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  Resumen 

 

 

RESUMEN: 

El agotamiento de los suelos es una manifestación de complejos desequilibrios 

funcionales, sólo superable con la utilización de mecanismos de análisis y propuestas de 

acción que se efectivizan a través del conocimiento científico alcanzado en la materia. 

Las pasturas en base a leguminosas que es necesario establecer, resultan fuertemente 

limitados por dos factores, la disponibilidad hídrica y la fertilidad natural de los suelos. 

Para el segundo caso, la aplicación de fertilizantes parece la solución de mayor viabilidad, 

pero éstos pueden ser contaminantes, por lo que la fertilización biológica es una 

alternativa superadora.   

La región semiárida pampeana, ha tenido un ciclo rico en lo que hace al aporte de 

precipitación pluvial, a lo que ha sucedido inmediatamente después, un período de 

escasas lluvias. Es así que muchos productores, tienen en sus establecimientos necesidad 

de implantar cultivos de cosecha o pasturas en área que estuvieron anegadas durante el 

tiempo necesario para la salinización de sus tierras. 

Por lo que se plantea como hipótesis que el conocimiento y manejo adecuado de las 

bacterias con efecto PGPR y sus formulaciones como inoculantes se traduce en un 

incremento en el rendimiento de los cultivos. Y El objetivo  es: evaluar el incremento en el 

rendimiento de cultivos de alfalfa mediante la acción de  microorganismos PGPR aislados de 

zonas que estuvieron anegadas durante el tiempo necesario para la salinización de sus 

tierras.



  Abstract 

 

ABSTRACT: 

The soil depletion is a complex manifestation functional imbalances, only matched by the 

use of analysis and proposed mechanisms of action that are carried out through the 

scientific knowledge in this field reached.  

Pasture legumes based on the need to establish, are severely limited by two factors, the 

availability of water and the natural fertility of the soil. For the second case, the 

application of fertilizers appears more feasible solution, but these may be contaminants, 

so that fertilization is a better alternative biological. 

The Pampean semiarid region, has had a rich cycle which makes the contribution of 

rainfall, to what happened immediately after a period of low rainfall. Thus, many 

producers have in their institutions need to implement harvest crops or pastures were 

flooded area long enough for their land salinization. 

As hypothesized that knowledge and proper handling of bacteria and PGPR effect as 

inoculants formulations results in an increase in crop yields. And the objective is to 

evaluate the increase in alfalfa yield by the action of microorganisms isolated PGPR areas 

were flooded during the time required for their land salinization.
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1.INTRODUCCIÓN  

La búsqueda de nuevas alternativas que ayuden a disminuir los costos de la producción 

agrícola, aumentar los rendimientos y beneficios económicos, cuidar el ambiente y por 

ende lograr un desarrollo sostenible obliga a estudiar la posibilidad de utilizar el potencial 

que tienen las bacterias que nodulan las raíces de las leguminosas, de manera tal que 

puedan utilizarse para fijar el nitrógeno presente en la atmosfera y contribuir de manera 

ecológica a la nutrición de las mismas. El seleccionar cepas autóctonas con alta capacidad 

de competencia en lugar de introducir otras que, aunque competitivas, provienen de 

nódulos o suelos ajenos al sitio en cuestión y que por su influencia, compiten con las cepas 

introducidas y dan lugar a un menor rendimiento (Thies et. al. 1991), indicaría que puede 

ser ventajoso utilizar rizobios nativos como biofertilizantes. Esto constituiría una posible 

alternativa para el enriquecimiento de los suelos, desarrollo y mejor rendimiento de los 

cultivos. 

1.1  Importancia del Nitrógeno. Ciclo del elemento. 

El nitrógeno es el factor limitante más importante para el desarrollo de las plantas, dado 

que este se encuentra formando parte de compuestos fundamentales (Figura 1) como 

proteínas, ácidos nucleicos, clorofila, etc. 
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Dentro de los ciclos biogeoquímicos de los elementos minerales, el del nitrógeno (Figura 

2) es especialmente complicado por encontrarse, en condiciones naturales en distintos 

estados de valencia (de +5 a +3) formando compuestos estables (Olivares 2008). 

El mencionado elemento se encuentra en forma libre (estado gaseoso) y en mayor 

abundancia en  la atmósfera (78 %). Sin  embargo, es tan estable, que apenas se combina 

con otros y, por lo tanto, es difícil que los organismos lo asimilen, ya que primero 

necesitan desdoblarlo y emplearlo en la síntesis de aminoácidos, proteínas, ácidos 

nucleicos y otras moléculas fundamentales para su metabolismo.  

 

 

 

 

 

 

  

                                                                                    

 

Figura 2. Esquema del Ciclo del Nitrógeno. 

(http://www.epm.com.co/bibliotecaepm/biblioteca_virtual/ciclo_nitrogeno.htm) 
 

Se ha demostrado que la vía normal de ingreso de nitrógeno a las plantas proviene del 

suelo, y que para ser absorbido, se debe encontrar mineralizado, como nitrato (NO-3) o 

amonio (NH4
+). Siendo el primero, la forma más usual tomada por la planta (Olivares 

2008). Sin embargo, debido a que se acumula principalmente en formas orgánicas en el 

suelo, se hace necesaria su transformación microbiana, conocida como mineralización, 

para dejarlo disponible para las plantas (Urzúa, 2000). Puede observarse en la Figura 2 que 

las vías de ingreso de nitrógeno al sistema agrícola son: fijación biológica (simbiótica y no 

http://www.epm.com.co/bibliotecaepm/biblioteca_virtual/ciclo_nitrogeno.htm
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simbiótica), mineralización (amonificación) de residuos orgánicos animales y vegetales y 

aporte de fertilizantes orgánicos y/o inorgánicos (no se muestra en la figura). 

La agricultura moderna utiliza plantas con potenciales productivos cada vez mayores, 

demandando una elevada nutrición nitrogenada, la cual puede ser muy superior al aporte 

de nitrógeno del suelo. Por lo tanto, en la mayoría de los cultivos es necesario 

suplementar con fertilizantes nitrogenados. Esto conlleva un considerable aumento en los 

costos de producción, así como también incrementos en la alteración del aire, del agua y 

del suelo, por los contaminantes que normalmente acompañan a los fertilizantes como 

inertes. Y, dado que más de la mitad del fertilizante aplicado termina en ríos, lagos y 

mares, contribuye al proceso de eutrofización, al descontrolado crecimiento de algas en 

las plataformas marinas, como así también desbalances nutricionales en los suelos, con 

pérdida de materia orgánica.  

Resulta por ello indispensable manejar al nitrógeno como recurso natural no sólo desde el 

punto de vista de su obtención sino también atendiendo al manejo de su circulación y su 

destino. Como se observó anteriormente (Figura 2), existe otra vía de aporte de nitrógeno 

al sistema agrícola, llamada fijación biológica de nitrógeno (FBN), la cual es llevada a cabo 

por microorganismos procariotas en vida libre o en simbiosis (asociación mutualista con 

las plantas), denominándose en este último caso, fijación simbiótica de nitrógeno (FSN). 

A través de esta vía es posible obtener un importante suministro de nitrógeno para 

determinadas especies vegetales (principalmente leguminosas), las que en simbiosis con 

estas bacterias fijadoras de nitrógeno, principalmente rizobios, obtienen este elemento a 

un costo generalmente reducido (Urzúa, 2000; Olivares, 2004; Russelle and  Birr, 2008). 

