 

realizado una caracterización fenotípica de los mismos empleando ensayos y 

metodologías convencionales para el análisis de rizobios. Si bien el suelo puede ofrecer 

micro-ambientes dentro de los cuales las condiciones del entorno que las bacterias 

perciben pueden ser muy distintas a las que corresponden a la fase líquida, toda cepa que 

resulte más tolerante a distintos estreses abióticos en condiciones de laboratorio será 

seguramente más tolerante en condiciones reales de suelo. En particular, con el fin de 

caracterizar a los rizobios locales en relación a su habilidad para tolerar diferentes 

condiciones de estrés, se cultivaron las bacterias en medio LMA con rojo Congo los 

cuales fueron acondicionados para las diferentes pruebas. 

Se evaluó la habilidad de los aislamientos para crecer bajo distintas condiciones de 

temperatura (28 °C, 35 °C, 40 °C y 45 °C), capacidad para crecer bajo distintos niveles 

de pH (4.0, 5.0, 6.8, 8.0, 9.0 y 10.0) y diferentes concentraciones de NaCl (0,5; 1; 2 y 3 

%). En la Tabla IV.5 se presenta el análisis del crecimiento de los aislamientos frente a 

diferentes factores abióticos para las cepas de referencia utilizadas  y en la Tabla IV.6 se 

observan los resultados obtenidos para cada población en estudio bajo diferentes 

condiciones de estreses abióticos.  

La tolerancia al estrés abiótico de la colección de los aislamientos de D. incanum se 

expresó a través del análisis de Componentes Principales (ACP), la Figura IV.6 muestra 

que los aislamientos se distribuyen en las cuatro regiones del espacio bidimensional del 

componente 1 y 2, estos dos componentes representan el 53 % de la variación fenotípica 

observada, influenciados principalmente por el pH y la concentración de NaCl. 

   La contribución de cada variable sobre las tres primeras componentes y la proporción 

de la variación explicada en cada eje se muestran en la tabla IV.8. Los componentes 2 y 3 
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que representan en conjunto el 26 % de la variación fenotípica, se encontró que eran 

fuertemente influenciados por pH extremos y temperaturas elevadas (Fig. IV.7) 

 

Tabla IV.5. Evaluación de la tolerancia a factores abióticos de las cepas de referencia utilizadas 
en este estudio. 
 
 

Condición Temperatura 
(ºC) 

pH  NaCl (% P/V) 

Cepa 28 35 40 4 5 6,8 8 9 10 
0,0
1 

0,5 1 2 

 Rhizobium 

hainanense 

CCBAU57015T  
+ + + + + + + + + + + + + 

Bradyrhizobium 

yuanmingense 

CCBAU 10071T 
+ + - - + + + - - + - - - 

 Bradyrhizobium 

elkani USDA 76T   + + - - + + + + - + + - - 

Bradyrhizobium 

liaoningense  3622T + + - - + + - - - + - - - 
 

Referencias:  
Cepas de referencia analizadas, (-) sin desarrollo, (+) crecimiento normal. Las columnas coloreadas muestran 
las condiciones óptimas de crecimiento para los rizobios. 
 

 

Tabla IV.6. Evaluación de la tolerancia a factores abióticos de los aislamientos de D. incanum 
provenientes de distintas poblaciones del centro-norte de Argentina. 
 

 

P 
Temperatura 

(ºC) 
pH   NaCl (% P/V) 

 28 35 40 4 5 6,8 8 9 10 0,01 0,5 1 2 3 

P1 100 100 0 0 71 100 100 57 0 100 43 0 0 0 

P3 100 95 50 0 100 100 100 83 22 100 22 17 0 0 

P4 100 87 47 0 100 100 100 27 20 100 13 7 0 0 

P5 100 91 13 0 100 100 91 30 17 100 17 13 9 0 

P6 100 100 70 0 100 100 85 50 25 100 25 5 0 0 

P8 100 100 4 9 100 100 83 9 4 100 13 4 0 0 

P9 100 100 53 0 100 100 60 27 7 100 27 0 0 0 

P10 100 100 23 64 100 100 82 41 0 100 45 32 18 0 
 

Referencias:  
P: Población. Los valores numéricos indican los porcentajes de aislamientos por población capaces de crecer 
en cada condición ensayada. Las columnas coloreadas muestran las condiciones óptimas de crecimiento para 
los rizobios.    
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 Tabla IV.7. Evaluación del crecimiento de rizobios noduladores de D. incanum, provenientes de 
distintas poblaciones del centro-norte de Argentina, bajo las condiciones detalladas y en medio 
YEM agarizado. 

 

Población   ID 

Temperatura pH  NaCl (% P/V) 

28º 35º 40º 45° 4 5 6,8 8 9 10 0,01 0,5 1 2 3 

P1 

1 3 3 0 0 0 2 3 2 0 0 3 1 0 0 0 

2 3 3 2 0 0 3 3 2 2 1 3 2 1 1 0 

75 3 3 0 0 0 3 3 2 1 0 3 0 0 0 0 

77 3 3 0 0 0 3 3 3 1 0 3 1 0 0 0 

79 3 3 1 0 0 1 3 2 2 1 3 2 1 1 0 

81 3 3 0 0 0 2 3 3 2 1 3 2 1 0 0 

82 3 3 0 0 0 0 3 3 3 0 3 1 0 0 0 

P3 

93 3 3 0 0 0 3 3 2 1 0 3 0 0 0 0 

119 3 1 0 0 0 2 3 3 3 2 3 1 0 0 0 

300 3 3 0 0 0 3 3 3 1 1 3 0 0 0 0 

301 3 3 0 0 0 3 3 2 2 2 3 2 1 0 0 

302 3 3 2 0 0 3 3 3 2 0 3 2 2 1 0 

303 3 3 3 1 0 2 3 2 2 0 3 0 0 0 0 

305 3 3 3 1 0 3 3 3 3 1 3 2 2 1 0 

306 3 2 2 0 0 3 3 2 2 2 3 0 0 0 0 

307 3 3 1 0 0 2 3 3 2 0 3 0 0 0 0 

308 3 3 3 1 0 3 3 3 2 0 3 0 0 0 0 

309 3 3 2 0 0 3 3 3 2 0 3 1 0 0 0 

310 3 3 2 0 0 2 3 2 2 0 3 0 0 0 0 

314 3 3 0 0 0 3 3 2 1 1 3 0 0 0 0 

315 3 3 0 0 0 3 3 3 2 2 3 0 0 0 0 

316 3 3 1 0 0 2 3 3 3 1 3 3 2 1 0 

317 3 3 0 0 0 2 3 3 2 0 3 0 0 0 0 

318 3 3 2 0 0 2 3 3 2 0 3 0 0 0 0 

319 3 3 3 1 0 2 3 3 3 0 3 1 0 0 0 

P4 

60 3 3 3 1 0 3 3 3 3 2 3 2 2 1 0 

63 3 2 0 0 0 3 3 3 2 0 3 2 0 0 0 

401 3 3 2 0 0 3 3 2 1 0 3 0 0 0 0 

402 3 3 1 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

403 3 1 0 0 0 3 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

405 3 3 1 0 0 3 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

406 3 3 0 0 0 2 3 3 2 2 3 0 0 0 0 

413 3 3 2 0 0 3 3 3 3 1 3 1 1 0 0 

415 3 1 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

416 3 3 3 1 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

417 3 3 3 1 0 2 3 2 1 0 3 0 0 0 0 

418 3 3 3 1 0 2 3 2 2 2 3 0 0 0 0 

419 3 3 3 1 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

421 3 2 1 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

423 3 2 1 0 0 3 3 3 1 0 3 0 0 0 0 
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Continuación Tabla IV.7 

Población   ID 

Temperatura 
(ºC) 

pH  NaCl (% P/V) 

28º 35º 40º 45° 4 5 6,8 8 9 10 
0,0
1 

0,5 1 2 3 

P5 

94 3 3 0 0 0 3 3 3 2 2 3 2 2 2 1 

97 3 2 2 0 0 2 3 3 2 2 3 3 2 2 0 

500 3 3 0 0 0 2 3 3 1 0 3 1 0 0 0 

501 3 0 0 0 0 3 3 3 3 3 3 1 0 0 0 

502 3 3 0 0 0 3 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

503 3 3 0 0 0 3 3 1 0 0 3 0 0 0 0 

505 3 3 1 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

506 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

507 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

508 3 3 1 0 0 3 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

509 3 3 1 0 1 3 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

510 3 3 1 0 0 2 3 3 3 3 3 2 2 0 0 

511 3 3 1 0 0 2 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

513 3 1 0 0 0 2 3 3 2 1 3 0 0 0 0 

514 3 3 2 0 0 2 3 3 1 0 3 0 0 0 0 

515 3 3 0 0 0 3 3 1 1 1 3 1 0 0 0 

516 3 3 0 0 0 2 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

517 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

518 3 2 0 0 0 3 3 3 1 0 3 1 0 0 0 

519 3 3 2 0 1 2 3 2 2 0 3 0 0 0 0 

520 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

521 3 3 2 0 0 2 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

522 3 2 0 0 0 2 3 3 3 0 3 2 0 0 0 

P6 

69 3 3 3 1 0 3 3 3 3 3 3 3 1 0 0 

70 3 3 2 1 0 3 3 3 3 2 3 2 1 1 0 

601 3 3 0 0 0 3 3 3 3 0 3 0 0 0 0 

602 3 2 1 1 1 3 3 1 1 0 3 1 0 0 0 

604 3 3 3 1 0 2 3 1 1 0 3 1 0 0 0 

605 3 2 0 0 0 2 3 3 3 3 3 0 0 0 0 

606 3 3 2 0 0 3 3 3 2 0 3 0 0 0 0 

608 3 3 2 0 0 3 3 3 3 0 3 0 0 0 0 

609 3 3 0 0 0 2 3 0 0 0 3 0 0 0 0 

610 3 3 2 0 0 3 3 2 1 0 3 0 0 0 0 

611 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 2 1 0 0 

612 3 3 3 1 0 2 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

614 3 3 3 1 0 2 3 2 1 1 3 0 0 0 0 

615 3 3 2 0 0 3 3 2 1 1 3 1 0 0 0 

617 3 3 2 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

618 3 3 3 1 0 3 3 3 3 1 3 3 3 3 0 

619 3 3 2 0 1 2 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

620 3 3 3 1 1 3 3 2 2 0 3 3 1 0 0 

621 3 3 3 1 0 3 3 3 2 2 3 0 0 0 0 

622 3 2 1 0 0 2 3 2 2 2 3 1 1 0 0 

 



 

98 

 

 

Continuación Tabla IV. 7 

Población  ID 

Temperatura (ºC) pH  NaCl (% P/V) 

28º 35º 40º 45° 4 5 6,8 8 9 10 0,01 0,5 1 2 3 

P8 

800 3 3 0 0 3 3 3 3 1 0 3 1 0 0 0 

801 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

802 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

803 3 3 0 0 0 2 3 0 0 0 3 0 0 0 0 

804 3 3 0 0 0 3 3 0 0 0 3 0 0 0 0 

805 3 3 0 0 0 3 3 3 3 3 3 2 2 0 0 

806 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

807 3 3 3 1 3 3 3 3 2 1 3 2 1 0 0 

808 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

809 3 3 0 0 1 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

810 3 3 1 0 1 2 3 3 1 0 3 2 1 0 0 

811 3 3 0 0 0 2 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

812 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

814 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

815 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

816 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

820 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

821 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

822 3 3 0 0 0 2 3 1 0 0 3 0 0 0 0 

823 3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 

825 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

826 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

828 3 3 0 0 0 2 3 0 0 0 3 0 0 0 0 

P9 

118 3 3 2 0 1 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 

903 3 2 2 0 1 3 3 3 2 0 3 2 0 0 0 

904 3 3 2 0 1 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 

905 3 3 2 0 1 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 

906 3 3 2 0 1 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 

907 3 3 1 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

908 3 3 0 0 0 3 3 3 3 3 3 3 1 0 0 

910 3 2 2 0 0 2 3 3 0 0 3 1 0 0 0 

911 3 3 1 0 1 3 3 3 2 0 3 0 0 0 0 

913 3 3 0 0 0 3 3 1 0 0 3 0 0 0 0 

914 3 3 2 0 0 3 3 3 2 0 3 1 0 0 0 

915 3 3 2 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

917 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 2 0 0 0 

918 3 3 1 0 0 3 3 2 0 0 3 2 0 0 0 

919 3 3 1 0 0 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 
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Continuación Tabla IV. 7 

Población 
 

ID 

Temperatura (ºC) pH  NaCl (% P/V) 

28º 35º 40º 45° 4 5 6,8 8 9 10 0,01 0,5 1 2 3 

P10 

74 3 3 2 0 1 3 3 3 3 1 3 3 3 1 0 

85 3 3 0 0 1 3 3 2 1 0 3 2 1 0 0 

101 3 3 1 0 0 2 3 3 1 0 3 3 2 2 0 

102 3 3 0 0 0 3 3 2 2 0 3 1 1 0 0 

103 3 3 0 0 0 3 3 3 0 0 3 1 0 0 0 

104 3 2 0 0 3 3 3 3 2 0 3 2 2 1 0 

105 3 3 2 0 3 3 3 2 1 0 3 1 1 1 0 

106 3 2 0 0 3 3 3 1 0 0 3 1 0 0 0 

110 3 2 0 0 3 3 3 2 0 0 3 1 0 0 0 

111 3 3 0 0 0 3 3 2 1 0 3 1 0 0 0 

113 3 2 2 0 0 3 3 2 1 0 3 2 0 0 0 

114 3 2 0 0 3 3 3 3 2 0 3 1 1 1 0 

115 3 2 2 0 3 3 3 3 3 1 3 3 2 2 1 

116 3 3 0 0 3 3 3 3 3 1 3 3 2 2 0 

117 3 2 1 0 3 3 3 3 3 1 3 3 3 2 0 

120 3 2 0 0 0 3 3 1 1 0 3 1 0 0 0 

121 3 2 0 0 3 3 3 3 1 0 3 1 0 0 0 

122 3 3 1 0 3 3 3 1 1 0 3 1 0 0 0 

123 3 3 0 0 3 3 3 1 1 0 3 2 2 2 0 

129 3 2 0 0 3 3 3 3 1 0 3 1 0 0 0 

130 3 2 2 0 3 3 3 3 2 1 3 1 0 0 0 

131 3 2 0 0 3 3 3 3 3 1 3 2 1 1 0 

CR 

1 3 2 0 0 0 2 3 3 0 0 3 0 0 0 0 

2 3 3 0 0 0 2 3 3 1 0 3 2 0 0 0 

3 3 3 0 0 0 2 3 1 0 0 3 1 0 0 0 

4 3 2 0 0 1 3 3 3 2 2 3 3 2 1 0 

 
Referencias: 

P: Población. .ID: identificación del aislamiento. Los valores numéricos indican el grado de crecimiento  de 

los aislamientos bajo la condición investigada en una escala 3 a 0 (3 = crecimiento completo, 0 = ausencia 

de crecimiento). CR: Cepas de referencia, los números corresponden a 1) B. yuanmingense CCBAU 10071T; 

2) B. elkani USDA 76T, 3) B. liaoningense 3622T, y  4) R. hainanense CCBAU57015T. 

 
 

La mayoría de las poblaciones mostró un bajo porcentaje de aislamientos tolerantes a 

altas concentraciones salinas y ningún aislamiento de la colección fue capaz de crecer en 

presencia de 3 % p/v NaCl. Graham (1992) indicó que los microsimbiontes tolerantes a 

alta concentración salina representan un porcentaje pequeño de la mayoría de las 

colecciones de rizobios. Por otro lado, los rizobios noduladores de D. imcanum 

presentaron una gran capacidad de adaptación al crecimiento en medio nutritivo con 

niveles de pH extremos y una alta capacidad de tolerar temperaturas medias y altas.  
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Con el fin de analizar con detalle la diversidad fenotípica de los rizobios noduladores 

de D. incanum y determinar los factores asociados a esa diversidad, se realizó un análisis 

de componentes principales (PCA) incluyendo los143 aislamientos de la colección y todas 

las variables analizadas (como ya hemos mencionado se utilizó una escala numérica desde 

grado 0 a grado 3). El objetivo del análisis fue obtener un número reducido de 

combinaciones lineales de los estreses abióticos (variables analizadas) que expresaran la 

mayor variabilidad y diversidad biológica posible. 

 

 

Tabla IV.8. Contribución de cada variable y proporción de la variación total explicada para los 
tres primeros ejes del PCA. Los valores resaltados en negrita indican alta contribución al 
componente.  
 

VARIABLE CP1 CP2 CP3 

35 ºC  0,08 -0,12 0,74 

40  ºC 0,14 0,28 0,72 

pH 4 0,15 -0,45 0,02 

pH 5 0,00 0,00 0,00 

pH 8 0,12 0,46 -0,14 

pH 9 0,42 0,38 0,06 

pH 10 0,28 0,44 -0,17 

0,5%  P/V NaCl 0,47 -0,13 -0,09 

1%  P/V NaCl 0,51 -0,22 -0,08 

2%  P/V NaCl 0,45 -0,28 -0,06 

3%  P/V NaCl 0.00 0,00 0,00 

% de variación     28      14,9 11,1 

 

 

En las Figuras IV.5 y IV.6 se presenta la separación de los aislamientos noduladores de 

D. imcanum mediante un análisis de componentes principales de sus diferentes 

características de crecimiento frente a estreses abióticos.   
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El PCA realizado a partir de los resultados detallados en la Tabla IV.7 puso en evidencia 

que estos tres componentes explican un  65 % de la variación fenotípica total observada. 

La distribución de los rizobios en el espacio de los componentes 1 y 2 (Figura IV.5), 

representa más del 52 %  de la variación total que existe, y permitió separar a los diferentes 

aislamientos en regiones donde se manifiestan las tolerancias a los factores estudiados: 

izquierda arriba tolerancia a la acidez y a altas concentraciones salinas, izquierda centro 

viraje del medio a la alcalinidad y derecha arriba tolerancia a la alcalinidad y a altas 

temperaturas. 

 

 
 
Figura IV.5. Análisis de Componentes Principales 1 y 2. A) Gráfico vectorial de correlación obtenido a 

entre las variables a estreses abióticos analizadas (se muestran en la Tabla IV.7) y los componentes 

principales (CP) de variación 1 y 2. Los valores porcentuales en el rótulo de cada eje del Componente 1 y 

2 indican la proporción de la variación total. B) Se observan los aislamientos de la colección. Cepas de 

referencias: círculo amarillo, P1: círculo rosado, P3: círculo gris, P4: círculo verde, P5: cuadrado celeste, 

P6: reloj verde, P8: reloj amarillo, P9: círculo rojo, P10: círculo azul.  
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En un análisis similar,  en la Figura IV.6  se muestra la distribución de los rizobios en 

el espacio de los componentes 2 y 3, que representó más del 38 %  de la variación total 

que existe y permitió separar a los diferentes aislamientos en regiones donde se 

manifiestan las tolerancias a los factores estudiados: izquierda abajo sin alteración del pH 

del medio, derecha abajo viraje del pH del medio a la acidez, tolerancia a altas 

concentraciones salinas y pH ácido, derecha arriba tolerancia a la alcalinidad y altas 

temperaturas. 

 

Figura IV.6. Gráfico biplot a partir del Análisis de Componentes Principales  2 y 3 (PCA).  A) Los valores 

porcentuales en el rótulo de cada eje del Componente 2 y 3 indican la proporción de la variación total. B) 
Se observan los aislamientos de la colección. Cepas de referencias: círculo amarillo,  P1: círculo rosado, 

P3: círculo gris, P4: círculo verde, P5: cuadrado celeste, P6: reloj verde, P8: reloj amarillo, P9: círculo rojo,  

P10: círculo azul.  
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Los resultados obtenidos indican que la colección de rizobios noduladores de D. 

incanum, incluye aislamientos con diferentes grados de tolerancia a estrés abióticos, los 

cuales constituirán un conjunto de candidatos a ser evaluados en sus propiedades 

simbióticas. 

 
 

 

 
 

Hemos establecido una colección de aislamientos de D. incanum, de los cuales el 93% 

presentaron crecimiento lento y muy lento. Estas colonias exhibieron características 

morfológicas típicas de la familia Bradyrhizobiaceae, Gram negativas y con escaso o nulo 

crecimiento en PGA (Vincent, 1970; Somesagarán & Hoben, 1994). Presentaron 

producción ácido-álcali característica del género Bradyrhizobium (Graham et al., 1994). 

Particularmente las poblaciones P3 (Misiones), P5 (Chaco) y P8 (Santa Fe) fueron las que 

mostraron mayor cantidad de aislamientos con producción marcada de alcalinidad. Todas 

las poblaciones presentaron cepas donde no hubo cambio del color del caldo, 

destacándose las poblaciones P4, P6 y P9 entre 64 % y 73 % de las cepas en esta categoría 

(Mpepereki et al., 1997). Los restantes aislamientos locales fueron clasificados de 

crecimiento rápido con características fenotípicas del género Rhizobium (Tabla IV.3). 

Representaron el 7% de la colección y correspondieron a la población P1 (Entre Ríos) las 

cepas P1 75, P1 77 y P1 79, en la población P4 (Formosa) P4 60 y P4 63  y en P10 

(Corrientes) los aislamientos P10 74, P10 101, P10 115, P10 116 y P10 117. Similares 

resultados fueron encontrados en especies de Desmodium que crecen en América del 

Norte (Parker 1999, 2002, 2003). En este sentido, estudios ralizados por Gu y 

colaboradores (2007) sobre la diversidad de rizobios que nodulan especies de  

Desmodium en China, hallaron que más del 70 % de los aislamientos fueron de 

crecimiento lento e identificados como Bradyrhizobium y solo un pequeño grupo de 

crecimiento moderado y rápido). Asimismo, estudios realizados por Bècquer, et al. 

