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INTRODUCCION

Las simbiosis fijadoras de nitrdgeno mas importantes son las que se establecen entre
las raices de leguminosas y bacterias de diferentes géneros denominadas
colectivamente rizobios. Entre las leguminosas forrajeras nativas con reconocido
potencial productivo se destaca el género Macroptilium, plantas herbaceas anuales o
perennes y de ciclo primavero-estivo-otofial. Macroptilium erythroloma (Bentham)
Urban, crece en las regiones fitogeograficas Paranaense, Yungas y Chaquefia (Juarez
y Perez, 1987) y se destaca por su produccién y capacidad de rebrote (Fernandez y
col. 1988).

Un factor determinante del establecimiento exitoso de las leguminosas forrajeras es
una efectiva fijacion biologica de nitrégeno a través de la simbiosis con rizobios
noduladores (Armstrong y col. 1999). La caracterizacion fenotipica de los rizobios
adaptados a condiciones estresantes constituye una de las primeras etapas para la
obtencion de un inoculante eficiente.

OBJETIVOS

El objetivo de la presente investigacion fue el aislamiento y la caracterizacion
fenotipica y funcional de los rizobios simbiontes de M. erythroloma.

METODOLOGIA

Se colectaron nédulos de plantas de M. erythroloma a partir de ensayos de laboratorio
en cadmara de crecimiento, en condiciones controladas (28°C de temperatura,
fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad), empleando suelos provenientes de las
localidades de General Obligado, provincia de Santa Fe (28°18'S, 59°16'W) y Santa
Tomé, Corrientes (28°07'S, 56°03'W), con buena aptitud potencial para el cultivo de
esta leguminosa. Los sitios de muestreo correspondieron a Santa Tomeé, Provincia
Fitogeografica Paranaense, con clima calido y himedo, y suelos ultisoles, y a General
Obligado, provincia fitogeografica Chaquefia, con clima célido subtropical y suelos
alfisoles. Se tomaron muestras de suelo y se utilizé el cv. Don Augusto de M.
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erythroloma como “planta trampa” para la obtencién de los nédulos.
Aislamiento y purificacion de los rizobios. Caracteres culturales

El procesamiento de los nédulos y aislamiento de rizobios se realiz6 segun Vincent
(1970). Los nodulos se desinfectaron, maceraron y sembraron en cajas de Petri con
Agar Extracto de Levadura Manitol (LMA) e indicador rojo Congo (Vincent, 1970).
Posteriormente, fueron incubadas a 28°C durante 10 dias y repicadas hasta colonia
pura, confirmando la pureza por su escaso 6 nulo crecimiento en medio Peptona-
glucosa- agar (PGA). Los aislados fueron autenticados por su habilidad de formar
nddulos en la planta huésped (Vincent, 1970) y conservados en tubos a -20°C.

Los rizobios se caracterizaron fenotipicamente a través de caracteres culturales (CIAT,
1988). Las caracteristicas morfoldégicas y respuesta a la tincibn de Gram se
observaron a través de un microscopio 6ptico. La velocidad de crecimiento, se evalu6
visualmente segun Jordan (1984), determinando el tiempo de apariciéon de las colonias
en placas incubadas en estufa a 28°C.

Produccion de acido 6 base

De cada aislamiento proveniente de medio LMA sélido se tom6é una asada y se
sembr6 en caldo LMA (pH 6,8) e indicador azul de bromo timol (0,5% en NaOH
0,016N). Los aislados fueron incubados en estufa a 28°C, durante diez dias y se
observé el cambio de color a azul (alcalinidad) 6 amarillo (acidez).

Crecimiento a diferentes temperaturas, concentraciones de NaCl y pH vy
resistencia intrinseca a antibioticos

Los aislamientos se hicieron crecer en medio LMA y se incubaron a 28°C, 32°C, 35°C,
37°C y 40°C. La tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl y pH se determiné en
placas con medio LMA conteniendo 0,01; 0,5; 1; 2 y 3% (p/v) de NaCl y con el pH
ajustado a 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Para la resistencia intrinseca a antibiéticos se
sembraron los aislamientos en medio LMA con adicién de los siguientes antibidticos:
Ampicilina (20 y 40ug/mL), Kanamicina (10 y 40ug/mL), Gentamicina (5 y 20ug/mL) y
Estreptomicina (20 y 100ug/mL). Los antibidticos se adicionaron al medio de cultivo
luego de ser esterilizado en autoclave.

Para todos los estudios de autenticacion y caracterizacion morfolégica, fisiolégica y
bioquimica se emplearon las cepas de referencia: B. liaoningense USDA 3622T, B.
elkani USDA 76T B. yuanmingense CCBAU10071T, E. fredii USDA 205T y R. tropici
CIAT 899T. Se realiz6 un analisis multivariado para la estimacion del patrén de
variacion entre las cepas a partir de una matriz de 27 caracteres por 32 aislados. Para
el andlisis de agrupamiento se empled la distancia de Jaccard, generando un
dendrograma (UPGMA). Los andlisis se realizaron con el paquete estadistico Infostat
(Di Rienzo y col., 2013).

