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Capacidad de fijacion de nitrégeno de estirpes
autéctonas de Mesorhizobium spp. en simbiosis con
dos poblaciones mejoradas de Lotus glaber (Miller)
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Se evalud la capacidad de nodulacion y fijacion de nitrégeno de tres estirpes de Mesorhizobium sp.
que fueron aislados de los suelos de la depresion del rio Salado, Provincia de Buenos Aires. Estas
cepas se inocularon en dos poblaciones mejoradas de Lotus glaber FA2 y FA7. Las cepas autéctonas
en simbiosis con las dos poblaciones de Lotus nodularon y fijaron mas nitrégeno que las plantas
testigo no inoculadas y que los testigos inoculados con la cepa control USDA3471. Las poblaciones
de Lotus glaber difirieron en su habilidad para desarrollar en presencia de cantidades limitantes de
nitrégeno. Se concluyé que las bacterias autoctonas, tienen una alta capacidad de fijacién de nitré-
geno y por lo tanto constituyen una fuente para la seleccion de cepas en la formulacién de inoculantes
comerciales.
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IRIBARNE, M.I., BaLacug, L.J., Diosma, G. & P. A. BaLatTi. Nitrogen fixing ability of autoctonous
Mesorhizobium strains in symbiosis with two populations of Lotus glaber (Miller). Rev. Fac. Agron.,
La Plata 103 (2): 157-164.

We evaluated the ability of Mesorhizobium strains that were isolated from the soils of the Salado
River Basin in the province of Buenos Aires. Two populations of Lotus glaber, FA2 and FA7, were
inoculated with three rizobia isolates L10, L15 and L22. The autoctonous strains nodulated and fixed
more nitrogen than uninoculated (negative) and USDA3471 inoculated (positive) control plants. The
populations of Lotus glaber differed in their ability to grow in the presence of low levels of available
nitrogen. We concluded that the soils of the Salado river basin host bacteria with high nitrogen fixing
potential that may be used in inoculant production.
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INTRODUCCION

Lotus glaber Miller (ex Lotus tenuis Waldt
et Kit) pertenece a la familia de las Legumino-
sas (Fabaceae). Esta planta se adapta a re-
giones con suelos de horizontes arcillosos que
perjudican el drenaje de agua y por lo tanto
son inundables (Mac Donald, 1946). Proba-
blemente esto contribuyé a la naturalizacién
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de la especie en las condiciones ambientales
de la Depresion del Rio Salado, constituyén-
dose asi en una de las pocas alternativas para
incrementar la produccion de forraje.

Lotus, al igual que muchas otras Legumi-
nosas, establece una asociacion simbiotica
con bacterias de los géneros Rhizobium, aho-
ra propuesto como Mesorhizobium (Jarvis et
al.,1997) y Bradyrhizobium sp. (Allen & Allen,,
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1981; Jarvis ef al., 1982) y esto resulta en un
aumento del crecimiento debido a una mayor
disponibilidad de nitrogeno (N).

La asociacion simbidtica es el resultado
de la expresion de un grupo de genes en la
planta huésped y en la bacteria, producto de
su evolucién conjunta, lo cual ha dado origen
a la especificidad planta-bacteria. Aun entre
especies compatibles, no todos los genotipos
de plantas y bacterias estan asociadas al azar,
existe una nodulacion preferencial del genoti-
po del huésped y las cepas de rhizobios que
han estado originariamente asociadas en la
naturaleza (Wilkinson ef al., 1996; Lieven-An-
toniou & Whittam, 1997). Un ejemplo de esto
es la interaccion entre ciertas estirpes de Rhi-
zobium leguminosarum y arveja (Pisum sati-
vum) cultivar Afganistan, que desarrolla nodu-
los solo cuando es inoculado con rizobios ais-
lados de su centro de origen como es la estir-
pe Tom (Lie, 1978). También se ha descripto
la existencia de genotipos de soja que restrin-
gen la nodulacion de determinados serogru-
pos de rizobios (Cregan et al.,1989). Ademas,
Lohrke et al. (1996) encontraron que la incom-
patiblidad en la soja hacia rizobios del sero-
grupo 110 esta gobernada por un alelo recesi-
vo simple.