(2016) en leguminosas forrajeras de ecosistemas ganaderos de Cuba, encontraron rizobios 

aislados de D. incanum con características morfológicas y aspecto de sus colonias 

similares a las encontradas en nuestro estudio, así como también  la tolerancia a diferentes 

factores abióticos estresantes (Bècquer, et al., 2017).   

Tanto en el suelo como en su interacción con la planta, los rizobios pueden estar 

sometidos a una amplia variedad de estreses ambientales. Entendemos por estrés 

cualquier situación ambiental que resulte en daño de componentes de la célula aún en 
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ausencia de respuestas celulares, o alternativamente, como cualquier situación que 

estimule la expresión de genes previamente vinculados con la exposición a condiciones 

ambientales específicas. En particular, el estrés a que se somete a las bacterias en su 

ambiente podría determinar un profundo cambio en la regulación de sus actividades 

metabólicas. Las bacterias generarán durante su adaptación a condiciones adversas un 

cambio fisiológico determinado pudiendo derivar en la inducción o represión de alguno(s) 

de sus componente(s) el/los cual/es podría/n estar directamente relacionados a la 

adaptación a tal ambiente desfavorable. 

La capacidad de los microorganismos de crecer en diferentes condiciones puede variar 

ampliamente, incluso entre cepas de una misma especie, sin embargo puede haber 

características que son típicas de la especie, incluso en condiciones extremas. En los 

rizobios se han observado diferencias entre cepas de un mismo género en cuanto a 

diferentes condiciones ambientales extremas. En la Tabla IV.6 observamos una alta 

variación en el nivel de tolerancia al estrés de los aislamientos de rizobios obtenidos de 

las distintas poblaciones de plantas de D. incanum provenientes del centro y norte de 

Argentina. Todos los aislamientos crecieron en las condiciones de 28 °C, pH 7 y 0,01 % 

p/v NaCl y mostraron un crecimiento abundante a temperaturas de 35 °C al igual que las 

cepas de referencia utilizadas en este estudio (Tabla IV.5). El rango superior de tolerancia 

de temperatura que limita el crecimiento de los rizobios oscila entre 32 °C  y 47 °C y 

varía entre especies y cepas (Pankhurst & Gibson, 1973, Hungría &Vargas, 2000). En 

nuestro estudio, en las regiones del extremo NE y NO del país correspondiente a la 

población P3 de la provincia de Misiones, P6 y P9 de Tucumán y P4 de Formosa ubicadas 

entre 60 y de 700 m snm y en suelos de textura franco arenosa a franco limosa, 

observamos que, entre el 47% y más del 50 % de los aislamientos toleraron temperaturas 

de 40 °C. Sólo un 23 % de los aislamientos provenientes de las poblaciones de Corrientes 

y 17% deChaco, y las cepas P8 807 y P1 02 de Santa Fe y Entre Ríos respectivamente 

toleraron dicha temperatura. El hecho que las cepas presenten este comportamiento podría 

atribuirse a la temperatura de las zonas donde fueron aisladas (Cuadrado et al., 2009). En 

suelos de Zimbabwe con temperaturas entre 40 °C y 60 °C, se han aislado cepas nativas 

de crecimiento rápido con un rango de temperatura óptima de 32-36 °C y de crecimiento 

lento cuyo rango fue 28-32 °C, presentando, las primeras, mayor porcentaje de 

aislamientos tolerantes a temperaturas superiores a 40 °C (Mpepereki et al., 1996). Estos 

resultados indicarían que ciertos rizobios poseen la capacidad de adaptación a suelos con 

altas temperaturas. Otros autores (Gaur 1993; Cuadrado et al., (2009) informaron las 
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mismas temperaturas de crecimiento de rizobios que en nuestro estudio. Similares 

resultados reportaron Alí y colaboradores (2009) estudiando diversas leguminosas que 

crecen en regiones secas de la India donde los rizobios presentaron moderado crecimiento 

a 45 °C. Chibeba y colaboradores (2017) hallaron que cepas aisladas de nódulos de soja 

(en Mosambique) eran tolerantes a altas temperaturas (35 °C - 45 ºC), pH extremos y 

salinidad. Otros trabajos previos también describieron este comportamiento (Montañez et 

al., 1995; Harwani, 2006). Sin embargo, ensayos realizados con rizobios noduladores de 

Desmodium triflorum en Taiwán mostraron que cepas nativas de crecimiento rápido y 37° 

C de temperatura óptima no eran capaces de crecer a 40 °C (Hung et al., 2005). Por otro 

lado, si bien muchos factores influyen en la competitividad, establecimiento y eficiencia 

de las cepas, la selección in vitro de rizobios tolerantes a altas temperaturas no es siempre 

considerado un enfoque promisorio para aplicaciones de campo (Hungria & Vargas, 

2000). A pesar de ello, el estudio de estas características podría ser útil para futuras 

mejoras de inoculantes. 

Como ya hemos mencionado, la viabilidad de los rizobios está condicionada por el pH 

de suelo. Hamdi (1985) clasifica a los bradyrizobios entre los menos tolerantes a la 

alcalinidad mientras que otros autores (Fernandez & Novo, 1988) reportaron cepas de 

Bradyrhizobium sensibles a pH iguales o superiores a ocho. Por otro lado, la ausencia de 

crecimiento a niveles bajos de pH puede obedecer al hecho que en esas condiciones los 

rizobios disminuyen notablemente su metabolismo, logrando adaptarse (Bécquer et al., 

2000).   

En nuestro trabajo los estudios in vitro de tolerancia a la acidez han sido realizados 

mediante crecimiento de los rizobios en medios sólidos variando el pH. Los aislamientos 

obtenidos de las poblaciones de D. incanum crecieron entre valores de  pH 5,0 y pH 8,0 

(Tabla IV.6), este comportamiento de tolerancia a la acidez fue similar al previamente 

descripto por Ali y colaboradores (2009) en rizobios aislados de Leucaena leucocephala, 

Tphrosia purpurea y Crotalaria medicaginea provenientes de distintas regiones de India, 

y por Shetta y colaboradores (2011) en especies de Acacia y Leucaena. Sin embargo en 

estudios realizados por Xu y colaboradores (2016) en cuatro especies de Desmodium 

hallaron cepas que crecieron en un rango de pH 5,0 a 12,0. El efecto inhibitorio del 

crecimiento al elevar el pH fue claramente visible, y la respuesta al crecimiento de los 

aislamientos disminuyó al someterlos a valores muy alcalinos. Si bien los bradyrhizobios 

son más tolerantes a las condiciones de acidez, solo el 11 % de las cepas de la colección 

pudieron crecer a pH 4,0 siendo en su mayoría de crecimiento lento. Las mismas 
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correspondieron al 8 % de los aislamientos de la población P8 de Santa Fe (Gral. 

Obligado) y 64 % de la población P10 Corrientes (Itatí). En esta última población, la 

habilidad de los rizobios para tolerar esos valores de pH podría deberse a su adaptación a 

las condiciones de acidez del suelo de origen (donde el pH medido fue cercano a 5,0). 

Valores similares de tolerancia a la acidez mostraron aislamientos de crecimiento rápido 

provenientes de diversas regiones de Venezuela (Marquina et al., 2011). Nuestros datos 

mostraron que todas las poblaciones presentaron cepas tolerantes hasta pH 10,0, con 

excepción de la población P8 de Santa Fe (Gral. obligado) donde los aislamientos 

resultaron menos tolerantes a estas condiciones extremas. Rangos más amplios de 

tolerancia fueron encontrados en aislamientos provenientes del cultivo de soja en Egipto 

(Youseif et al., 2014) donde todos los rizobios crecieron en un rango de pH 5,0-11,0. 

La tolerancia a altas concentraciones de NaCl es un fenotipo muy complejo que 

implica no sólo la capacidad de las bacterias para tolerar el estrés, sino también la rapidez 

de respuesta y adaptación a los cambios ambientales. Los géneros Rhizobium y 

Bradyrhizobium varían en su habilidad para crecer en condiciones de estrés salino, siendo 

Rhizobium más tolerantes a una elevada salinidad (Youseif et al., 2014). Esta tolerancia 

depende del valor del pH, temperatura, fuentes de carbono y la presencia de solutos 

osmoprotectores. El efecto perjudicial de las sales sobre el crecimiento de ambos géneros 

se puede atribuir a una toxicidad directa como a través de un estrés osmótico (Thrall et 

al., 2008). Nuestros resultados mostraron que los aislamientos de crecimiento lento 

fueron los más sensibles a aumentos de concentraciones salinas, y un escaso porcentaje 

mostró tolerancia frente a 1 % p/v NaCl (Tabla IV.6) mientras que las cepas de referencia 

de crecimiento lento utilizadas solo crecieron a 0,01 % p/v NaCl (Tabla IV.5). Similares 

resultados encontraron Granada y colaboradores (2014) en cepas de rizobios aisladas de 

D. incanum. Sólo los aislamientos P3 302, P5 94, P5 97 y P6 618 toleraron 

concentraciones del 2 % p/v de NaCl al igual que los rizobios de crecimiento rápido y la 

cepa de refererncia R. hainanense. Otros estudios encontraron que las cepas nativas de 

crecimiento rápido fueron más tolerantes a la salinidad (Abderl -Salam, 2010; Youseif et 

al., 2014). 

A partir del conocimiento disponible desde el punto de vista molecular respecto de la 

asociación simbiótica, es muy posible que la tolerancia a algún o a diversos factores 

abióticos aún en condiciones de suelos, sólo mejore la persistencia de las cepas inoculadas 
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pero no guarde relación directa con la capacidad simbiótica de la bacteria. En este sentido, 

la tolerancia en suelo es una condición necesaria pero no suficiente. 

En este capítulo nos propusimos caracterizar fenotípicamente los rizobios nativos que 

nodulan D. incanum en Argentina. Al evaluar aspectos microbiológicos básicos 

observamos que la mayoría de los rizobios que nodulan esta especie son de crecimiento 

lento, este comportamiento fue independiente de los sitios de muestreo. También pudimos 

evidenciar un alto grado de heterogeneidad de las cepas en relación a la tolerancia a 

distintas condiciones de estrés frecuentemente presentes en los sitios del centro y norte 

de nuestro país donde habita D. incanum. Evidenciamos un número importante de cepas 

tolerantes a temperaturas elevadas (40 °C) y pH extremos (pH 4,0- pH 10,0) mientras que 

la mayoría de los aislamientos fue poco tolerante a las concentraciones salinas más altas 

ensayadas. 

Como resultado de los ensayos descritos en este capítulo se ha construido una vasta 

colección de rizobios noduladores de D. incanum (con el propósito de obtener 

germoplasma local), que en su mayoría fue recuperada de suelos de origen en condiciones 

de crecimiento controlado. El establecimiento de esta colección de rizobios ha construido 

la base para avanzar en el análisis de sus características de tolerancia a factores abióticos 

de estrés en condiciones de laboratorio. De acuerdo con lo expuesto precedentemente, el 

análisis de la biodiversidad de los rizobios presentes en suelos argentinos permitirá 

avanzar en el conocimiento de las complejas relaciones ecológicas y agronómicas entre 

ambos simbiontes y seleccionar cepas adaptadas de diversos tipos de estrés ambiental, 

contribuyendo a optimizar la eficiencia simbiótica de la asociación entre rizobios y D. 

incanum. Para avanzar con los objetivos propuestos, seleccionamos aislamientos 

correspondientes a cuatro poblaciones representativas de la colección para continuar con 

los estudios de caracterización genética y simbiótica (ver Capítulo V y VI). 
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V.1. ANTECEDENTES GENERALES  
 

 

 

Como hemos mencionado en la Introducción de esta tesis, los rizobios noduladores de 

plantas leguminosas fijadores de nitrógeno, son miembros genética y fisiológicamente 

diversos de las clases alfa- y beta-proteobacterias. Las poblaciones de estos 

microsimbiontes presentan, en muchas ocasiones, un alto nivel de diversidad genética 

proporcionando evidencia de intercambio genético en las poblaciones (Eardly et al., 

1990; Demezas et al., 1991; Demezas et al., 1995; Eardly et al., 1995). Las 

investigaciones realizadas sobre las estructuras genéticas de las poblaciones bacterianas 

del suelo sugieren la hipótesis que la recombinación jugaría un rol muy importante en la 

generación de nuevos genotipos (Dykhuizen & Green, 1991). El clima del lugar del 

aislamiento geográfico, el tipo de suelo y el genotipo de la planta hospedadora (Miranda-

Sánchez et al., 2016) son parámetros importantes en el estudio de la evolución de un 

organismo (Demezas et al., 1995). 

Trabajos realizados en otros países indican que las poblaciones nativas aisladas de 

suelos con presencia de diversas especies de Desmodium poseen un alto polimorfismo 

(Granada et al., 2014, Gu et al., 2007, Han et al., 2008, Crossa et al., 1999). Por lo tanto, 

es probable que nuestras poblaciones autóctonas también sean diversas, aunque no se 

puede descartar que exista algún genotipo predominante. 

Si bien, el potencial productivo de Desmodium spp. es reconocido y se la considera 

como una forrajera alternativa para regiones húmedas y subhúmedas (Marques & Paim, 

1993), son aún escasos los estudios sobre la diversidad genética de los rizobios que se 

asocian con estas leguminosas.  

Los rizobios son taxonómicamente muy diversos y se necesitan métodos de 

clasificación eficientes para identificar sus genotipos. La diversidad genética se refiere a 

la variación (polimorfismo) de los genes dentro de la especie. Esto abarca poblaciones 

diferenciadas de la misma especie o la variación genética dentro de una población. Las 

técnicas moleculares han contribuido al desarrollo de métodos simples y rápidos para la 

caracterización de la diversidad microbiana, incluyendo aquellas que distinguen géneros, 

especies e incluso cepas (Giongo et al., 2008). En este sentido, la biología molecular ha 

aportado diversas herramientas, en particular se han utilizado varios marcadores 

moleculares para realizar estudios sobre la diversidad de organismos presentes en una 

población, inferir sobre relaciones filogenéticas e identificar a un microorganismo. 
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Actualmente, para evaluar la diversidad de poblaciones bacterianas, existen múltiples 

métodos, entre ellos podemos mencionar: la huella digital (fingerprint, De Bruijn et al., 

1992), la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD, Thomas-Oates et al., 

2003), el análisis de fragmentos de restricción con polimorfismo de longitud, (RFLP, Li 

et al., 2011) y la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, Webster et 

al., 2013).  Más recientemente se ha empleado el secuenciamento genómico masivo de 

aislamientos seleccionados. 

En particular la técnica REP-PCR (que empleamos en este trabajo) fue desarrollada 

para clasificar las bacterias en base a sus patrones de huella digital. Se fundamenta en el 

uso de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores de ADN 

que poseen secuencias conservadas y repetidas en genomas de bacterias (Versalovic et 

al., 1991; De Brujin et al., 1992). Estas son REP (Repetitive Extragenic Palindromic), 

ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) y BOX (Enterobacterial 

Repetitive Sequences (Versalovic et al., 1994). Esta técnica es simple y altamente 

reproducible, es una herramienta muy usada para el análisis de la genética y taxonomía 

bacteriana que permite llegar a diferenciar a nivel de cepas (Versalovic et al., 1991; de 

Brujin, 1992), distinguir cepas estrechamente relacionadas, o deducir relaciones 

filogenéticas entre cepas bacterianas. Las secuencias repetidas REP, ERIC y BOX, son 

altamente conservadas en los genomas de rizobios. En particular, la técnica de huella 

digital ha sido ampliamente utilizada para caracterizar la diversidad de poblaciones 

alóctonas de bacterias noduladoras de leguminosas (Laguerre et al., 1994, Rademaker et 

al., 2000, Thomas-Oates et al., 2003, Grange & Hungria, 2004, Loureiro et al., 2007, 

Estrella et al., 2009, Angelini et al., 2011, Fornasero et al., 2014, entre otros). Esto se 

debe a que la huella digital de ADN es un método muy sencillo que analiza la existencia 

de secuencias repetitivas dentro del genoma (Versalovic et al., 1994). Esta técnica la 

utilizaremos para estudiar la diversidad genotípica de los rizobios aislados de D. incanum. 

Las técnicas anteriormente mencionadas pueden ser utilizadas tanto de forma individual 

(Chen et al., 2000), como en conjunto (Batista et al., 2007, Hungria et al., 2006) 

dependiendo del objetivo y nivel de información que se desea obtener.  

Por otra parte, al presente se cuenta con otras técnicas que están orientadas a la 

asignación taxonómica de los aislamientos. Las mismas permiten la identificación de 

género y especie de las bacterias basadas en aproximaciones de biología molecular, entre 

ellas, el análisis de secuencias de genes altamente conservados. Los candidatos para este 

análisis genético en bacterias incluyen los genes universales que codifican el ARN 
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ribosómico (ARNr) 5S, 16S (también llamada la subunidad pequeña), y el 23S  y los 

espacios entre estos genes. El gen más comúnmente utilizado con fines taxonómicos para 

las bacterias es el gen ARNr 16S, ya que parece comportarse como un cronómetro 

molecular, como se señala en la revisión de Gutell y colaboradores (Gutell et al. 1984). 

La secuencia del gen ARNr 16S (de aproximadamente 1.550 pb de longitud) se compone 

de dos regiones variables y conservadas. El gen ARNr 16S es lo adecuadamente grande, 

con suficientes polimorfismos interespecíficos para proporcionar mediciones distintivas 

y estadísticamente válidas cuando se emplea la secuencia de la región variable para 

taxonomía comparativa. Las alteraciones en las secuencias presentan cambios aleatorios, 

y su transmisión es principalmente vertical, ya que no está sujeto a transferencia genética 

horizontal entre microorganismos. Asimismo, la secuencia del gen ARNr 16S se ha 

determinado para un gran número de cepas, las cuales se han depositado en GenBank, el 

mayor banco de datos de secuencias de nucleótidos (cuenta con más de 115.000 

secuencias del gen ARNr 16S). Esto implica que hay muchas secuencias previamente 

depositadas contra la cual comparar la secuencia de una cepa desconocida. 

En general, la comparación de las secuencias del gen ARNr 16S permite la 

diferenciación entre los organismos a nivel de género en todos los filos principales de 

bacterias, además de la clasificación de las cepas en múltiples niveles, incluyendo a nivel 

de especies y subespecies. Las excepciones ocasionales a la utilidad de la secuenciación 

del gen ARNr 16S por lo general se refieren a ciertas especies que tienen las mismas o 

muy similares secuencias. Así, el gen ARNr 16S, proporciona un reloj evolutivo de 

referencia y es el marcador genético universal más ampliamente utilizado para la 

identificación, clasificación y reconstrucción de la filogenia bacteriana. Sin embargo para 

la identificación de diferentes rizobios como en el género Bradyrhizobium el gen ARNr 

16S presenta un alto grado de conservación entre las especies y la similitud de secuencias 

es relativamente alta (Willems et al., 2001) lo que limita la separación de las especies 

(Lloret & Martínez Romero, 2005).  

Si bien la identificación de los rizobios se basa principalmente en la secuenciación de 

genes ARNr 16S, ciertos genes housekeeping (que están implicados en funciones 

celulares fundamentales, tales como recA, dnaK, glnA, glnII) son también 

frecuentemente utilizados para diferenciar especies estrechamente relacionadas 

incluyendo aquellas del género Bradyrhizobium (Rivas et al., 2009).  

Durante los últimos años han surgido métodos alternativos para la identificación de 

los rizo✍✂✟☞ ✟✌ ✍✝✞☛☎✆✂✝☞ ☎✞ ✆☎✞☎✆✝✡�✑ �✞ ✒✝✆☛✂✞✎✡✝✆ ✄�✁☎✁✏✁✂✂ ✄� ✟Matrix-assisted 
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Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) ha sido sugerido como 

un método rápido y fiable para la identificación bacteriana basándose en los perfiles 

característicos de proteínas para cada microorganismo (Sánchez-Juanes et al., 2013). El 

sistema MALDI-TOF es una herramienta basada en la espectrometría de masas que 

permite obtener la identificación de microorganismos en forma rápida mediante el 

método de la huella peptídica. El espectro de masas obtenido o huella peptídica es único 

para cada microorganismo, y es comparado con las huellas de microorganismos de 

referencia presentes en una base de datos a través de un software específico (MALDI 

Biotiper 2.0).  

El MALDI-TOF MS emplea el cálculo de tiempo de migración (tiempo de vuelo) de 

cada fragmento de una molécula a través de un trayecto predeterminado previa 

desorción/ionización láser de la molécula en una matriz determinada. Este espectrómetro 

tiene la capacidad de medir macromoléculas de hasta 100.000 Da, dentro de las cuales se 

ubican los péptidos y proteínas que forman parte de bacterias. Dado que un 

microorganismo analizado en el MALDI-TOF MS generará siempre el mismo espectro 

de masas, los fabricantes de los sistemas MALDI-TOF MS han diseñado archivos con los 

espectros de masas de la fragmentación de péptidos y proteínas que presentan los distintos 

microorganismos para una misma emisión del láser y una misma distancia de migración. 