RESULTADOS

En el presente trabajo, a partir de los ensayos de crecimiento en camara bajo
condiciones controladas fueron colectados nddulos de M. erythroloma con diferentes
suelos. En la Tabla 1 se detallan las caracteristicas quimicas de los suelos de origen.
Tabla 1: Propiedades quimicas de los suelos de origen de la coleccién de rizobios
noduladores de plantas de M. erythroloma.



Sitio de origen Materia Nitrégeno Fésforo pHd
(Localidad, provincia) QOrganica?(%) organico total?(%) | asimilable® (ppm) | (rel.2:1)
Santa Tomé, Corrientes 2,97 0,114 6 54
General Obligado, Santa Fe 4,90 0,227 22 6,2

a: Walkey y Black, (1934). b:Kjeldhal, AOAC, (1990). ecBray y Kurtz, (1945).  d: potenciometria MAG, (1982
Se conform6é una coleccion de treintaidés aislados, dieciocho recuperados de
Corrientes y catorce de Santa Fe. Mediante la tincibn Gram se observd que la
morfologia de las células se correspondia con las descriptas para los rizobios. Se
observaron bacilos finos, Gram negativos y sin presencia de esporas. Los aislados
presentaron crecimiento lento y las colonias se caracterizaron por ser menores a un
milimetro, circulares, con bordes regulares y color naranja traslucido.

Los aislamientos provenientes de Santa Fe, mostraron una marcada aptitud de
crecimiento a altas temperaturas, ya que el 57% de los aislados presentd crecimiento
a 37°C y tres cepas a 40°C. Las cepas de la coleccién presentaron crecimiento éptimo
en un rango de pHs 5 a 8. Ademas el 57% de los aislados de Santa Fe, mostraron
tolerancia a 0,5% de NaCl mientras que el 16% de las cepas de Corrientes pudieron
crecer en moderadas concentraciones de sal. En relacion a la resistencia intrinseca a
antibidticos, las bacterias simbiontes manifestaron resistencia a diferentes
concentraciones de Ampicilina y Gentamicina. Cabe destacar que, el 70% de los
aislados de Santa Fe fueron resistentes a Kanamicina (10 ug/ml) y la cepa MeSF2.6
también mostro resistencia a Estreptomicina (20 y 100ug/mL).

El dendrograma de la Figura 1 elaborado con base a 27 atributos relacionados a la
velocidad de crecimiento, tolerancia a diferentes temperaturas, rangos de pH, acidez o
alcalinidad, concentracion de sales y resistencia a diferentes antibiticos permitio
reconocer seis grupos principales de actividad metabdlica.
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Figura 1: Dendrograma UGMA de las cepas autéctonas y de referencia relativos a todas las
caracteristicas fenotipicas provenientes de M. erythroloma (MeC: cepas procedentes de Corrientes,
MeSF: cepas provenientes de Santa Fe).

El grupo I incluyo la cepa de referencia R. tropici, de crecimiento rapido, productora de
acidez, tolerante a pH &cido y a una temperatura de crecimiento de 37°C. Ademas



presento resistencia a Ampicilina, Gentamicina y Estreptomicina (100 ug/mL). El grupo
Il estuvo representado por doce aislamientos recuperados del suelo de Corrientes, que
se caracterizaron por crecer en un rango de pHs 5 a 8, no toleraron concentraciones
de NaCl superiores a 0,01g/L y mostraron resistencia a los antibiéticos Ampicilina y
Gentamicina. En este grupo la cepa MeC 2.1 se destacé por su produccion de acidez y
resistencia a Kanamicina. El grupo Il incluyé la cepa de referencia E. fredii y dos
aislamientos recuperados de Corrientes, que se caracterizaron por crecer a
temperaturas hasta 35°C, en pHs 5 a 9 y tolerar 1% de NaCl. El grupo IV esta
representado por dos cepas de Santa Fe y una de Corrientes, que toleraron elevadas
temperaturas (40°C), 1% de NaCl y mostraron resistencia a Ampicilina, Gentamicina y
Kanamicina (10 pg/mL). El grupo V incluyé quince cepas nativas, representado por
doce aislamientos recuperados de Santa Fe, que se caracterizaron por producir
alcalinidad, crecer a temperaturas hasta 35°C, pH 5-8 y presentar sensibilidad a la
salinidad. El grupo VI esta integrado por las cepas de referencia B. elkani, B.
liaoningense y B. yuanmingense, de crecimiento lento, productoras de alcalinidad y
sensibles a pH extremos, salinidad y todos los antibiéticos ensayados.

CONCLUSIONES
Se han hallado rizobios con capacidad de crecimiento a 40°C, a pH 9y a 1% (p/v) de
NaCl. Las evidencias disponibles permitiran seleccionar aislamientos representativos
de la diversidad colectada hacia su caracterizacion simbidtica en camaras de
crecimiento controlado de cultivo y como inoculantes en condiciones reales de campo.
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