 

1.2 Interacciones Planta- Microorganismo. PGPR (plant growth-promoting 
rhizobacteria). 

La rizósfera abarca los milímetros de suelo alrededor de la raíz de la planta, donde ocurren 

procesos biológicos y ecológicos muy complejos. Éstas interacciones complejas, tanto 

químicas, como físicas y biológicas son experimentadas por las plantas terrestres, donde la 

raíz interacciona con el ambiente del suelo. Dichas interacciones involucran la raíz de las  
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plantas, y las mismas pueden ser del tipo: raíz-raíz, raíz-insecto y raíz-microorganismo, las 

que pueden ocasionar interacciones tanto positivas como negativas (Figura 3).  

Las interacciones positivas incluyen asociaciones simbióticas con bacterias, hongos 

micorrízicos y colonización de las raíces por agentes bacterianos de biocontrol y 

promoción del crecimiento de las plantas (PGPB). Las interacciones negativas, incluyen 

competición por parásitos de las plantas, patogénesis bacteriana o fúngica e 

invertebrados herbívoros. Todas se llevan a cabo gracias a un proceso de señalización en 

el que se encuentran involucradas diferentes sustancias químicas, conocidas como 

exudados radiculares (Bais et. al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación de las posibles interacciones rizosféricas mediadas por exudados 

radiculares. (Bais et. al., 2006). 

Para un gran número de plantas, estos exudados juegan un rol indirecto en la competición 

por los recursos, alterando la composición química y los procesos del suelo, como así 
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también las poblaciones microbianas,  cumpliendo un rol directo en el desarrollo de 

asociaciones entre las plantas y sus hospedadores (Bais et. al., 2006). 

Dentro de las poblaciones microbianas que se encuentran en el suelo, hay un especial 

interés en aquellos microorganismos que pueden provocar efectos benéficos sobre las 

plantas y principalmente sobre los sistemas de cultivos. En este aspecto, las rizobacterias 

promotoras del crecimiento son quienes reciben  el mayor interés. 

Las PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria), fueron definidas por primera vez por 

Kloepper y Schroth (1978), como un grupo de bacterias presentes en el suelo que 

colonizaban las raíces de las plantas, o que inoculadas sobre las semillas producían un 

aumento en el crecimiento de las primeras.  

Este grupo de bacterias pertenece a la familia Rhizobiaceae, que se agrupan en seis 

géneros: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y 

Sinorhizobium. Los rizobios poseen una morfología normalmente bacilar y no son 

formadores de esporas. El aspecto de las colonias depende del medio de cultivo y de la 

especie, en general tienen un aspecto mucilaginoso debido a la presencia de polisacáridos 

extracelulares y su forma varía desde plana a convexa. El color va desde blanco opaco 

poco gomosa, a blanco lechosa traslucida, según la cantidad de polisacáridos. Son 

aerobios, sin embargo son capaces de crecer a una tensión de oxígeno menor de 0,001 

atm (Frioni, 1999; Azcón-Bieto and Talón, 2000). Comparten la característica distintiva de 

formar nódulos fijadores de nitrógeno en las leguminosas (Figura 4) y de allí proviene su 

gran importancia agronómica y ecológica (Lodeiro et. al.,  2003). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Fotografías de nódulos en raíces de leguminosas. A: nódulos indeterminados 

(forma alargada); B: nódulos determinados (forma redondeada) (Lodeiro et. al.,  2003). 
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Los rizobios pueden encontrarse en la naturaleza en dos formas de vida: una de ellas “en 

vida libre”, que es la condición en que se encuentran en el suelo o bien en las etapas 

iniciales de la colonización e infección de la raíz, y la otra, como “bacteroides” 

encontrándolos en el interior de los nódulos.  

Ambas formas difieren sustancialmente en su morfología y metabolismo, es así, que los 

rizobios en vida libre son bacilos móviles, incapaces de fijar nitrógeno y utilizan una 

variedad de fuentes de carbono, mientras que los bacteroides tienen formas irregulares, 

son inmóviles, fijan nitrógeno y sólo pueden utilizar ácidos dicarboxílicos como succinato o 

malato como fuentes de carbono (Lodeiro et. al.,  2003). 

Para que el proceso de colonización de la raíz se lleve a cavo, las PGPR deben cumplir tres 

características intrínsecas: (i) ser capaces de colonizar la raíz  y/o su zona de influencia; (ii) 

sobrevivir y multiplicarse en los micro-hábitat asociados a la superficie de la raíz donde 

compiten con la microbiota natural, al menos el tiempo suficiente para ejercer de forma 

efectiva su actividad promotora del crecimiento y (iii) estimular el crecimiento vegetal 

(Kloepper, 1994). 

Dichas PGPRs, poseen rasgos y genes específicos que contribuyen al proceso de 

colonización, aunque solo unos pocos han sido identificados; dentro de estos rasgos se 

incluyen: movilidad, quimiotaxis hacia la semilla y los exudados radiculares, producción de 

fimbrias, capacidad para usar componentes específicos de los exudados de la raíz, 

secreción de proteínas y quórum sensing (Lugtenberg et. al., 2001). 

Otro aspecto importante de la colonización, es la capacidad de competir con 

microorganismos nativos ya presentes en el suelo y en la rizósfera. La comprensión de 

estas interacciones ha sido restringida en parte, por la incapacidad para cultivar y 

caracterizar diversos miembros de la comunidad de la rizósfera y determinar cual 

comunidad varia con la especie de planta, edad, localización de la raíz y propiedades del 

suelo (Nelson, 2004). 

Los efectos producidos por las PGPR se pueden dar a través de mecanismos directos o  

bien indirectos, pero los mecanismos específicos involucrados no han sido bien 

caracterizados (Glick, 1995; Kloepper, 1993). Dentro de los mecanismos indirectos, la 
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promoción del crecimiento, es a través de la disminución o prevención de los efectos 

negativos de microorganismos patógenos en su mayor parte por la síntesis de antibióticos 

(Sivan, 1992) o sideróforos (Leong, 1986). Los mecanismos directos incluyen: síntesis de 

fitohormonas (Xie et. al., 1996), fijación de nitrógeno (Christiansen-Weneger, 1992), 

reducción del potencial de membrana de la raíz (Bashan and Levanony, 1991), síntesis de 

algunas enzimas que modulan el nivel de hormonas en la planta (Glick et. al., 1998), 

solubilización de fosfato inorgánico y mineralización de fosfato orgánico, los cuales hacen 

que el fósforo esté más disponible para la planta (Krasilnikov, 1961). De todos ellos, las 

PGPRs pueden hacer uso de uno o más de estos mecanismos. 

La estructura de las comunidades rizobianas, puede ser caracterizada tanto en forma 

fenotípica como genotípica. Dentro de los métodos fenotípicos, que dependen de la 

capacidad para cultivar los microorganismos, se pueden mencionar: perfil de  fosfolípidos 

y ácidos grasos (PLFA), como así también perfil de ésteres metilados de ácidos grasos 

(FAME) (Germida et al., 1998). En cambio, los métodos genotípicos emplean técnicas de 

biología molecular y se basan en la extracción directa de DNA del suelo y el análisis de la 

secuenciación del gen 16S-rRNA o su expresión en sistemas de clonado (Rondon et. al., 

1999). 

