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SELECCION DE CEPAS DE Bradyrhizobium sp PARA Macroptilium
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SELECTION OF STRAINS OF Bradyrhizobium sp and EVALUATION TO
Macroptilium atropurpureum AND Centrosema virginianun IN THE CENTER-NORTH

OF CORDOBA PROVINCE (ARGENTINA)

Forrage resourses of the center-north of the province of Cordoba (Argentina) wich consist of nature pastures
and introduced grasses denote a decrease in quality and dry matter limiting cattle production in autumn and winter.
The EEA Manfredi INTA carries out an introductory plan of subtropical forrage legumes in wich Macroptilim
atropurpureum and Centrosema virginianum resulted to be the best adapted to the enviromental conditions of this
region. A very important factor in adaptation for these species is the nitrogen fixation capacity. therefore native
strains from four experimental sites of the center-north of Cérdoba were obtained to stablish the Bradyrhizobium
presence. which are able to nodulate Macroptilium atropurpureum and Centrosema virginianum. The fixing
effectiveness of the isolated strains was measured by means of nodules number, dry weight and nitrogen percentage
in laboratory and ficld essays. Rhizobial native strains which only nodulate with Macroptilium atropurpureum were
obtained and some of them proved to be very effective. Centrosema virginianun does not stablish symbiosis with
native strains therefore its inoculation is always necessary.
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INTRODUCCION

Los recursos forrajeros utilizados en el centro-norte
delaProvinciade Cérdoba, estan basicamente constituidos
por pastizales naturales, gramineas introducidas peren-
nes de origen subtropical y verdeos anuales de ciclo
estival, con escasa presencia de leguminosas forrajeras.
Chloris gayana y Panicum maximum cv. Gatton Panic
son las gramineas mas difundidas.

Sibien estas gramineas producen una buena cantidad
de forraje en materia seca por hectarea, su ciclo hace que
entre mediados de otofio y fines de invierno, su calidad
sea limitante para la produccion ganadera, determinado
por su caida en contenido de proteina (Cangiano et al.
1978, Mufarrege 1984, Virasoro, Ferreyra 1987).

Ademas se observa unadisminucion en laproduccion
de estas pasturas a través de los afios, debido fundamen-
talmente alapérdidade fertilidad de los suelos en cuanto
a nitrégeno disponible. Una de las formas de aportar
nitrégenoal sistema suelo-planta, lo constituye la fijacion
simbidtica que ocurre en plantas leguminosas en asocia-
cién con bacterias del género Rhizobium. El empleo de

leguminosas asociadas a gramineas, es un recurso efi-
ciente para mantener el suelo con un buen nivel de
fertilidad (Vallejos 1981, Rumbaugh, Johnson 1986) lo
cudl podria evitar el uso de fertilizantes nitrogenados que
generalmente son costosos y de baja eficacia.

En el centro-norte existen antecedentes sobre laadap-
tacion de algunas especies de leguminosas perennes de
origen subtropical. Entre las que demostraron buena
persistencia en el jardin de introduccion del Campo
Anexo Dean Funes de INTA fueron las pertenecientes a
los géneros Macroptilium. Galactia, Papua, Desmodium
y Centrosema. (Virasoro, Ferreyra 1987). Las especies
destacadas fueron: Macroptilium atropurpureum y
Centrosema virginianun. (De Leén 1991), coinci-
dentemente la bibliografia sefiala la aptitud de estas
especies para condiciones similares al drea en estudio.
(Kretschemer 1966, Aragao e al. 1983; Humphrey’s
1989).

Un factor muy importante para la adaptacion de estas
especies es la capacidad de fijar nitrogeno, las plantas
deben ser inoculadas recurriendo a inoculantes provistos
por bancos de cepas, que no siempre poseen el material
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mas adecuado para las condiciones de la region, por
consiguiente ladeterminacion de laexistenciaderizobios
nativos en los sitios de implantacion es prioritaria, ya que
estos pueden sermas eficientes en la fijacion de nitrégeno
a causa de su mayor adaptacién y competitividad. (Date
1976, Quinteros, Garza 1977, Date, Halliday 1987;
Nornayati et al. 1988).

