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RESUMEN

Actualmente es cada vez mayor el territorio cubierto por zonas &ridas y semi-aridas en todo
el mundo como consecuencia del calentamiento global. Si bien estas areas se caracterizan
por la presencia de una gran diversidad de leguminosas nativas, es poca la informacion sobre
el rol que tanto la nodulacion como la fijacion bioldgica del nitrdgeno tienen en los habitats
nativos de estas leguminosas. Se han realizado numerosos estudios sobre la nodulacion,
principalmente en especies de importancia agrondmica. No obstante, son muchas las
especies nativas que solo se han caracterizado superficialmente y miles permanecen aun sin
haber sido exploradas. El estudio sobre la nodulacién en las leguminosas nativas y sus
rizobios asociados proporcionara conocimientos fundamentales para la conservacién vy
utilizacién de aquellas especies que se adaptan a vivir en ambientes de condiciones
desfavorables. En virtud de lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de
nodulacion de especies de leguminosas nativas in situ en el area central de la Argentina y la
diversidad de simbiontes asociados. Para ello se tomaron muestras de semillas y sistemas
radicales de leguminosas nativas que se distribuyen en Villa Rumipal, provincia de Cérdoba.
De cada especie se determin6 la nodulacién in situ, descripcion de los distintos fenotipos de
nodulacion, estructura interna de los nédulos y caracterizacion de los simbiontes asociados.
Las leguminosas nativas tienen la capacidad de nodular, a excepcion de Tipuana tipu, la cual
no presentd nodulos. Se observaron nddulos de crecimiento determinado asociados a raices
laterales o adventicias y de crecimiento indeterminado. En cuanto a la estructura anatémica
de los nodulos se determind que presentan una corteza, donde se encuentra la zona
meristematica y los haces vasculares, y la zona de infeccion. Con respecto a los simbiontes
gue nodulan las especies de leguminosas nativas, se observaron que los aislamientos son de
crecimiento rapido, colonias de colores claros y oscuros, acuosas y otras secas. Por lo cual se
puede presumir que pertenecen al género Rhizobium, pero seria importante seguir con los

estudios moleculares para confirmar que simbiontes son los que nodulan dichas leguminosas.

PALABRAS CLAVE: leguminosas nativas, nddulos, simbiontes, Argentina.



SUMMARY

Arid and semi-arid land areas are currently increasing worldwide as a result of global
warming. Although legume diversity is large in these land areas, little is known on the role
of nodulation and nitrogen fixation in their native habitats. Several studies have been carried
out on nodulation mainly in species of agronomic importance. However, several native
species still remain completely unexplored. The study of nodulating native legumes and
associated rhizobia will provide key knowledge for the conservation and management of
species with adaptation to harsh environmental conditions. Therefore, the purposes of this
work is to evaluate the nodulation capacity of native legume species in situ in the central
area of Argentina and the diversity of associated symbionts. To do this, seeds and root
systems samples of native legumes were taken. Legumes distributed in Villa Rumipal,
province of Cérdoba. Nodulation in situ, description of the different nodulation phenotypes,
internal structure of nodules and characterization of the associated symbionts for each
species was determined. The native legumes have the ability to nodulate, with the exception
of Tipuana tipu, which did not present nodules. Determinate growth nodules associated with
lateral or adventitious roots and indeterminate growth were observed. Concerning the
anatomical structure of the nodules, it was determined that they present a cortex, where the
meristematic zone and the vascular bundles are located, and the infection zone. With regard
to the symbionts that nodulate the species of native legumes, it was observed that the isolates
are of fast growth, colonies of light and dark colors, watery and other dry. Therefore, it can
be presumed that they belong to the genus Rhizobium, but it would be important to continue

with the molecular studies to confirm which symbionts nodulate these legumes.

KEY WORDS: native legumes, nodule, symbionts, Argentina.
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INTRODUCCION

Se ha estimado que alrededor del 90% de las leguminosas son noduladas por bacterias
pertenecientes al género Rhizobium. La nodulacién se observa tipicamente en especies que se
clasifican dentro de dos grandes subfamilias de Leguminosas, Papilionoideae (97%) y
Mimosoideae (96%). Si bien se han observado especies noduladas en la subfamilia
Caesalpinioideae, el porcentaje es menor ya que solo el 23% han sido reportadas como
nodulantes (Sprent, 2009).