1.3 Fijación Simbiótica de Nitrógeno 

La FBN (Fijación Biológica de Nitrógeno) presenta un gran interés, circunstancia que ha 

determinado que sea considerada objeto de intensa investigación desde su 

descubrimiento en 1888. También contribuye globalmente de forma importante al 

suministro del nitrógeno requerido por las plantas, el resto del nutriente necesario 

procede casi en su totalidad del amonio sintetizado vía Haber-Bosch, proceso con un 

elevado gasto de energía (alrededor del 1% de la energía consumida a nivel mundial). La 

FBN cobra mayor importancia dentro de la Agricultura Sostenible, ya que evita el uso 

abusivo de fertilizantes nitrogenados, con el consiguiente ahorro de energía y la 

disminución de la degradación del medio (Olivares, 2008). 
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El nitrógeno se encuentra en gran parte en la atmósfera, ocupando alrededor de un 78%, 

bajo la forma de N2, sin embargo y debido a que el triple enlace entre los dos átomos de 

nitrógeno, hace que la molécula sea casi inerte, de manera tal que el elemento no puede 

ser aprovechado por la mayoría de las formas vivientes, sino solo por un pequeño grupo 

de microorganismos altamente especializados, que incluyen actinomicetes, algas y 

bacterias. 

Para ser utilizado por las plantas en su crecimiento, primeramente debe ser reducido y 

posteriormente “fijado” (combinado) en la forma de iones amonio o nitrato, que son las 

formas asimilables por los vegetales. El proceso a través del cual esos microorganismos 

reducen el nitrógeno hasta una forma utilizable es conocido como Fijación Biológica de 

Nitrógeno (FBN), dentro de esta la Fijación Simbiótica de Nitrógeno (FSN) es llevada a 

cabo por la acción de microorganismos  procariotas en asociación con las plantas, los 

cuales son capaces de expresar funcionalmente el complejo de la nitrogenasa (Halbleib 

and Luden, 2000), que es la enzima que cataliza la reducción de N2 a NH3.  

La estructura de dicha enzima, se encuentra conservada en la mayoría de los diferentes 

organismos fijadores de nitrógeno (Smith, 2002), y la misma consta de dos componentes: 

el componente I  o dinitrogenasa codificado por los genes nifD y NifK, que tiene un 

cofactor de hierro-molibdeno (FeMo-Co) con el sitio activo; y el componente II o 

dinitrogenasa reductasa codificado por los genes NifH (Rubio and Ludden, 2008). 

La reducción de nitrógeno por la nitrogenasa, incluye tres transferencias de electrones 

(Igarashi and Seefeldt, 2003): 

a) La reducción del componente II por una ferredoxina. 

b) La transferencia sucesiva de electrones desde el componente II al componente I, 

en un proceso dependiente de MgATP, con una estequiometria mínima de 2 

MgATP hidrolizados por electrón transferido. 

c) La transferencia de electrones al nitrógeno, que se encuentra unido al centro 

activo del componente I 

N2 + 8H+ + 8e-  + 16MgATP              2 NH3
 + 16MgADP + 16Pi + H2   
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El complejo nitrogenasa, simultaneamente con la reducción del nitrógeno (N2) cataliza la 

reducción de protones (H+) a hidrógeno (H2), lo cual le supone una limitación importante; 

para contrarrestar esta pérdida de eficiencia, el bacteroide es capaz de reciclar el 

hidrógeno (H2) a protones (H+) por la hidrogenasa, excepto las cepas de rizobios que son 

hup (-) (Hydrogen uptake) carentes de esta actividad (Imperial et. al., 2006). 

1.4 Proceso de Nodulación y señalización de la simbiosis 

Los rizobios en vida libre pueden permanecer durante largos períodos en el suelo, aún en 

ausencia de leguminosas. Cuando las raíces de las plantas penetran en el suelo se 

producen cambios importantes en la composición química de la solución de éste, debido a 

que exudan una variedad de aminoácidos, proteínas, azúcares, flavonoides, alcoholes, 

vitaminas, hormonas y ácidos orgánicos. Este ambiente enriquecido en nutrientes puede 

promover el crecimiento de las poblaciones rizobianas del suelo y su movilización hacia las 

raíces, merced a su quimiotaxis positiva hacia muchos de esos compuestos, en forma 

inespecífica (Gaworzewska and Carlile, 1982) o en forma selectiva hacia ciertos 

flavonoides liberados por su hospedante simbiótico (Caetano Anollés et al., 1988). El 

resultado de todos estos procesos es la colonización de una zona del suelo en íntimo 

contacto con las raíces, sujeta a influencias físicas y biológicas por ellas, que se conoce 

como rizosfera (Lodeiro et. al., 2003). 

El establecimiento de la simbiosis puede resumirse como el resultado de tres eventos: a) 

la infección intracelular de las células hospedadoras por el microsimbionte; b) el 

desarrollo y organogénesis del nódulo; y c) el proceso de fijación de nitrógeno. El primero 

y segundo evento ocurre simultáneamente, mientras que la fijación se da después de que 

la organogénesis está completada y sólo si la infección bacteriana es la adecuada.  

 

 

 1.4.1. Señalización de la simbiosis 

Un diálogo molecular entre el microorganismo y la planta inicia el proceso de simbiosis, 

similar al que ocurre entre la planta y otros microorganismos patógenos (Samac and 
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Graham, 2007). Los exudados radicales liberan determinados compuestos del 

metabolismo secundarios, identificados como flavonoides, que son esenciales para el 

establecimiento de la simbiosis. Estos flavonoides son percibidos por los rizobios 

compatibles que hay en la rizósfera, los que inducen la expresión del operón de 

nodulación (genes nod, nol o noe), implicado en la síntesis de los llamados factores Nod 

(Figura 5). Estos factores Nod de naturaleza  lipoquitooligosacáridos (LCO), consisten de 

cuatro o cinco unidades de  β-1,4 N acetilglucosaminas, que varían su estructura básica y 

especificidad molecular dependiendo de la especie de rizobio. Por lo tanto los factores 

Nod son considerados elementos claves para la especificidad de la simbiosis (Supanjani et. 

al., 2006).  

 

 

Figura 5. Esquema general del lipoquitooligosacárido o factor Nod producido por los 

rizobios. n puede variar entre 1 y 4. Los sustituyentes que se describen como grupos R son 

propios de cada especie bacteriana. De esta manera a cada flavonoide corresponde un 

LCO concreto lo que determina la especificidad de la simbiosis (Lodeiro et. al., 2003). 

 

Por su parte los rizobios secretan polisacáridos que se unen a ciertas proteínas de la 

planta (lecitinas), encontradas en los extremos de los pelos radicales sobre los que se 

adhieren. Cada rizobio expresa constitutivamente un grupo de factores de transcripción, 

conocidos como NodD cuyo número y regulación va a depender de la especie de rizobio. 

En Sinorhizobium meliloti hay tres copias de NodD, siendo dos de ellas, NodD1 y NodD2, 

activadas por flavonoides, mientras que NodD3 es activada por SyrM (Symbiotic 

Regulator), induce la síntesis de exopolisacárido (EPS) independientemente de la 

presencia de flavonoides (Swanson et al., 1993). A su vez, estos factores Nod 

desencadenan en la planta numerosas respuestas, todas ellas esenciales en el proceso de 
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invasión y organogénesis, como ser: modificaciones en los pelos radicales, la formación 

del canal de infección y la división de células del cortex, que conducen a la formación del 

nódulo donde se llevará a cabo la fijación. 