La identificación se realiza a través de la comparación (correlación) del resultado de una 

bacteria con todos los espectros de masas que contiene el archivo de datos proporcionado 

por el fabricante, y de acuerdo a puntos de corte definidos para estas correlaciones. Estos 

archivos, junto con el software necesario para su manejo permitieron finalmente el uso 

de esta herramienta en el campo de la microbiología. Esta tecnología ha sido aplicada 

principalmente a la identificación de bacterias de interés clínico por lo que la mayoría de 

las especies disponibles en la base de datos son de interés en dicha área. En los últimos 

años se ha comenzado a utilizar esta herramienta en estudios de identificación de rizobios 

con el objetivo de construir una base de datos que incluya las cepas tipo de las especies 

actualmente aceptadas dentro de la familia Rhizobiaceae (Ferreira et al., 2011). En 

particular, esta técnica ha permitido identificar cepas de especies filogenéticamente muy 

relacionadas del género Bradyrhizobium (Sánchez-Juanes et al., 2013) y ha sido validada 

para la identificación de cepas de rizobios previamente identificados por el análisis de 

secuencias de genes. Se ha estimado que hasta un 99% de las cepas se identificaron 

correctamente cuando se compara con la secuenciación del gen ARNr 16S (Ferreira et 

al., 2011, Jia et al., 2015). 
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En el presente capítulo presentaremos el uso de técnicas de fingerprint de ADN, 

MALDI TOF y análisis de secuencias de los genes ARNr 16S y nodC, con el propósito 

de caracterizar la diversidad y la posición taxonómica de varios de los aislamientos 

noduladores de D. incanum que hemos presentado en los capítulos precedentes. En 

particular hemos elegido a las poblaciones P5, P8, P9 y P10 como poblaciones 

representativas de los distintos sitios de origen de los rizobios noduladores de D. incanum 

recolectados. 

 

El objetivo de este capítulo fue caracterizar genotípicamente los rizobios 

noduladores de D. incanum.  

 

En primer lugar se describe la diversidad genética de los aislamientos seleccionados 

noduladores de D. incanum a través de la metodología fingerprinting de ADN total por 

métodos de PCR. Posteriormente se presentan las relaciones filogenéticas de los 

aislamientos mediante el análisis de secuencias correspondientes al ARNr 16S, el gen 

nodC y análisis del espectro de masas de células enteras obtenido mediante MALDI TOF 

MS. 
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V.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

 

 
V.2.1. Caracterización genotípica de los rizobios noduladores de D. incanum 
 

Para comenzar el estudio de los rizobios nativos noduladores de D. incanum nos 

preguntamos en primer lugar si los rizobios que eran capaces de formar y ocupar nódulos 

bajo las condiciones de cada lugar de muestreo, serían genotípicamente distintos de los 

rizobios noduladores de D. incanum de otros sitios y otros países. Este aspecto reviste 

importancia ecológica porque podría ocurrir que existan adaptaciones específicas para 

realizar el proceso de infección/nodulación bajo condiciones ambientales particulares, lo 

que podría otorgar ventajas a las cepas autóctonas en su competitividad para nodular.  

A partir de la colección previamente establecida y con el fin de avanzar en el estudio 

✔☎ ✡✝ ✔✂✓☎✆☞✂✔✝✔ ✆☎✞�☛✂✞✝ ✔☎ ✡✟☞ ✝✂☞✡✝✁✂☎✞☛✟☞ ☞✂✁✍✂✟✞☛☎☞ ✝ ☛✆✝✓�☞ ✔☎ ☛�✞✞✂✞✝☞ ✔☎ ✂✄✎☎✡✡✝

✔✂✆✂☛✝✡☎✁ ☞☎✡☎✞✞✂✟✞✝✁✟☞ ✞✎✝☛✆✟ ✒✟✍✡✝✞✂✟✞☎☞ ✆☎✞✎✒☎✆✝✔✝☞ ✔☎ ☞✎☎✡✟☞ ✔☎ ✔iferentes Distritos 

Fitogeográficos ubicados en las provincias de Chaco, Santa Fe, Tucumán y Corrientes, 

en las que los lugares de muestreo presentaron características físico-químicas diversas. 

El estudio de la biodiversidad genética de la colección de aislamientos mediante la 

metodología fingerprinting de DNA lo realizamos empleando secuencias conservadas de 

bacterias (BOXA1R y MBOREP) (de Bruijn 1992; Judd et al., 1993, Versalovic et al., 

1991, Versalovic et al., 1994). Dicha técnica se empleó para analizar la biodiversidad 

genética de los aislamientos dentro y ente poblaciones. Se utilizaron las cepas E. meliloti 

LPU63 y/o E. terangae CB 3126, como cepas de control interno en cada uno de los geles 

de agarosa.  

En este trabajo de tesis se obtuvieron 96 perfiles genómicos de la colección de 

aislamientos simbiontes de D. incanum. En la Figura V.1 se muestran los patrones de 

amplificación de ADN de los aislamientos de cada población seleccionada empleando 

ambos cebadores. Cada perfil obtenido con ambas técnicas presentó múltiples bandas de 

amplificación y permitió poner en evidencia las diferencias moleculares entre 

aislamientos. El perfil genómico de cada aislamiento produjo entre 3 y 12 bandas de 

distintas intensidades. Los dos cebadores utilizados permitieron establecer diferencias 

genéticas entre los aislamientos. No obstante las bandas de amplificación fueron más 

nítidas cuando se empleó el cebador BOXA1R.  
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   Por esta razón se eligió analizar los perfiles de amplificación con BOXA1R para indagar 

la biodiversidad genética entre los aislamientos que componen  cada población. 

Los patrones de bandas de huellas digitales BOXA1-PCR fueron analizados mediante 

los paquetes informáticos empleando el coeficiente de similitud de Dice (Dice, 1945) y 

el método UPGMA. En la Figura V.2 se presentan los cladogramas obtenidos para nuestra 

colección de aislamientos, según el sitio de procedencia. Se observa una significativa 

diversidad, que puede agruparse en clados de mayor o menor tamaño de acuerdo al 

porcentaje de similitud que se escoja para trazar la línea de corte. Si bien estas divisiones 

y subdivisiones son en cierto modo arbitrarias, en todos los casos se tomaron líneas de 

corte con porcentajes de similitud inferiores a la similitud necesaria para considerar que 

dos aislamientos pertenecen a la misma cepa (Kaschuk et al., 2006, Loureiro et al., 2007). 

En la P5 (Chaco) se distinguen 11 perfiles diferentes con una similitud igual o mayor al 

70%, en la P8 (Santa Fe) se evidencia 10 perfiles y la diversidad fue mayor siendo el 

62,5%. En las poblaciones P9 (Tucumán) y P10 (Corrientes) se observaron 4 y 5 perfiles 

diferentes y hubo una menor diversidad entre los aislamientos siendo 33% y 31% 

respectivamente.  

En general, se observó que los perfiles de amplificación generados con los cebadores 

BOXA1R y MBOREP mostraron polimorfismo genético para cada una de las cuatro 

poblaciones de simbiontes de D. incanum provenientes de centro y norte de Argentina, 

con variaciones en el grado de diversidad que dependen del sitio particular de origen de 

los mismos. De acuerdo con datos de la literatura (Del Papa et al., 1999; Paffetti et al., 

1996 entre otros) y a nuestros resultados los diversos tipos de suelo se correlacionan con 

la diversidad génica.  

  En este sentido, diversos autores sostienen que el tipo de suelo constituye un factor 

determinante sobre la diversidad genética de poblaciones. Por ejemplo se ha demostrado 

que la fertilización puede disminuir los índices de diversidad rizobiana. Asimismo, el 

carbono orgánico, el contenido de fósforo disponible y el pH han sido descritos como los 

principales parámetros del suelo que afectan la variabilidad génica de Bradyrhizobium 

japonicum (Yan et al., 2014). Estos resultados revelaron que diferentes usos del suelo y 

manejo de cultivos no sólo podían alterar la diversidad y abundancia de rizobios 

noduladores de soja, sino también cambiar las interacciones entre rizobios y plantas 

leguminosas o no leguminosas.  
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Figura V.2.  Dendrogramas obtenidos a partir del análisis de los perfiles BOXAR1-PCR utilizando el 
coeficiente de similitud de Dice y el agrupamiento UPGMA. Aislamientos provenientes de P5 (Chaco),  P8 
(Santa Fe), P9 (Tucumán) y P10 (Corrientes).  SmeLPU63 corresponde a E. meliloti  LPU63y CB 
corresponde a E. terangae CB 3126. Nota: Los círculos indican los aislamientos seleccionados de acuerdo 
a sus características fenotípicas y genotípicas en cada población (véase la sección siguiente).  
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   En este sentido, el suelo de Corrientes donde se  recuperó la población 10 (que mostró 

una menor diversidad) presentó pH ácido (pH=5,1) y un bajo contenido de fósforo 

disponible.  

   En concordancia con los análisis fenotípicos y de tolerancia a diversos estreses abióticos 

(Capítulo IV), el análisis del germoplasma colectado mostró una marcada diversidad entre 

los aislamientos analizados en este trabajo. Los estudios que hemos presentado muestran 

variaciones en el grado diversidad entre los simbiontes de Desmodium incanum  que 

dependen del sitio particular de origen de los mismos (Figura V.3).   

   La diversidad genética observada resulta de especial interés en relación a la posibilidad 

de indagar dentro de la misma diferentes características simbióticas y de adaptabilidad a 

ambientes específicos. En este contexto, se proyecta la importancia del estudio de la 

biodiversidad de los rizobios noduladores de Desmodium incanum, no sólo por su función 

como microsimbiontes de leguminosas con potencial forrajero, sino también como un 

factor biótico sustancial para el establecimiento con fines productivos de especies de 

Desmodium en nuestros suelos. 
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Figura V.3. UPGMA-dendrogramas (Coeficiente de similitud de Dice) derivados de las huellas dactilares 

BOXA1R-PCR de los aislamientos noduladores de D. incanum  en Argentina. Los datos se obtuvieron a través 

de los patrones de huella dactilar BOXA1R-PCR de aislamientos de cuatro poblaciones de D. incanum. 

SmeLPU63: Ensinfer meliloti LPU63; CB3126: Ensinfer terangae CB3126. 
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V.2.2. Selección de aislamientos para avanzar en el estudio de sus relaciones 

filogenéticas. 

 

   Dado el elevado número total de aislamientos se decidió escoger un grupo acotado de 

ellos para avanzar en la asignación taxonómica y caracterización de dichos aislamientos. 

Para ello se emplearon los siguientes criterios: 

a) Diversidad genotípica, asociada con la pertenencia a diferentes clados en los 

dendrogramas obtenidos a partir del análisis de los perfiles BOXAR1-PCR utilizando el 

coeficiente de similitud de Dice y el agrupamiento UPGMA. 

b) Tolerancia a alguno/s de los factores abióticos ensayados en el Capítulo anterior 

(diversidad fenotípica).  

 

En particular se seleccionaron cuatro aislamientos de cada población para avanzar 

tanto en su caracterización taxonómica como en el análisis de sus propiedades 

simbióticas. Los mismos se señalan en la figura V.2 por medio de un círculo. De esta 

manera los siguientes aislamientos: P5 97, P5 501, P5 505 y P5 514 (Población 5, Chaco), 

P8 802, P8 810, P8 823 y P8 828 (Población 8, Santa Fe), P9 118, P9 904, P9 907 y P9 

915 (Población 9, Tucumán), P10 85, P10 102, P10 117 y P10 130 (Población 10, 

Corrientes) fueron seleccionados. En la tabla V.1 se presenta un resumen de las 

características fenotípicas de los aislamientos seleccionados (las cuales han sido 

discutidas en el capítulo precedente) y además se indica el tipo de perfil de amplificación 

BOXAR1-PCR que presentaron. Si bien los aislamientos P8 802 y P8 810, así como P9 

118 y P9 904, y P10 85 y P10 102 presentan semejanzas en los perfiles BOXAR1-PCR 

superiores al 80%, difieren en su tolerancia a alguno de los factores abióticos evaluados. 

Estos resultados se analizaron para elegir aquellos aislamientos que por sus características 

pudieran resultar de potencial utilidad biotecnológica. 
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Tabla V.1. Resumen de las características del crecimiento de los aislamientos seleccionados de 
la colección de rizobios noduladores de D. incanum bajo diferentes condiciones de estreses 
abióticos en medio LMA (Capítulo IV) y tipo de perfil genotípico observado. 
 

 
 

P 
 
 

ID 
 

Crecimiento a la 
temperatura indicada 

(ºC) 
Tolerancia al pH indicado 

Crecimiento a  la concentración 
NaCl indicada (% P/V)  

Tipob 
BOX
A1R  

28º 
 

35º 40º 45° 
 

4 5 6,8 8 9 10 0,01 0,5 1% 2% 3%  

5 

P5 97 
3 2 2 0 0 2 3 3 2 2 3 3 2 2 0 A 

P5 501 
3 0 0 0 0 3 3 3 3 3 3 1 0 0 0 B 

P5 505 
3 3 1 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 C 

P5 514 
3 3 2 0 0 2 3 3 1 0 3 0 0 0 0 D 

8 

P8 802 
3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 E 

P8 810 
3 3 1 0 1 2 3 3 1 0 3 2 1 0 0 E 

P8 823 
3 3 0 0 0 3 3 2 0 0 3 0 0 0 0 F 

P8 828 
3 3 0 0 0 2 3 0 0 0 3 0 0 0 0 G 

9 
 

P9 118 
3 3 2 0 1 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 H 

P9 904 
3 3 2 0 1 3 3 1 1 0 3 0 0 0 0 H 

P9 907 
3 3 1 0 0 3 3 0 0 0 3 0 0 0 0 I 

P9 915 
3 3 2 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 J 

1
0 

P10 85 
3 3 0 0 1 3 3 2 1 0 3 2 1 0 0 K 

P10 
102 

3 3 0 0 0 3 3 2 2 0 3 1 1 0 0 K 

P10 
117 

3 2 1 0 3 3 3 3 3 1 3 3 3 2 0 L 

P10 
130 

3 2 2 0 3 3 3 3 2 1 3 1 0 0 0 M 

 

 

 

Referencias: 

P: Población. .ID: identificación del aislamiento. Los valores numéricos indican el grado de crecimiento  
de los aislamientos bajo la condición investigada en una escala 3 a 0 (3 = crecimiento completo, 0 = ausencia 
de crecimiento). b: Tipos de perfiles BOXA1R  fingerprints. 
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V.2.3. Relaciones filogenéticas de los aislamientos seleccionados mediante el análisis 

de secuencias correspondientes al ARNr 16S, el gen nodC y análisis del espectro de 

masas de células enteras obtenido mediante MALDI TOF MS. 

 

V.2.3.1. Identificación taxonómica de rizobios noduladores de D. incanum mediante 

amplificación y secuenciamiento de un fragmento interno del gen ARNr 16S. 

  

En todos los aislamientos noduladores de D. incanun previamente seleccionados se 

llevó a cabo en una primera instancia la amplificación del gen ARNr 16S usando los 

cebadores bacterianos universales rD1 y fD1 (Weissburg et al., 1991) que se unen a 

regiones bacterianas conservadas del gen ARNr 16S. En todos los aislamientos analizados 

se observaron los fragmentos de amplificación (aproximadamente 1440 pb) pero además 

se observó un gran número de productos de amplificación inespecíficos. En consecuencia 

se ensayó la PCR variando las condiciones, particularmente se ensayaron diversas 

temperaturas de annealing y concentraciones salinas, pero el resultado no mejoró 

sustancialmente. Finalmente se decidió cambiar los cebadores y se amplificó el ARNr16S 

usando el set de cebadores bacterianos universales 27f y 1385r (Weidner et al., 1996) que 

también se unen a regiones conservadas de este gen y generan un producto de 

aproximadamente 1350pb.  

Con el fin de evaluar las especies bacterianas de los aislamientos representativos 

seleccionados de cada población, se purificaron y secuenciaron los productos de PCR 

obtenidos utilizando los cebadores 27f y 1385r. Las lecturas obtenidas con ambos primers 

fueron solapadas y corregidas manualmente. Luego la búsqueda de similitud a nivel de 

ADN se realizó con el programa BLAST (por sus siglas en inglés, Basic Local Alignment 

Search Tool). El análisis de las secuencias se realizó contra la base de datos EzBiocloud 

16SrDNA (que sólo contiene las secuencias curadas de cepas tipo, 

http://www.ezbiocloud.net/). En taxonomía bacteriana, cuando se da nombre a una nueva 

especie, una cepa concreta se designa como cepa tipo. Las cepas tipo se conservan en 

colecciones de cultivos y son importantes con fines de nomenclatura, ya que el nombre 

específico va ligado a ella. 

Los resultados del análisis de dichas secuencias se detallan en la Tabla V.2. Los 

mismos muestran una estrecha homología entre las secuencias obtenidas y aquellas 

presentes en la base de datos. La Figura V.4 muestra un árbol filogenético obtenido, donde 

los aislamientos noduladores de D. incanum seleccionados se incluyen en un clado que 
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incluye varios rizobios del género Bradyrhizobium (con un porcentaje de similitud en las 

secuencias del gen 16S rRNA igual o superior al 95%). Los mismos están estrechamente 

relacionados con B. yuanmingense, B. elkanii, B. denitrificans, B. tropiciagri, B. jicamae, 

B kavangense y B. guangxiense. Dentro de este grupo de aislamientos noduladores de D. 

incanum, el aislamiento P10 117 fue el único que se encontró relacionado al género 

Rhizobium. Todas las secuencias obtenidas fueron depositadas en Genbank bajo los 

números de acceso que se indican en la Figura V.4. 

El análisis del germoplasma colectado mostró, en concordancia con los análisis 

fenotípicos y de tolerancia a distintas condiciones de estreses abióticos (ver Tablas IV.6 

y IV.7) una marcada diversidad entre los aislamientos recuperados de los suelos 

analizados de la Argentina.    

 
Tabla V.2 Análisis de las secuencias del gen ARNr 16S de los aislamientos seleccionados. El 
análisis de las secuencias se realizó contra la base de datos EzBiocloud 16SrDNA. 
 

ID Cepa tipo 
Número de 

acceso del mejor 
hit 

% 

Bradyrhizobium sp. P10 130 B.  yuanmingense CGMCC 1.3531T jgi.1041384 100 

Bradyrhizobium sp. P9 118 B.  yuanmingense CGMCC 1.3531T jgi.1041384 100 

Bradyrhizobium sp. P9 904 B.  yuanmingense CGMCC 1.3531T jgi.1041384 100 

Bradyrhizobium sp. P5 505 B.  yuanmingense CGMCC 1.3531T jgi.1041384 99.91 

Bradyrhizobium sp. P5 514 B.  yuanmingense CGMCC 1.3531T jgi.1041384 99.8 

Bradyrhizobium sp. P9 907 B.  yuanmingense CGMCC 1.3531T jgi.1041384 99.78 

Bradyrhizobium sp. P9 915 B.  denitrificans LMG 8443T X66025 98.62 

Bradyrhizobium sp. P5 97 B.  tropiciagri SEMIA 6148T LFLZ01000084 100 

Bradyrhizobium sp. P8 810 B.  tropiciagri SEMIA 6148T LFLZ01000084 100 

Bradyrhizobium sp. P8 802 B.  tropiciagri SEMIA 6148T LFLZ01000084 100 

Bradyrhizobium sp. P5 501 B.  jicamae PAC68T LLXZ01000092 99.91 

Bradyrhizobium sp. P10 85 B.  jicamae PAC68T LLXZ01000092 99.29 

Bradyrhizobium sp. P10 102 B.  jicamae PAC68T LLXZ01000092 100 

Bradyrhizobium sp. P8 828 B.  kavangense 14-3T KP899562 99.65 

Bradyrhizobium sp. P8 823 B.  guangxiense CCBAU 53363T KC508877 100 

Rhizobium sp. P10 117 R. tropici CIAT 899T CP004015 100 

 
Referencias: 
*ID:  identificación del aislamiento      * %: de identidad   
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Figura V. 4. Vease la leyenda en la página siguiente.    
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Figura V. 4. Relaciones filogenéticas entre las regiones ADNr 16S de diferentes rizobios incluyendo los 

simbiontes seleccionados de D. incanum presentes en suelos de Argentina. Las secuencias de ADNr fueron 

analizadas con el programa MEGA 7 (Kumar et al., 2015). La filogenia fue reconstruida a partir de 

fragmentos de ADNr amplificados con los primers 27f y 1385r (Weidner et al., 1996). Las secuencias de 

ADN de las cepas de referencia tipo (T) fueron obtenidas de GenBank (sus números de acceso se indican 

entre paréntesis). La historia evolutiva se dedujo utilizando el método de Maximum Likelihood en base a 

parámetros del modelo Tamura 3. Se muestra el árbol con la más alta probabilidad. El árbol consenso 

corresponde a una inferencia realizada con un test bootstrap de 1000 réplicas (Felsenstein, 1985). El árbol 

está dibujado a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas 

utilizadas para inferir el árbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando los algoritmos 

Neighbor-Join y BioNJ y se encuentran en las unidades del número de sustituciones de bases por sitio. Los 

círculos indican aislamientos caracterizadas en este trabajo. E: Ensifer. (Vease la Figura V.4 en la página 

anterior).      

 

 

V.2.3.2. Identificación de los rizobios mediante la técnica MALDI TOF MS 

 
Como mencionamos en la introducción a este capítulo la técnica MALDI TOF MS ha 

generado un gran interés en los microbiólogos para la identificación rápida y clasificación 

de los microorganismos para su aplicación en investigaciones microbiológicas en general 

y en rizobiología en particular. Representa una plataforma rápida y confiable para la 

identificación y estudios ecológicos de las especies de la familia Rhizobiaceae (Ferreira 

et al., 2011). Mientras que ciertos autores han considerado la resolución taxonómica de 

MALDI TOF MS comparable o superior al análisis de la secuencia del gen ARNr 16S 

(Welker & Moore, 2011), otros grupos han informado que la utilización de MALDI TOF 

MS y del Biotyper les permitió identificar correctamente cepas de bacilos gram-negativos 

a nivel de género y especie con una tasa de éxito entre el 93% y 82% (Saffert et al., 2011). 