La nodulacion implica la coordinacion de dos procesos: un proceso de infeccion y un
proceso de organogénesis, durante el cual se forma el nédulo (Sprent et al., 2013; Ampomah
et al., 2017; Afkhami et al., 2018; Ferguson et al., 2018). Dentro del nddulo, las bacterias
son capaces de reducir el nitrégeno atmosférico en compuestos nitrogenados que pueden ser
utilizado por la planta huésped para la asimilacion de compuestos orgéanicos tales como
aminoacidos y nucledtidos (Sprent et al., 2013). La infeccion de los rizobios puede ocurrir a
través de hilos de infeccidn en los pelos radicales, a través del mecanismo de crack entry o
directamente por la epidermis (Oldroyd y Downie 2008; Tajima et al., 2008; Oldroyd et al.,
2011; Sprent et al., 2013; Sprent et al., 2017). Por lo general, las condiciones del medio
establecen como y adonde las bacterias colonizaran al huésped (D’Haeze et al., 2000;
Oldroyd et al., 2001; Goormachting et al., 2004; Capoen et al., 2007).

Se pueden distinguir dos tipos de nédulos: determinados e indeterminados, siendo esta
caracteristica determinada por la planta hospedera (Ferguson et al., 2010). Las diferencias
entre los dos tipos de nddulos son, el primer sitio donde se producen las divisiones celulares,
el mantenimiento de los tejidos meristematicos y la forma del nédulo (Newcomb et al.,
1979; Gresshoff y Delves, 1986; Rolfe y Gresshoff, 1988; Guinel, 2009; Sprent et al., 2013;
Udvardi y Poole, 2013; Kohlen et al., 2018). En general, los n6dulos indeterminados
presentan, desde afuera hacia adentro, una primera zona llamada corteza formada por células
parenquimaticas. Estas células pueden suberizarse en algunas especies, formando una
peridermis (Brown y Walsh, 1994, 1996). La segunda zona esté representada por los haces
vasculares que se ramifican y rodean la zona de infeccidn, estos haces intercambian
compuestos nitrogenados e irrigan al nédulo. La tercera zona es la ocupada por el meristema
y la cuarta es la zona de infeccion, compuesta por células infectadas y no infectadas, éstas
Gltimas denominadas intersticiales o parenquimdticas, importantes en el proceso de
asimilacion de nitrogeno (Rothschild, 1970; Van de Wiel et al., 1990; Guinel, 2009). Los
nodulos indeterminados presentan un meristema persistente y forma elongada. Las primeras
divisiones ocurren en el interior de la corteza, seguido por divisiones en la endodermis y el
periciclo, generando nuevos tejidos que son infectados por los rizobios. Este tipo de nédulo

es funcional por un tiempo prolongado y contiene una poblacidn heterogénea de bacteroides



que son alargados. La senescencia no ocurre rapidamente (Hartmann et al., 2002; Ferguson
et al.,, 2010). En general, se asocian con leguminosas de climas templados como trébol
(Trifolium repens), alfalfa (Medicago sativa), Prosopis alba y Acacia sp. (Newcomb et al.,
1979; Résénen et al., 2001 Ferguson et al., 2010).

Si bien los nédulos determinados presentan una organizacion anatémica similar a los
anteriores, se diferencian de ellos en su forma esférica y en que presentan la zona
meristematica de manera temporal, por lo cual son viables durante un corto periodo de
tiempo. Generalmente, las primeras divisiones celulares ocurren en las células sub-
epidérmicas de la superficie de la corteza. Los nddulos determinados contienen una
poblacién homogénea de bacteroides con forma de baston (Newcomb et al., 1979; Ferguson
et al., 2010). La diferenciacion de las células ocurre de manera sincronizada y, al cabo de
cierto tiempo, estas mueren. Por lo tanto, estos nddulos viven unas pocas semanas (Rolfe y
Gresshoff, 1988). Se encuentran en leguminosas de climas tropicales y subtropicales como
soja (Glycine max), guisante (Vigna unguiculata), poroto comdn (Phaseolus vulgaris) y
pongamia (Pongamia pinnata), también se encuentran en especies de climas templados
como Lotus japonicus y Adesmia bicolor (Ferguson et al., 2010; Bianco, 2014).