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados se
plantea como hipdtesis de trabajo, la posible existencia
de cepas nativas de Bradyrhizobium que nodulen a las
leguminosas introducidas y que sean mas eficientes en su
capacidad fijadora a causa de su adaptacion al ambiente.

De acuerdo a lo anteriormente expresado, los objeti-
vos planteados fueron: (a) determinar la presencia de
cepas de Bradyrhizobiumspp queinfectena Macroptilium
atropurpureumy Centrosema virginianun, (b) evaluar
la eficiencia en fijacién de nitrégeno de las cepas aisla-
das, y (c) establecer si serequiere inocular las especies de
leguminosas introducidas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Muestreo

La zona centro-norte de la Provincia de Cérdoba, es una
region semidrida con una precipitacion anual de 600-700 mm,
con un déficit hidrico de 100-200 mm. Los sitios de experimen-
tacion correspondieron a campos de productores situados en :

Sitio 1) a 30 km al este de Villa de Maria de Rio Seco (Dpto
Rio Seco) y presentaba una pastura de Chloris gavana con 6
aiios de implantacion.

Sitio 2) a 30 km al este de Villa del Totoral (Dpto Totoral)
y presentaba una pastura de Panicum maximum cv Gatton
Panic, con 8 afios de implantacion.

Sitio 3) a 5 km al norte de Monte Cristo (Dpto Rio Primero),
con una pastura de Panicum maximum cv Gatton Panic . con 4
afios de implantacion.

Sitio 4) a 6 km de Dean Funes (Dpto Ischilin ) Campo
Experimental Anexo de INTA, con Cenchrus ciliaris y Chloris
gayana con 6 aiios de implantacién.

No obstante las distancias existentes entre los sitios de
experimentacién puede afirmarse que es una misma region
geomorfologica y climatica. Se establecio que para los sitios |
y 2 los suelos son similares, clasificados como Haplustol éntico.
limoso- grueso,mixto térmico. Siendo los suelos de los sitios 3
y 4 clasificados como Haplustol tipico de textura franco-limosa
y Haplustol torrihéntico franco-limoso grueso, repectivamente.

Muestreo

En cada sitio de experimentacion, donde se realizaron los
ensayos de introduccion de leguminosas subtropicales,se deter-
miné una parcela de una hectirea y se tomaron 5 muestras de
suelo al azar de una profundidad hasta 30 cm, durante el mes de

enero de 1989.

Leguminosas en estudio

Las especies de leguminosas con las que se trabajo fueron:
Macroptilium atropurpureum (semillas provistas por INTA,
Salta) y Centrosema virginianun (semillas provenientes de
INTA, Mercedes, Corrientes).

Cepas de Bradyrhizobium de referencia

Las cepas fueron provistas por el Banco de cepas del
Instituto de Microbiologia de INTA Castelar , correspondiendo
a C5y C95 para M. atropurpureum y C135 para C. virginianun.

Aislamientos

Cada muestra se fracciond y distribuy6 en dos jarras de
Leonard (Gibson 1987), sembriandose 5 semillas por jarra
previamente escarificadas en forma mecanica (Seiffert, 1982) y
desinfectadas con bicloruro de mercurio al 0.2%. Las plantas
fueron colocadas en camaras de crecimiento a 25° C recibiendo
16 hs de luz y 8 de sombra diarias y regadas con agua destilada,
Al cabo de 45 dias se extrajeron las plantas y de las que
presentaban nédulos se procedid a realizar el aislamiento
bacteriano en medio Yem con carbonato, segun Date y Halliday
(1987).