Otro componente con capacidad de integrar las respuestas epidérmicas y corticales es NIN 

(Nodule INcepction), identificado con una proteína integral de membrana con un dominio 

citoplasmático que conecta con el núcleo y actúa como un factor de transcripción. Esta 

proteína (NIN) funciona independientemente de los factores NOD, pero actúa como 

regulador positivo en la nodulación con una función dual, pues permite tanto la infección 

de las células epidérmicas (pelos radicales) por los rizobios, como las respuestas inducidas 

en las células de la corteza radical con la formación del primordio nodular. Claramente 

NIN desempeña un papel esencial durante la nodulación (Borisov et. al., 2003; Marsh et. 

al., 2007). 

 1.4.2. Infección 

En paralelo con la diferenciación y desarrollo del  nódulo, debe producirse la infección de 

la raíz por parte de los rizobios. Fåhraeus describió con excelentes micrografías las etapas 

características de la infección (Sahlman and Fåhraeus, 1963). En primer lugar, notó que 

ocurre una curiosa deformación de los pelos radiculares, llamada enrulado del pelo 

radicular (Figura 6), en donde se observa como los rizobios quedan atrapados en la 

curvatura interior del pelo radicular y posteriormente penetran al mismo formando un 

hilo de infección en dirección a las células subcorticales de la raíz donde se está formando 

el nódulo. El hilo de infección se forma por una invaginación de la pared celular del pelo 

radicular, que da origen a un canal a través del cual migran los rizobios hacia la 

mencionada zona subcortical (Stuurman et al., 2000). 
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Figura 6. Micrografía electrónica original de Sahlman y Fåhraeus (1963) mostrando el 

enrulado de un pelo radicular. Obsérvese a los rizobios englobados en la curvatura interior 

del pelo, y el inicio de la formación del hilo de infección (aumento: 5.500 veces) (Lodeiro 

et. al., 2003). 

Se ha establecido que no todos los pelos radiculares son infectables, pudiendo distinguirse 

tres regiones de la raíz de acuerdo al desarrollo de los pelos radiculares; desde la base 

hacia el ápice, estas son: 1) la zona de los pelos maduros, 2) la zona de los pelos 

emergentes y 3) la zona apical, sin pelos radiculares. Así, Bhuvaneswari et al. (1980) 

pudieron concluir que los pelos radiculares maduros no pueden ser infectados.  

El reconocimiento de que los pelos radiculares maduros no son infectables llevó a la 

conclusión que el enrulado de los pelos radiculares ocurre por un crecimiento desigual de 

las paredes celulares a uno y otro lado del pelo. Dado que los rizobios son capaces de 

sintetizar y liberar reguladores del crecimiento como auxinas y citokininas, se especula 

que la adsorción de distintas cantidades de rizobios a uno y otro lado del pelo, junto a la 

liberación de reguladores del crecimiento ocasionaría el enrulado.  

Las leguminosas pueden nutrirse tanto del nitrógeno del suelo como del nitrógeno 

atmosférico. Si estas plantas encuentran alguna fuente de nitrógeno adecuada en el suelo 

(principalmente nitrato) inhiben la nodulación y la infección rizobiana. Además, aún 

cuando la disponibilidad de nitrógeno sea baja y se requiera de la fijación simbiótica de 

nitrógeno, las leguminosas regulan la cantidad de nódulos totales que les permitan 

obtener una buena provisión de nitrógeno. Ciertos cálculos indican que la fijación 
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simbiótica de nitrógeno es, para la planta, más costosa en términos energéticos que la 

asimilación reductiva de nitrato. Por ello, tanto los nódulos poco efectivos en la fijación de 

nitrógeno como el exceso de nódulos aún cuando sean efectivos, representan costos 

energéticos que pueden debilitar al vegetal si éste nodula indiscriminadamente. El 

mecanismo que inhibe la formación de nuevos nódulos, cuando la planta ya dispone de un 

cierto número de éstos, o de fuentes de nitrógeno en el suelo, se basa en un sistema de 

retrocontrol (feedback) en el cual participan señales controladas por la parte aérea 

(Krusell et al., 2002). 

1.4.3. Invasión del nódulo y diferenciación.  

La última etapa de la infección es la invasión de los nódulos en formación por parte de los 

rizobios que provienen del hilo de infección y la diferenciación de éstos en bacteroides 

capaces de fijar nitrógeno. A medida que los rizobios ingresan al citoplasma de las células 

infectadas son envueltos por una membrana de origen vegetal llamada membrana 

peribacteroidal. Una vez dentro de la membrana peribacteroidal los rizobios pueden 

dividirse algunas veces y luego inician el proceso de diferenciación en bacteroides que 

consiste en general en un incremento del tamaño de las bacterias; además, los 

bacteroides pueden adquirir formas redondeadas o de Y, y es, en este momento cuando 

se reprime la expresión de los genes de nodulación y se estimula la de los genes 

relacionados a la fijación de nitrógeno.  

Los grupos de bacteroides así diferenciados y envueltos en una membrana peribacteroidal 

forman cuerpos distinguibles en el citoplasma que reciben el nombre de simbiosomas. Es 

en ellos donde se va a producir la fijación de nitrógeno hasta que finalmente se inicie su 

degradación y senescencia. 

Estos procesos ocurren de maneras diferentes según los nódulos sean de crecimiento 

determinado o indeterminado. No se conoce actualmente por qué se forman dos tipos de 

nódulos con diferente modo de crecimiento y organización histológica, pero sí está 

bastante claro que la formación de uno u otro tipo de nódulo depende de la planta y no 

de la bacteria, ya que la misma especie de rizobio puede dar origen a nódulos 
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determinados o indeterminados en distintas especies de leguminosa: por ejemplo, R. 

tropici produce nódulos determinados en poroto e indeterminados en L. leucocephala. 

1.4.4. Tipos de Nódulos 

Los nódulos bacterianos pueden ser de dos tipos: nódulos determinados, formados en 

leguminosas de origen tropical, como: soja o judía, y nódulos indeterminados en 

leguminosas de origen subtropical, como: guisante o alfalfa. 

Los nódulos determinados tienen forma esférica y la zona infectada está formada por 

células que se encuentran en un estadio similar de desarrollo, las divisiones de la zona 

central concluyen 12-18 días después de la inoculación, y a partir de aquí el aumento de 

tamaño se produce solo por crecimiento celular. Estos nódulos se desarrollan en el cortex 

externo de la raíz y exportan el nitrógeno en forma de ureídos. Los nódulos 

indeterminados en cambio, tienen forma cilíndrica y diferentes regiones en la zona 

central, se desarrollan en el cortex interno de la raíz y exportan el nitrógeno en forma de 

amidas (Maunoury et. al., 2008). 

En la Figura 7, se pueden observar las diferentes zonas de este tipo de nódulos: 

 Zona I o meristemática: corresponde a la zona de células en proliferación 

 Zona II o de invasión: es la región en que se produce la invasión bacteriana a través 

de  los canales de infección, las células de esta región son más grandes que las 

meristemáticas al igual que sus vacuolas. 

 Interzona II y III: en esta franja, las células vegetales finalizan su proceso de 

diferenciación, presentan gran cantidad de transcriptos de leghemoglobina, proteína 

encargada de regular la presencia de oxígeno en el nódulo. 

 Zona III o de fijación: región totalmente diferenciada en la que se realiza la fijación 

de nitrógeno, se divide en dos regiones: la zona de fijación y la zona insuficiente. 