Estudios recientes han propuesto otros tipos de nddulos ademas de los descriptos
anteriormente: nddulos determinados tipo desmoide que son esféricos con lenticelas y estan
presentes en las tribus Phaseoleae y Loteae, nddulos determinados tipo aeschynomenoide
que estan asociados con raices laterales o adventicias y estan presentes en las tribus
Aeschynomeneae, Adesmiae, Dalbergieae, nddulos tipo lupinoide presente en especies de
Lupinus, nodulos indeterminados no ramificados que son comunes en la subfamilia
Mimosoideae, nédulos indeterminados con una o pocas ramificaciones que estan presentes
en la subfamilia Papilionoideae, y nédulos indeterminados con muchas ramificaciones que se
encuentran en todas las subfamilias. Estos nodulos merecen ser estudiados con mayor
profundidad, ya que se observaron en plantas que tienen gran importancia para la agricultura
(Sprent, 2007; Sprent, 2009, Sprent et al., 2013; Bianco, 2014; Malpassi et al., 2015; Sprent
etal., 2017).

La familia Leguminosas puede ser nodulada por una gran diversidad de bacterias
(Denison y Kiers, 2011; Peix et al., 2015). El analisis de la diversidad de rizobios que
nodulan las leguminosas nativas ha aportado resultados interesantes en cuanto a la
taxonomia rizobiana. En la actualidad se incluyen 13 géneros en los cuales hay méas de 98
especies pertenecientes a a-Proteobacterias y [3-Proteobacterias que son capaces de participar
en la simbiosis. La mayoria de estas especies bacterianas se encuentran en la familia
Rhizobiaceae, clase a-proteobacterias, y se destacan en los géneros Rhizobium,
Mesorhizobium, Ensifer y Bradyrhizobium. Sin embargo estudios realizados recientemente

han demostrado que existen otros géneros ademas de éstos, dentro de ellos se encuentran
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Aminobacter, Azorhizobium, Blastobacter, Devosia, Methylobacterium, Microvirga,
Ochrobactrum, Phyllobacterium y Shinella correspondientes a la clase a-Proteobacterias y
Burkholderia y Cupriavidus correspondientes a la clase B-Proteobacterias. Estos géneros han
adquirido importancia para la agricultura debido a su capacidad de fijar considerable
cantidad de nitrdgeno atmosférico en simbiosis con las leguminosas (Gyaneshwar et al.,
2011; Ardley et al., 2012; Huancheng_ et al., 2012; Peix et al., 2015; Weir, 2016; Ardley,
2017; Sprent et al., 2017).

Se sabe que la fijacién bioldgica de nitrogeno (FBN) es afectada por la sequia,
anegamiento, salinidad, altura, alta/baja temperatura, alto/bajo pH, escasos nutrientes,
toxicidad, entre otros factores. Algunas o todas estas condiciones ambientales son el
ambiente natural de muchas leguminosas. En los ultimos afios ha surgido un gran interés por
la simbiosis entre rizobios y leguminosas nativas que viven en condiciones ambientales
extremas ya que son capaces de adaptarse a diferentes condiciones ecoldgicas y de fijar
considerables cantidades de nitrégeno (Sprent y Gelhot, 2010).

Con el cambio climéatico y una poblacién mundial cada vez mayor, hay una gran
necesidad de conocer la diversidad de leguminosas nativas noduladas y los microorganismos
asociados para introducirlos en ambientes aridos y de condiciones desfavorables. Si bien se
han realizado estudios de nodulacién y FBN de leguminosas nativas en distintos lugares del
mundo (Sprent, 2001; Scheffer-Basso et al., 2001; Wachendorf et al., 2001; Dear et al.,
2003; Sprent, 2007; Ng y Hau, 2008; Pawelek et al., 2008; Schimel, 2010; Sprent y Gelhot,
2010; Muniz et al,. 2011; Bianco et al., 2012; Ampomah et al., 2012; Sprent et al., 2013;
Sprent et al., 2017), en Argentina existe un gran namero de especies nativas de esta familia
que podrian tener capacidad para nodular y fijar nitrgeno atmosférico, pero que ain no se
han estudiado en su habitat natural. Tales especies y sus simbiontes representan un
germoplasma Unico que pueden adoptarse para potenciar los avances en la agricultura y
luego ser utilizadas para la mitigacion y adaptacion a los efectos del cambio climético. El
estudio de nodulacién y las caracteristicas de los simbiontes asociados a las leguminosas

nativas permitird conservar, manejar y utilizar las especies de interés.



