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INTRODUCCION

Lafijacién biolégica del nitrégeno atmos-
féricoesrealizada por tres grupos de orga-
nismos procariéticos: bacterias, actinomi-
cetes y cianobacterias o algas verdes azu-
ladas. Pueden ser de vida libre o vivir
asociados a plantas superiores. Se calcula
que el aporte de nitr6geno combinado,
procesado por estos microorganismos, es
del orden de las 180 millones de toneladas
anuales, correspondiendo lamayor parte a
las procariontes que viven asociados a las
raices de leguminosas y a las de arboles y
arbustos no leguminosas.

Muchas leguminosas arbdreas y arbus-
tivas nativas son a menudo componentes
importantes de nuestros ecosistemas 4ri-
dos y semidridos. La mayoria de ellas
suelen desarrollar sistemas radicales pro-
fundos y poseen adaptaciones fisioldgicas
al estrés hidrico y salino. Cuando sus rai-
ces se asocian a organismos del suelo
fijadores de nitrégeno, dan origenaestruc-
turas especializadas, lo nédulos radicales,
lugar donde se produce la fijacién y trans-
formacién del nitrégeno. Esta facultad,
unida a las caracteristicas mencionadas,
favorecen la sobrevivencia y productivi-
dad de dichas especies en ambientes 4ri-
dos, a 1a vez que enriquecen el contenido
de nitrégeno del suelo. Todos estos cono-
cimientos han ido acrecentando el interés
por la forestacién y reforestacion de nues-
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tros ecosistemas 4ridos y semiéridos, me-
diante el empleo de leguminosas lefiosas,
para la produccién de madera, forraje,
estabilizacién de médanos y mejoramien-
to del suelo.

En terrenos poblados de leguminosas
nativas tales como, algarrobo dulce (Pro-
sopis flexuosa), algarrobo blanco
(P.chilensis), alpataco o algarroba bruta
(P.alpataco), algarrobo del guanaco
(P.argentina), caballo del diablo o cande~
loro (Prosopidastrum globosum), chafiar
brea (Cercidium praecox), chafiar (Geo-
froea decorticans), y otras especies, pue-
den encontrarse bacterias del género Rhi-
zobium, potencialmente fijadoras de nitr6-
geno atmosférico.

En programas de forestacién orefores-
tacién con leguminosas nativas, es impor-
tante utilizar especimenes con raices no-
duladas o inoculadas con la bacteria apro-
piada, para asegurarse que la planta tenga
éxito en el ambiente particular al cual vaa
ser trasplantada.

La prictica de inoculacién con el orga-
nismo fijador de nitrégeno es frecuente
cuando se trata de herbaceas anuales, por-
que-se dispone de cultivos de rizobios
especificos. En el caso particular de las
leguminosas arbéreas, ain no se dispone
comercialmente de cepas de Rhizobium
adecuadas (Arce y Balboa, 1986), y las
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existentes pueden resultar poco infectivas
y/o efectivas en la nodulacién y/o fijacion
del N2. Para el caso de nuestros Prosopis
las pocas cepas de rizobios disponibles han
sido aisladas de nédulos radicales de espe-
cies de Prosopis que crecen en otras latitu-
des, bajo condiciones climéticas distintas
y en suelos con diferentes caracteristicas
fisico-quimicas.

Elobjetivo de este trabajo fue determi-
nar lapresencia de Rhizobium en suelos de
poblaciones nativas de Prosopis chilensis
Y Prosopis flexuosa, como asi también
aislar, cultivar y caracterizar las cepas del
endosimbionte,

MEeTopoLoaia

Elmétodo consiste en utilizar plantulas de
estas especies como “atrapadoras” del mi-
crosimbionte, cultivandolas en suelos ex-
traidos de zonas donde crecen poblaciones
nativas de algarrobos. Luego de un tiempo
de efectuada la siembra se examina el
sistema radical para determinar la presen-
cia 0 no de nédulos.

Semillas

Para el estudio se utiliz6 semillas de diver-
sas especies de Prosopis, provenientes de
diferentes zonas: Prosopis flexuosa: Na-
cufian (Santa Rosa, Mendoza), P. chilen-
sis: Sierra de Villicum (Albard6n, San
Juan), P. argentina: Puesto El Llaullin
(Lavalle, Mendoza), P. alpataco: Asun-
cién (Lavalle, Mendoza) y Prosopidas-
trum globosum: Asuncién (Lavalle, Men-
doza).