Pruebas de efectividad

Una vez obtenidos los cultivos puros de las cepas se
determind la capacidad fijadora de nitrégeno, utilizando tubos
con medio Jensen (Gibson 1987) donde se colocaron semillas de
las leguminosas en estudio previamente escarificadas, desinfec-
tadas y pregerminadas y se realizaron los siguientes tratamien-
tos con 6 repeticiones: (a)plantulas sin inocular y sin nitrégeno
en el medio de cultivo (testigo sin N), (b)plantulas sin inocular
y con nitrégeno en el medio de cultivo (0.05% de nitrato de
potasio) (testigo con N), (c)plintulas inoculadas con cepas
provistas por ¢l Instituto de Microbiologia deINTA Castelar,
(d)plantulas inoculadas con cepas obtenidas de los aislamientos
en laboratorio,

Para el desarrollo de las plantas se colocaron en camaras
con las mismas condiciones mencionadas anteriormente, duran-
te 60 dias. Al cabo de dicho periodo se evalué la efectividad
segun los siguientes parametros (Lepo. Ferrembach 1987): (a)
namero de nadulos por planta. (b)peso seco de la parte aérea
(estufa a 60" C durante 48 hs), y (c)contenido de nitrégeno de la
materia seca por el método Kjeldahl. modificadopor colorimetria
(Apostolatos, 1984).

Ensayos a campo

Los ensayos se realizaron en los sitios de experimentacion
en los cuales se logrd aislar bacterias del género Bradyrhizobium
que nodularon las leguminosas en estudio.

En noviembre de 1989, se sembraron parcelas de 3.5m x
3.5m con tres repeticiones con un disefio de bloques al azar
totalmente aleatorizado con los siguientes tratamientos:
(a)Macroptiliumatropurpureuminoculado con cepa C95 INTA.
(b)Macroptilium atropurpurewm sin inocular. (c)Centrosema
virginianun inoculado con cepa C135 INTA. (d)Centrosema
virginianun sin inocular.

Las siembras se realizaron en lineas distanciadas 70 cm a
golpes sobre las mismas a 70 cm entre si. Al cabo de 60 dias, se
extrajeron 10 plantas por parcela, determinandose los mismos
parametros que para los ensayos de laboratorio. En todos los
sitios de experimentacion las leguminosas fueron intersembradas
dentro de las pasturas ya implantadas excepto en Dean Funes
donde las parcelas fueron de leguminosas puras.

Anilisis estadistico

Los datos fueron evaluados estadisticamente por medio de
andlisis de varianza y l'est de Tukey para comparacién entre
medias (Pimentel Gomez 1978).



RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamientos

La especie Macroptilium atropurpureum nodul6 en
suelos de tres de los sitios de experimentacion mientras
que Centrosema virginianun, no presenté nodulos en
ninguno. Segtin Datey Halliday (1987) M. atropurpureum
se encuentra dentro de las especies del grupo promiscuo
y efectivo, ya que nodula eficientemente con un amplio
rango de cepas, mientras que C. virginianun, perteneceal
grupo especifico y efectivo, porque solo nodula con un
restricto nimero de cepas. Algunos genotipos de plantas
muestran resistencia a la mayoria de las cepas de
Rhizobium, siendo suceptibles a una o mas cepas, de esta
forma se las clasifica como especificas. (Bliss 1987)

En Monte Cristo hubo escasa nodulacién,
obteniéndose solo una cepa (MtC) que crecié con dificul-
tad en el medio de cultivo. En Villa del Totoral, también
fue poca lanodulacion pero se aislaron 2 cepas (T'1y T2),
mientras que en Dean Funes se encontraron abundantes
nédulos, de los que se obtuvieron 7 cepas de buen
crecimiento. (DF1, DF2, DF3, DF4, DF5, DF6 y DF7).