HIPOTESIS

Las especies de leguminosas nativas del area central de la Argentina tienen capacidad de

asociarse a su simbionte y nodular en su ecosistema natural.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de nodulacidn de especies de leguminosas nativas in situ en el area

central de la Argentina y la diversidad de simbiontes asociados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar el estado de nodulacion de las especies de leguminosas herbaceas y arbdreas
nativas en su ecosistema natural.

-Determinar la ubicacion de nddulos presentes sobre la raiz principal y raices laterales.
-Describir los distintos fenotipos de nodulacion.

-Describir la estructura interna de los nddulos.

-Caracterizar fenotipicamente los simbiontes que nodulan estas leguminosas nativas.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de muestreo y toma de muestras

Los muestreos se realizaron en el pedemonte de las sierras de Comechingones en Villa
Rumipal (32° 11’ Sy 64° 28” O). Las caracteristicas del sitio de muestreo son: altura de 550
m.s.n.m., suelo con pH 6,6, de textura franco arenosa muy fina y 3,25% de materia organica.
Se coleccionaron semillas y sistemas radicales de las especies nativas pertenecientes a la
familia Leguminosas que se detallan en la Tabla 1. Se cont6 con la lista de las especies y la
distribucion de las mismas (Basconsuelo y Kraus, 2000; Bianco et al., 2001; Basconsuelo,
2004).

Tabla 1. Especies nativas pertenecientes a la familia Leguminosas, clasificadas segun las

subfamilias y tribus a las que pertenecen.

Sub-familia Tribu Especie
Zornia gemella (Wild.) Vogel
Aeschynomeneae
Stylosanthes hyppocampoides Mohlenbr
Papilonoideae . . .
Dalbergieae Tipuana tipu (Benth.) Kuntze
Galegeae Coursetia hassleri Chodat
Prosopis chilensis (Molina) Stuntz
Mimosoideae Mimoseae Desmanthus depressus Humb y Bonpl ex Wild
Prosopis caldenia Burkart
Caesalpinieae Bauhinia forficata Link
Caesalpinioideae
Cassieae Chamaecrista rotundifolia (Persoon) Greene




Determinacién de nodulacion in situ y descripcion de los distintos fenotipos

En cada sitio de muestreo se detectaron cinco individuos de cada especie a los que se
le descubrio la raiz retirando cuidadosamente el suelo alrededor de ella hasta una
profundidad aproximada de 0.30 m (Somasegaran y Hoben, 1994). Se determind la presencia
0 ausencia de nodulos. También se describi6 la ubicacidn, el aspecto fenotipico y su color
interior para determinar presencia de leghemoglobina. En el caso de las leguminosas
arboreas Prosopis caldenia, Prosopis chilensis y Tipuana tipu se realizaron ensayos con
macetas, utilizando semillas y suelo obtenido en el sitio de muestreo. En el laboratorio se
fotografiaron los nédulos de cada especie provenientes del campo con una camara digital

Motic conectada a un microscopio Zeiss Axiophot.

Determinaciéon de la estructura interna de los nédulos de las especies de leguminosas
nativas

Se extrajeron los noédulos y fueron fijados en FAA (etanol: &cido acético:
formaldehido 50:5:30:15), deshidratados en serie ascendente de alcoholes e incluidos en
Histowax (D’Ambrogio de Argiieso, 1986). Estos materiales, posteriormente, fueron
cortados a 12 um de espesor con microtomo Minot y tefiidos con Safranina-Verde Rapido
(Dizeo de Strittmatter, 1979; D’ Ambrogio de Argiieso, 1986). Los cortes histoldgicos fueron
analizados y documentados con un microscopio Axiophot Zeiss conectado a una camara
digital Motic.