 Zona IV o de senescencia: región en la base del nódulo, donde las células vegetales 

y los bacteroides degeneran (Kahn et. al., 1998). 
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Figura 7. Esquemas de cortes longitudinales de un nódulo indeterminado  (Lodeiro et. al., 

2003). 

1.4.5. Funcionamiento del nódulo 

La energía necesaria para llevar a cabo el proceso de fijación de nitrógeno proviene de la 

fotosíntesis. Desde la parte aérea, vía floema, se transporta sacarosa hasta los nódulos, 

donde se hidroliza a monosacáridos para transformarse en fosfoenolpiruvato. La 

fosfoenolpiruvato carboxilasa cataliza la conversión de fosfoenolpiruvato en oxalacetato, 

que se reduce rápidamente a malato y constituye la principal fuente de energía para el 

bacteroide. La planta también suministra aminoácidos al bacteroide para suprimir la 

asimilación de amonio del microsimbionte y facilitar así, su transferencia al vegetal 

(Ramos and Bisseling 2003) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

Figura 8. Funcionamiento del nódulo (http://www.agroestrategias.com) 

http://www.agroestrategias.com/
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El amoníaco producido durante la reducción del nitrógeno se libera al espacio 

peribacteroidal, donde predominan condiciones de acidez que desplazan el equilibrio 

NH3+ H+  NH4
+ hacia la formación de amonio, el cual a diferencia del amoníaco, no 

puede atravesar las membranas del bacteroide debido a su carga (Figura 9). El amonio 

tóxico para la planta, es incorporado inmediatamente a esqueletos carbonados, 

principalmente a través del ciclo GS/GOGAT. La glutamina puede donar su grupo amida al 

aspartamo formando aspargina, principal amida transportada por el xilema a la parte 

aérea en algunas leguminosas. El amonio una vez asimilado, puede ser exportado en 

forma de amidas o ureidos, las leguminosas de climas templados, como: Medicago, Pisum 

y Trifolium exportan el nitrógeno en forma de amidas: glutamina, aspargina y 4-

metilenglutamina, mientras que en las leguminosas de climas cálidos, como: Glycine, 

Phaseolus y Vigna, el nitrógeno es incorporado como asparragina, aspartato, glutamina y 

glutamato, que después son metabolizados a ureídos en los nódulos (Vance, 2008). 

 

   

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de la asimilación de nitrógeno por las leguminosas. Luego de la 

reducción del nitrógeno por parte del bacteroide, el amoníaco presente en el espacio 

peribacteroidal se convierte en amonio gracias a las condiciones de acidez de este 

compartimiento. Así, el amonio es captado por la célula vegetal, en cuyo citoplasma el 

ciclo GS/GOGAT cataliza su asimilación en aminoácidos. Posteriormente estos 

aminoácidos pueden translocarse como tales o convertirse en ureídos (Glu: glutamato; 

Gln: glutamina; Aa: aminoácidos; Nasa: nitrogenasa; GS: glutamino sintetasa; GOGAT: 

glutamato sintasa (Lodeiro et. al., 2003). 
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1.5  Las leguminosas 

La familia de las leguminosas, con unos 750 géneros y 20000 especies, es la tercera familia 

más numerosa, después de Compuestas y Orquideáceas y la segunda en importancia 

agronómica después de las gramíneas (Gepts et. al., 2005). Las leguminosas cultivadas se 

pueden clasificar en dos grupos atendiendo a su uso: forrajeras y de grano. Las primeras 

son las que se aprovechan sus hojas y tallos mediante corte o pastoreo, mientras que en 

las segundas, la principal utilidad económica reside en las semillas. Dentro de las especies 

más utilizadas para el consumo humano se puede mencionar: guisante (Pisum sativum), 

garbanzo (Cicer arietimum), judía (Phaseolus vulgaris), haba (Vicia faba), soja (Glicina 

max), alfalfa (Medicago sativa) y trebol (Trifolium repens). 

La importancia de las leguminosas se basa en aspectos tan importantes como: a) la 

potencialidad en la producción de proteínas vegetales para consumo humano y 

fabricación de piensos para animales; b) su utilización como pasto y forraje para el 

consumo animal; c) el efecto beneficioso para el ambiente, al poder utilizar el nitrógeno 

atmosférico como alternativa a los fertilizantes químicos, dado que poseen la capacidad 

para establecer simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno formando nódulos, hecho 

que permite que sean capaces de crecer en terrenos con baja humedad, pobres en 

nitrógeno o calcáreos, y d) la capacidad para colonizar ecosistemas naturales, evitando la 

erosión, y participando en la recuperación de suelos marginales, mejorando la fertilidad 

del suelo al incorporar el nitrógeno fijado a la materia orgánica (Vance, 1998).  

En la agricultura, estos sistemas de Fijación de Nitrógeno, que permiten una disminución 

en el uso de fertilizantes químicos, han encontrado su aplicación en el aprovechamiento 

de asociaciones naturales entre microorganismos procariotas y plantas cultivadas, siendo 

las más importantes con las leguminosas, pero encontrándose también en cultivos de 

otras familias, entre ellos gramíneas como el arroz (Shrestha and Ladha, 1996) y la caña de 

azúcar (Urquiaga et. al., 1992), que contribuyen con una significativa cantidad del 

nitrógeno fijado biológicamente (Lodeiro, 2003).  

Todas la características mencionadas anteriormente, hacen que la investigación sobre 

aspectos básicos y tecnológicos de su biología cobre relevancia mundial, sobre todo en la 



                                                                                                                                                       1.Introducción 

18 

 

búsqueda de nuevas variedades mejor adaptadas a condiciones climáticas especiales de 

sequías, altas temperaturas, salinidad, etc., así como también bacterias con máxima 

capacidad fijadora de nitrógeno, en estas condiciones. 

1.6 . Características e importancia del cultivo de alfalfa (Medicago sativa) 

La alfalfa (Medicago sativa) es la principal especie forrajera del país y la base de la 

producción de carne y leche en la Región Pampeana. La difusión de su cultivo, se apoya en 

sus altos rendimientos de materia seca por hectárea, su excelente calidad de forraje y su 

gran adaptabilidad a diversas condiciones ambientales (suelo, clima y manejo). Por otro 

lado, su capacidad para la fijación del nitrógeno atmosférico a través de la simbiosis con 

Shinorizobium meliloti la convierten en un importante componente de la sustentabilidad 

de los ecosistemas (Basigalup and  Rossanigo, 2007). 

1.6.1. Importancia del cultivo 

El cultivo de alfalfa se encuentra muy extendido en los países de clima templado, y ha sido 

la ganadería intensiva la que ha demandado de forma regular a dicho cultivo, cuya 

finalidad es abastecer a la industria de los piensos. La importancia de ésta, va desde su 

interés como fuente natural de proteínas, fibra, vitaminas y minerales; así como su 

contribución paisajística y su utilidad como cultivo conservacionista de la fauna; también 

aporta elementos de interés como limitador y reductor de la erosión y de ciertas plagas y 

enfermedades de los cultivos que le siguen en la rotación (Infoagro, 2005). 

Por su adaptación a un amplio rango de condiciones agroclimáticas y su capacidad de 

producir elevada cantidad de pasto y forraje, sigue siendo una de las especies forrajeras 

más importantes a nivel mundial (Prosperi et. al.,  2006).  