Ensayo de efectividad

Los resultados de nodulacion se expresan en la Tabla
1. Solo 5 de las cepas aisladas en la zona nodularon,
(DF6,Df7,DF2,DF3y T2), las demas no lograron estable-
cersimbiosis. Los resultados obtenidos parael parametro
peso seco de la parte aérea se expresan en la Figura 1. Los
tratamientos mostraron diferencias significativas, estan-
do todos los valoresde las plantulas inoculadas entre los
testigos cony sin nitrogeno. Las cepas obtenidas en Dean
Funes (DF2 yDF3) presentaron valores muy cercanos a

Tabla I : Namero de nddulos en plintulas de Macroptilium
atropurpureum cn pruebas de efectividad. *

Tratamientos N° nod
Cepa INTA C95 5. il
CepaINTA C5 46 a
Cepa Totoral T2 3 a
Cepa Dean Funes DF6 2,6
Cepa Dean Funes DF7 2,5
Cepa Dean Funes DF2 2,2
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Cepa Dean Funes DF3 2,2
Cepa Totoral T1

Cepa Dean Funes DF1
Cepa Dean Funes DF4
Cepa Dean Funes DF5
Cepa Monte Cristo
Testigo sin Nitrogeno
Testigo con Nitrogeno

TooToTToR e B

* Tratamientos con distinta letra presentan diferencias sig-
nificativas (P<0,05)
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los del testigo con N., sin diferencias significativas con
las cepas provistas por INTA.

En laFigura 2 se presentan los resultados para conte-
nido de nitrégeno. Coincidentemente los mayores valo-
res corresponden a las cepas de mejor nodulacién. Unade
las cepas INTA (C5) no presenta diferencias significati-
vas con el testigo con N. mientras que la T2, obtuvo

PS (g
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o
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Figura I: Peso seco (PS) de plantulas de M.atropurpureum (prome-
diode 5 plantas)en ensayos de efectividad. Tratamientos unidos por
la misma linea no presentan diferencias significativas, (P<0,05). 1-
Testigo con mitrogeno, 2-Cepa de Dean Funes (DF3), 3-Cepa de
Dean Funes (DF2),4-CepaINTA (C5), 5-CepaINTA (C95), 6-Cepa
de Dean Funes (DF1), 7-Cepa de Villa del Totoral (T2), 8-Cepa de
Dean Funes (DF4), 9-Cepa de Monte Cristo (MtC), 10-Cepa de
Dean Funes (DF10), 11-Cepade Villadel Totoral. (T1), 12-Cepade
Dean Funes, (DF6), 13-Cepa de Dean Funes (DF7), 14-Testigo sin
nitrdgeno.

NT (%)

(il
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Figura 2: Nitrogeno total (NT) de plantulas de M.atropurpureum
(promedio de 5 plantas) en ensayos de efectividad. Tratamientos
unidos por la misma linea no presentan diferencias significativas
(P<0.05). 1-Testigo con nitrogeno, 2-Cepa INTA (C5), 3-Cepa de
Villa del Totoral (T2), 4-Cepa INTA (C95), 5-Cepa de Dean Funes
(DF6), 6-Cepa de Dean Funes (DF7). 7-Cepa de Dean Funes (DF2),
8-Cepa de Villa del Totoral (T1), 9-Cepa de Dean Funes (DF3), 10-
Cepade Dean Funes (DF1), 11-Cepa de Dean Funes (DF5), 12-Cepa
de Dean Funes (DF4), 13-Cepa de Monte Cristo (MtC), 14-Testigo
sin nitrogno.
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Tabla 2: Resultado de los ensayos a campo en Villa del Totoral
(Cordoba, 1990).*

Tratamicntos N°nod PS (g) NT (%)
M. atropurpureum

inoculado INTA C95 26 a 1.59a l4a
sin inocular 1.8 a 12 a 13a
C. virginianun

inoculado INTACI35 53a 423 a 25a
sin inocular 00b 0.27b 14b

* Tratamientos con distinta letra presentan diferencias significa-
tivas (P<0.,05)

Niimero de nédulos (N° nod); peso seco (PS g) y contenido de
nitrégeno (NT) porplanta.

valores comprendidos entre ambas cepas INTA, no mos-
trando diferencias significativas con ninguna de ellas.
Dos de las cepas obtenidas en Dean Funes (DF6 y DF7)
si bien difieren con las anteriores en su porcentaje de N.,
estos son muy cercanos. El resto de las cepas presentan
porcentajes menores siendo la MtC la que se encuentra
mas cercana al testigo sin N (1,09 %y 0,82 % respectiva-
mente). Es de destacar que los valores absolutos en
contenido de nitrégeno son muy altos(alrededor del 7%)
a causa de las condiciones controladas de crecimiento.
Teniendoen cuenta lacapacidad infectivay la efectividad
de fijacién de nitrégeno se seleccionaron tres cepas
(T2,DF6 y DF7) para la region.