Caracterizacion fenotipica de los simbiontes asociados

Se obtuvieron noédulos a partir de sistemas radicales de las especies nativas
recolectadas en el campo. Los nédulos fueron extraidos mecanicamente de raiz principal y
raices laterales, y fueron esterilizados superficialmente para aislar las bacterias siguiendo la
metodologia descripta por Vincent (1970). Luego de hidratarlos durante una noche, se los
esteriliz6 un minuto con 300 pul de etanol, tres minutos con 500 pl de hipoclorito de sodio al
6% Yy se realizaron seis lavados con 500 pl de agua destilada estéril. Luego, cada nddulo se
trituro en agua destilada estéril y la suspension se sembré en medio YEMA. Para corroborar
la esterilidad del agua de enjuague, se sembré 100 pl del dltimo lavado en una placa con el
mismo medio de cultivo. A partir de las colonias aisladas, se obtuvieron cultivos con lo que
se inocularon a plantulas creciendo en soporte inerte estéril para corroborar su capacidad de
nodular. Los aislamientos bacterianos fueron caracterizados fenotipicamente segin la

metodologia descripta por Taurian et al. (2002, 2006).



RESULTADOS Y DISCUSION

Nodulacion in situ de las especies de leguminosas nativas

En este trabajo se observo que las leguminosas nativas Bauhinia forficata, Coursetia
hassleri, Desmanthus depressus, Prosopis caldenia, Stylosanthes hyppocampoides y Zornia
gemella presentaron capacidad para nodular en su ecosistema natural (Fig. 1, 2 y 3), estos
datos concuerdan con estudios realizados previamente en especies del mismo género
Bauhinia microstachya, Coursetia ferruginea, Desmanthus paspalaceus, Prosopis cineraria,
Stylosanthes seabrana y Zornia glochidiata (Rothschild 1970; Doignon-Bourcier et al.,
1999; Laurent-Fulele et al., 2000; Rasanen et al., 2001; Mcinnes y Date, 2005; Sprent, 2005;
Fornasero 2014). En el caso de Chamaecrista rotundifolia y Prosopis chilensis se observo
gue también tuvieron capacidad para nodular (Fig. 1 y 2) en coincidencia con datos
reportados en las mismas especies de leguminosas (Morales, 1992; Naisbitt et al., 1992;
Acosta et al., 1994; Pedraza et al., 2001; Rasénen et al., 2001). Tipuana tipu no presento
nodulos en su sistema radical (Fig. 3D), lo cual difiere de resultados obtenidos por
Rothschild (1970) y Sprent (2005) en los cuales la especie muestra capacidad para nodular y

sus nodulos fueron de crecimiento determinados tipo aeschynomenoide.

Fenotipos de nodulacion

Las especies Stylosanthes hyppocampoides y Zornia gemella presentaron nédulos de
crecimiento determinado tipo aeschynomenoide (Fig. 3B y 3F). Este tipo de nddulo esta
siempre asociado a raices laterales o adventicias, no posee lenticelas y se encuentra en las
tribus Aeschynomeneae, Adesmiae y Dalbergieae pertenecientes a la sub-familia
Papilionoideae (Sprent et al., 2013; Sprent et al., 2017). Las especies Bauhinia forficata,
Chamaecrista rotundifolia, Coursetia hassleri, Desmanthus depressus, Prosopis caldenia y
Prosopis chilensis presentaron nodulos de crecimiento indeterminado (Fig. 1 y 2)
caracteristico de la tribu Mimoseae de la sub-familia Mimosoideae, las tribus Caesalpinieae
y Cassieae de la sub-familia Caesalpinioideae y tribu Galegeae de la sub-familia
Papilionoideae (Sprent y Parsons, 2000; Gehlot et al., 2012; Sprent et al., 2013). En
Prosopis Caldenia y Prosopis Chilensis los nédulos se caracterizaron por su forma elongada
y lobulada, presentan ramificaciones en forma de abanico y tienen un tamafio superior a los
5mm. Otras caracteristicas que poseen los nddulos es que son de color pardo y se ubican
sobre raices secundarias (Fig.2D y 2F). Estos resultados coinciden con estudios realizados
por Morales (1992) en especies de Prosopis Chilensis nativas de las provincias de Mendoza
y San Juan, inoculadas con suelo donde crecen estas poblaciones. Con respecto al género
Bauhinia estudios realizados por Basak y Goyal (1980), de Souza Moreira et al. (1992), Ng