Las estirpes de rizobios que llevan genes
de incompatibilidad también pueden inhibir o
reducir el desarrollo de nédulos inducidos por
cepas eficientes, como se ha descripto en ar-
veja, soja y trebol (Winarno & Lie, 1979; Lie
et al., 1978; Balatti & Pueppke, 1992; Lewis
Henderson & Djordjevic, 1991).

Pero ademas, el éxito de la inoculacion
depende no soélo de la calidad del inoculante
utilizado sino también de la presencia en el
suelo de cepas nativas o naturalizadas que
establezcan interacciones ineficientes y/o in-
compatibles con la planta huesped. A menu-
do estirpes eficientes incorporadas son des-
plazadas por las nativas presentes en los sue-
los, habitualmente mas competitivas (Fabia-
no & Arias, 1991).

Las cepas nativas son una fuente muy im-
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portante de seleccién porque pueden ser de
alta eficiencia, competitivas y estar adaptadas
al medio Quadrelli et al., (1997).

Por ello se esta estudiando la biodiversi-
dad de rizobios existentes en la depresion del
rio Salado, hemos realizado un gran numero
de aislamientos que han sido caracterizados
fisiolégica y genéticamente, Iribarne et al,,
(1998).

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar la capacidad de nodulacion vy fijacion de
N de tres estirpes de rizobios, aisladas de sue-
los de la Depresion del Rio Salado, en su in-
teraccion con dos poblaciones mejoradas de
Lotus glaber, denominadas FA2 y FA7.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y cultivo de las cepas

Se realizo el aislamiento de los rhizobios
de nddulos extraidos de la raiz de plantas na-
turalizadas en suelos del partido de Magdale-
na (35° Latitud Sur - 57°15’ Longitud Oeste) y
Chascomus (35°15’ Latitud sur - 57°15’ Longi-
tud Oeste) partidos incluidos en la depresion
del rio Salado. Los nédulos se desinfectaron
superficialmente con etanol al 50% durante 5,
seguido de 5’ en hipoclorito de sodio al 50% y
posteriormente fueron lavados con agua es-
téril hasta la desaparicion de los vapores de
hipoclorito. Lés nddulos se trituraron en agua
estéril y se sembraron en estrias, en medio
de cultivo Agar extracto de Levadura Manitol
(Vincent,1970) Se confirmd el aislamiento de
los rhizobios reinoculando plantulas de Lotus.
Los nodulos desarrollados permitieron reais-
lar las cepas por el procedimiento descripto y
se las numerd secuencialmente precedidas de
la letra L.

Mantenimiento de las cepas

Los aislamientos se conservaron en free-
zer a -70° C en 7% de glicerol. Réplicas de
las cepas se mantuvieron en cultivos en es-
tria a 5° C. Los aislamientos se desarrollaron
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en medio liquido extracto de levadura mani-
tol, en un agitador rotatorio a 150 rpm a 30 °C
de temperatura. La concentracion de las sus-
pensiones bacterianas se determiné midien-
do la densidad 6ptica a 625 nm en un espec-
trofotometro UV-Visible Wyer.

Cultivo de las plantas

Las semillas se desinfectaron superficial-
mente sumergiéndolas en acido sulfurico con-
centrado durante 20 minutos, luego se lava-
ron con agua estéril y se hicieron germinar en
cajas de Petri con agar-agua. A las 48 horas
las plantulas se inocularon sumergiendo las
radiculas en una suspension de rhizobios de
108 cel/ml, se trasplantaron a Jarras de Leo-
nard con vermiculita como medio de sostén y
se regaron con solucion nutritiva de Jensen
libre de N (Vincent, 1970). Las jarras se man-
tuvieron en invernaculo bajo condiciones con-
troladas de temperatura.

Capacidad de fijacion de nitrégeno

Se evalud la capacidad de fijacion de N
de tres de los aislamientos para conocer su
interaccion con dos progenies de Lotus gla-
ber provenientes de una policruza al azar,
cada una de ellas constituyen familias de me-
dio-hermanos, denominadas “FA2” y “FA7” del
programa de mejoramiento del Area de Ge-
nética.