El aumento de los rendimientos y la implantación de cultivos mejorados seguirá siendo 

una constante por parte de los productores ganaderos. En un futuro cercano, los 

principales criterios de selección seguirán siendo el aumento en el rendimiento del 

forraje, la persistencia y la resistencia a múltiples plagas y enfermedades, como así 

también, variedades adaptadas a ambientes restrictivos desde el punto de vista abiótico, 

dado que el avance de las zonas de pastoreo a ido desplazando las zonas de cultivo hacia 
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zonas con limitaciones edafoclimáticas en las que, problemas como la salinidad, acidez, 

sequias y anegamientos, requieren el uso de especies que puedan sobrevivir a dichas 

condiciones (Basigalup and Rossanigo, 2007). 

1.6.2. Características de la alfalfa 

La alfalfa pertenece a la familia de las leguminosas y su nombre científico es Medicago 

sativa. Se trata de una planta perenne, vivaz y de porte erecto. 

Presenta un sistema radical robusto y profundo, y su principal función es la absorción de 

agua. La raíz puede alcanzar los 2 a 5 metros de longitud, en tan solo 2 a 4 años de vida, 

siempre que no existan impedimentos en el perfil del suelo. Dicho sistema radical puede 

clasificarse en cuatro tipos generales: raíz pivotante o típica, ramificada, rizomatosa  y 

rastrera. Debido al importante sistema radicular que posee, le permite extraer el agua de 

capas profundas, lo que le confiere tolerancia a las épocas de sequía (Basigalup and 

Rossanigo, 2007). 

El tallo primario es cuadrado en su sección transversal y presenta estomas y pelos. Posee 

además del crecimiento primario un crecimiento secundario, que da origen a un eje 

leñoso o porción perenne que forma parte de la corona. Es importante destacar que la 

corona no es una estructura simple sino que es una zona compleja que incluye varias 

estructuras separadas (Tueber and  Brick, 1988), cuya función principal  es el 

almacenamiento de sustancias de reservas y sede de yemas, a partir de donde se 

desarrollaran los rebrotes de la planta. (Basigalup and Rossanigo, 2007). Los tallos son de 

consistencia maciza aunque pueden encontrarse tallos huecos, en su parte herbácea 

presentan nudos desde donde nacen las hojas. El número de tallos depende de la edad y 

vigor de la planta y pueden llegar a 20. Las primeras hojas de alfalfa son unifoliadas y de 

forma orbicular, mientras que cuando la planta ya está desarrollada son trifoliares, 

compuestas de tres foliolos, unidos al tallo a través del peciolo. El borde de los foliolos es 

dentado, usualmente solo en el tercio superior, aunque puede extenderse hasta la mitad 

superior o incluso el tercio inferior. Pueden encontrarse también hojas tetrafoliadas, 
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pentafoliadas o de mas foliolos, que reciben el nombre de hojas multifoliadas (Basigalup  

and Rossanigo, 2007). 

Las flores se desarrollan cuando el ápice del tallo pasa del estado de crecimiento 

vegetativo al reproductivo. Estas son completas y están formadas por el cáliz, la corola, los 

estambres y el gineceo. Pertenecen a la subfamilia Papilonioidea, es decir que poseen una 

corola papilionda en forma de mariposa. Son de color púrpura, con extremos que van 

desde el violeta claro al morado oscuro, aunque también pueden encontrase flores 

blancas, azuladas, amarillas y variegadas, que son mezclas de colores o tonalidades que 

van cambiando a medida que la flor se desarrolla (Del Pozo Ibañez, 1977). 

El fruto es del tipo legumbre o vaina, monocarpelar, seco e indehiscente, generalmente 

alargado y comprimido, con las semillas alargadas en la hilera ventral. La vaina, por 

encorvamiento desarrolla un espiral que generalmente posee una espira con 

autofecundación (Basigalup and Rossanigo,  2007). 

1.6.2.1. Requerimientos Nutricionales 

Las pasturas de alfalfa bien implantadas y adecuadamente manejadas, convierten 

diariamente la energía solar en materia seca, dependiendo de los niveles de productividad 

propios de cada ambiente. Para llevar a cabo esto, es necesario la disponibilidad de agua y 

nutrientes. Los nutrientes son aportados principalmente por el suelo, siendo los más 

importantes: el nitrógeno, el fósforo y en menor medida el azufre y el boro (Tabla N°1). 

Además de estos, la alfalfa tiene grandes requerimientos de calcio y una gran sensibilidad 

a la acidez de los suelos. 
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Tabla N°1. Requerimientos Nutricionales, MACRO y MICRO nutrientes para la producción 

de materia seca de alfalfa (García et. al., 1999). 

Requerimiento 

MACRO kg t-1 MICRO g t-1 

Nitrógeno 28,0 * Zinc 1,5 

Fosforo 2,8 Boro 2,7 

Potasio 22,0 Cobre 0,7 

Azufre 3,8 Manganeso 2,5 

Calcio 12,0 Molibdeno 0,5 

Magnesio 3,0   

*Requerimientos mayormente provistos por la fijación biológica  del nitrógeno 

atmosférico. 

El nitrógeno es aportado en su mayoría desde la atmósfera, a través de la simbiosis con la 

bacteria Sinorhizobium meliloti, siempre y cuando el proceso de fijación se lleve a cabo en 

óptimas condiciones y se logre una buena inoculación de las semillas. Dado que el 

nitrógeno es el principal constituyente de las proteínas, una adecuada nutrición 

nitrogenada de la planta, contribuye a la expansión del área foliar y a una mejor calidad de 

forraje. 

En cuanto al fósforo, es fundamental en la nutrición de la planta, dado que interviene en 

múltiples procesos, como en el desarrollo de la biomasa aérea y radical, la capacidad de 

nodulación y de fijación del nitrógeno atmosférico, la fotosíntesis, la transferencia de 

energía, etc. Este elemento, no solo es importante para la nutrición de la planta, sino 

también para la tolerancia a factores de estrés y su persistencia.  
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El azufre, posee funciones similares al nitrógeno, ya que integra varias proteínas, y por lo 

tanto contribuye a la calidad del forraje, aportando proteínas esenciales para la nutrición 

animal.  

El potasio, además de intervenir en procesos metabólicos, tiene un rol importante en el 

equilibrio hídrico de las plantas, en la regulación del pH, participa en numerosos procesos 

metabólicos y en la acción de numerosas enzimas.  

Otro de los cationes importantes es el magnesio, que tiene un rol crítico en la síntesis de 

clorofila (Basigalup and Rossanigo, 2007). 

1.6.2.2. Requerimientos edafoclimáticos 

En cuanto a los requerimientos edafoclimáticos para la alfalfa, cabe destacar a la radiación 

solar que juega un papel muy importante en el proceso de fotosíntesis y por ende en el 

desarrollo del cultivo; se debe tener en cuenta que el número de horas de radiación 

aumenta a medida que disminuye la latitud de la región.  

La temperatura es otra de las variables a tener en cuenta, pues está relacionada con la 

germinación de la semilla y el desarrollo de la planta, observándose que tanto 

temperaturas mayores a 38°C y menores a -10°C producen letalidad del cultivo, por ello el 

rango óptimo de temperaturas se encuentra entre los 18-28°C (Infoagro, 2005). 

El suelo, debe contar con los nutrientes necesarios y ser profundo, dado que la alfalfa 

puede llegar a desarrollar raíces de entre 2 y 5 metros, por lo que suelos con menos de 60 

cm de profundidad no son aconsejables para este cultivo (Basigalup and Rossanigo, 2007).  