y Hau (2009) y de Faria et al. (2010) observaron que las especies no nodulaban y las raices
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tenian un color oscuro. En contraste, Rothschild (1970) observé en Bauhinia microstachya la
presencia de algunos nodulos sobre raices secundarias, de forma redondeada, de tamafio
mediano a pequefio y de color amarillento cuando estdn maduros. Luego en este mismo
estudio se reportd que los noédulos senescentes se vuelven oscuros, rugosos y de forma
irregular y suelen perder el tejido bacteriano y quedar reducidos a la corteza hueca. En este
trabajo Bauhinia forficata presento pocos nodulos en las raices secundarias, todos de
crecimiento indeterminado y algunos de color amarillento y otros mas oscuros (Fig. 1B). En
Coursetia hassleri se observo la presencia nédulos con crecimiento indeterminado de forma
ovoide, sin ramificaciones, distribuidos en raices secundarias (Fig. 1F). Esta forma ovoide en
los nédulos méas viejos desarrolla ramificaciones como resultado de la divisién de los
meristemas. Si bien no hay estudios previos realizados en Coursetia hassleri los resultados
concuerdan con especies pertenecientes a la misma tribu (Galegae) (Lotocka et al., 2012). A
diferencia de estos resultados en datos reportados por de Souza et al., (1994) la especie
Coursetia ferruginea se mostr6 no nodulante.

En cuanto a Chamaecrista rotundifolia se observo la presencia de nédulos que
parecen tener un crecimiento indeterminado en raices secundarias (Fig.1D), pero se ha
comprobado que todas las especies herbéaceas de este género que han sido examinadas tienen
nédulos lefiosos de forma intermedia entre las mas primitivas y las mas avanzadas (de Faria
et al., 1987; Naisbitt et al., 1992).

Desmanthus depressus presento nodulos de crecimiento indeterminado de forma
ovoide distribuidos principalmente en raices secundarias (Fig. 2B), estos resultados
concuerdan con estudios realizados en México en la especie Desmanthus virgatus (Garza
Requena y Valdes, 2000).

En todas las especies de leguminosas nativas se observo un color rojo en el interior de
los nddulos, signos de presencia de leghemoglobina, por lo cual se puede presumir que son
activos y gue las leguminosas son capaces de fijar nitrégeno en simbiosis con los rizobios del

suelo.
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Fig. 1. A. Planta adulta de Bauhinia forficata. B. Nédulos indeterminados de Bauhinia
forficata. C. Planta adulta de Chamaecrista rotundifolia. D. Nddulos indeterminados de
Chamaecrista rotundifolia. E. Planta adulta de Coursetia hassleri. F. Nodulos
indeterminados de Coursetia hassleri. Escala de barra: 3mm. Sierras de Comechingones.
Provincia de Cérdoba. Afo 2015-2017.



Fig. 2. A. Planta adulta de Desmanthus depressus. B. Nodulos indeterminados de
Desmanthus depressus. C. Planta adulta de Prosopis caldenia. D. N6dulos indeterminados
de Prosopis caldenia. E. Planta adulta de Prosopis chilensis. F. Nodulos indeterminados de
Prosopis chilensis. Escala de barra: 3mm. Sierras de Comechingones. Provincia de Cérdoba.
Afio 2015-2017.
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Fig. 3. A. Planta adulta de Stylosanthes hyppocampoides. B. Nodulos determinados de
Stylosanthes hyppocampoides. C. Planta adulta de Tipuana tipu D. Raiz de Tipuana tipu.
E. Planta adulta de Zornia gemella. F. N6dulos determinados de Zornia gemella. Escala de
barra: 3mm. Sierras de Comechingones. Provincia de Cérdoba. Afio 2015-2017.
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Caracteristicas anatomicas de los nddulos de las especies de leguminosas nativas

