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Resumen

Con el objetivo de aislar cepas de rizobios, simbiontes de Medicago sativa L. (alfalfa), y carac-
terizar su capacidad promotora del crecimiento vegetal, se realiz6 la busqueda y seleccién de
microorganismos en suelos de diferentes zonas productivas del pais. Se evalud la coleccion
en la capacidad de solubilizar fosforo y la resistencia a ambientes salinos. En la coleccion de
58 aislados se observaron 5 que tienen la capacidad de solubilizar fosforo. Se determiné que
el mayor porcentaje de aislados tolerantes a salinidad (3,5% CINa) eran procedentes de Mag-
dalena (26%). De los aislados seleccionados se determiné el porcentaje de plantas noduladas
(PPN) SENASA - Res. 264/2011. La mayoria de los aislados evaluados indujeron la formacion
de ndédulos en un porcentaje de plantas superior al 80%. La caracterizacién de estas cepas
es probable que nos permita identificar individuos con un potencial biotecnoldgico para su uso
como bioinoculantes.

Palabras clave: bacterias del suelo; promotores del crecimiento vegetal; solubilizacion de
fosforo; salinidad; rizosfera.

Abstract

With the objective of isolating strains of rhizobia, symbionts of Medicago sativa L. (alfalfa), and
characterizing their ability to promote plant growth, the research and selection of microorga-
nisms were carried out in soils of different productive areas of the country. The collection was
evaluated in the ability to solubilize phosphorus and resistance to saline environments. In the
collection of 58 isolates, 5 show the ability to solubilize phosphorus. It was determined that the
highest percentage of isolates tolerant to salinity (3.5% CINa) were from Magdalena (26%).
From the selected isolates, the percentage of nodulated plants (PPN) was determined, ac-
cording to the methodology used by SENASA - Res. 264/2011. Most of the isolates evaluated
induced nodule formation in a percentage of plants greater than 80%. The characterization of
these strains is likely to allow us to identify individuals with a biotechnological potential for their
use as bioinoculants.

Keywords: soil bacteria; plant growth promoters; solubilization phosphorus; salinity; rhizos-
phere.

INTRODUCCION:

En la Republica Argentina el area de siembra del cultivo de alfalfa (Medicago sativa
L.) se estima en unas 3,7 millones de ha, (Basigalup, 2014). Los rendimientos pueden
variar segun las diferentes zonas de produccion, a nivel nacional se referencian rendi-
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mientos de 24.000 kg.ha-1.ano-1 (Demin y Aguilera, 2012). La implantacion de alfalfa
con el objetivo de lograr una alta produccion, requiere un adecuado abastecimiento de
fésforo (Berardo et al., 2001). La funcion especifica del fosforo esta relacionada con la
sintesis de adenosina trifosfato (ATP) asociada con la actividad del complejo enzima-
tico fijador de nitrégeno. La produccion de acidos organicos de bajo peso molecular

obtenido por las rizobacterias es uno de los mecanismos mas ampliamente conoci-
dos de solubilizacién del fosfato del suelo, que hace al fosforo (P) disponible para la
nutricion de las plantas (Paredes-Mendoza, 2010). Distintas especies de los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium, poseen capacidad de solubilizacion de fésforo inorganico
(Halder et al., 1990; Halder & Chakrabartty 1993; Surange & Kumar 1993), siendo esto
un factor de seleccién por la importancia que tiene este elemento en la produccion de
los cultivos.

La salinidad es un factor de estrés para los rizobios porque inhibe la persistencia y
desarrollo de los microorganismos, consecuentemente la seleccion de cepas de ri-
zobios tolerantes a la salinidad es de gran importancia para las zonas de cultivo de
alfalfa afectadas por esta condicion del suelo (Elboutahiri et al., 2010; Ibragimova et
al., 2006). Hay estudios que demuestran que los rizobios de rapido crecimiento tienen
mayor tolerancia a la salinidad por la capacidad de acumular mas rapidamente polia-
minas (estabilizador osmético) y utilizan con mayor rapidez nutrientes necesarios para
el crecimiento y la multiplicacién en comparacion con los rizobios de lento crecimiento
(Marquina et al. 2011). En la poblacion naturalizada es factible encontrar rizobios con
caracteristicas competitivas que aumenten la eficiencia de la fijacion de nitrégeno y
pueden ser utilizados para la fabricacién de inoculantes (Chen et al., 2002).