En cuanto al pH, la limitante para la alfalfa es la acidez, excepto en la germinación, 

pudiendo desarrollarse ésta hasta con pH 4. El pH óptimo es de 7,2 por lo que se 

requieren suelos con un pH cercano a la neutralidad. No solo influye en el desarrollo del 

cultivo, sino también sobre las bacterias nodulantes de alfalfa (Sinorhizobium meliloti), 

que en pH menores a 5 dejan de reproducirse, poniendo de manifiesto una deficiencia en 

el contenido de nitrógeno. 
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 Además de la sensibilidad a la acidez, la alfalfa presenta gran sensibilidad a la salinidad, 

que se manifiesta con la palidez de algunos tejidos, la disminución del tamaño de las hojas 

y desequilibrios entre la raíz y la parte aérea (Infoagro, 2005). 

1.7.  Factores abióticos que influyen en el desarrollo de los cultivos 

Debido  al incremento de la población mundial en alrededor de 7,2 billones para 2015 y de 

8,3 billones para 2030, es necesario también incrementar la producción de alimentos. 

Para poder lograr esto, se pueden utilizar diferentes alternativas, las cuales van: desde 

aumentar el rendimiento de las cosechas, el cultivo de dos o tres especies por año, 

métodos más intensivos de producción, como también incrementar las áreas de cultivo 

(Wild, 2003). Con respecto a este último punto, la mayoría de la tierra productiva está 

destinada a los cultivos, una gran parte al pastoreo extensivo, y una parte restante 

ocupada por bosques y grandes áreas con condiciones no favorables para el desarrollo de 

los cultivos. Reportes del 2008 de la FAO (FAO, 2008) estiman que alrededor del 15% del 

área del planeta está afectada por la erosión del suelo, la degradación física y química y la 

salinización. 

Este problema se conoce desde hace tiempos remotos, es así que existen registros 

históricos de migraciones provocadas por la salinización del suelo cultivable. Este 

fenómeno está relacionado con la acumulación de sales durante largos períodos en zonas 

áridas y semiáridas, como así también con procesos naturales, como ser inundaciones, y 

también la erosión de las rocas, que liberan sales principalmente cloruros de sodio, calcio 

y magnesio y en menor medida sulfatos (Odeh and Onus, 2008). Además de los procesos 

naturales la salinización puede ser provocada por una fertilización excesiva o por el uso de 

agua de riego de mala calidad, denominándose a esta última salinización secundaria. Estos 

problemas de salinización secundaria son importantes en las zonas de regadío por uso de 

agua en exceso, ya sea por sistemas de riego poco específicos o por malas prácticas de 

riego. 

En las zonas afectadas por salinidad, la principal solución ha sido la sustitución de cultivos 

sensibles por otros más tolerantes, para reemplazar cultivos tradicionales. Por otro lado, 
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las técnicas de lavado de suelos han reducido el problema en algunos países, pero los 

costos de esta tecnología no están siempre al alcance de todos (Shannon, 1997). 

1.7.1. Efectos del estrés salino en las plantas: 

El principal efecto de la salinidad sobre las plantas es la reducción del crecimiento debido: 

a un efecto osmótico inducido por la disminución del potencial osmótico del medio; una 

toxicidad específica, asociada con la absorción excesiva de iones Na+ y Cl- ; un 

desequilibrio nutricional, debido a la interferencia de los iones salinos con los nutrientes 

esenciales; y la combinación de todos los efectos anteriores. Como consecuencia de estos 

efectos primarios también se produce un daño oxidativo (Zhu, 2001). 

1.7.1.1. Daño osmótico: 

Comienza inmediatamente después de que la concentración de NaCl en la rizosfera 

aumenta por encima del nivel de tolerancia de la planta, este efecto reduce el agua 

disponible para las raíces al disminuir el potencial hídrico del suelo, como consecuencia se 

inhibe el crecimiento, se reduce la división celular y disminuye el área foliar y la tasa 

fotosintética (Manchanda and Garg, 2008). En estas condiciones aumenta el número de 

raíces secundarias para la búsqueda de agua, aumentando la relación raíz/parte aérea. 

1.7.1.2. Daño iónico: 

Además del daño osmótico, se incrementa en la planta la concentración de sales que 

provoca la acumulación de iones tóxicos -como Na+ y Cl- en el apoplasto- que deshidratan 

la célula, en el citoplasma inhiben enzimas esenciales del metabolismo, y en el cloroplasto, 

ejercen un efecto directo sobre el proceso de fotosíntesis (Geissler et. al., 2008). También 

se produce un desbalance nutricional por el impacto negativo que ejerce la presencia de 

Na+ celular o extracelular en la homeostasis de nutrientes esenciales como K+ y Ca+ (Tejera 

et. al., 2006). 
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1.7.1.3. Daño oxidativo: 

Un aspecto secundario de la salinidad en plantas, es el estrés oxidativo inducido por la 

producción de especies reactivas de oxígeno (EROs), en las que se incluyen: peróxido de 

hidrógeno, radical superóxido, radical hidroxilo, ozono, entre otros. 

Este daño oxidativo, se manifiesta por la alteración de biomoléculas fundamentales, como 

azúcares, lípidos, proteínas, DNA y vitaminas (Foyer and Noctor, 2005). Las EROs actúan a 

nivel de los residuos de aminoácidos fragmentando las proteínas o formando uniones 

entre ellas, a nivel de los ácidos grasos, que participan formando fosfolípidos de 

membrana, que regulan la fluidez de las mismas. Se observa la generación de peróxidos 

lipídicos, y a nivel del DNA, ocasionan ruptura de las cadenas, como también se pueden 

producir mutaciones al interaccionar estas con las EROs. 

1.7.2. Efectos del estrés salino en la simbiosis Rhizobium-leguminosa 

El estrés salino puede afectar la simbiosis de manera indirecta, como ser: afectando la 

planta hospedadora o afectando determinados procesos fisiológicos de la planta, o 

directamente, inhibiendo el proceso de infección de los pelos radicales por rizobio y 

desarrollo del nódulo. Se ha observado que la salinidad inhibe los puntos de infección, 

como también disminuye el tamaño y la cantidad de nódulos (Zahran, 1999). En plantas de  

Vicia faba  se ha observado una inhibición del cordón de infección, mientras que se han 

registrado estimulaciones en el crecimiento de nódulos en algunas leguminosas 

resistentes a salinidad, como en algunas especies de garbanzo y en algunas líneas de 

Medicago truncatula (Soussi et. al., 1999). Cabe destacar, que las etapas iniciales de la  

nodulación son más sensibles al estrés salino que las posteriores (Cordovilla et. al., 1999). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVO 

  

En función de los antecedentes citados se plantea como hipótesis de este trabajo que el 

conocimiento y manejo adecuado de las bacterias con efecto PGPR y sus formulaciones 

como inoculantes se traduce en un incremento en el rendimiento de los cultivos 

 

El objetivo del presente trabajo es: evaluar el incremento en el rendimiento de cultivos de 

alfalfa mediante la acción de  microorganismos PGPR aislados de zonas que estuvieron 

anegadas durante el tiempo necesario para la salinización de sus tierras
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Selección de las zonas de muestreo  y  caracterización de los  suelos 

Para la selección de las zonas se tuvo en cuenta la región delimitada por la isohieta de los 

600-700 mm de precipitación anual en el área de la Provincia de La Pampa, Argentina, la 

cual cumple con las condiciones edafoclimáticas requeridas en este trabajo. Se extrajeron 

muestras de suelo correspondientes a dos sitios (bajo salino y loma libre de sales) para 

cada zona delimitada, en proximidades de las localidades de: Metileo, Embajador Martini, 

Uriburu y Doblas. 