En particular, los resultados del análisis del gen ARNr 16S no permitieron una buena 

resolución a nivel de especie en varios casos debido al alto grado de conservación que 

existe en algunas especies como en las del género Bradyrhizobium (Lloret & Martínez 

Romero, 2005) y/o a la diversidad de los aislamientos noduladores de D. incanum 

colectados en relación a las cepas tipo analizadas. Con la finalidad de mejorar la 

asignación taxonómica realizada a través de la secuenciación del gen ARNr 16S para los 

aislamientos seleccionados en nuestro estudio, decidimos emplear la identificación por 

MALDI TOF MS para avanzar en la discriminación de especies. Previo a realizar el 

análisis de los aislamientos, la base de datos fue ampliada mediante la inclusión de las 

siguientes cepas de referencia: B. deitrificans DSM 1113T DM, B. betae DSM 17288T 

DSM, B. betae PL7461, B. jicamae PAC68 T, B. elkani USDA 76T, B. yuanmingense 
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CCBAU0071T, B. japonicum SEMIA 5079, B. japonicum USDA 6T, B. japonicum E 109 

y B. diazoefficiens USDA 110T. 

Las especies de Bradyrhizobium se caracterizan por presentar espectros de masas con 

picos agrupados en la región de 3200 a 3900 Da (Sánchez-Juanes et al., 2013). En todas 

las especies de Bradyrhizobium esta región presenta múltiples picos que se corresponden 

con diferentes masas y en consecuencia sirven de diagnóstico para analizar cada especie 

de este género. En la Figura V.5 observamos los espectros de masas de algunas de las 

cepas de referencia que incluimos en la base de datos.  

A continuación mostramos los espectros de masas de los aislamientos seleccionados 

de cada población en los cuales cada especie rizobiana está representada en un color 

diferente (Figura V.6). Los aislamientos P5 505, P5 514, P8 828, P9 118, P9 904, P9 907 

y P10 130 presentaron un espectro similar a B. yuanmingense. Los aislamientos P5 97, 

P5 501, P8 802, P8 810, P10 85 y P10 102 mostraron espectros similares a los generados 

por B. elkani. 

 

Figura V.5. Espectros de masas de 

las células enteras obtenidos 

mediante MALDI TOF MS. A modo 

de ejemplo se muestran algunos 

resultados obtenidos a fin de 

agrandar la base de datos mediante la 

inclusión de las siguientes cepas de 

referencia: A) Bradyrhizobium 

yuanmingense CCBAU0071, B) 
Bradyrhizobium betae PL7461, C) 
Bradyrhizobium jicamae PAC68, D) 
Bradyrhizobium elkani USDA76T, 

E) Bradyrhizobium japonicum 

SEMIA 5079, F) Bradyrhizobium 

diazoefficiens USDA110.    
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Figura V.6 Espectro de masas de las células enteras obtenido mediante MALDI TOF MS. Se muestra 
el análisis de los aislamientos seleccionados de cada población de D. incanum. (Se indica:  B. elkanii 

en rojo, B. yuanminense en azul, B. japonicum en verde, B. denitrificans en negro y R. tropici en 
marrón). 
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Tabla V.3. Identificación de las cepas seleccionadas de la colección de rizobios noduladores de 

D. incanum mediante MALDI TOF MS.  

 

ID Organismo (mejor hit) Puntuación* 

Población  5 

P5 97 B. elkanii USDA 76T 2.266 

P5 501 B. elkanii USDA 76T 2.088 

P5 505 B. yuanmingense CCBAU0071T 2.350 

P5 514 B. yuanmingense CCBAU0071T 2.342 

Población  8 

P8 802 B. elkanii USDA 76T 2.254 

P8 810 B. elkanii USDA 76T 2.363 

P8 823 B. japonicum USDA 6T 2.276 

P8 828 B. yuanmingense CCBAU0071T  2.238 

Población  9 

P9 118 B. yuanmingense CCBAU0071T 2.221 

P9 904 B. yuanmingense CCBAU0071T 2.345 

P9 907 B. yuanmingense CCBAU0071T 2.213 

P9 915 B. dinitrificans DSM 1113T (#) 1.582 (#) 

Población  10 

P10 85 B. elkanii USDA 76T 2.164 

P10 102 B. elkanii USDA 76T 2.070 

P10 117 Rhizobium tropici CIAT 899T 2.150 

P10 130 B. yuanmingense CCBAU0071T 2.252 

 

Referencias: 

ID:  identificación del aislamiento.   
*Significado del valor de puntuación (score): 
2,3-3,000: Muy probable identificación a nivel de especie 
2,0-2,299: Segura identificación de género, probable identificación de especie  
1,7-1,999: Probable identificación de género 
0,0-1,699: Identificación no confiable (#)           
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Finalmente el aislamiento P8 823 generó un espectro de masas que se corresponde con 

el de B. japonicum y el aislamiento P9 915 con el de B. denitrificans. A pesar de que el 

aislamiento P9 915 no pudo ser identificado con una puntuación alta, presentó el espectro 

típico de masas de las células enteras obtenido con bacterias del género Bradyrhizobium. 

Estos resultados mostraron que los aislamientos seleccionados de las poblaciones de 

Desmodium incanum provenientes del norte y centro de Argentina se relacionan 

principalmente con especies de Bradyrhizobium (estrechamente relacionados con B. 

elkanii, B. dinitrificans, B. japonicum y B. yuanmingense) con la excepción del 

aislamiento P10 117 de la Población 10 que  se asoció al género Rhizobium., con R. 

tropici, R. rhizogenes, R. hainanense, R. multihospitium y R. lusitanum como las especies 

más cercana relacionadas (Figura V.4). Se observó identificación errónea a nivel de 

especie en algunos casos en el análisis MALDI TOF. Resulta evidente que la expansión 

de la base de datos con la inclusión de otros rizobios y bradyrizobios, podría sin duda 

mejorar las puntuaciones de los aislamientos estudiados. Por lo tanto, deben realizarse 

más investigaciones que impliquen un enfoque polifásico con el fin de arrojar luz sobre 

la identificación de estas cepas. 

Asimismo, se puede observar una alta correlación entre los resultados obtenidos 

mediante MALDI TOF MS (Tabla V.3) y el análisis in sílico (Blastn) de las secuencias 

del gen ARNr 16S (Tabla V.2), que en todos los casos (8 de 16 aislamientos) donde la 

especie rizobiana estaba ingresada en la base de datos del analizador de los espectros de 

masas, los resultados obtenidos con ambas aproximaciones experimentales fueron 

coincidentes.  

 

 

V.2.3.3. Amplificación y secuenciamiento de un fragmento interno del gen nodC  

 

Si bien está establecido que las filogenias basadas en los genes cromosómicos estables 

como los ARNr son necesarios para establecer la taxonomía de los rizobios, incluir la 

caracterización y clasificación de los genes simbióticos para la descripción de nuevos 

rizobios nos proporciona un marco complementario básico para comprender la simbiosis 

rizobio-leguminosa (Laguerre et al., 2001). En general la filogenia basada en estos genes 

está más relacionadas con el sitio de origen de los aislamientos que con su filogenia 

cromosomal aportando evidencias sobre el proceso de transferencia horizontal de genes. 

En este sentido, con el fin de completar la caracterización genética de los aislamientos 
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seleccionados se realizó un análisis del gen nodC de algunos aislamientos seleccionados 

en base a sus propiedades fenotípicas (Capítulo IV) y simbióticas (Capítulo VI). 

Lo resultados del análisis de secuencias del gen nodC se resumen en la Tabla V.4.  

 

Tabla V.4 Porcentaje de identidad de las secuencias nodC de los aislamientos simbiontes de D. 

incanum  seleccionados.  
 

ID 
modC del organismo más 

cercano 
% Número de acceso del mejor hit 

P5 514 Bradyrhizobium elkanii 83%  NZ_AXAU01000032.1 

P8 810 Bradyrhizobium elkanii 95% JQ889856.1 

P9 118 Bradyrhizobium elkanii 81%  NZ_AXAU01000032.1 

P9 915 Bradyrhizobium elkanii  82% NZ_KB900701.1 

P10 85 Bradyrhizobium elkanii  82% NZ_KB900701.1 

P10 130 ND  ND ND 

Referencias: 
ID :  Isolate number  
 %:  Identity  % 
ND: no determinado   
 

 

 

El análisis de secuencias de BLASTn mostró una alta similitud entre el gen nodC de 

los aislamientos P5 514, P8 810, P9 118, P9 915 y P10 85 y el gen nodC de B. elkanii. 

Sin embargo, la Figura V.7 muestra que el gen nodC de las cepas P9 915 y P10 85 se 

agrupó dentro de un clado nodC que incluyó el ortólogo de cepas de B. tropiciagri 

aisladas de nódulos de raíz de Neonotonia wightii, y que son capaces de fijar nitrógeno 

en soja (Delamuta et al., 2015). Asimismo, el gen nodC del aislamiento P8 810 se agrupó 

dentro del clado nodC de la cepa B. neotropicale aislada de nódulos radiculares de 

Centrolobium paraense que crece en suelos de la región del amazonia en Brasil (Zilli, et 

al. 2014). Por el contrario, los fragmentos nodC de P5 514 y P9 118 resultaron muy 

similares y no se agruparon con ninguna de las variantes nodC descritas en bradyrizobios. 

Desafortunadamente, ninguno de los pares de cebadores reportados por Laguerre et al. 

(2001) permitió la amplificación del fragmento nodC presente en Rhizobium sp. P10 117 

y Bradyrhizobium sp P10 130, lo que sugiere que estos aislamientos portan variantes 

alélicas nodC diferentes de los rizobios y bradyrizobios caracterizados a pesar de su 

probada capacidad de nodular D. incanum en nuestras condiciones experimentales. Esto 
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nos sugiere que dichos aislamientos contienen posiblemente una variante alélica nodC 

diferente de las presentes en los simbiontes caracterizados en este trabajo.  

 

Si bien, es necesario avanzar a futuro en el análisis de secuencias nodC de más 

aislamientos, los resultados obtenidos (ver relaciones filogenéticas, Figura V. 7) muestran 

que las plantas de D. incanum fueron noduladas por diversos rizobios (distintos géneros 

y especies), que portan genes nodC filogenéticamente diversos. Además, la falta de 

congruencia filogenética de carácter cualitativo pone en evidencia que el patrón de 

evolución del gen ARNr 16S (Figura V. 4) tiene un componente principal de herencia del 

tipo vertical que acompaña su especiación en modelos evolutivos y en contraste sugiere 

que el gen nodC puede haber evolucionado con procesos de transferencia horizontal de 

genes. 
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Figura V.7: Relaciones filogenéticas entre fragmentos de los genes nodC de diferentes rizobios incluyendo 

los simbiontes de D. incanum presentes en suelos de Argentina. Las secuencias nodC fueron analizadas con 

el programa MEGA 7 (la historia evolutiva se dedujo utilizando el método de máxima probabilidad, método 

Maximum Likelihood basado en el modelo de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993). La filogenia fue 

reconstruida a partir de fragmentos nodC amplificados según Laguerre et al. (2001). Se muestra el árbol 

con la más alta probabilidad. El porcentaje de árboles en los que los taxones asociados agrupados se 

muestran junto a las ramas. Los árboles iniciales para la búsqueda heurística se obtuvieron de forma 

automática mediante la aplicación de los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por 

parejas calculada utilizando el método de Maximum Composite Likelihood (MCL), y luego se seleccionó 

la topología con un valor de probabilidad log superior. Se utilizó una distribución gamma discreta para 

modelar las diferencias de tipo evolutivas entre sitios. El árbol está dibujado a escala, con longitudes de 

rama medidas en número de sustituciones por sitio. Las secuencias de ADN de referencia fueron obtenidas 

de GenBank Los círculos indican aislamientos caracterizados en este trabajo.   
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En el presente Capítulo se analizaron las características genotípicas de los rizobios 

noduladores de D. incanum recuperados de diferentes sitios del centro y norte del país. 

Los estudios que hemos presentado muestran una marcada diversidad en los simbiontes 

locales de plantas de D. incanum, con variaciones en el grado de diversidad que dependen 

del sitio particular de origen de los mismos. Estudios realizados por Parker et al. (2015) 

en América del Norte y trabajos previos (Parker 2012; Parker & Rousteau 2014) en otros 

lugares informaron que los Bradyrhizobium simbiontes de especies de Desmodium 

mostraron alta diversidad genética. La diversidad genética observada resulta de especial 

interés atento a la posibilidad de explorar dentro de la misma diferentes características 

simbióticas y de adaptabilidad a ambientes específicos. En la literatura, ya ha sido 

reportado que la diversidad de rizobios puede determinar la capacidad de ciertas especies 

de leguminosas de habitar un determinado ecosistema (Béna et al., 2005; Bailly et al. 

2006). En este contexto, se reafirma la importancia del estudio de la biodiversidad de los 

rizobios noduladores de D. incanum, 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 Desmodium en nuestros suelos.  

Parker (1999) en estudios pioneros reportó el aislamiento de bacterias de nódulos 

radiculares de Apios americana y Desmodium glutinosum, dos leguminosas herbáceas 

comunes en el este de América del Norte y mediante el análisis filogenético de las 

secuencias de ARNr 23S y 16S indicó que ambas albergaban genotipos bacterianos 

similares a Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110. Sin embargo estas bacterias 

estaban estrechamente relacionadas con B. elkanii tanto en términos de los alelos de genes 

simbióticos como en el comportamiento frente a la planta. Luego, un estudio realizado 

por Gu y colaboradores (2007) avanzaron en la caracterización de rizobios recuperados 

de los nódulos de nueve especies de Desmodium nativas (entre las cuales no se encontraba 

D. incanum) crecidas en regiones templadas y subtropicales de China. Estos autores 

compararon la secuencia del gen ARNr 16S, y encontraron que en la mayoría de los casos 

estaban altamente relacionados con la especie Bradyrhizobium, en particular con 

Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum y Bradyrhizobium yuanmingense, 

aunque también encontraron algunas cepas asociadas a Rhizobium, Sinorhizobium y 

Mesorhizobium. Estos autores no estudiaron las secuencias de genes nod en dicha 

colección de rizobios noduladores de Desmodium.  
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Posteriormente, Hassen et al. (2014) informaron que los simbiontes microbianos 

asociados a los nódulos de Desmodium uncinatum y Desmodiun nicaraguene se 

encuentran principalmente dentro del linaje Bradyrhizobium elkani. Estas observaciones 

resultaron coincidentes con los resultados obtenidos al analizar secuencias de ARNr 16S 

de cepas aisladas de Desmodium uncinatum de tres lugares geográficos diferentes 

incluyendo Australia, Zimbabwe y Colombia, donde se encontró que todas las cepas 

estaban estrechamente relacionadas a Bradyrhizobium elkani (Menna et al., 2006). 

Granada et al. (2014) estudiaron la diversidad fenotípica y genética de aislamientos de 

Desmodium incanum y Lotus spp. recolectados en Brasil. En particular, estos autores 

analizaron la producción de compuestos indólicos y sideróforos, así como en la tolerancia 

a la salinidad de siete aislamientos nativos obtenidos de D. incanum. Posteriormente Xu 

y sus colaboradores (2016) analizaron treinta y cuatro cepas de rizobios obtenidas a partir 

de nódulos de las raíces de cuatro especies silvestres de Desmodium encontradas en Panxi, 

Sichuan (China) (D. incanum, no se encontró dentro de las 4 especies silvestres 

estudiadas). Si bien estos autores reportaron la presencia de aislamientos de Rhizobium, 

Pararhizobium y Mesorhizobium hallaron mayoritariamente aislamientos de 

Bradyrhizobium que presentaban un alto grado de diversidad.  

En este trabajo de tesis, de acuerdo con los resultados obtenidos del análisis de las 

secuencias ARNr 16S y de los espectros de proteínas celulares totales, el análisis 

filogenético de los rizobios simbiontes de D. incanum presentes en suelos argentinos en 

su conjunto, reveló la presencia mayoritaria de bradyrizobios, en concordancia con los 

datos bibliográficos disponibles de estudios realizados en otros países. Los resultados 

mostraron una estrecha homología entre las secuencias obtenidas y aquellas presentes en 

la base de datos. Los aislamientos noduladores de D. incanum obtenidos en suelos del 

centro y norte de Argentina que hemos seleccionado pertenecen mayoritariamente al 

género Bradyrhizobium (con un porcentaje de similitud en las secuencias del gen ARNr 

16S igual o superior al 85%) y están estrechamente relacionados con Bradyrhizobium 

elkanii, Bradyrhizobium japonicum y Bradyrhizobium yuanmingense (Figura V.4). 

Dentro del subgrupo de aislamientos noduladores de D. incanum analizados, solo el 

aislamiento P10 117 se encontró filogenéticamente vinculado a Rhizobium tropici. Como 

hemos mencionado, resultados similares fueron informados por Gu et al., (2007).  

Al realizar la caracterización genotípica por medio de la técnica de huella digital de 

ADN, utilizando BOX-PCR que es considerado un método robusto para detectar la 

diversidad entre las cepas, obtuvimos un cladograma que nos permitió evidenciar un alto 
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grado de diversidad en los perfiles de productos de amplificación. Es importante remarcar 

que Desmodium incanum DC se encontró en distintos tipos de suelos y se escogieron 

lugares para la recolección de los ejemplares que representan una diversidad de distritos 

fitogeográficos. El material analizado en este capítulo incluyó muestras de las provincias 

de Chaco (San Fernando), Santa Fe (General Obligado), Tucumán (Yerba Buena) y 

Corrientes (Itatí). La diversidad bacteriana encontrada, no parece relacionarse con el sitio 

de procedencia de cada población. Las cepas nativas mostraron un comportamiento 

heterogéneo tanto para los caracteres estudiados en el Capítulo anterior (tolerancia a la 

alta temperatura, a la acidez, a la salinidad, etc.) como en su diversidad genética, 

independientemente del sitio de procedencia. 

Con el propósito de avanzar en la caracterización genética de los rizobios asociados a 

Desmodium también analizamos el tipo de variantes nodC presentes en ciertos 

aislamientos seleccionados en este trabajo de tesis e investigamos las relaciones 

filogenéticas con los genes nodC homólogos de otros rizobios. Si bien el análisis Blastn 

de los fragmentos nodC secuenciados en este trabajo, en todos los casos arrojó como 

mejor hit  (81-95 %identidad) al gen nodC presente en B. elkanii (Tabla V.4), los 

resultados presentados en la Figura V.7 muestran que las secuencias nodC de los 

aislamientos analizados forman parte de varios clados que incluyen secuencias nodC de 

diversos bradyrizobios. Esta observación pone en evidencia que las filogenias 

cromosomales y plasmídicas no son siempre coincidentes y que podría existir algún tipo 

de preferencia de la planta hospedadora con relación a la secuencia nodC. En este sentido, 

Rogel y colaboradores (2011), han encontrado que las filogenias de los genes nod de los 

rizobios se correlacionan con las especies de las leguminosas huéspedes. 

Desafortunadamente, no se hallaron disponibles las secuencias nodC de los aislamientos 

noduladores de Desmodium incanum recuperados por otros autores. Disponer de estas 

secuencias sin duda ayudaría a evaluar si los mismos son similares o diferentes a los alelos 

nodC presentes en Argentina, y a dilucidar si realmente existe algún tipo de preferencia 

de la planta hospedadora con relación a la secuencia nodC.  

A fin de lograr una comprensión profunda sobre la señalización temprana de la 

relación simbiótica entre rizobios y Desmodium sp., serán necesarios futuros esfuerzos, 

para avanzar en la secuenciación de cada uno de los grupos de genes nod, además de la 

elucidación estructural de los factores Nod correspondientes.  
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Los resultados detallados en este capítulo revelan las características de diversidad 

genotípica de los rizobios noduladores de D. incanum y la posición filogenética de los 

simbiontes obtenidos de suelos de Argentina. Las evidencias disponibles nos permitieron 

escoger aislamientos de potencial interés en cuanto a sus características. En el Capítulo 

siguiente abordaremos el estudio de los aislamientos de rizobios noduladores de D. 

incanum seleccionados en cuanto a su capacidad de nodular otras leguminosas y 

analizaremos las características simbióticas con su huésped original, D. incanum.  
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VI.1. ANTECEDENTES GENERALES  
 

 

 

La FBN es la principal forma de ingreso del N en pastizales naturales, siendo los 

sistemas simbióticos leguminosa - rizobio los de mayor impacto cuantitativo en el ciclo 

del nitrógeno. En un sistema óptimo que asegure la presencia en el suelo de cantidades 

adecuadas de rizobios específicos para la leguminosa, dicha planta puede llegar a 

satisfacer del 36 al 68% del nitrógeno que necesita en su ciclo productivo a través de este 

mecanismo (Herridge, 2008). En término de eficiencia de la FBN hay evidencias que las 

leguminosas forrajeras perennes (por ejemplo, Medicago sativa, L., Lotus corniculatus, 

Trifolium repens L. y Trifolium pratense) son, por lo general, más eficientes para obtener 

un mayor porcentaje de nitrógeno de la atmósfera (N2) que la mayoría de las especies de 

leguminosas de grano (Hassen et al., 2014). 