Con el objetivo de aislar y caracterizar cepas de rizobios, simbiontes de alfalfa, que se
destaquen por su capacidad promotora del crecimiento vegetal se realizé la busqueda
y seleccion de microorganismos en suelos de diferentes zonas productivas del pais.
En primera instancia se evaluo esta coleccion en la capacidad de solubilizar fosforo y
la resistencia a ambientes salinos.

Metodologia

Fueron seleccionados los sitios de muestreo en las regiones: Pampa Humeda y Patago-
nica Extra Andina. La coleccion de 58 aislados obtenidos en esta etapa se caracterizo
en su infectividad, capacidad para solubilizar fésforo y tolerancia a la salinidad. Cepa
control: Ensifer meliloti B399. Solubilizacion de Fésforo (P): Se emple6 un medio de cul-
tivo solido suplementado con una fuente de fésforo insoluble: Medio para solubilizacion
de P: MMSFCP-Mg, (Paredes Mendoza, 2010). La capacidad solubilizadora se determi-
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nd en base a la formacion de un halo transparente alrededor de las colonias. Tolerancia
a la salinidad: Se utilizaron placas con medio YEM sélido a pH 6.9 con rojo congo y se
adicionaron diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl): 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 3,0 y 3,5 %. Como control del experimento se utilizé el medio YEM con su corres-
pondiente concentracién de NaCl (0.01 %). Se incubaron a 28°C durante 5 dias.

Evaluacion de la Infectividad: de los aislados seleccionados se determiné el porcentaje
de plantas noduladas (PPN), segun establece la metodologia empleada por el SE-
NASA (Res. 264/2011). Resultado positivo: plantas que presentaron 3 o0 mas nodulos
en los primeros 1,5 cm de la raiz principal y abarcando las raices secundarias a una
distancia de 0,5 cm. Se consideraron satisfactorios los ensayos que cuenten con un
minimo de 80% de plantas positivas (noduladas).

Los datos se analizaron por medio de ANOVA y la comparacién de medias se realizd
a través el Test de Tukey (p< 0,05).

Resultados y discusion

Se evalud la coleccidon de 58 aislados obtenidos en su tolerancia a la salinidad, obser-
vamos que todos los aislados evaluados desarrollaron hasta concentraciones de CINa
(1%), estos valores disminuyen a 24% en concentraciones de 2%. A la concentracion
de CINa (3,5%) (Tabla 1), se observé que el mayor porcentaje de aislados tolerantes
eran procedentes de Magdalena (26%), en esta zona algunos suelos presentan carac-
teristicas salinas, Se detectdé un mayor numero de cepas tolerantes procedentes de
suelos salinos (Ibragimova et al., 2006). En los otros sitios de muestreo se observaron
estos Resultados Trelew (6,25%), Colon (0%) y Arrecifes (7,69%).

Se rescataron 5 aislados (461, 541, 561, 611, 631) que presentan la capacidad de so-
lubilizar fésforo.
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Tabla 1 - Analisis de la coleccion de los aislados simbiontes de alfalfa
(Medicago sativa L.) en su capacidad de solubilizar fésforo y su tolerancia
a la salinidad. Porcentaje de aislados de cada sitio de muestreo.

Porcentaje de aislados to-

Numero Capacidad de So- lerantes a la salinidad de

Origen de ais- lubilizar fosforo cada sitio de muestreo

Porcentaje de aislados

lados de cada sito de muestro
3,5% CINa
Magdalena 23 0 26
Trelew 16 0 6,25
Coloén 6 16,6 0
Arrecifes 13 30,7 7,69

Se evalud el porcentaje de plantas noduladas (PPN), de algunos aislados seleccionados por
su tolerancia a la salinidad (42, 62, 112, 352, 392, 552, 622) y su capacidad de solubilizar
fésforo (541, 561, 611. 631). Todos los aislados evaluados indujeron, a los 25 dias de iniciado
el ensayo, la formacion de nédulos en un porcentaje de plantas superior al 80%, a excepcién
de la cepa 631, tratamiento en el que sdlo el 55% de las plantas presentaron nédulos.

Se determind el numero de nédulos por planta, segun el analisis estadistico de los Re-
sultados mediante el Test de Tukey (p<0.05), el aislado 561 presenté menor numero de

nddulos teniendo diferencias significativas con la cepa B399. El resto de los aislados
presenté un comportamiento similar a la cepa control.

Conclusion

Se demostrd que algunos aislados son capaces de solubilizar fosforo y toleran concen-
traciones mayores de CINa que la cepa control. Estudios adicionales en condiciones
de campo contribuiran a definir el potencial biotecnoldgico de estas estirpes, evaluan-
do la promocién del crecimiento vegetal en condiciones limitantes del suelo.
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