Las cepas utilizadas fueron L10, L15, L22
y la actividad de éstas se comparo con un con-
trol negativo no inoculado y un control positi-
vo utilizando la cepa USDA3471.

El cultivo de las planta y la inoculacion se
realizaron siguiendo los protocolos descriptos,
realizandose 30 repeticiones por tratamiento .
Alos 60 dias se retiraron las plantas y se eva-
lué, como parametro de la fijacion de nitroge-
no, el numero y peso seco de los nédulos, el
peso seco de la parte aérea y la actividad de
la nitrogenasa. Esta ultima se determind so-
bre seis plantas de cada tratamiento, por me-
dio del ensayo de la reduccion del acetileno.
Un ml de muestra se analizd con un cromato-

grafo de gases Konic 3000 equipado con una
columna de 1/8 pulgadas por 6 pies de largo,
rellena con Porapak Q y equipado con un de-
tector de ionizacion de llama. Los resultados
se expresaron en umoles de etileno produci-
do por planta y por hora. Los ensayos se repi-
tieron una vez y los parametros evaluados se
analizaron estadisticamente por medio del
Andlisis de la Varianza estableciéndose la di-
ferencia minima significativa (DMS) al 5y 1%
(Snedecor, 1980).

RESULTADOS

La produccion de materia seca de las dos
poblaciones ensayadas, FA2 y FA7 fue, tal cual
era de esperar, mayor en las plantas inocula-
das que en los testigos no inoculados (Fig.1A
y 1B). Es interesante destacar que las plantas
control no inoculadas de la poblacion FA2, pro-
dujeron un 100% mas de biomasa aérea que
el control de la poblacion FA7 (Fig.1A y 1B).
La inoculacion de las diversas cepas resultd
en incrementos variables de la produccion de
materia seca que sugiere una capacidad dife-
rencial de los rizobios para fijar N (Fig.1A y
1B). Las plantas que produjeron mayor canti-
dad de materia seca en las dos poblaciones
de Lotus fueron aquellas inoculadas con la
estirpe L22 y L10 (Fig.1A y 1B). En la pobla-
cion FA2 las plantas inoculadas con estas ce-
pas, produjeron una biomasa significativamen-
te superior al testigo no inoculado y a las plan-
tas inoculadas con USDA3471. Por otro lado,
las plantas de Lotus inoculadas con la cepa
L15 sintetizaron menos materia seca aunque
ésta no fue significativamente diferente de la
producida por las plantas inoculadas con las
estirpes L22 y L10. Las plantas de la pobla-
cion FA7 inoculadas con las estirpes L22y L10
también produjeron mas materia seca, pero
en este caso hubo diferencias significativas
también con la cepa L15, aunque ésta y
USDA3471 fueron superiores al testigo no ino-
culado.
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Figura 1. Peso seco de la parte aérea (en mg). Los
datos son el promedio de 25 repeticiones por trata-
miento. Los datos son representativos de los resul-
tados obtenidos en los dos ensayos realizados. La
barra indica diferencias significativas al nivel del 5%.
A) representan los valores obtenidos para la pobla-
cion FA2 de Lotus glaber; B) representan los valo-
res obtenidos para la poblacion FA7 de Lotus
glaber. L10, L15 y L22 son los aislamientos de
rizobios utilizados. Se realizaron dos tratamientos
control, uno no inoculado y otro inoculado con la
cepa control USDA3471 de la coleccion de cepas
del USDA, Beltsville Maryland, USA.