En este contexto, la caracterización de los rizobios simbiontes de las leguminosas es 

de alto interés agronómico y se centra principalmente en seleccionar individuos con 

capacidad de nodular y fijar nitrógeno de manera de lograr un aumento en el rendimiento 

y calidad de las leguminosas, sin que ello implique una pérdida de nutrimentos para el 

suelo (Melchiorre et al,. 2011). La práctica de la inoculación podría traer beneficios 

significativos tanto desde el punto de vista agroecológico como económico (Franco & 

Balieiro, 2000). A pesar de las ventajas prácticas de la inoculación con rizobios, es escaso 

el conocimiento sobre la contribución de la FBN y la nodulación por rizobios nativos en 

leguminosas tropicales, así como el grado de especificidad de esta interacción (Etiene et 

al., 2005), particularmente en plantas de D. incanum en suelos locales de Argentina. Por 

lo tanto es importante la evaluación de rizobios nativos de modo de posibilitar la selección 

de cepas altamente eficientes adaptadas a diferentes condiciones edafoclimáticas de 

nuestro país. 

Un suelo puede contener diversas especies y cepas de rizobios diferentes dentro de la 

misma especie, mientras que también aislamientos similares se pueden encontrar en 

lugares distantes (Lindström et al., 2010). Para alcanzar el potencial de la simbiosis es 

necesario avanzar en el estudio de las interacciones entre rizobios, leguminosas y su 

relación con el ambiente. En los sistemas naturales las especies de leguminosas en 

general, interactúan con cepas rizobianas de diversos genotipos, aunque muchas de estas 

combinaciones resultan poco eficientes en la fijación der nitrógeno. El conocimiento y el 
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manejo agronómico de las interacciones simbióticas de poblaciones nativas y 

naturalizadas de rizobios es un factor clave en la dinámica de las leguminosas en sistemas 

naturales, así como en el éxito de la introducción y persistencia de dichas especies en el 

campo natural. 

Existen diversos enfoques para mejorar los sistemas de fijación simbiótica, entre ellos 

podemos mencionar, la mayor adopción de leguminosas, el fitomejoramiento y la 

selección de cepas de rizobios nativos para ser usadas como inoculantes. En este contexto, 

las consideraciones en la selección de cepas necesita incluir la compatibilidad  y alta 

eficiencia en la fijación de nitrógeno de la bacteria con los genotipos de la leguminosa 

huésped, y también su adaptación a las condiciones ambientales y de suelo en cada región, 

particularmente cuando una, o varias restricciones abióticas pueden limitar la actividad 

simbiótica y la sobrevivencia de la bacteria inoculante, así como la presencia de rizobios 

en el suelo capaces de nodular y fijar nitrógeno (Olivares et al., 2013). En particular, la 

capacidad de infección y fijación de nitrógeno se puede determinar por diversos 

parámetros y métodos que permiten su estimación en forma directa o indirecta 

(Somasegaran & Hoben, 2012). Algunos de los métodos más empleados para evaluar la 

actividad nitrogenasa, el rendimiento o el contenido de N incorporado a través de la 

fijación son: el recuento y peso seco de los nódulos, peso seco de la planta y el método 

de Kjeldahl respectivamente, siendo el número y peso seco nodular, y la materia seca de 

las planta indicadores indirectos de la capacidad de fijar N2 utilizados en la evaluación de 

la eficiencia simbiótica entre rizobios y leguminosas. 

Además debemos mencionar que las leguminosas presentan diferentes grados de 

promiscuidad. Mientras que algunos géneros como Macroptilium o Phaseolus pueden ser 

nodulados por varias especies de rizobios, otros son huéspedes restrictivos para la 

nodulación como Cicer, Trifolium o Vicia. De igual manera las cepas de rizobios pueden 

tener un rango de plantas huéspedes amplio o estrecho (Peix et al., 2015). La alta 

especificidad o por el contrario la promiscuidad de las leguminosas con respecto a los 

simbiontes rizobianos es probable que tenga ventajas y desventajas para la leguminosa 

(Ehinger et al., 2014). Por ejemplo, la promiscuidad podría permitir a una leguminosa 

participar en una gama más amplia de interacciones beneficiosas y, por tanto, 

posiblemente ocupar más ambientes. Sin embargo, es probable que una alta especificidad 

dé como resultado una "aptitud" mayor, por el aumento de la fijación de N2, dentro de un 

rango más estrecho de condiciones (Ehinger et al., 2014). Actualmente es de gran 
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importancia la determinación de los grupos de compatibilidad y la selección de especies 

de rizobios que posean la capacidad de establecer simbiosis y fijar nitrógeno 

eficientemente. La existencia de rizobios de baja especificidad que establecen simbiosis 

eficientes con leguminosas forrajeras nativas y con otras exóticas permiten facilitar la 

adaptación de la leguminosa introducida. Estudios preliminares encontraron que el género 

Desmodium nodulaba con bradyrhizobios que mostraban diferentes grados de 

especificidad entre especies y variedades, incluyendo a este género en el grupo de 

leguminosas promiscuas pero a menudo ineficientes (Date, 1977). Un estudio realizado 

por Parker (1999) mostró la presencia de un conjunto común de bradyrhizobios capaces 

de establecer relaciones simbióticas con las leguminosas Desmodium glutinosum y 

Amphicarpae bracteata localmente cercanas, comunes de américa del norte. 

Posteriormente, Crosa et al. (1999) y Granada et al. (2014) encontraron una alta 

especificidad simbiótica de los rizobios que nodulan Desmodium incanum. 

El interés agronómico en la caracterización simbiótica de los rizobios noduladores de 

D. incanum se centra fundamentalmente en seleccionar cepas locales adaptadas a las 

condiciones edafoclimáticas del centro y norte de Argentina, con capacidad de nodular y 

fijar eficientemente nitrógeno de manera de avanzar en la búsqueda de un potencial 

bioinoculante a fin de lograr un aumento en la producción y calidad del forraje. Será 

deseable seleccionar cepas que además de presentar características fenotípicas relevantes, 

manifiesten también una destacada competición para la nodulación de las plantas de D. 

incanum. 

El objetivo del presente capítulo fue caracterizar el comportamiento simbiótico 

de las cepas representativas de la colección  de rizobios noduladores de D. incanum, 

evaluar la performance en suelo no estéril y la compatibilidad con otras 

leguminosas. 

    En primer término, estimamos la FBN de cepas de rizobios noduladores de D. incanum 

provenientes de diversas poblaciones (que fueran previamente seleccionadas por sus 

características fenotípicas y genotípicas) en soporte inerte y en condiciones de 

crecimiento controlado. Evaluamos además la compatibilidad simbiótica con otras 

leguminosas de interés agronómico y finalmente, describimos los resultados de la 

evaluación del comportamiento de dichos simbiontes en suelo no estéril en invernadero 

de aquellos aislamientos que presenten mejor respuesta en condiciones controladas y la 

compatibilidad con otras leguminosas.  
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VI.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

 

VI.2.1. Estimación de la fijación biológica de nitrógeno (FBN) de rizobios locales en 

simbiosis con Desmodium incanum en condiciones hidropónicas con soporte inerte. 

Con el propósito de evaluar el comportamieto simbiótico de los rizobios 

representativos de las distintas poblaciones de D. incanum hemos seleccionados dieciséis 

aislamientos para estimar la eficiencia en la FBN. Los mismos fueron elegidos con un 

amplio criterio selectivo, teniendo en cuenta los variados entornos donde crece D. 

incanum, diferentes tolerancias a factores abióticos tales como temperaturas y pH 

extremos y diversidad genotípica.  

En todos los ensayos de estimación de la FBN se incluyeron plantas que fueron 

inoculadas con cada aislamiento y testigos no inoculados, libre de nitrógeno y 

suplementado con nitrógeno mineral. La cepa de referencia Rhizobium hainanense 

CCBAU 57015T aislada de Desmodium sinuatum en regiones tropicales de China (Chen 

et al., 1997), fue incluida en los ensayos como control positivo. Previo a la instalación 

del ensayo en macetas con soporte inerte se determinó la carga de los inóculos bacterianos 

utilizados (aprox. 108 ufc/ml). Para todos los tratamientos, el período de crecimiento fue 

de 60 días encontrándose las plantas en cámaras de crecimiento en condiciones 

controladas de temperatura y humedad según se describe en el Capítulo II sección 7.3.  

La eficiencia simbiótica se evaluó a través de características morfológicas de las 

plantas como la altura y longitud de raíz, producción de biomasa aérea y radicular y la 

evaluación de la nodulación utilizando semillas obtenidas de plantas de D. incanum del 

mismo lugar de procedencia de los aislamientos seleccionados. El contenido de nitrógeno 

de la parte aérea no fue calculado debido a que el peso seco de las plantas inoculadas no 

resultó suficiente para realizar dicha determinación. Se halló la eficiencia relativa (ER) 

que mide la acumulación de biomasa seca de los tratamientos inoculados en relación a 

los controles con y sin adición de nitrógeno (adaptado de Brockwell et al., 1966), ver 

sscción 7.4 del Capítulo II. Los resultados fueron sometidos a un análisis de varianza y 

✡✝☞ ✁☎✔✂✝☞ ☞☎ ✞✟✁✒✝✆✝✆✟✞ ✒✟✆ ☎✡ ☛☎☞☛ ✔☎ ✁✎�☎✌ ✟✂✁ ✆✁✆✁�✑ 
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VI.2.1.1 Evaluación de la biomasa vegetal  

Los resultados obtenidos en los ensayos en los que se inocularon los rizobios 

seleccionados aislados de plantas de D. incanum de la población P5 se muestran en la 

Tabla VI.1. El análisis estadístico de los datos de las características morfológicas de las 

plantas mostró que la inoculación con el aislamiento P5 505 presentó la mayor altura de 

plantas con diferencias significativas en relación al tratamiento control sin N y mayor 

longitud de la raíz al igual que el aislamiento P5 514. 

Estos resultados también mostraron una respuesta variable de la biomasa aérea y 

radicular de las plantas cuando fueron inoculadas con estas cepas. El análisis de la materia 

seca aérea permitió separar a los tratamientos en dos grupos. Un grupo formado por la 

inoculación con los aislamientos P5 97, P5 505 y P5 514 que alcanzaron los valores más 

elevados de biomasa aérea en las plantas superiores al tratamiento testigo con nitrógeno, 

siendo las diferencias significativas. Las plantas inoculadas con estos aislamientos 

formaron un mayor número de nódulos (ver figuraVI.1., sección 2.1.2) sugiriendo que la 

mayor biomasa aérea observada sería atribuible a no solo a la mayor capacidad de fijación 

de nitrógeno, sino también a una mayor capacidad de nodulación. En el segundo grupo la 

materia seca aérea de las plantas de D. incanum fue inferior al testigo con adición de 

nitrógeno cuando  fueron inoculadas con el aislamiento P 501 y la cepa de referencia R. 

hainanense. 
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TablaVI.1. Evaluación de las características morfológicas, biomasa aérea, radicular y la eficiencia relativa (ER) en plantas de D. incanum inoculadas con los 
aislamientos seleccionados de la Población  P5 proveniente de la provincia de Chaco. Id de las plantas 6926. 

 

 

Aislamiento  

 

Identificación  

(16S rRNA)  

Características morfológicas de la  planta Biomasa de las plantas 

 (mg/planta) 

 

ER (%) 

Altura (cm) Long. Raíz (cm) Peso seco aéreo Peso seco radicular 

P5  97 B.  tropiciagri  4,15 ± 0,89 ab 6,23 ± 1,58 abc 42,40  ± 14,7  abc 12,68  ± 4,62 ab 148,2 

P5 501 B.  jicamae  4,13 ± 0,81 ab 5,73  ± 2,11ab 31,93  ± 10,99 ab 8,53  ± 2,52  ab 94,1 

P5 505 B.  yuanmingense  6,75  ± 0,99b 9,15  ± 1,01 c 85,35  ± 24,07 c 27,20  ± 9,92 b 370,1 

P5 514 B.  yuanmingense  5,38 ± 1,31ab 8,13  ± 1,18 bc 59,95  ± 8,78  bc 17,75  ± 2,32ab 238,9 

Referencia R. hainanense 
CCBAU57015T 

4,25 ± 1,74 ab 7,48  ± 1,51bc 29,55  ± 9,52 ab 16,83  ± 3,92 ab 81,8 

T ---- 2,80  ± 0,89 a 3,80  ± 0,26a 13,73  ± 1,63 a 5,53  ±  0,74a - 

T+N ---- 4,54 ±1,22ab 8,62  ± 1,48bc 33,08  ± 6,76 ab 13,96  ±5,43 ab 100 

�✌ ✁✂ ✄☎✄✏ ---- <0,0107 <0,0008 <0,0013 <0,0345 - 

Referencias: 
T: Tratamientos de control sin nitrógeno y T+N: tratamiento con 25 mg de nitrógeno/maceta como NO3K. Cada tratamiento se compone de 5 réplicas de una planta de la 
población de D .incanum en cada maceta inoculada con 1mL de un cultivo de 108ufc.mL-1. Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. 
Pensiero. Los promedios seguidos de l etras diferentes en la misma columna difieren según el test Tukey (NS: Nivel de significación ✆✝✄✝✄✠✞✟ 
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En la tabla VI.2 se observa los valores promedio de la altura de las plantas, longitud 

de raíz y biomasa seca aérea y radicular en plantas de la población P8 de D. incanum 

inoculadas con los rizobios nativos seleccionados de los suelos de Santa Fe. La 

producción de materia seca aérea de las plantas inoculadas con los aislamientos P8 802, 

P8 810 y P8 828 fue superior al tratamiento control sin nitrógeno duplicando los valores 

promedio, pero siendo bajos al compararlos con el tratamiento control nitrogenado, con 

diferencias significativas. La biomasa nodular y los valores de ER muy bajos indicaron 

que la capacidad simbiótica de las cepas de esta población no fue eficiente para la FBN. 

Observamos que la cepa de referencia mostró un comportamiento similar al tratamiento 

testigo sin nitrógeno debido a la falta de nodulación con este ecotipo de D. incanum. 

El efecto de la inoculación con los rizobios seleccionados de la población P9 

(Tucumán) presentó un comportamiento destacado cuando se inocularon en plantas de D. 

incanum del mismo origen (Tabla VI.3). Los aislamientos P9 118 y P9 915 mostraron un 

efecto significativo sobre la producción de materia seca aérea y radicular de las plantas, 

superior al tratamiento control con nitrógeno, mientras que los aislamientos P9 904 y P9 

907 fueron similares al control nitrogenado. 

La materia seca aérea en las plantas inoculadas con la cepa de referencia difirió muy 

poco con el tratamiento control sin nitrógeno. Estos resultados muestran que la cepa R. 

hainanense en esta población fue ineficiente en suplir el nitrógeno para el crecimiento de 

las plantas. Por el contrario, los aislamientos seleccionados fueron eficientes, 

destacándose P9 118 y P9 915 con alta producción de biomasa aérea y radicular asociada 

a una elevada capacidad de nodulación (ver Figura VI.1 y VI.2). 

En la población de Corrientes los parámetros evaluados se muestran en la tabla VI.4.  

Sólo la inoculación con los aislamientos P10 85 y P10 130 aumentaron significativamente 

el crecimiento de las plantas, mostrando una mayor altura, longitud radicular y 

producción de materia seca aérea en relación al tratamiento control sin aplicación de 

nitrógeno, como así también una elevada masa radicular en relación a las cepas restantes 

y el control libre de nitrógeno.El efecto favorable de la inoculación sobre el creimiento 

de las raíces podría deberse a que estas cepas producirían sustancias promotoras que 

estimularían el crecimiento radicular de las plantas.   
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TablaVI.2. Evaluación de las características morfológicas, biomasa aérea, radicular y el índice de eficiencia relativa (ER) en plantas de D. incanum  
inoculadas con los aislamientos seleccionados de la Población  P8 proveniente de la provincia de Santa Fe. Id de las plantas 6935.   

   
 
Aislamiento  

 
Identificación  
(16S rRNA)  

Características morfológicas de la  planta Biomasa de las plantas 
 (mg/planta) 

 
ER (%) 

Altura (cm) Long. Raíz (cm) Peso seco aéreo Peso seco radicular 

P8  802 B.  tropiciagri  6,83 ± 0,96 a 5,96 ± 1,35ab 54,02 ± 11,18 a 14,03 ± 4,11 a 22,1 

P8 810 B.  tropiciagri  4,07 ± 1,21a 7,71 ± 2,51ab 42,07 ± 10,35 a 10,91 ± 3,81 a 13,9 

P8 823 B.  guangxiense  5,60 ± 2,22a 5,10 ± 1,48a 20,84 ± 3,73 a 9,72 ± 3,71 a 0,7 

P8 828 B.  kavangense  5,90 ± 1,05 a 6,90 ± 1,48 ab 39,46 ± 12,24a 18,52 ± 4,50 a 12,1 

Referencia R. hainanense 
CCBAU57015T 

3,33 ± 0,58 a 7,33 ± 1,53 ab 21,37  ± 10,81a 13,43 ± 5,81a - 

T ---- 4,38 ± 1,18a 8,25 ± 2,75 ab 21,80  ± 2,71a 18,63 ± 4,08a - 

T+N ---- 9,33 ± 3,57a 12,6  ± 0,58b 167,83  ± 54,98b 49,87 ± 5,81 b 100 

NS  ✁✂ ✄☎✄✏ ---- ns <0,0612 <0,0006 <0,0014 - 

 
Referencias:  
T: Tratamientos de control sin nitrógeno y T+N: tratamiento con 25 mg de nitrógeno/maceta como NO3K. Cada tratamiento se compone de 5 réplicas de una planta de la 
población de D. incanum en cada maceta inoculada con 1mL de un cultivo de 108ufc.mL-1. Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. 
Pensiero. Los promedios seguidos de letras diferentes en la misma columna difieren según el test Tukey (NS: Nivel de significación ✆✝✄✝✄✠✞✟  
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TablaVI.3. Evaluación de las características morfológicas, biomasa aérea, radicular y el índice de eficiencia relativa (ER) en la fijación de nitrógeno en 
plantas de D. incanum inoculadas con los aislamientos seleccionados de la Población  P9 proveniente de la provincia de Tucumán. . Id de las plantas 
6992. 
 
 

Aislamiento  

 

Identificación  

(16S rRNA)  

Características morfológicas de la  planta Biomasa de las plantas 

 (mg/planta) 

 

ER (%) 
Altura (cm) Long. Raíz (cm) Peso seco aéreo Peso seco radicular 

P9  118 B.  yuanmingense  21,00  ± 5,89 c 15,79  ± 4,14b 530,09  ± 63,77c 185,19  ± 22,59b 570,2 

P9 904 B.  yuanmingense  8,00  ± 3,10 ab 11,0  ± 1,10 a 111,02  ± 44,12ab 40,48  ± 20,57a 109,9 

P9 907 B.  yuanmingense  12,66  ± 4,35 bc 11,00  ± 2,36 a 154,50  ± 28,23 ab 54,26 ± 21,61 a 157,6 

P9 915 B.  denitrificans  16,71  ± 2,28c 13,50 ± 2,10 ab 323,71  ± 63,77 bc 99,03  ± 37,99 ab 343,5 

Referencia R. hainanense 
CCBAU57015T 

4,61  ± 1,52ab 9,43  ± 1,27 a 39,43  ± 13,45ab 23,84  ± 9,33a 37,2 

T ---- 2,38  ± 0,79 a 10,81  ± 2,49a 10,99  ± 3,60a 15,86  ± 5,09a - 

T+N ---- 7,17  ± 1,75ab 11,83  ± 2,42 ab 102,03  ± 17,90 ab 43,02 ± 13,30 a 100 

�✌ ✁✂ ✄☎✄✏ ---- <0,0001 <0,0007 <0,0001 <0,0001 - 

 

Referencias:T: Tratamientos de control sin nitrógeno y T+N: tratamiento con 25 mg de nitrógeno/maceta como NO3K. Cada tratamiento se compone de 5 réplicas de 
una planta de la población de D .incanum en cada maceta inoculada con 1mL de un cultivo de 108ufc.mL-1. Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de 
colección del Dr. Pensiero. Los promedios seguidos de letras diferentes en la misma columna difieren según el test Tukey (NS: Nivel de significación ✆✝✄✝✄✠✞✟   
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TablaVI.4. Evaluación de las características morfológicas, biomasa aérea, radicular y el índice de eficiencia relativa (ER) en la fijación de nitrógeno en 
plantas de D. incanum inoculadas con los aislamientos seleccionados de la Población P10 proveniente de la provincia   de Corrientes. Id de las plantas 
6897. 
 