Las semillas se escarificaron siguiendo
la técnica del pinchado o de inmersién en
agua hirviendo durante tres minutos.

Posteriormente se colocaron a germi-
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nar 20 semillas de cadaespecie, encajas de
Petri preparadas con algodén y papel de
filtro humedecidos con 10 ml de una solu-
cién fungicida (benomil 1,2 g/l agua). La
germinacién se llevo a cabo en estufa a
temperatura constante de 30° C. Las semi-
llas germinadas se llevaron a maceta cuan-
do la radicula super6 1 ¢m de longitud.

Suelos

Se tom6 muestras de suelos extraidas de
los primeros 30 cm de profundidad, provi-
niendo de las localidades de: Asuncién
bajo el dosel de P. flexuosa, P. alpataco 'y
Prosopidastrum globosum,

Puesto El Llaullin bajo el dosel de P.
argentina,

Nacufian bajo y fuera el dosel de P.
flexuosa,

Las Tumanas bajo el dosel de P.
chilensis.

Los suelos se caracterizaron fisico-
quimicamente mediante la determinacién
de: Nitrégeno orgénico (método Kjeldahl),
Fésforo disponible (extraccién con CO,,
usando reactivo sulfomolibdico y por
espectrocolorimetria), Conductividad eléc-
trica (mediante conductimetro WTW mo-
delo LF DIGI 550), pH (en extracto a
saturacion con peachimetro KANE MAY
model 7001), textura (método de la pipeta)
y Nitratos (mediante electrodo especial
para nitratos ORION).

Siembra

Se emplearon envases de polietileno trans-
parente de 30 micrones de espesor, 30 cm
de longitud y 10 cm de didmetro. El suelo
previamente homogeneizado se mezclé
con vermiculita en una proporcién de 3:1

(v/v).
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Encadamaceta se colocaron tres semi-
llas germinadas, raledndose una vez
enraizadas las plantulas dejando una por
maceta. Las macetas se colocaron en c4-
mara de crecimiento a temperatura cons-
tante de 30° C y con luz continua de una
intensidad de radiaci6n fotosintéticamen-
te activa de 110 pE s m2,

Las macetas se regaron durante las
primeras semanas con solucién nutritiva
carente de nitrégeno (Hoagland diluida a
1/4) para suplir posibles deficiencias de
nutrientes de los suelos y facilitar asi la
nodulacién. Posteriormente se continud el
riego con agua corriente, alternando con
aguadestilada paraevitar posible saliniza-
cién.

Las semillas se sembraron en suelo
obtenido bajo el dosel de la planta madre,
y en suelo obtenido bajo el dosel de otra
especie (siembra cruzada), a fin de esta-
blecerlacapacidad infectiva, generalistao
no, delascepas derizobios que se pudieran
determinar. Las variantes de siembras efec-
tuadas se indican en la tabla 2.

Lasmacetas fueron llevadasainverna-
culo a los sesenta dias de la siembra.

Extraccion de nodulos

Transcurrido unos meses de la siembra se
cosecharon plantas, para lo cual se lavé el
suelo con agua corriente a fin de evitar
rotura de nédulos durante la extraccién.

Se examind el sistema radical en cuan-
to a la formacién o no de nédulos; ademas
se registré forma, color, tamario y ubica-
cién de los nédulos en larafz. Los nédulos
obtenidos s¢ los conservé en tubos de
ensayo en cuyo fondo se coloc6 una capa
de silica-gel como desecante, luego una de
algodén y sobre este los nddulos.
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Aislamiento de rizobios, cultivo y
caracterizacion

Los nédulos conservados en los tubos de
ensayo se rehidrataron embebiéndolos en
agua destilada durante 1-2 horas. Poste-
riormente se efectué varios lavados con
agua estéril para eliminar restos de suelo y
otros contaminantes. Inmediatamente se
sumergieron 5-10 segundos en alcohol
etilico 96° y seguidamente en hipoclorito

- de sodio al 3% durante 4-6 minutos, para

desinfectar la superficie. Se completé el
lavado con agua estéril. La siembra para
cultivo bacteriolégico se realizé en medio
de cultivo liquido, compuesto de 0,4 g de
extracto de levadura, 10 g de manitol, 0,5
gde PO,HK,, 0,2 g de SOMg.7H,0y 0,1
g de CLNa; enrasando a 1 litro con agua
destilada y esterilizando en autoclave a
120° C durante 30 minutos.