Los cortes transversales de los nédulos mostraron dos zonas: corteza y zona de
infeccion (Fig 4.A-H), estos resultados coinciden con estudios anatomicos realizados
previamente en nodulos de leguminosas (Rothschild, 1970; Vance, 2002; Guinel, 2009;
Sprent et al., 2013; Sprent et al., 2017). En todas las especies la corteza esta formada por
cuatro a diez capas de células parenquimaticas de forma irregular y paredes delgadas. En
algunas especies como Bauhinia forficata, Desmanthus depressus, Stylosanthes
hyppocampoides y Zornia gemella las células que se encuentran en el interior de la corteza
presentaron abundante almidén (Fig 5.C). Ademas en Bauhinia forficata se observd una
vaina parenquimatica con taninos (Fig 5.A). La acumulacion de almidon es importante
durante las primeras etapas del desarrollo del nddulo, ya que, este se metaboliza para
suministrar energia para la FBN y satisfacer las demandas metabdlicas de los bacteroides
(Forrest et al., 1991). Por otro lado, se observé en los nodulos de Zornia gemella la
formacion de peridermis (Fig 5.D). Esta caracteristica se ha reportado en especies expuestas
a periodos prolongados de sequia y es una adaptacion que ayuda a retener la humedad y por
lo tanto evitar la deshidratacion. Se ha observado en especies como Rhynchosia aurea,
Tephrosia leptostachya, Mimosa sp. y Vachellia jacquemontii que crecen en zonas desérticas
(Gehlot et al., 2012).

Dentro de la corteza se pudo observar, ademas, el sistema vascular que irriga al
nodulo y la zona meristematica. Esta Ultima esta formada por una o dos capas de células
irregulares y alargadas, es continua y rodea al noédulo (Fig 4.A-H). En ndédulos
indeterminados la zona meristematica produce células para la formacion de todos los tejidos
del nédulo y para su auto-mantenimiento; en la mayoria de las especies el meristema no esta
infectado por rizobios (Lotocka et al., 2012).

Finalmente, la zona de infeccidn esta situada en el centro del nddulo, es indivisa y de
contorno aproximadamente circular. Esta formada por un parénquima cuyas células son
isodiamétricas o redondeadas con un nucleo que suele ser visible y de posicion central. La
mayoria de las células se hallan infectadas por el microorganismo simbionte (Fig 5.B).
Aunque los nddulos parecen similares desde el exterior, pueden ser bastante diferentes por
dentro. Por ejemplo, en la zona de infeccion de los nddulos indeterminados de las sub-
familia Mimosoideae y Caesalpinioideae presentan una mezcla de células infectadas y no
infectadas. A diferencia de especies pertenecientes a las tribus Genisteae y Crotalarieae,
como en los géneros Lupinus, Cytisus, y Crotalaria en las cuales la zona de infeccion esta
infectada de manera uniforme (Sprent et al., 2013).

Con respecto al género Chamaecrista se sabe que en especies como Chamaecrista
ensiformis, Chamaecrista flexuosa, Chamaecrista fasciculata en la zona de infeccion los

bacteroides se encuentran retenidos dentro de los hilos de infeccion que son persistentes
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durante todo el periodo de fijacion de nitrégeno (Naisbitt et al., 1992; Sprent et al., 2017).
Esta caracteristica en este estudio no se puedo observar en Chamaecrista rotundifolia por la

metodologia usada para el anélisis anatomico.
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Fig. 4. Caracteres anatémicos de nddulos. A. No6dulo de Bauhinia forficata. B. Nodulo de
Chamaecrista rotundifolia. C. Nodulo de Coursetia hassleri. D. Nodulo de Desmanthus
depressus.

E. No6dulo de Prosopis caldenia. F. Nédulo de Prosopis chilensis. G. Nédulo de Stylosanthes
hyppocampoides. H. Nodulo de Zornia gemella. Abreviaturas: C: corteza, HV: haz vascular,
R: raiz, ZI: zona de infeccion, ZM: zona meristemética. Sierras de Comechingones.
Provincia de Cérdoba. Afio 2015-2017.
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Fig. 5. Caracteres anatdmicos de nddulos. A. Detalle de vaina parenquimatica en nédulo de
Bauhinia forficata. B. Detalle de zona de infeccidn en nédulo de Chamaecrista rotundifolia.
C. Detalle de almidon en corteza de nddulo de Stylosanthes hyppocampoides. D. Detalle de
peridermis en nédulo y raiz de Zornia gemella. Abreviaturas: A: almidén, C: corteza, HV:

haz vascular, P: peridermis, VP: Vaina parenquimatica, ZI: zona de infeccion, ZM: zona
meristematica. Sierras de Comechingones. Provincia de Cordoba. Afio 2015-2017.
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Caracteristicas fenotipicas de los simbiontes que nodulan las especies de leguminosas
nativas