 
Aislamiento  

 
Identificación  
(16S rRNA)  

Características morfológicas de la  planta Biomasa de las plantas 
 (mg/planta) 

 
ER (%) 

Altura (cm) Long. Raíz (cm) Peso seco aéreo Peso seco radicular 

P10  85 B.  jicamae  13,35 ± 4,09 b 17,20 ± 2,99 b 112,9 ± 20,38 bc 44,28 ± 14,09 a 105,5 

P10 102 B.  jicamae  2,80 ± 1,05a 8,50 ± 0,77a 18,92 ± 9,57 a 18,52 ± 5,80 a 11,1 

P10 117 B. tropici  3,20 ± 0,36 a 9,25 ± 0,96a 20,43 ± 7,80 a 21,45 ± 9,68 a 12,6 

P10 130 B.  yuanmingense  12,83 ± 3,48 b 12,67 ± 3,25 ab 135,30 ± 22,38c 46,10 ± 16,28 a 128,1 

Referencia R. hainanense 
CCBAU57015T 

3,13 ± 0,85a 9,00 ± 1,15 a 29,40 ± 9,67 ab 15,33 ± 6,23 a 21,6 

T ---- 1,70 ± 0,42a 9,35 ± 3,39 a 7,90 ± 2,68 a 10,83  ± 4,34a - 

T+N ---- 10,53 ± 3,40b 14,81 ± 2,37b 107,39 ± 33,91 bc 64,13 ± 10,65 a 100 

�✌ ✁✂ ✄☎✄✏ ---- <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0375 - 

 

Referencias: 

T: Tratamientos de control sin nitrógeno y T+N: tratamiento con 25 mg de nitrógeno/maceta como NO3K. Cada tratamiento se compone de 5 réplicas de una planta de la 
población de D. incanum en cada maceta inoculada con 1mL de un cultivo de 108ufc.mL-1. Id: Identificación correspondiente al número de catálogo de colección del Dr. 
Pensiero. Los promedios seguidos de letras diferentes en la misma columna difieren según el test Tukey (NS: Nivel de significación ✆✝✄✝✄✠✞✟  
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   La estimación de la ER indicó una amplia variación de la capacidad simbiótica de las 

cepas de esta población, observamos que los aislamientos P10 85 y P10 130 fueron 

eficientes superando al control nitrogenado La cepa de referencia y los aislamientos P10 

102 y P10 117 presentaron un bajo desempeño en las condiciones del ensayo y una menor 

contribución en términos de materia seca aérea y eficiencia simbiótica, no difiriendo del 

tratamiento control sin nitrógeno.  

Las plantas generadas de semillas de diversas poblaciones de D. incanum mostraron una 

respuesta variable en la producción de biomasa aérea cuando fueron inoculadas con 

rizobios procedentes de su mismo origen. La biomasa radicular en los aislamientos tuvo 

relación con la biomasa aérea, pero no mostró diferencias significativas con eltratamiento 

control sin nitrógeno, excepto en P5 505 y P9 118. Los aislamientos P5 97, P5 505, P5 

514, P9 118, P9 915, P10 85 y P10 130 presentaron un comportamiento simbiótico de 

alta eficiencia en la fijación de nitrógeno, que se manifestó por alcanzar los mayores 

valores de biomasa aérea, altura de las plantas y longitud de sus raíces. Este 

comportamiento estuvo asociado a una mayor capacidad de nodulación de estas cepas 

como se detalla en la sección siguiente. Las diferencias en el potencial de fijación de 

nitrógeno de los aislamientos fue reflejado por los altos índices de eficiencia relativa, 

superiores al 100%. 

En la población 8 los tratamientos de inoculación con los aislamientos seleccionados 

no aumentaron en forma significativa la materia seca aérea en relación al tratamiento 

testigo sin nitrógeno presentando una baja eficiencia simbiótica en las condiciones del 

ensayo. Asimismo, la cepa R. hainanense CCBAU57015T mostró un bajo desempeño en 

los parámetros evaluados para las poblaciones de D. incanum seleccionadas bajo las 

condiciones de ensayo empleadas. 

 

VI.2.1.2. Caracterización de la nodulación.  

 En los ensayos en que se empleó soporte inerte, todos los tratamientos controles, con o 

sin la aplicación de nitrógeno, no presentaron formación de nódulos radiculares. El 

análisis estadístico del número de nódulos obtenidos en los tratamientos correspondientes 

a los aislamientos de cada población se observan en la figura VI.1. En la población P5 las 

plantas inoculadas con los aislamientos P5 505 y P5 514 produjeron el mayor número 

promedio de nódulos por planta siendo 34 y 27 respectivamente. Estos valores superiores 
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a los producidos por los aislamientos P5 501, P5 97 y la cepa de referencia R. hainanense  

que formaron entre 5 y 11 nódulos por planta.  

 

 

 
 
Figura VI.1. Número de nódulos promedio en plantas de D. incanum inoculadas con los rizobios 

seleccionados y cultivadas en soporte estéril en cámara de crecimiento para plantas.  P: Población;. R.h: R. 

hainanense CCBAU57015; T: Tratamiento control sin nitrógeno; T+N: Tratamiento control con nitrógeno 

como NO3K.  Los promedios seguidos de letras diferentes en la misma columna difieren según el test Tukey 

�✆✝✄✝✄✠✞ 

 

 
El aislamiento P8 802 presentó la mayor nodulación en la población P8 con un 

promedio de 22 nódulos por planta, seguido por los aislamientos P8 810, P8 823 y P8 828 

con un promedio de 7 nódulos por planta, y sin observar nodulación en las plantas 

inoculadas con la cepa de referencia R. hainanense. Esta cepa presentó el mismo 

comportamiento en plantas de la población 10, y muy escasa nodulación en la población 

P9. Como se observa en la figura VI 1.las plantas de D. incanum de la P9 mostraron una 

nodulación abundante. La inoculación con el aislamiento P9 118 resultó en un promedio 
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de 124 nódulos por planta, duplicando este valor a los encontrados en los aislamientos P9 

907 con 69 nódulos, P9 915 63 nódulos y P9 904 39 nódulos por planta. 

En la población P10 de Corrientes los aislamientos que presentaron un mayor número 

promedio de nódulos fueron P10 130 y P10 85 con 31 y 24 nódulos por planta 

respectivamente, siendo las diferencias significativas con los aislamientos P10 117 y P10 

102 con 1 nódulo promedio por planta.  

En la figura VI.2 se muestran los resultados de la masa seca nodular de las plantas de D. 

incanum de cada población inoculadas con los aislamientos seleccionados. La mayor 

masa nodular fue en aquellos aislamientos más infectivos como P5 505 y P5 514 con un 

promedio de 6,0 y 3,4 mg/planta respectivamente. Valores similares mostraron los 

aislamientos P10 85 con 6,88 mg/planta y P10 130 5,53 mg/planta con diferencias 

significativas con los restantes aislamientos de la misma población. 

Las plantas de D. incanum de la población 9 mostraron una elevada biomasa nodular 

que se corresponde con la abundante nodulación que presentaron, destacándose la P9 118 

y P9 915 con 42,06 mg/planta y 24,36 mg/planta respectivamente difiriendo 

significativamente con el resto de los aislamientos de la población. Todos los parámetros 

simbióticos evaluados en esta población fueron superiores al resto de las poblaciones 

estudiadas lo que podría indicar que los genotipos de una misma especie de leguminosa 

pueden mostrar un comportamiento diferencial con cepas de rizobios específicas (Parker, 

1999). En los ensayos con plantas y aislamientos provenientes de la P8 no hubo 

diferencias significativas entre los tratamientos P8 802, P8 810, P8 823 y P8 828 en la 

biomasa seca nodular no superando en promedio los 4mg/planta. 

La mayor formación de masa nodular es una característica importante en una cepa de 

rizobio ya que indica potencial de eficiencia en la fijación de nitrógeno (Somasegaran & 

Hoben, 1994).  
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Figura VI.2. Masa seca de nódulos en plantas de D. incanum inoculadas con los rizobios seleccinados y 

cultivadas en soporte estéril en cámara de crecimiento para plantas. P: Población, R.h: R. hainanense 

CCBAU57015; T: Tratamiento control sin nitrógeno.; T+N: Tratamiento control con nitrógeno como 

NO3K.  Los promedios seguidos de letras diferentes en la misma columna difieren según el test Tukey 

�✆✝✄✝✄✠✞ 

 

 

Para conocer la asociación entre la nodulación y los caracteres vegetativos de las 

plantas de D. incanum y evaluar la contribución de la fijación de nitrógeno en el 

crecimiento de las mismas, hallamos los coeficientes de correlación lineal. En este 

sentido, el número de nódulos por planta estuvo significativamente correlacionado 

(✆✝✄✝✄✠✞ con la masa seca nodular por planta en las cuatro poblaciones de D. incanum 

estudiadas (r = 0,84 a 0,95). Además, la masa nodular estuvo asociada significativamente 

de manera positiva con la biomasa aérea de las plantas cuando fueron inoculadas con los 

aislamientos de las poblaciones P5, P9 y P10 (r = 0,90, 0,97 y 0,72) respectivamente, 

mientras que en la P8 la correlación fue menos consistente, no significativa (r = 0,16). 
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Los resultados sugieren que ciertos aislamientos de cada población contribuyen mediante 

la FBN al crecimiento de las plantas de D. incanum. Los resultados nos permitieron 

seleccionar seis aislamientos por su efectividad simbiótica (los cuales fueron superiores 

en la nodulación y en producción de biomasa vegetal). Los mismos fueron aislados de 

suelos localizados en distintos lugares del centro y norte de Argentina: P5 514 proveniente 

de Chaco, P8 810 de Santa Fe, P9 118 y P9 915 de Tucumán, y P10 85 y P10 130 aislados 

de Corrientes. En una etapa posterior, todos ellos fueron analizados en su comportamiento 

en suelo no estéril y además se ha evaluado su capacidad para nodular otras especies de 

leguminosas. 

 

VI.2.2 Evaluación de la compatibilidad simbiótica de los aislamientos seleccionados 

en cuatro leguminosas huésped elegidas para este estudio 

 

Realizamos un ensayo para evaluar el rango de hospederos de los aislamientos 

seleccionados en plantas de Phaseolus vulgaris, Vicia sativa, Macroptilium lathyroides y 

Glycine max (ver Capítulo II.7.5). La evaluación se realizó a través de la observación 

visual de los nódulos y la estimación de la materia seca de las plantas mencionadas. Una 

nodulación efectiva se caracterizó por nódulos de color interno rosado, en cambio los 

casos de nodulación inefectiva presentaron nódulos con una coloración interna blanca. 

Las leguminosas ensayadas difirieron en su capacidad de nodular con las cepas de 

rizobios en base a su respuesta a la nodulación y efectividad (Tabla VI.5).  

En plantas de P. vulgaris solamente el aislamiento P9 118 logró inducir la formación 

de nódulos efectivos mientras que los aislamientos P8 810 y P10 85 produjeron nódulos 

muy pequeños y blancos. Mientras que en plantas de M. lathyroides los mismos 

aislamientos (P8 810 y P10 85) mostraron la capacidad de nodular y fijar nitrógeno 

simbióticamente efectivos al presentar nódulos con una coloración interna rosada. 

Ninguno de los aislamientos de D. incanum seleccionados fue capaz de nodular G. max 

bajo nuestra condición experimental. Los rizobios testeados tampoco nodularon V. sativa 

ya que esta planta es restrictiva para los aislamientos pertenecientes al género 

Bradyrhizobium. 
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Tabla VI.5. Evaluación de la capacidad de inducir la nodulación y fijación simbiótica de 
nitrógeno de los rizobios aislados de D. incanum en plantas de P. vulgaris, V. sativa, M. 

lathyroides y G. max. 
 

Leguminosas  

 
Phaseolus 

vulgaris 
Vicia sativa 

Macroptilium 

lathyroides 
Glycine max 

Inóculo Nod Fix Nod Fix Nod Fix Nod Fix 

P5 514 - - - - - - - - 
P8 810 + - - - + + - - 
P9 118 + + - - - - - - 
P9 915 - - - - - - - - 
P10 85 + - - - + + - - 
P10 130 - - - - - - - - 

 
Referencias: 
Nod +: aislamiento capaz de inducir nodulación; Fix +: aislamientos que generan nódulos rosados; (-)  
aislamiento de rizobio nativo seleccionado que no fue capaz de nodular y/o fijar nitrógeno en la planta 
leguminosa indicada.  
   
 
 
 
 

 
Figura VI.3. Ensayo de 

inoculación de plantas de P. 

vulgaris y M. lathyroides con los 

aislamientos seleccionados. Las 

macetas fueron mantenidas en 

cámara de crecimiento para plantas 

durante 35 días. Tratamientos: T, 

control sin nitrógeno  y T+N, con 

25mg de nitrógeno/maceta como 

NO3K.   
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En la figura VI.3 se muestra el comportamiento de los aislamientos bacterianos en la 

nutrición nitrogenada de las especies de leguminosas donde hubo respuesta a la 

inoculación cruzada, P. vulgaris y M. lathyroides. El desarrollo vegetativo y el aspecto 

más verde de las plantas se observó en aquellas que recibieron los aislamientos que 

resultaron en una nodulación y FBN eficiente, y en las que fueron tratadas con nitrógeno 

mineral. Las plantas del tratamiento control así como las inoculadas con aislamientos 

ineficientes en la FBN muestran un aspecto clorótico. 

Las plantas de P. vulgaris inoculadas con el aislamiento P9 118 presentaron una 

coloración verde intensa y un crecimiento vigoroso en respuesta a una profusa 

nodulación. La materia seca aérea fue similar al tratamiento testigo nitrogenado 

presentando diferencias significativas con el control absoluto. La inoculación de P. 

vulgaris con los aislamientos P5 514 y P10 130 (que no nodularon esta especie), generó 

plantas que presentaron una coloración de las hojas y producción de materia seca aérea 

similar al tratamiento control nitrogenado y un mayor peso seco radicular, sin mostrar 

diferencias significativas, lo que sugeriría una posible capacidad PGPR (Plant Growth  

Promoting Rhizobacteria) de estos rizobios. (Tabla VI.6).  

Los resultados obtenidos de la inoculación de las cepas seleccionadas en plantas de M 

lathyroides mostraron que solo los aislamientos P8 810 y P10 85 indujeron una abundante 

nodulación efectiva, favoreciendo el desarrollo de las plantas en relación al testigo sin 

nitrógeno, siendo las diferencias significativas, y presentando una coloración, vigor y 

peso seco de las plantas similar al tratamiento testigo nitrogenado.  

Estos resultados indicarían que entre las bacterias nativas seleccionadas existen 

aislamientos que presentan capacidades biológicas y compatibilidad simbiótica variables 

frente a las leguminosas ensayadas. Estos resultados coinciden con diversos estudios que 

han demostrado una amplia variación en términos de eficiencia simbiótica en cepas de 

rizobios nativos. 
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Tabla VI.6. Materia seca aérea, radicular y número de nódulos de las plantas P. vulgaris y M. lathyroides inoculadas con los aislamientos seleccionados 
de D. incanum, cultivadas en condiciones de cámara de crecimiento de plantas durante 35 días.  
 
                    Phaseolus vulgaris                   Macroptilium lathyroides 

 

CEPA 

 

Peso seco aéreo 
(mg/planta) 

 

Peso seco radicular 
(mg/planta) 

 

Nódulos/ 

planta 

 

Peso seco aéreo 
(mg/planta) 

 

Peso seco radicular 
(mg/planta) 

 

Nódulos/ 

planta 

P5 514 1036,7 ± 46,6 ab 986,7 ± 86,1ab 0 a 10,0 ± 0,2a 25,0 ± 7,1ab 0 a 

P8 810 1000,0 ± 28,3ab 375,0 ± 15,7a 7,5 ± 3,0a 290,0 ± 25,5b 100,0 ± 15,3b 100 ± 6c 

P9 118 1362,5 ± 63,0b 505,0 ± 36,7a 287 ± 83b 10,0 ± 0,8a 15,0 ± 7,1a 0 a 

P9 915 696,7 ± 11,1a 706,7± 27,6 a 0 a 16,7 ± 5,8a 13,3 ± 5,8a 0 a 

P10 85 426,7 ± 36,0a 553,3 ± 38,4a 10 ± 2a 180,0 ± 11,3b 80,0 ± 5,6ab 31,5 ± 12b 

P10 130 1270,0 ± 80,4b 877,5 ± 48,5ab 0 a 13,3 ± 5,8a 10,0 ± 0,1a 0 a 

T 876,0 ± 56,5 a 710,0 ± 25,4a 0 a 10,0 ± 0,2a 10,0 ± 0,5a 0 a 

TN+N 1220,0 ±  21,2b 645,0 ± 7,1a 0 a 190,0 ± 14,1b 55,0 ± 7,1ab 0 a 

�✌ ✁✂ ✄☎✄✏ <0,0566 <0,7734 <0,0001   <0,0004                    <0,011 <0,0001 

 

Referencias: 

T: Tratamientos control sin nitrógeno; T+N: Tratamiento con 25mg de nitrógeno/maceta como NO3K. Cada tratamiento se compone de 4 réplicas de una planta de cada 
especie por maceta inoculada con 1mL de un cultivo de 108ufc.mL-1 rizobios. Los promedios seguidos de letras diferentes en la misma columna difieren según el test 
Tuke� �✆✝✄✝✄✠✞✟ �✁✂✄ ✁☎✆✝✞ ✟✝ ✠☎✡☛☎☞☎✌✍✌☎✎☛ ✆✝✄✝✄✠✞✟    
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VI.2.3 Caracterización del comportamiento de aislamientos locales noduladores de 

Desmodium incanum en condiciones de suelo no estéril e invernadero. 

 

Los aislamientos P5 514, P8 810, P9 118, P9 915, P10 85 y P10 130 seleccionados por 

su destacada efectividad simbiótica en condiciones hidropónicas fueron evaluados en 

macetas con suelo no estéril en invernáculo con el propósito de elegir posibles candidatos 

para ser usados como inoculantes de D. incanum en Argentina. En la actualidad, no 

existen estudios sobre la FBN de aislamientos nativos capaces de nodular D. incanum en 

nuestros suelos. 

Uno de los puntos más vulnerables de la simbiosis es el propio rizobio que en 

condiciones de campo deberá presentar una capacidad de adaptación adecuada a las 

condiciones del medio, crecimiento y eficiencia para la interacción simbiótica en un 

medio ambiente con características edafoclimáticas propias de cada sitio. En este marco 

tan complejo, el estudio sobre un suelo real nos permitirá una aproximación inicial para 

indagar si los aislamientos con buena capacidad de fijar nitrógeno en condiciones óptimas 

para el proceso simbiótico, son además capaces de competir con las bacterias del suelo y 

adaptarse a las condiciones físico-químicas del mismo. El suelo elegido fue un argiudol 

ácuico del Orden Molisoles que es representativo de algunos suelos de las regiones 

fitogeográficas donde se encontraron las poblaciones de D. incanum. Presenta un nivel 

medio de carbono y nitrógeno orgánico, pH neutro y altos niveles de fósforo asimilable. 

La técnica del número más probable (NMP) basado en la infección en plantas fue utilizada 

para estimar el número de rizobios en el suelo (Vincent, 1970). El NMP de la población 

nativa del suelo presentó en promedio 3,1 x101 rizobios .g suelo-1. 

Las plantas permanecieron en el invernadero durante 60 días hasta el inicio de la 

floración. A los 14 días de trasplantadas en macetas fueron inoculadas con cada 

aislamiento comparando los parámetros observados con dos testigos no inoculados, sin la 

aplicación de N (T) y suplementado con 240 mg de N mineral como urea (200kg.ha-1 de 

N) (T+N). Como controles se utilizaron las cepas R. hainanense CCBAU 57015T utilizada 

en el ensayo de hidroponía y B. yuanmingense CCBAU 10071T aislada de Lespedeza 

cuneata en China (Yao, et al. 2002), ya que ambas cepas fueron capaces de inducir la 

nodulación en plantas de D. incanum. 
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En todos los tratamientos las plantas de D. incanum presentaron un rápido crecimiento 

alcanzando a los 60 días de trasplantadas el inicio de la floración. Se observó la presencia 

de ramas laterales y el surgimiento de nuevos brotes (Figura VI.4. A y B). Los nódulos 

estaban ✔✂☞☛✆✂✍✎✂✔✟☞ ☎✞ ☛✟✔✟ ☎✡ ☞✂☞☛☎✁✝ ✆✝✔✂✞✎✡✝✆ ✞✟✁✟ ☞☎ ✟✍☞☎✆✓✝ ☎✞ ✡✝ �✂✆✎✆✝ �✁✑✟ �� ✌

�� a modo de ejemplo para dos de los tratamientos evaluados, Testigo y P10130 

respectivamente. Los nódulos mostraron un tamaño variable de 1-2,5 mm de diámetro y 

forma esférica característica de los nódulos determinados.  La estructura  desmoides típico 

de la tribu Desmodieae y de otras especies de las tribus Phaseoleae y Psoraleae 

estrechamente relacionadas, de distribución tropical y subtropical  (Sprent, 2009). La 

estructura interna de los nódulos maduros estaba formada por la corteza nodular y una 

zona central que correspondió a la zona infectada. No se observó la presencia de 

meristema nodular. Los haces vasculares por los que se comunica el nódulo a la raíz 

también se situaron en la corteza (Figura VI.4. C y D). La zona infectada contenía 

principalmente y en mayor proporción células del huésped invadidas por el 

endosimbionte bacteriano, si bien se observaron algunas células no infectadas (Figura VI: 

E y F). En el interior de las células infectadas se encontrarían las bacterias diferenciadas 

en bacteroides fijadores de nitrógeno rodeados por una membrana vegetal o simbiosoma. 

Esta morfología nodular fue similar a la observada en todos los tratamientos evaluados. 

Los resultados obtenidos en relación al número y biomasa seca nodular están 

representados en la Figura VI.5. Observamos que los tratamientos no inoculados, con y 

sin adición de nitrógeno presentaron nódulos en menor cantidad en relación a los que se 

observaron en las plantas inoculadas. 
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Figura VI.4. Desarrollo de las plantas de D. incanum a los 60 días de trasplantadas en macetas con suelo 

no estéril. A tratamiento (T) y B inoculado con la cepa (P10 130).  Detalle del sistema radicular donde se 

observa la forma y distribución de los nódulos en la planta. �✁ (T) ✂✁ (P10 130). Microfotografía con 

microscopio óptico de sección de nódulo completo esférico, teñido con safranina-fast Green. C (T) y  D 
(P10 130). El corte permite observar en detalle la ausencia del tejido meristemático en un nódulo maduro 

típico determinado. Se muestra la corteza nodular (c) y los haces vasculares (Hv) en la periferia del nódulo 

y la localización de la zona de infección (Zi) en el centro nodular. E y F: vista amplificada de la zona de 

infección donde se observan las células infectadas (ci) conteniendo numerosos simbiosomas, y células no 

infectadas (cni) del huésped. Las barras representan 100µm.        
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Figura VI.5. Efecto de los tratamientos de inoculación sobre el número y peso seco de nódulos de D. 

incanum cuando crecieron en macetas con suelo no estéril. A: Número de nódulos B: Masa seca nodular.  