Las cajas inoculadas se incubaron en
estufa a 28°C. Al observarse enturbia-
miento se colectd el material y se siembré
en cajas de Petri conteniendo el medio de
cultivoadicionadode agararazénde 15 g/lde
mediode cultivo. Se observé silosrizobios
aislados eran de crecimiento rapido (for-
maban colonias a los 2-5 dias) o lento
(formaban colonias entre 5-15 dias). De
estas colonias se hicieron subcultivos en
cajas de Petri que contenian LMA (extrac-
to de levadura-manitol-agar), para purifi-
car y seleccionar las cepas més tipicas.
Luego de 3-4 subcultivos de las cepas se
observd casi siempre un crecimiento muy
homogéneo, momento en que se considerd
que la cepa estaba purificada. Se registré
entonces forma, tamaiio, textura, color,
etc. de las colonias de cada cepa.

Las determinaciones que se realizan a
fin de identificar y caracterizar las cepas
incluyen la coloracién de Gram (los rizo-
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bios son Gram negativos y no producen
esporas); cultivo en medio LMA + rojo
Congo (los rizobios no absorben general-
mente el rojo Congo cuando se incuban en
oscuridad, permaneciendo blancas o lige-
ramente rosadas); cultivo en medio LMA
de pH 6,8 + azul de bromo timol (los
rizobios de crecimiento lento producen
alcalinidad, haciendo virar el medio a
color azul; los rizobios de crecimiento
rdpido producen acidez y la coloracién
cambiaal amarillo); cultivo en medio agar-
peptona-glucosa (los rizobios no se desa-
rrollan bien en este medio).

Las cepas obtenidas se conservaron en
medio exiracto de levadura-manitol-agar
a5°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas fisico-quimicas de
los suelos empleados

En general el contenido de nitr6geno orgé-
nico es relativamente bueno (Tab. 1) en
relacién a la textura (arenosa a franco-
arenosa).

Los suelos de Asuncién, obtenidos bajo
eldoselde P. globosum; de El Llaullin y de
Nacufian, obtenidos fuera del dosel de P.
flexuosa, son muy pobres en nitrégeno.

El fésforo disponible fue pobre en la
mayoria de los suelos, con excepcién del
obtenido en el Puesto El Llaullin que
super6 los 12 ppm. La salinidad (conduc-
tividad eléctrica del extracto a saturacién)
result6 baja (menor a 2000 pS/cm a 25°C)
para todos los suelos, excepto el de Asun-
cién obtenido bajo el dosel de P. alpataco
que resultS salino (mas de 7500 pS/cm).
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Nodulacion

Se constaté la formacién de nédulos en la
mayoria de las especies analizadas (Tab. 2),
excepto en P. chilensis cultivado en suelo
de Asuncién (bajo dosel de P. alpataco) y
en suelo mezcla de Nacufian-Asuncién
(bajo dosel de P. flexuosa). Esto indicaria
cierta especificidad para la asociacién
Rhizobium-P.Chilensis, especie esta que
alcanzd alto porcentaje de nodulacién al
ser cultivada en suelo de Valle Fértil (San
Juan), donde crece una poblacién nativa
de este algarrobo.

P. flexuosa nodul6 en todos los suelos
donde fue sembrado, pero se observaron
diferencias en cuanto al porcentaje de
nodulacién y tamafio de nédulos segiin el
suelo empleado; asi no todas las plantas
cultivadas en el suelo mezcla de Nacuiisn-
Asuncién (obtenido bajo el dosel) presen-
taron nddulos, en cambio en suelo de
Nacufi4n (extraido fuera de dosel) se obtu-
vo un alto porcentaje de nodulacién. Esto
serfa consecuencia de un efecto depresivo
del nitrégeno del suelo sobre la capacidad
infectiva del simbionte, pues el suelo bajo
¢l dosel tiene un contenido de N orgénico
de 0,11% comparado con el de fuera del
dosel con 0,039%.