Shoot dry matter biomass (mg). Means resulted from
the analysis of 25 replicates per treatment. Num-
bers are representative of the two experiments per-
formed. A) shoot dry weight of inoculated popula-
tion FA2 plants; B) shoot dry weight of inoculated
Lotus propulation FA7 plants. Plants were inoculated
with isolates L10, L15 , L22 and control strain
USDA3471 (USDA Beltsville,Maryland, USA). The
bar represents the LSD (least significant difference)
at the 5% level.
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La capacidad de fijacion de N esta en fun-
cion de la masa, numero y actividad de los
nodulos desarrollados en las raices de las
plantas. En la poblacién FA2, la estirpe L22
indujo una cantidad significativamente mayor
que las estirpes L10, L15y USDA3471, lo que
no se vio reflejado en el peso seco de los mis-
mos, que si bien fue mayor en las cepas L22 y
L10, solo ésta ultima mostro diferencias signi-
ficativas con L15 (Fig.2A).

En la poblacion FA7 el numero de nodu-
los formados fue mayor en las plantas inocu-
ladas con las estirpes L10 y L22, aunque sélo
la cepa L10 presento diferencias significativas
respecto de las estirpes L15 y USDA3471
(Fig.2B). El peso seco de los nddulos induci-
dos por las estirpes L10 y L22 fue significati-
vamente mayor que el de plantas inoculadas
con las estirpes L15 y USDA3471 (Fig.2B).

En uno de los experimentos sdlo dos plan-
tas testigo no inoculadas de la poblacion FA 7
desarrollaron nédulos en el extremo de raices
secundarias, esto sugiere que las cepas con-
taminantes infectaron tardiamente las plantas,
ya que los que desarrollaron inducidos por la
inoculacién se concentraron mayoritariamen-
te en el cuello de la raiz. Los riesgos de con-
taminacién son altos cuando se trabaja con
Lotus, ya que debido a su lento crecimiento,
los ensayos tienen una duracion de por lo
menos dos meses.

El ensayo de la reduccion de acetileno
permitié evaluar la actividad de fijacion de N
de la masa nodular. En la poblacion FA2 se
encontroé que los niveles de actividad de las
tres estirpes aisladas son similares y que el
control positivo USDA3471 mostré diferencias
significativas con L10 y L15 (Fig.3A). La ino-
culacion de la poblacion FA7 con cualquiera
de las estirpes mencionadas resulté en valo-
res similares de actividad de la enzima (Fig.
3B). Sin embargo, es interesante destacar que
la poblaciéon FA7 interactuando con cualquie-
ra de las estirpes produjo cantidades mayo-
res que las plantas de la poblacion FA2 ino-
culadas con los mismos rizobios (Fig. 3B).
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Se establecio la correlacion entre el peso
seco de ndédulos y el peso seco de la parte
aérea. Se encontré que ésta fue positiva para
la poblacién FA2 (r= 65%, P < 0,05) y para la
poblacion FA7 (r= 91%, P < 0,05). Esto sugie-
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Figura 2. Numero de nddulos de las poblaciones
mejoradas de Lotus glaber FA2 y FA7 inoculadas
con las estirpes L10, L15 y L22. Los valores son
promedio de 25 repeticiones por tratamiento. El tra-
tamiento control no presentd nddulos excepto en
dos plantas. A) Nodulacion inducida en la pobla-
cion FA2; B) nodulacion inducida en la poblacion
FA7. Las barras indican diferencias significativas al
nivel del 5%.

Nodule number of Lotus glaber plants inoculated
with rhizobia isolates. Plants were inoculated with
L10, L15, L22 and USDA 3471. The number of
replicates per treatment was n = 25. Only two of the
uninoculated control plants developed nodules due
to contamination. A) Nodulation of the plants
belonging to the FA2 population; B) Nodules
developed on plants from the FA7 population. The
bar represents the LSD at the 5% level.

re que el numero de nédulos puede explicar
so6lo el 65% y el 91% de la produccion de ma-
teria seca en la poblacion FA2 y FA7, respec-
tivamente. No se encontro correlacion signifi-
cativa entre el peso seco de la planta y la ac-
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Figure 3. Peso seco de los nddulos en plantas de
las poblaciones mejoradas de Lotus glaber FA2 y
FA7, inoculadas con las estirpes L10, L15 y L22.
Los valores son promedio de 25 repeticiones por
tratamiento. El tratamiento control no presento
ndédulos excepto en dos plantas. A) Nodulacién in-
ducida en la poblacion FA2; B) nodulacion inducida
en la poblacion FA7. Las barras indican diferencias
significativas al nivel del 5%.