Cada tratamiento se compone de 6 réplicas, 18 plantas por tratamiento inoculada con 10mL de un cultivo 

de 109ufc.mL-1 rizobios. T: tratamiento control sin inóculo bacteriano; T+N: plantas sin inoculación con el 
agregado de 240 mg de nitrógeno/maceta como urea. R.h: R. hainanense CCBAU 57015T ; B.y: B. 

yuanmingense CCBAU 10071T Los promedios con letras diferentes sobre las columnas difieren según el 

�✝✠� ✁✂✄✝� �✆✝✄✝✄✠✞ 

 

El promedio de número de nódulos por planta no mostró diferencias significativas 

entre los tratamientos ensayados (Figura VI.5 A). Se observó la aparición de nódulos en 

los tratamientos T y T+N y se observó que el aumento del contenido de nitrógeno del 

suelo por la incorporación de nitrógeno mineral, afectó significativamente el peso seco 

de los nódulos generados por la población nativa.  
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En la Figura VI.5.B observamos la masa seca nodular por planta en los tratamientos 

evaluados. El peso seco de los nódulos en las plantas inoculadas con los aislamientos P5 

514, P10 85 y P10 130 fue superior a los demás tratamientos, siendo las diferencias 

significativas, y los valores promedio fueron 87,94 mg, 77,46 mg y 90,56 mg por planta 

respectivamente. Valores intermedios de masa nodular presentaron los tratamientos P8 

810, P9 118, P9 915 y el inoculado con la cepa B. yuanmingense CCBAU 10071T. Estas 

fueron superiores a las encontradas en el tratamiento inoculados con la cepa R. 

hainanense CCBAU 57015T 56, 02mg.planta-1 y en los tratamientos T 50,58mg.planta-1  

y  T+N 37,75mg.planta-1. 

Los resultados de producción de materia seca de las plantas en las condiciones en que 

se realizó el ensayo se observan en la Figura VI.6. El tratamiento control T proporcionó 

una menor acumulación de biomasa seca aérea de las plantas probablemente debido a la 

menor eficiencia simbiótica de los rizobios nativos del suelo, mientras que la inoculación 

con los aislamientos seleccionados y la fertilización mineral con nitrógeno, 

proporcionaron un incremento en la producción de biomasa seca aérea de las plantas de 

D. incanum. El tratamiento inoculado con el aislamiento P10 130 además de presentar la 

mayor biomasa nodular fue capaz de incrementar significativamente el peso seco aéreo y 

radicular de las plantas en comparación con el testigo no inoculado. También aumentó el 

peso seco de las plantas cuando se lo comparó con el tratamiento T+N y con los 

tratamientos inoculados con las cepas control B. yuanmingense CCBAU 10071T y R. 

hainanense CCBAU 57015T  (Figura VI.6 A y B). El mayor rendimiento de la materia 

seca obtenida por la inoculación con el aislamiento P10 130 fue en promedio 2.664 

mg.planta-1 mientras que en los tratamientos control sin inocular fueron 1.497 mg.planta-

1 el testigo y 2.292 mg.planta-1 T+N. La biomasa aérea de las plantas de los tratamientos 

inoculados con los restantes aislamientos seleccionados fue en promedio, un 20% 

superior al T si bien no presentaron diferencias significativas. 

Estos resultados se corroboraron con los análisis de correlación y regresión. La materia 

seca aérea de las plantas correlacionó positivamente con el peso total de nódulos r =0,72). 

Al relacionar la MS aérea de las plantas y la MS de los nódulos se determinó una relación 

estadísticamente significativa y positiva (p<0.0001) entre las variables (Figura VI.7.A) lo 

que permitiría utilizarlo como un criterio más para la selección de cepas. Cuando 

relacionamos la masa nodular con el contenido de nitrógeno total en las plantas los 

resultados fueron estadísticamente significativos.  
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Figura VI.6.  Efecto de los tratamientos de inoculación sobre el peso seco delas plantas de D. incanum 

cuando crecieron en macetas con suelo no estéril. A: Masa seca aérea   B: Masa seca radicular. Cada 

tratamiento se compone de 6 réplicas, 18 plantas por tratamiento inoculada con 10mL de un cultivo de 

109ufc.mL-1 rizobios. T: tratamiento control sin inóculo bacteriano; T+N: plantas sin inoculación con el 

agregado de 240 mg de nitrógeno/maceta como urea. R.h: R. hainanense CCBAU 57015T ; B.y: B. 

yuanmingense CCBAU 10071T  Los promedios con letras diferentes sobre las columnas difieren según el 

�✝✠� ✁✂✄✝� �✆✝✄✝✄✠✞ 

 

 

Por cada miligramo de masa nodular la cantidad de N total en la parte aérea por planta 

incrementó 20,52 mg (Figura VI.5.B). En consecuencia, se observó que la cantidad 

acumulada de nitrógeno por planta estaba significativamente relacionada con la masa seca 

de los nódulos y con la biomasa aérea vegetal (R2=0,52). 
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 A                                                                            B      

 

Figura VI.7. A. Relación entre la masa seca nodular y la masa seca aérea de las plantas. B. Relación entre la 

masa seca nodular y el nitrógeno total acumulado en la parte aérea de las plantas. Se analizaron plantas de D. 

incanum provenientes de los tratamientos inoculados con las cepas seleccionadas y de referencia en plantas en 

suelo no estéril en invernadero (N= 165). 

 

 

En la tabla VI.7 se presentan los resultados del contenido de N en las plantas de D. 

incanum cuando fueron inoculadas con los aislamientos seleccionados en suelo no estéril. 

Si bien no se observaron diferencias significativas, los tratamientos de inoculación 

aumentaron el nivel de N en las plantas, por lo tanto, el nitrógeno total acumulado en la 

parte aérea mantuvo la misma tendencia observada para la producción de materia seca y 

biomasa nodular. En el tratamiento P10 130 las plantas de D. incanum presentaron los 

valores más altos de nitrógeno total acumulado y los tratamientos inoculados con los 

aislamientos P5 514 y P10 85 también fueron superiores al T+N. La inoculación con las 

cepas control B. yuanmingense y R. hainanense fueron los tratamientos que presentaron 

menor respuesta, con contenidos de N acumulado en las plantas semejante al tratamiento 

T probablemente por una baja adaptación a las condiciones del ensayo. Relacionado con 

esta variable, los índices de eficiencia relativa calculados para los tratamientos inoculados 

(Tabla VI.7) fueron muy variables, la inoculación con la cepa P10 130 mostró el índice 

más alto (153%)  mientras que los más bajos se observaron en los tratamientos donde se 

inocularon las cepas tipo, B. yuanmingense CCBAU 10071T (7,3%), y R. hainanense 

CCBAU 57015T  la cual arrojó un valor negativo, corroborando la baja eficiencia 

simbiótica de estas cepas cuando se inoculan en plantas de D. incanum. Estas 

observaciones son coincidentes con los resultados de materia seca aérea y radicular de las 

plantas y el comportamiento simbiótico ineficiente en hidroponía, que hemos 

previamente discutido en este capítulo. 
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Tabla VI.7. Contenido de nitrógeno. Nitrógeno total acumulado en la parte aérea de las plantas e 
índice de eficiencia relativa (ER) en la fijación de nitrógeno en plantas de D. incanum crecidas en 
macetas con suelo no estéril e inoculadas con las cepas indicadas. 

Tratamiento 
N en la biomasa 

aérea (%) 
N total acumulado en la 

biomasa aérea (mg.planta-1) 
ER (%) 

P5 514 2,82 51,91 ± 14,3ab 110,4 

P8 810 2,60 47,72 ± 12,4ab 67,7 

P9 118 2,51 45,89 ± 16,0ab 49,0 

P9 915 2,74 50,96 ± 18,7ab 100,7 

P10 85 2,74 52,01 ± 17,9ab 111,4 

P10 130 2,09 56,12 ± 18,1 b 153,0 

B. yuanmingense 2,80 41,80 ± 8,18ab 7,3 

R. hainanense 2,68 38,30 ± 10,1a -28,3 

T 2,74 41,08 ± 11,8ab - 

T+N 2,22 50,89 ± 17,6ab 100 

 
Referencias: 

T: Tratamientos control sin nitrógeno; T+N: Tratamiento con 240mg de nitrógeno/maceta como urea. Cada 
tratamiento se compone de 6 réplicas, 18 plantas por tratamiento inoculadas con 10 mL de un cultivo de 
109ufc.mL-1 rizobios. R.h: R. hainanense CCBAU 57015T; B.y: B. yuanmingense CCBAU 10071T . Los 
promedios seguidos de letras dife�✝☛�✝✠ ✝☛ ✞✍ ✁☎✠✁✍ ✌✂✞✂✁☛✍ ✟☎☞☎✝�✝☛ ✠✝✡✄☛ ✝✞ �✝✠� ✁✂✄✝� �✆✝✄✝✄✠✞ 
 

 

Teniendo en cuenta el contenido de nitrógeno (%) en la biomasa aérea de las plantas 

(Tabla VI.7), los valores de proteína bruta (PB) calculados oscilaron entre 16% y 17,6% 

salvo en el tratamiento inoculado con la cepa P10 130 y en T+N con un porcentaje de PB 

13,1% y 13,8% respectivamente. Estos porcentajes más bajos podrían deberse a que las 

plantas mostraron una mayor proporción de tallos más gruesos. De acuerdo a lo 

informado por Marques & Paim, (1993), en D. incanum el contenido de PB en los tallos 

de las plantas (9,68%) fue un 7% inferior al de las hojas (14,97%) en el estado de 

prefloración. 

Los resultados presentados aquí revelaron que el aislamiento  P10 130 en suelo no 

estéril  se destaca por promover un crecimiento aéreo y radicular de las plantas de D. 

incanum significativamente mayor que el resto de los tratamientos inoculados y superior 

al observado en las plantas control fertilizadas con N mineral. La actividad promotora del 
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crecimiento de las plantas de este aislamiento podría incluir no solo la fijación simbiótica 

de nitrógeno sino también propiedades adicionales tales como la producción de 

fitohormonas o solubilización de fosfatos, como se ha informado en otras cepas de 

Bradyrhizobium. Asimismo, las cepas P5 514 y P10 85 presentaron mayor biomasa 

nodular y mayor acumulación de N que el tratamiento fertilizado.  

En consecuencia, el rendimiento simbiótico de los rizobios nativos parece estar 

relacionado con las características específicas de cada aislamiento, y no con su 

composición genética general, ya que aislamientos con diferentes propiedades 

simbióticas se agruparon en el mismo grupo del cladograma 16S rRNA por ejemplo P5 

505, P5 514, P9 118, P9 904, P9 907 y P10 130 y los aislamientos P5 501, P10 85 y P10 

102 o P5 97, P8 802 y P8 810. 

 

 

 

En el presente capítulo hemos investigado las propiedades simbióticas de los rizobios 

asociados a plantas de D. incanum seleccionados por sus características fenotípicas y 

diversidad genética provenientes de diferentes sitios del centro y norte de Argentina. En 

primer lugar se realizó en cámaras de crecimiento un experimento de inoculación en 

medio para plantas libre de nitrógeno para comparar la eficiencia simbiótica de los 

dieciséis aislamientos seleccionados. Los resultados mostraron que todos los aislamientos 

fueron capaces de sobrellevar el crecimiento de las plantas en ausencia de una fuente de 

nitrógeno mineral, y un grupo de ellos produjo mayor peso seco en comparación con las 

plantas fertilizadas con nitrógeno en respuesta al incremento del número y masa nodular 

(Tabla 1, 2, 3 y 4), siendo una fuerte indicación de su eficiencia simbiótica. Resultados 

similares encontraron Granada et al. (2014) y Crosa et al. (1999) quienes informaron que 

aislamientos rizobianos capaces de nodular D. incanum produjeron mayor producción de 

materia seca aérea y radicular de las plantas. Asimismo, Hassen et al. (2014) mostraron 

que aislamientos obtenidos de D. uncinatum incrementaron significativamente la 

nodulación y materia seca de dichas plantas.   

Además, en estos ensayos evidenciamos una respuesta simbiótica variable en las 

poblaciones o ecotipos de esta leguminosa nativa como también lo mencionó en su trabajo 

Crosa et al. (1999). Por otro lado relacionado a la cepa de referencia utilizada R. 

hainanense CCBAU 57015T, estudios realizados por Chen et al. (1997) mostraron que la 

cepa podía nodular D. sinuatum (de dónde había sido aislada) y presentaba un fenotipo 
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nod- con otros miembros de su grupo como por ejemplo D. triquetrum, D. gyroides, D. 

heterophyllum y Macroptillum lathyroides. Nosotros observamos un comportamiento 

similar en los ensayos de fijación simbiótica de nitrógeno en cultivos axénicos, donde la 

inoculación con esta cepa en las diferentes poblaciones de plantas de D. incanum 

ensayadas generó una nodulación baja o nula. Similares resultados mostraron Gu et al. 

(2007) al estudiar la diversidad genética de rizobios asociados a especies de Desmodium 

que crecen en China.  

Los aislamientos P5 514, P5 505, P9 118, P9 904, P9 907 y P10 130, que provienen 

de distintas zonas geográficas del país, conforman un grupo de aislamientos que se 

destacó por su capacidad simbiótica y de acuerdo a los resultados detallados en el capítulo 

V de esta tesis, se hayan filogenéticamente relacionadas a la especie B. yuanmingense. 

Estudios realizados por Sarr et al. (2016) sobre rizobios asociados a Pueraria 

phaseoloides y Vigna unguiculata identificaron cepas de rizobios con altos potenciales 

de fijación de nitrógeno, clasificadas como B. yuanmingense, y encontraron que 

independientemente de la zona geográfica o planta huésped, podían albergar genes nif  

más eficientes capaces de contribuir con FBN superiores (Sarr et al. 2009; Appunu, et al. 

2009). Los aislamientos P9 915 y P10 85 también mostraron efectos pronunciados sobre 

la producción de la materia seca y nodulación, mientras que el aislamiento P10 117 

asignado al género Rhizobium, no promovió el crecimiento de las plantas, siendo similar 

al tratamiento control absoluto, observando entonces que las dos cepas de crecimiento 

rápido analizadas resultaron ineficientes (fix-) en esta leguminosa. Resultados similares 

encontraron Baraúna et al. (2014) al estudiar la diversidad y eficiencia en la fijación de 

N de rizobios aislados de nódulos de Centrolobium paraense, y Chibebaa et al. (2017) al 

seleccionar cepas de rizobios indígenas con alto potencial para el cultivo de soja en 

Mozambique. Por otro lado estudios realizados por Parker et al. (2015) utilizando 

distintas especies de Desmodium mostraron que el número y tamaño de los nódulos, así 

como la biomasa de las plantas variaron significativamente cuando las especies de 

Desmodium fueron inoculadas con seis cepas de Bradyrhizobium que representaron 

diferentes linajes.  

En los ensayos realizados para estimar la FBN (en macetas con soporte estéril y 

solución mineral libre de nitrógeno), las diferencias entre los tratamientos fueron tales 

que permitieron identificar seis aislamientos de Bradyrhizobium superiores en los 

parámetros evaluados (P5 514, P8 810, P9 118, P9 915, P10 85 y P10 130) que provenían 

de distintas regiones edafoclimáticas del centro y norte de Argentina.  



 

166 

 

Para investigar las propiedades simbióticas de estos seis aislamientos, se estudió la 

nodulación cruzada en cuatro especies de leguminosas tropicales. Todos los rizobios 

analizados fueron incapaces de nodular Vicia sativa por ser un huésped restrictivo 

(Álvarez-Martínez et al. 2009). Por el contrario Macroptilium lathyroides y Phaseolus 

vulgaris de la tribu Phaeoleae son noduladas por rizobios de diferentes géneros dentro de 

las alfa y beta proteobacterias (Martínez-Romero 2003; Elliott et al. 2009; Guimãraes et 

al. 2012). Particularmente P. vulgaris es altamente promiscuo para la nodulación y 

fijación de nitrógeno con rizobios de crecimiento rápido y en general no es nodulado 

eficientemente por rizobios de crecimiento lento (Brownfield et al. 1990; Michiels et al. 

1998; Bala et al. 2001), sin embargo la cepa P9 118 (identificada como B. yuanmingense, 

ver Capítulo V, sección V.2.3.1.) mostró en Phaseolus vulgaris una nodulación 

abundante, con plantas que desarrollaron una coloración verde intensa, un crecimiento 

vigoroso y la materia seca aérea fue similar al tratamiento testigo nitrogenado de esa 

especie. Resultados similares mostraron Gu et al. (2007) que aislaron cepas de 

crecimiento lento de Desmodium capaces de nodular eficientemente P. vulgaris, y que 

también nodularon Glicine max aunque en estas plantas la FBN fue ineficiente. En nuestro 

trabajo, ninguno de los aislamientos evaluados fue capaz de nodular plantas de G. max. 

Los aislamientos P8 810 y P10 85 presentaron un comportamiento simbiótico similar a 

las cepas B. embrapense CNPSo2833T aislada de Desmodium heterocarpon y B. 

tropiciagri CNPSo1112T aislada de Neonotonia wightii CIAT Colombia (soja peremne) 

(Delamuta et al. 2015). Estas cepas resultaron capaces de nodular y fijar nitrógeno en M. 

lathyroides, generaron nódulos pequeños y blancos en P. vulgaris y no nodularon soja. 

Por el contrario, los aislamientos P5 514, P10 130 y P9 915 mostraron especificidad más 

restringida ya que solo nodularon con la planta de la cual fueron aislados. Estos resultados 

concuerdan con los informados por Crosa et al. (1999) donde cepas de rizobios aisladas 

de D. incanum en Uruguay solo nodularon dos ecotipos de la leguminosa huésped y no 

nodularon otras leguminosas nativas o introducidas.   

Andrews & Andrews (2017) mostraron que especies del género Desmodium podían 

ser noduladas por distintos géneros de rizobios: Bradyrhizobium, Rhizobium, Ensifer, 

Mesorhizobium y Pararhizobium. Cuando una leguminosa se asocia a múltiples linajes 

bacterianos, es muy poco probable que cada linaje le confiera iguales beneficios 

simbióticos (Parker et al. 2015). En este sentido, los hallazgos obtenidos en nuestro 

estudio revelaron que D. incanum exhibió cierto grado de promiscuidad simbiótica ya que 
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fue nodulado por rizobios de diversas especies pertenecientes mayoritariamente al género 

Bradyrhizobium y en menor proporción a Rhizobium. 

Con el fin de avanzar en el estudio de los aislamientos seleccionados, analizamos su 

comportamiento en suelo no estéril. La fertilidad natural del suelo y particularmente el 

alto contenido de fósforo asimilable (18,2 ppm) favoreció el óptimo desarrollo de las 

plantas en invernadero. Estudios previos han informado que el fósforo es uno de los 

principales nutrientes limitantes en el establecimiento de pasturas leguminosas, y se ha 

demostrado que el aumento de la disponibilidad de fósforo en el suelo estimula la 

nodulación e incrementa la materia seca de las plantas en especies de Desmodium (Ogola 

et al. 2012; Silva et al. 2001; Haque et al. 1995; Ridzwan & Othman 1982). El suelo 

utilizado tenía una alta disponibilidad de potasio (555 ppm) y azufre (11,2 ppm) para el 

desarrollo y nodulación de las plantas. Divito & Sadras (2014) en un trabajo de revisión 

del efecto de los nutrientes fósforo, azufre y potasio sobre el crecimiento de las plantas y 

la FBN en cultivos y pasturas de leguminosas, mostraron que las deficiencias de estos 

nutrientes reducen el crecimiento, número y masa de los nódulos, la masa aérea de las 

plantas y principalmente la FBN.    

La población de rizobios del suelo muestreado, del orden de 3,1x101 células viables de 

rizobios .g suelo-1, indicó la presencia de rizobios nativos compatibles con D. incanum. 

Existen reportes que indican que la presencia de la planta huésped, factores como la 

temperatura, humedad, contenido de materia orgánica y pH del suelo, condicionan la 

población nativa (Woomer et al., 1988; Atemkeng & Begoude 2014). En nuestro estudio 

la escasa presencia de leguminosas y particularmente la ausencia de la leguminosa 

huésped en el sitio de muestreo podría ser el factor que más se relacionó con la baja 

población de rizobios encontrada en el suelo. Varios investigadores mencionaron que 

cuando la población de rizobios naturalizados en el suelo es alta (mayor a 103 bacterias. 

g suelo-1) la introducción de nuevas cepas puede ser muy dificultosa (Thies et al. 1991; 

Brockwel et al. 1995a). Sin embargo la inoculación con las cepas seleccionadas mostró 

respuestas positivas en los parámetros evaluados. La inoculación con el aislamiento P10 

130 promovió un incremento significativo de la biomasa aérea de las plantas en 

comparación con el resto de los tratamientos inoculados, las cepas de referencia y el 

control absoluto, y tan alto como el observado en las plantas control con fertilizante 

nitrogenado. Además, el análisis del peso radicular permitió detectar un efecto promotor 

del desarrollo radicular en este aislamiento que también se observó cuando se inoculó 

Phaseolus vulgaris pese a su incapacidad para nodular esta especie. Si bien no conocemos 
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los mecanismos que operan aquí, es posible que P10 130 sea capaz de producir una ó más 

fitohormonas, o solubilización de fosfatos como se ha informado para otros rizobios. La 

capacidad de los rizobios de sintetizar estas hormonas y regular muchos aspectos de la 

fisiología de la planta que le permita resistir estreses bióticos y abióticos está ampliamente 

documentada en la literatura. Granada et al. (2014) mostraron que la producción de 

compuestos indólicos fue la característica más común entre aislamientos noduladores de 

D. incanum y especies de Lotus, que se reflejaron en el crecimiento de las plantas. 

Asimismo, Menezes et al. (2016) informaron la capacidad de los rizobios de producir 

fitohormonas, como el ácido indol acético en bacterias que nodulan Erythrina velutina en 

suelos forestales del noreste de Brasil.  