Eltamariode los nédulos de P flexuosa
también varié segiin el suelo usado como
sustrato; en suelo obtenido bajo el dosel
fueron en su mayoria pequefios (menores
de 2 mm), mientras que en el suelo extrai-
do fuera del dosel los nédulos fueron de
mayor tamafio (mayores de 5 mm); la
forma predominante fue elongada y lobu-
lada (n6dulo de crecimiento indetermina-
do), en algunos casos asemejando a dedos
de guante; el color fue pardo con el dpice
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blanco y la ubicaci6n en la raiz fue sobre
raices secundarias, en muy pocos casos
sobre el eje principal.

Los nédulos en P.chilensis (cultivado
ensuelode Valle Fértil-San Juan) se carac-
terizaron por su forma elongada y lobula-
da, en algunos casos anastomosados ase-
mejando forma de abanico , el tamafio fue
superior a 5 mm (en ciertos casos alcan-
zando 1 cm de largo) siendo el color pardo
y la ubicacién sobre raices secundarias.

En P. globosum los nédulos tuvieron
formaalargada (entre 5y 10 mm de largo),
de color pardo claro con el 4pice blanco y
ubicados sobre raices secundarias.

Los nédulos de P. argentinay P. alpa-
taco se caracterizaron por tener forma
alargaday lobulada, con gran variacién en
el tamafio (menores de 2 mm y mayores de
5 mm); el color fue pardo claro, aunque a
veces se observaron nédulos de color leve-
mente rosado. La ubicacién fue sobre rai-
ces secundarias.

Caracteristicas de las cepas de
rizobios obtenidas

La cepa obtenida de P flexuosa, cultivado
en suelo de Nacufidn (Santa Rosa-Mendo-
za) extraido fuera del dosel, se caracteriza
por formar colonias de forma convexa-
cénica, algunas mas aplanadas; de color
blancolechoso de aspecto brillante, hime-
das y de textura eldstica; tamafiode 4 a §
mm de didmetro. Son rizobios Gram nega-
tivos, de crecimiento rapido (forman colo-
nias a las 48 horas de sembrados) y produ-
cen notable acidez (cambian totalmente el
color verde al amarillo det medio LMA a
pH 6.8 + azul de bromo timol en solo 48
hora).

En P flexuosa cultivado en un suelo
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mezcla de Nacufian-Asuncién (obtenido
bajo el dosel de este algarrobo), se obtuvo
una cepa que forma colonias planas (leve-
mente convexas), pequefias (1 a2 mm de
didmetro); de color blanco opaco y de
textura cremosa seca. La coloracién de
Gram resulté negativa (bastones de color
rojo claro); son rizobios de crecimiento
rdpido y producen acidez.

De nédulos de P. chilensis cultivados
ensuelode Valle Fértil-San Juan (extraido
bajo el dosel), se obtuvo una cepa que
forma colonias convexas-cénicas, de co-
lor blanco lechoso y aspecto brillante,
hdimedas y de textura eldstica, de 5 mm de
didmetro. Son rizobios Gram negativos
que forman colonias a los 2 dias de sem-
brados (crecimiento rapido) y producen
acidez.

Lacepa obtenida de P. globosum, cul-
tivado en suelo de Asuncion-Lavalle (ex-
traido bajo su dosel), forma colonias pla-
nas, circulares, de tamario pequeiio (1a2
mm de didmetro); del color blanco opaco
(en algunos casos desarrollan un color
levemente rosado) y de textura cremosa
seca; al unirse las colonias forman figuras
arborescentes .

Los rizobios son de crecimiento rapi-
do, producen acidez y son Gram negati-
VOS.

CONCLUSIONES

Las especies de algarrobos usadas como
“atrapadoras” de rizobios formaron
nddulos en la mayoria de los suelos em-
pleados, a excepcién de P. chilensis culti-
vado en suelo de Asuncién-Lavalle (obte-
nidobajoeldosel de P. alpatacoy en suelo
mezcla de Nacufian-Asuncién (obtenido
bajo el dosel de P. flexuosa).
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Losnédulos obtenidos presentaron for-
maalargada (crecimientoindeterminado),
lobulados, muchas veces asemejando de-
dos de guante. Cuando se formaron pocos
nédulos, éstos fueron de tamafio grande; a
lainversa, fueronde tamafio pequefio cuan-
do se formaron muchos nédulos. La ubica-
cién en laraiz fue sobre raices secundarias
y el color predominante fue el pardo.

Las cepas de rizobios obtenidas resul-
taron de crecimiento rapido y productoras
de acidez.
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