Se obtuvieron aislamientos de las especies de leguminosas nativas en el medio de
cultivo YEMA a partir de los nddulos extraidos de plantas provenientes del campo (Tabla 2).
Las colonias presentaron colores claros y oscuros, algunas fueron acuosas y otras secas.
Midieron de 2 a 4 mm de didmetro entre los 3 y 5 dias de incubacion. Los aislamientos
obtenidos de Chamaecrista rotundifolia, Desmanthus depressus, Prosopis chilensis,
Prosopis caldenia, Stylosanthes hyppocampoides y Zornia gemella mostraron crecimiento
rapido, lo cual concuerda con estudios realizados previamente en especies del mismo género
como Chamaecrista rotundifolia (Pedraza et al., 2001), Desmanthus paspalaceus (Fornasero
et al., 2014), Desmanthus virgatus, Stylosanthes scabra, Prosopis chilensis (Morales, 1992)
y Zornia glochidiata (Laurent- Fulele, 2000). Los aislamientos obtenidos de Chamaecrista
rotundifolia y Zornia gemella también mostraron crecimiento rapido. En contraste con estos
datos, en un ensayo realizado por Doignon-Bourcier et al., (1999) en leguminosas nativas de
climas aridos, se observd que en Chamaecrista sp. y Zornia glochidiata los aislamientos
fueron de crecimiento lento. Con respecto a Bauhinia forficata y Coursetia hassleri se
obtuvieron aislamientos de crecimiento rapido con caracteristicas fenotipicas similares al
resto de los aislamientos. En la mayoria de los estudios realizados en el género Bauhinia y
Coursetia las especies se registran como no nodulates, por lo cual no se encuentra
informacion sobre las caracteristicas de los rizobios que nodulan estas leguminosas nativas
(Basak y Goyal, 1980; de Souza Moreira et al., 1992; de Souza et al., 1994; de Faria et al.
2010).

Tabla 2. Namero de aislamientos obtenidos de las especies de leguminosas nativas. Sierras
de Comechingones. Provincia de Cérdoba. Afio 2015-2017.

ESPECIES N° DE
AISLAMIENTOS
Bauhinia forficata 6
Chamaecrista rotundifolia 6
Coursetia hassleri 26
Desmanthus depressus 4
Prosopis caldenia 12
Prosopis chilensis 20
Stylosanthes hyppocampoides 21
Tipuana tipu 0
Zornia gemella 16
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CONCLUSION

Se concluye que las especies de leguminosas nativas en el &rea central de Argentina,
tienen la capacidad de nodular in situ, a excepcion de Tipuana tipu, la cual no present6
nodulos. Solo en dos de las ocho especies estudiadas se observan nddulos de crecimiento
determinado asociados a raices laterales o adventicias. Mientras que en el resto de las
especies los nédulos son de crecimiento indeterminado. En cuanto a la estructura anatémica
de los nddulos se determiné que presentan una corteza, donde se encuentra la zona
meristematica y los haces vasculares, y la zona de infeccion. En algunas especies se observo
también la presencia de peridermis y sustancias de reserva en células de la corteza. La
peridemis se forma generalmente en respuesta a condiciones de sequia.

Con respecto a los simbiontes que nodulan las especies de leguminosas nativas, se
observé que los aislamientos son de crecimiento rapido, colonias de colores claros y oscuros,
acuosas y otras secas. Por lo cual se puede presumir que pertenecen al género Rhizobium,
pero seria importante seguir con los estudios moleculares para confirmar que simbiontes son
los que nodulan dichas leguminosas.

Este estudio deberia continuar para conocer cdmo se comportan las leguminosas
nativas junto con los simbiontes en la FBN. Este proceso es significativo a nivel ecolégico y
las especies nativas cumplen una funcion importante en la restauracion de los ecosistemas

degradados y en el mantenimiento de la biodiversidad.
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