La similitud estadística entre los tratamientos inoculados y no inoculados con respecto 

al número de nódulos indicó que la comunidad rizobiana presente en el suelo utilizado 

para este experimento fue capaz de nodular abundantemente D. incanum. si bien en los 

tratamientos testigos se observó menor masa nodular principalmente cuando se fertilizó 

con N. Varios autores han demostrado que el NO3
-, NH4

+
 y urea influyen tanto en el 

proceso de infección como en la FBN. Concentraciones mayores a 10 mM resultan 

inhibitorias de la nodulación (Waterer & Vessey, 1993). Un efecto similar de reducción 

de la masa nodular se observó en plantas de Arachis hipogaea en el tratamiento con 

aplicación de N mineral, en un estudio sobre la efectividad de rizobios nativos aislados 

de suelos de Brasil (Etiene et al, 2005). Los valores significativamente más altos de masa 

seca nodular se observaron en los tratamientos inoculados con las cepas P5 514, P10 85 

y P10 130 lo que demostró la capacidad de estos aislamientos para establecer simbiosis 

eficientes con D. incanum. De acuerdo a lo informado por Ngwu (2005) en Desmodium 

ramississimon y Vigna unquiculata, la cantidad de nitrógeno biológicamente fijado es 

una función de la masa nodular. Asimismo, la inoculación con estas cepas indujo un 

mayor contenido de nitrógeno acumulado en la materia seca de las plantas (mg N/planta) 

de D. incanum, siendo hasta un 37% superior en la inoculación con la cepa P10 130 en 

relación al tratamiento T sin diferir estadísticamente entre tratamientos, lo que indicaría 

la presencia de una población nativa eficiente en FBN. Santos et al. (2014) estudiaron el 

crecimiento y la composición mineral de tres leguminosas forrajeras tropicales, entre las 

que se encontraba D. heterocarpon subsp. ovalifolium y obtuvieron resultados similares 

a los hallados en nuestro trabajo. Al evaluar el efecto de la inoculación con cepas de 

Rhizobium sp., rizobios nativos y la fertilización nitrogenada sobre estas plantas crecidas 
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en macetas con suelo no estéril, encontraron que tanto los rizobios nativos como los 

inoculados suministraron nitrógeno a la planta y aumentaron la materia seca, masa 

nodular y el contenido de PB con valores promedio del 15%, mientras que en nuestro 

estudio en los tratamientos inoculados los contenidos de PB en las plantas de D. incanum 

oscilaron entre el 16% y 17%. La fertilización con sulfato de amonio causó una ligera 

reducción en los parámetros evaluados, mientras que en nuestro trabajo la fertilización 

con urea solo produjo una significativa reducción de la biomasa nodular. Por otro lado, 

Alves et al. (2000) con el objetivo de investigar la aplicación de la técnica de abundancia 

relativa de ureídos y compararla con la técnica de dilución de isótopos N15, cuantificaron 

la contribución de la FBN a la leguminosa forrajera D. ovalifolium y otras especies no 

leguminosas. Uno de los ensayos fue realizado en macetas con suelo no estéril y contó 

con los siguientes tratamientos: no inoculado, inoculado con una mezcla de cepas 

Bradyrhizobium sp., o con dosis crecientes de nitrógeno marcado. Encontraron que la 

materia seca de las plantas en los tratamientos inoculados y no inoculados no fue 

significativamente afectada por la proporción de N agregado, sugiriendo que donde la 

proporción de N del suelo fue menor, la FBN compensó ese déficit. Además no disminuyó 

el peso seco de los nódulos en dosis altas de N y tampoco se evidenció una respuesta 

significativa a la inoculación en la masa nodular ni en el nitrógeno total acumulado. Esto 

indicó que hubo una población de rizobios capaces de nodular esta especie en el suelo 

ensayado. La falta de respuesta a la inoculación podría deberse a una menor eficiencia 

simbiótica de las cepas o bien a la competencia con los rizobios nativos por ocupar el 

nicho simbiótico. Alguna de estas causas podría explicar los resultados de la inoculación 

con las cepas de referencia y algunos de los aislamientos evaluados en nuestro trabajo. 

Además estos autores pudieron evidenciar que hubo un incremento muy pequeño del N 

total acumulado en las plantas de D. ovalifolium y una gran proporción del N derivó de 

la FBN. 

Los resultados detallados en este trabajo nos permiten proponer futuros estudios a fin 

de avanzar en la selección de simbiontes de D. incanum. En particular, la cepa P10 130 

demostró tener una destacada eficiencia simbiótica y la capacidad de promover el 

crecimiento vegetal. Además, en base a su rendimiento simbiótico, podemos seleccionar 

los aislamientos P5 514 y P10 85 para futuros experimentos. A partir de estas evidencias 

será importante evaluar si el comportamiento de estos rizobios a campo refleja los 

resultados que hemos observado en el laboratorio.  



 

170 

 

La concepción de estrategias de desarrollo sustentable para nuestro país requerirá del 

diseño y obtención de bioinoculantes que permitan cubrir diversas insuficiencias 

nutricionales del suelo y que además sean capaces de adaptarse y persistir bajo diferentes 

esquemas de prácticas agropecuarias. Los resultados de este trabajo indican que existen 

vastas posibilidades para incrementar significativamente la FBN en D. incanum gracias a 

la selección de cepas rizobianas adecuadas adaptadas a las condiciones edafoclimáticas 

del centro y norte de Argentina y eficientes en la FBN. 
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Discusión General 
 

 

 
 

En la introducción de esta Tesis hemos mencionado que la FBN es la responsable del 

65% del N biológicamente disponible que ingresa en los ecosistemas terrestres, y que 

puede ser utilizado por las plantas, contribuyendo a la mejora y productividad de los 

cultivos. Asimismo, resaltamos la importancia económica que tiene el cultivo de 

leguminosas forrajeras en nuestro país, como así también su alto requerimiento de N. Con 

el propósito de que la planta pueda obtener este nutriente del aire, se utiliza la 

biofertilización con rizobios eficientes para asociarse con ella y fijar N2. Para que esta 

estrategia genere una respuesta significativa en el rendimiento, diversos factores deben 

conjugarse. El resultado de la biofertilización (y del proceso simbiótico) depende de 

factores diversos tales como la planta, los rizobios y el suelo, incluyendo su microbiota, 

sus características intrínsecas (estructura, pH, iones, etc.) y su heterogeneidad, expresada 

en variedad de nichos ecológicos. Esto lo vuelve un sistema complejo de estudiar. 

Particularmente, dentro del ecosistema del suelo van a estar presentes poblaciones de 

rizobios alóctonos, que van a estar compitiendo por la nodulación de D. incanum con los 

rizobios de un potencial inoculante. En tal sentido, creemos que es de vital importancia 

poder caracterizar los simbiontes locales, como etapa inicial para mejorar la eficiencia de 

la relación simbiótica entre el inoculante y el cultivo de D. incanum. 

En Argentina los pastizales nativos del Centro y Norte del país son la fuente principal 

de alimentos para el ganado, presentan una importante variación de especies, 

principalmente gramíneas y leguminosas. El beneficio de estas últimas a la productividad 

resulta no solo en mejorar el valor proteico de la dieta animal cuando es consumida 

mejorando así la producción ganadera extensiva, sino también el nitrógeno transferido a 

la gramínea en forma indirecta por muerte de sus raíces y directamente a través del 

nitrógeno fijado. Como ya hemos mencionado, en particular el género Desmodium se 

reconoce por su capacidad para adaptarse a un amplio rango de suelos y climas. Varias 

especies, entre las que se encuentra D. incanum, se destacan por su importancia como 

plantas forrajeras, su capacidad de fijar nitrógeno en asociación simbiótica con rizobios 

y su calidad de forraje. En este contexto, el estudio de la biodiversidad de rizobios 

noduladores de D. incanum es importante no solo por su papel como microsimbiontes de 

leguminosas con potencial forrajero, sino también por su importancia como factor biótico 

para el establecimiento de especies de Desmodium en nuestros suelos.  
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Muy poco se ha estudiado acerca de los rizobios simbiontes que se asocian con estas 

leguminosas. Estudios pioneros de Parker (1999) informaron el aislamiento de bacterias 

de nódulos de raíz de D. glutinosum, una leguminosa herbácea común en el este de 

América del Norte, e indicaron que albergaban genotipos similares a B. japonicum. Sin 

embargo, estas bacterias estaban estrechamente relacionadas con B. elkanii en términos 

de alelos de genes simbióticos y comportamiento en vida libre. Posteriormente, Gu et al 

(2007) avanzaron en la caracterización de rizobios de nódulos recuperados de nueve 

especies nativas de Desmodium cultivadas en regiones templadas y subtropicales de 

China. Estos autores encontraron que más del 70% de los aislamientos se identificaron 

como Bradyrhizobium de crecimiento lento, muy relacionado con B. elkanii, B. 

japonicum y B. yuanmingense, aunque también encontraron algunas cepas asociadas a 

Rhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium. En nuestro contiennte, Granada et al (2014) 

estudiaron la diversidad genética de aislamientos de rizobios noduladores de D. incanum 

recolectados en Brasil y recientemente, Xu et al (2016) analizaron 34 cepas de rizobios 

obtenidos a partir de nódulos de raíz de cuatro especies de Desmodium silvestre 

encontradas en China que informaron la presencia de aislamientos de Rhizobium, 

Pararhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium y un alto nivel de diversidad. Los 

estudios mencionados se realizaron en suelos de otros países/continentes, cuyas 

características edáficas no necesariamente coinciden con las nuestras siendo escasos los 

estudios de esta especie en la República Argentina. Hace unos años, con el fin de avanzar 

en la incorporación y mejora de nuevas alternativas forrajeras, en la Facultad de Ciencias 

Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral se inició un programa de documentación, 

conservación y valoración de recursos forrajeros nativos, entre ellos del género 

Desmodium.  
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Conclusiones y Perspectivas 
 

 

 
 

Este trabajo de tesis se inició a través de la colección de semillas, plantas, nódulos, y 

muestras de suelo de ocho poblaciones correspondientes a la especie nativa D. incanum. 

En nuestro país, las poblaciones se encontraron en diferentes tipos de suelos y clima, que 

representan distritos fitogeográficos variados. Los mismos fueron lugares elegidos para 

recolectar especímenes (Capítulo III).  

En la primera parte de esta Tesis nos focalizamos en construir y establecer una vasta 

colección de rizobios nativos noduladores de D. incanum recuperados de ocho 

poblaciones que abarcan las provincias de Entre Ríos, Misiones, Formosa, Chaco, 

Tucumán, Santa Fe y Corrientes. Las características climáticas de los sitios de colecta de 

las muestras y la comparación de las características edáficas analizadas de cada suelo 

evidenciaron que las poblaciones de D. incanum habitan naturalmente tanto en zonas de 

climas cálidos tropicales y subtropicales como así también en zonas templadas y en suelos 

de naturaleza química diferentes del centro y norte del país (Capítulo III). La 

caracterización de los suelos donde se encontró Desmodium incanum permitió evidenciar 

que existen poblaciones presentes en suelos desde arenosos, francos hasta arcillo-limosos. 

Su amplia distribución geográfica en ambientes de diferentes características edáficas 

muestra su plasticidad y hace de esta especie una forrajera promisoria para zonas 

subtropicales del país. 

En particular, un muy bajo número de nódulos pudo ser recuperado en el ambiente de 

origen de las plantas. A pesar de ello cuando en el laboratorio se cultivaron las plantas 

con los suelos provenientes de las diferentes poblaciones ensayadas, la totalidad de las 

mismas desarrolló estructuras nodulares en sus raíces, indicando la presencia en el suelo 

de rizobios nativos noduladores de D. incanum. En este estudio, se recolectaron 143 cepas 

asociadas con D. incanum y se avanzó en la caracterización de aspectos fisiológicos, 

bioquímicos y moleculares de simbiontes de Desmodium incanum recolectados en el 

campo o provenientes de ensayos de laboratorio como así también en el estudio de la 

asociación simbiótica entre ambos. 

Observamos que los aislamientos de la colección presentaron una gran heterogeneidad 

fenotípica (Capítulo IV) y diversidad genética (Capítulo V), a pesar de su sitio de origen. 

Muchos aislamientos fueron tolerantes a estreses abióticos tales como alta temperatura y 

salinidad, mientras que algunos también fueron capaces de crecer a pH extremos, tan alto 
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como 10 o ácidos como 4 (en medio agarizado). Un grupo de aislamientos de la colección 

presentó resistencias marcadas a diversas combinaciones de estreses abióticos, las cuales 

muchas veces están presentes en los sitios de nuestro país en los que habita D. incanum. 

Desde un punto de vista aplicado, la tolerancia a la temperatura mostrada por algunos de 

los aislamientos podría constituir una característica positiva, que favorecería la 

supervivencia de los rizobios tanto en la superficie de las semillas inoculadas como en 

los suelos. Además, la caracterización del germoplasma microbiano asociado a D. 

incanum utilizando la técnica de la huella dactilar nos permitió observar un alto nivel de 

diversidad genética entre los rizobios de la colección, con variaciones a nivel de dicha 

diversidad que dependieron del sitio de origen (Capítulo V). 

El análisis filogenético de rizobios simbiontes de D. incanum reveló en nuestro país, 

la presencia mayoritaria de Bradyrhizobium, resultado que fue coincidente con los datos 

disponibles de otros países. Los aislamientos noduladores de D. incanum seleccionados 

principalmente pertenecían al género Bradyrhizobium ✟� ✁✁� ✔☎ ☞✂✁✂✡✂☛✎✔ ☎✞ ☎✡ ✆☎✞ �✄�

rRNA) y estaban estrechamente relacionados con B. elkanii, B. japonicum y B. 

yuanmingense (Capítulo V). Dentro del grupo de aislamientos estudiados, solo un 

aislamiento (R. sp. P10 117) pertenecía al género Rhizobium, siendo R. tropici, R. 

rhizogenes, R. hainanense, R. multihospitium y R. lusitanum las especies evolutivamente 

más cercana (Capítulo V). Queda pendiente realizar futuros estudios que involucren un 

enfoque polifásico para arrojar luz sobre la identificación de estas cepas. 

En conjunto, nuestros hallazgos y resultados previos indican que D. incanum exhibe 

un alto grado de promiscuidad simbiótica siendo nodulado por rizobios de diferentes 

géneros / especies. Esta compleja situación, nos llevó a caracterizar el tipo de variantes 

de genes nodC presentes en aislamientos argentinos seleccionados y a investigar las 

relaciones filogenéticas con genes homólogos de otros rizobios. Rogel et al (2011), 

encontraron que las filogenias de genes nod de los rizobios correlacionaba con las 

especies de huéspedes de leguminosas.  

El análisis BLASTn de los fragmentos nodC secuenciados en este trabajo mostró una 

alta similitud de secuencia con genes nodC presentes en B. elkanii (81-95% de identidad) 

(Capítulo V), y dichas secuencias nodC se agruparon en varios clados los cuales contienen 

secuencias nodC de diversos Bradyrizobium. Desafortunadamente, no pudimos 

amplificar el alelo nodC de los aislamientos locales Rhizobium sp. P10 117 y 

Bradyrhizobium sp. P10 130, sugiriendo la existencia de variante/s nodC adicional/es 

asociada a estos simbiontes de D. incanum. Resultados diferentes encontraron Xu et al 
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(1995) quienes observaron que los genes nodC  de cuatro simbiontes aislados de 

Desmodium spp. mostraron 100% de similitud de secuencia con genes nodC de cepas 

Ensifer sp. aisladas de árboles de Leucaena en China, mientras que otras secuencias nodC 

se relacionaron con secuencias presentes en Bradyrhizobium. En conjunto, estas 

observaciones muestran que las filogenias cromosómicas y plasmídicas no siempre 

coinciden y que podría haber algún tipo de preferencia geográfica de la planta huésped 

en relación con la secuencia nodC. En este sentido, Aguilar et al (2004) observaron la 

existencia de polimorfismo en el gen nodC entre cepas de R. etli con diferentes alelos 

nodC en cepas americanas en correlación con los centros de diversificación genética de 

frijol. Estudiar si existe una nodulación preferencial de D. incanum por linajes de rizobios 

geográficamente relacionados podría proporcionar información sobre una posible 

coevolución en los centros de diversificación genética del huésped. Asimismo, para lograr 

una comprensión profunda de las primeras señales de la relación simbiótica entre rizobio 

y Desmodium spp. se necesitarán esfuerzos futuros para avanzar en la secuenciación nodC 

de más aislamientos y otros grupos de genes nod, además de la elucidación estructural de 

sus correspondientes Factores Nod.  

En el Capítulo VI mostramos que varios aislamientos pudieron mantener el 

crecimiento de la planta en ausencia de fertilización nitrogenada y algunos de ellos 

produjeron pesos secos más altos en comparación con los de las plantas fertilizadas con 

N. La eficiencia simbiótica de las bacterias nativas parece estar relacionada con las 

características específicas de cada aislamiento y no con su composición genética general, 

ya que aislamientos que mostraron diferentes propiedades simbióticas se agruparon en el 

mismo grupo del dendrograma del análisis del gen ARNr 16S (p. Ej., B. sp. P5 514, B. 

sp. P9 118 y B. sp. P9 904). Además, el análisis del peso de las raíces (ensayos con suelo) 

permitió la detección de un posible efecto promotor del crecimiento vegetal del 

aislamiento B. yuanmingense P10 130. Resta dilucidar los mecanismos que operan en la 

promoción del crecimiento de la raíz por la cepa inoculada, podría ocurrir que dicha cepa 

haya producido una o más fitohormonas, o la solubilización de fosfatos como ya se ha 

observado en otros bradyrhizobios (Ahemad & Kibret, 2014, Boiero et al 2007). Además, 

observamos que en suelo no estéril, B. yuanmingense P10 130 promovió un crecimiento 

aéreo vegetal significativamente mayor que el resto de los tratamientos inoculados, y tan 

alto como el observado en las plantas de control fertilizadas con N.  

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis constituyen una 

muy importante contribución al conocimiento a nivel funcional y molecular de los 



 

177 

 

rizobios noduladores de Desmodium incanum en ecosistemas de Argentina. Hemos 

indagado las características de la diversidad genotípica de rizobios noduladores de D. 

incanum y la posición filogenética de los simbiontes obtenidos de suelos argentinos. La 

evidencia disponible nos permitió además seleccionar el mejor candidato para 

inoculación basado en criterios selectivos diversos. En cualquier caso, la notable 

tolerancia a altas temperaturas y la amplia tolerancia al pH de B. yuanmingense P10 130, 

junto con su rendimiento simbiótico tanto en medio libre de N como en suelo no estéril, 

posicionan a este aislamiento como un potencial candidato para avanzar en la tarea de 

selección de cepas más eficientes con potencial interés agronómico como inoculante 

rizobiano de D. incanum. En este caso se requerirán evaluaciones básicas y de campo en 

diferentes condiciones edafoclimáticas de nuestro país para poder realizar un uso 

sustentable del mismo. Actualmente, nuestro grupo de trabajo está concentrado en la 

secuenciación del genoma de B. yuanmingense P10 130, a fin de avanzar en el estudio de 

las variantes alélicas de los genes de nodulación que produce esta bacteria. A partir de 

estos datos, será importante indagar si los rizobios simbiontes de D. incanum producen la 

misma familia de moléculas señal Nod o, alternativamente, si todos estos rizobios 

producen un conjunto diverso, aunque simbióticamente activo, de factores de nodulación 

a fin de lograr una comprensión más acabada sobre la señalización temprana de la relación 

simbiótica rizobio-D. incanum. Asimismo, nos proponemos avanzar en el análisis 

detallado in vitro de las potenciales actividades promotoras del crecimiento vegetal y 

además será importante evaluar si el comportamiento de este rizobio a campo refleja el 

incremento del sistema radical que hemos observado en los ensayos en el laboratorio. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que existe un amplio potencial para 

incrementar en forma significativa la fijación de nitrógeno en la simbiosis rizobio-D. 

incanum mediante la selección de cepas bacterianas eficientes y adaptadas a las 

condiciones edafoclimáticas de nuestro país. 

En base a nuestros resultados deberá apuntarse a avanzar en estudios a campo 

incluyendo, además, información sobre las distancias geográficas y/o variables 

demográficas además de las variables ambientales o de nicho. Estos modelos podrán 

luego utilizarse para planes de conservación y restauración de suelos y para tomar 

medidas y políticas de manejo de pasturas nativas. Como se mencionó en la introducción, 

el entendimiento de los procesos ecológicos, simbióticos y biológicos que mantienen el 

funcionamiento del suelo como ecosistema es imprescindible para poder realizar un uso 

sustentable del mismo.  
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