Nodule dry weight of Lotus glaber plants from the
FA2 and FA7 population plants, inoculated wth
rhizobia isolates L10, L15, L22 and USDA3471. The
number of replicates per treatment was n = 25. A)
Nodule dry weight of plants from the FA2 population;
B) Nodule dry weight of plants from pupulation FA7.
The bar represents the LSD at the 5% level.
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tividad de la nitrogenasa, aunque es intere-
sante destacar que estos valores tampoco
correlacionaron significativamente con el nu-
mero y el peso seco de los nédulos.
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Figura 4. Actividad de fijacién de nitrégeno deter-
minada por el ensayo de la reduccion del acetileno.
Los valores son representativos de dos ensayos.
El numero de repeticiones por tratamiento fue de n
= 6. El acetileno se expresa en umol planta’. h'. El
testigo no mostro niveles de reduccion de acetileno
excepto en los dos controles contaminados en los
que se detecto actividad enzimatica. La barra indi-
ca la diferencia minima significativa al nivel del 5%.
A) actividad enzimética de las plantas de la poblacion
FA2; B) actividad enzimatica de la poblacion FA7.

Nitrogen fixation activity measured by the acety-
lene reduction assay. The values are from Experi-
ment 1 and are representative of the replicate
experiment.The number of replicates was n = 6.
Acetylene was expressed as umol plant’.h'. Ex-
cept for the two contaminated controls, control plants
did not have nitrogenase activity. The bar indicates
the LSD at the 5% level. A) Nitrogen fixing ability of
population FA2 plants; B) Nitrogen fixation of popu-
lation FA7 plants.
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DISCUSION

Uno de los factores que condicionan la
productividad de las plantas es la disponibili-
dad de N. Las leguminosas forrajeras fijan N
atmosférico en simbiosis con los rizobios del
suelo, por esto la produccion de forraje de-
pende de la eficiente interaccién planta-bac-
teria (Pankhurst & Layzell, 1984; Kallenbach
et al., 1998).

La relacion simbidtica que se establece
entre los rizobios del suelo y el Lotus glaber,
es el resultado de la interaccion de los geno-
mas de los dos organismos. Por ello se estu-
dio la interaccion de dos poblaciones de Lo-
tus, genéticamente distintas, con estirpes de
rizobios aisladas de los suelos de la depre-
sion del rio Salado.

La poblacion de Lotus glaber FA2 apare-
ce como mas eficiente en el uso del N. Esto
esta demostrado por los valores de peso seco
que alcanzaron las plantas testigo no inocula-
das, que fué un 100% mayor en la poblacién
FA2 que en la FA7 (Fig.1A y 1B). Ademas,
aunque la actividad de fijacion de N determi-
nada en los nédulos de la poblacion FA7 fue
muy superior a aquella encontrada en los n6-
dulos inducidos en la poblacion FA2 (Fig.3A'y
3B), la biomasa aérea de las plantas pertene-
cientes a las dos poblaciones fue similar con
cada una de las bacterias inoculadas. Por ul-
timo otro indice de una mayor eficiencia en el
metabolismo del N es el analisis de correla-
cion realizado entre el peso seco de los nédu-
los y el peso seco de la parte aérea. Este indi-
c6 que hay una correlacién positiva entre es-
tos parametros pero es mas baja para la po-
blacion FA2 (65%), que para la poblacion FA7
(91%). Esto sugiere que en la poblacion FA2
la produccion de materia seca depende en
menor medida de la masa nodular, lo que ade-
mas se manifiesta en el peso seco del testigo
no inoculado. Kallenbach et al.(1998) encon-
traron que ciertos cultivares de Lotus cornicu-
latus se diferenciaban en la eficiencia con que
utilizaban el N para su crecimiento. Esto lo
atribuyeron en gran medida a las condiciones
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ambientales de los lugares de origen de estos
cultivares.