Tabla 3: Resultado de los ensayos a campo en Dean Funes
(Cordoba, 1990) *

Tratamientos N° nod PS(g) NT (%)
M. atropurpureum

inoculado INTA C95 1.20 a 098a 353a
sin inocular 3.10b 1.90b 325a
C. virginianun

inoculado INTA C135 2.10a 1.71a 3.18a
sin inocular 00b 076 b 2,19b

* Tratamientos con distinta letra presentan diferencias significa-
tivas (P <0,05).

Numero de nddulos (N° nod). peso seco ( PS g) y contenido de
nitrégeno (NT) por planta.

Ensayos a campo

Los resultados del comportamiento a campo de las
especies de leguminosas introducidas frente a la
inoculaci6n se expresan en las Tablas 2y 3. En Villa del
Totoral (Tabla 2), las plantas de M.atropurureum no
muestran diferencias significativas en ninguno de los
parametros para los tratamientos inoculadas y no
inoculadas.Mientras que C.virginianun presenté dife-
rencias en todos los parametros a favor de las inoculadas,
ya que no se obtuvo nodulacién espontanea. No se
obtuvieron valores altos de materia seca a causa de la
competencia ofrecida por el gran porte de la graminea
implantada, (Panicum maximum), este efecto ha sido
establecido por varios autores ( Sangakkara 1988, De
Leon et al. 1991) por lo que se recomienda la siembra de
las gramineas a posterior de las leguminosas en las
asociaciones. Las cepas nativas para M. atropurpureum,
se comportaron de igual manera que las provistas por
INTA, por lo que se infiere que no seria necesario
inocular dicha especie con cepas foraneas, habida cuenta
de la mejor adaptacion al medio que presentan siempre
las nativas.

En el Campo Anexo Dean Funes (Tabla 3) la especie
M. atropurpureum, present6 diferencias significativas
entre tratamientos en nimero de nédulos y peso seco,
siendo mayor en las plantas sin inocular, mientras que en
contenido de nitrégeno no presentd diferencias significa-
tivas. Esto indicaria que las cepas autéctonas son mas
competitivas que las introducidas, aunque su efectividad
en la fijacion de nitrégeno es igual tanto en unas como en
las otras, en las condiciones en que se realizo el estudio.

Si bien en este lltimo sitio de experimentaci6n no se
intersembraron las leguminosas, los valores de peso seco
también fueron muy bajos, probablemente a causa del
deficit hidrico que soportd el cultivo durante los meses
del ensayo ya que las precipitaciones fueron menores a
las medias mensuales (60-70mm y 100-120mm respecti-
vamente). Esta condicién habria determinado la mayor
agresividad delas cepas autoctonas de M. atropurpureum
por ser mas resistentes a situaciones limitantes comoes el
agua en estos climas semiaridos.

Parael caso de C. virginianun, el comportamiento fue
igual a Villa del Totoral, ya que presenté diferencias
significativas en todos los pardmetros a causa de que no
nodulé espontianeamente. Los valores absolutos para
contenido de nitrégeno, fueron considerablemente mas
bajos que en los ensayos de laboratorio, coincidiendo con
los obtenidos en la misma zona y trabajando con las
mismas especies por otros autores (De Leon e7 al 1991).
Para introducir, en el centro-norte de Cérdoba, C
virginianun se recomendaria su inoculacion , mientras
que para M atropurpureum se aconsejaria la utilizacion
de cepas nativas seleccionadas.
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