Las estirpes L22 y L10 fijaron una mayor
cantidad de nitrégeno cuando interactuaron
con las dos poblaciones de Lotus, lo que re-
sulté en un mayor crecimiento de la planta,
caracter muy importante por tratarse de una
leguminosa forrajera. La cantidad de nitrége-
no aportado por las estirpes L15y USDA3471,
no fue suficiente como para inducir en las plan-
tas un crecimiento significativamente mayor
que los controles no inoculados .

El peso seco de los ndédulos fue superior
en las plantas de las dos poblaciones que fue-
ron inoculadas con los rhizobios L22 y L10,
las estirpes L15 y USDA3471 nodularon po-
bremente las plantas (Fig.2A y Fig.2B). De la
misma manera que Duhigg et al. (1978) en
alfalfa y Kallenbach et al. (1998) en Lotus cor-
niculatus, se encontré una correlacién positi-
va y altamente significativa entre el peso seco
de la parte aérea y el peso seco de nédulos.
La produccion de una mayor cantidad de bio-
masa es una caracteristica deseable, que en
este caso es obvio que es el resultado de una
mayor disponibilidad de N. El mayor peso seco
de nodulos no fue el resultado del desarrollo
de un numero significativamente mayor de
nédulos, lo que no sélo surge del analisis de
las Fig. 2A, 2B, 3A y 3B sino también por que
se encontrd una baja correlacion de estas va-
riables (datos no presentados).

La actividad de la nitrogenasa sugiere que
la estirpe control USDA3471 fija mas N que el
resto de las cepas lo cual no se reflejé en au-
mentos del peso seco de la planta. Kallenba-
ch et al. (1998) describieron una situacion si-
milar en Lotus corniculatus y basandose en
esto sugirieron que la actividad de la enzima
no es limitante. Sin embargo, es de destacar
que la actividad de la nitrogenasa indica el
comportamiento de la misma en un momento
y condiciones ambientales determinadas, que
no necesariamente reflejan su actividad du-
rante todo el ensayo. En contraposicion, la
acumulacion de biomasa aérea es el resulta-
do, entre otras cosas, de la disponibilidad de

N durante el periodo del ensayo y por ello pue-
de describir mejor lo ocurrido.

Si bien existen algunas diferencias entre
las cepas en su interaccion con cada pobla-
cion, el comportamiento de las parejas sim-
bioticas fue similar. Lieven-Antoniou & Whittam
(1997) consideraron que cuando el comporta-
miento de los rizobios no difiere en distintos
genotipos de huéspedes, los patrones de no-
dulacion estarian determinados por las cepas.
Teniendo en cuenta ésto podriamos sugerir
que las diferencias se deben a la capacidad
intrinseca de las cepas para interactuar con
el hospedante. Considerando ademas que la
concentracién del inéculo fue similar en todos
los tratamientos, los resultados solo podrian
verse influenciados por la capacidad de las
cepas para sobrevivir y por su velocidad para
iniciar la nodulacion.

CONCLUSIONES

Se concluye que los suelos de la depre-
sion del rio Salado albergan estirpes con ca-
pacidad de fijacion de nitrégeno similares o
superiores a aquellas seleccionadas y carac-
terizadas como es la USDA3471, por lo tanto
constituyen una fuente de recursos de nue-
vas cepas .

Las poblaciones de Lotus que desarrollan
mejor en presencia de cantidades limitantes
de N, como FA2, probablemente cuenten con
ventajas adaptativas. Ante situaciones de ane-
gamiento, que ocurren con frecuencia en la
depresién del rio Salado, la fijacion de N se
veria limitada por falta de oxigeno, entonces
las plantas con un metabolismo de N mas efi-
ciente, podrian verse menos afectadas. Mas
aun, la planta de Lotus glaber probablemente
deba atravezar los primeros estadios del creci-
miento en presencia de escasa cantidad de N,
debido probablemente a la tardia nodulacion
de esta especie (Montes & Cauhépé, 1985).

Teniendo en cuenta estos resultados se
estan realizando nuevos aislamientos de sim-
biontes del Lotus y estudios sobre la interac-
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cion de estos rizobios con otras poblaciones
de Lotus glaber.
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