Los muestreos se realizaron en dos épocas diferentes del año, entre abril y julio (primer 

muestreo) y entre septiembre y diciembre (segundo muestreo). 

El análisis físico–químico de los suelos se realizó  teniendo en cuenta las metodologías 

propuestas en “Análisis Químico de Suelos” (Jackson, 1976),  realizándose las siguientes 

determinaciones: pH, conductividad, porcentaje de humedad, porcentaje de materia 

orgánica, porcentaje de nitrógeno y capacidad de intercambio catiónico (CIC).  

3.2. Microorganismos  

A partir de plantas de alfalfa de la variedad Aurora G6 desarrolladas en tubos con medio 

Jensen (Vincent, 1970) (Tabla 2) en cámara climatizada con control de luz (16 horas) y 

temperatura (22-25°C) e inoculadas con diluciones de los suelos mencionados, se procedió 

después de 15 días, a la recolección de los nódulos. 

Tabla N°2. Composición de medio Jensen (Vincent, 1970).                                                                         
 

Componentes Cantidad (g L-1) 

CaHPO4  1.0 

K2HPO4  0.2 

MgSO4 7H2O  0.2 

NaCl  0.2 

FeCl3 0.1 

Agar  10.0 

 pH 6.5 
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Luego se realizó al aislamiento de las bacterias a partir de los nódulos, según la 

metodología propuesta por CIAT (1988). 

.De los aislamientos obtenidos, para este trabajo, se utilizaron 12 aislamientos nativos y 

como referencia  la cepa de Sinorhizobium meliloti,  recomendada por INTA – Castelar 

para la formulación de inoculantes, denominada B399 y provista por el Instituto de 

Microbiología y Zoología Agrícola (IMyZA) de dicha institución. 

Los aislamientos se conservaron en  medio YEM (yeast extract, manitol) (Vincent 1970) 

(Tabla 3), en tubos con agar inclinado, en heladera a 5°C. 

 

Tabla N°3. Composición de medio YEM (Vincent 1970). 

                                                                       .                                                                                                                 

3.3. Semillas 

Se utilizaron semillas de alfalfa del cultivar Aurora perteneciente al Grupo 6 y producida 

en el criadero Morgan (datos del proveedor Agrotec S.A. de Santa Rosa, La Pampa).

Componente Concentración (g L-1) 

Manitol                                                   10,0 

Extracto de levadura 0,5 

MgSO4.7H2O                                        0,2 

K2HPO4 0,5 

NaCl                                                       0,1 

FeCl3.6H2O (solución 10% )               1 gota 

MnSO4.4H2O  (solución 10% )              1gota 

Rojo Congo  (solución 0,25%) 5 ml  

Agar 15,0 

 pH 6,8 
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3.4. Ensayo en cámara climatizada 

Este ensayo se realizó con el objeto de determinar parámetros de efectividad simbiótica 

de algunos aislamientos seleccionados mediante electroforesis de isoenzimas. 

Se utilizaron semillas de alfalfa, las que previo a la siembra fueron esterilizadas 

colocándolas en un vaso de precipitado con etanol al 95% agitándose durante 30 

segundos; luego se sumergieron en NaClO al 5% durante 3 minutos, a continuación se 

practicaron 5 lavados de aproximadamente 30 segundos cada uno con H2O destilada 

estéril en un vaso de precipitado estéril y posteriormente, fueron extraídas con cierta 

cantidad del agua que las contenía para colocarlas en cajas de Petri con un disco de papel 

de filtro, también estériles, para hacerlas germinar a una temperatura de 28°C, en 

oscuridad. 

En el momento en que las semillas desarrollaron aproximadamente 5 mm de radícula, 

esto fue al cabo de 48 horas, con ayuda de un ansa y en condiciones de esterilidad, se 

sembraron 2 semillas por tubo de 2.5 cm de diámetro por 20 cm de altura, previamente 

preparados con medio Jensen (Tabla 2) y esterilizados, quedando la radícula debajo del 

agar. 

Los tubos se colocaron en soportes de madera de modo que la superficie del agar 

coincidiera con el borde del mismo, para proteger a las raíces de la luz. Se brindó 

iluminación artificial lateral empleando doble hilera de tubos Grolux por sus emisiones 

entre 600-700 nm (favorecen la fotosíntesis) y 400-500 nm (favorecen la síntesis de 

clorofila), recomendado para alfalfa (Figura 10). El fotoperíodo se controló con un reloj 

automático de manera de tener 16 horas de luz, el rango de temperatura fue de 22-25 °C 

en condiciones de luz y de 16- 19 °C en condiciones de oscuridad (Vincent, 1970). 

 

    

                                                                  Figura 10. Ensayo en cámara climatizada. 
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Los tratamientos realizados fueron: 

T) Testigo sin inocular.  

N) Testigo suplementado con nitrógeno (según requerimientos de alfalfa: KNO3 0.05% 

incorporados al medio Jensen). 

B399) Inoculado con la cepa de referencia B399. 

1) Inoculado con el aislamiento UB51 

2) Inoculado con el aislamiento UR21 

3) Inoculado con el aislamiento  UL11 

4) Inoculado con el aislamiento ML61 

5) Inoculado con el aislamiento MB41 

6) Inoculado con el aislamiento MR61 

7) Inoculado con el aislamiento DB41 

8) Inoculado con el aislamiento DR22 

9) Inoculado con el aislamiento DB11 

10) Inoculado con el aislamiento EMB12 

11) Inoculado con el aislamiento EMR42 

12) Inoculado con el aislamiento EMLR91 

 

Para indicar el lugar de procedencia, se utilizaron letras mayúsculas atendiendo al nombre 

de cada zona: 

Uriburu: U - Doblas: D - Metileo: M - Embajador Martini: EM  

El sitio se indicó: 

L: Loma - B: Bajo - R: Suelo Rizosférico 

Se utilizaron superíndices para indicar si se trataba del primer (1) o del segundo muestreo 

(2). 

Así por ej: MR61 (Metileo, Suelo Rizosférico 6, 1° Muestreo) 

Se realizaron diez repeticiones de cada tratamiento, abarcando el ensayo 150 tubos en 

total, con dos plantas por tubo. La ubicación en los soportes de madera fue totalmente 
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aleatoria e incluso durante el ensayo se fueron rotando. Las inoculaciones fueron 

realizadas 48 horas después de implantar la semilla en el tubo agregando a cada uno 1ml 

de la suspensión bacteriana desarrollada en el Medio Proceso de Tabla 4 y cuya 

concentración era del orden de 109 células viables ml-1. 

A partir de la segunda semana y hasta la octava semana de comenzado el ensayo se 

evaluó cualitativamente la aparición de nódulos en las raíces y el aspecto de las plántulas. 

Cuando se observó que el medio comenzaba a separarse de la pared del tubo se regó con 

agua destilada estéril dos veces por semana. 

Tabla N°4. Composición de medios de cultivo para S. meliloti  (Balatti and Jardim Freire, 

1996). 

 

Componente 
Concentración Medio 

Mantenimiento (g L-1) 

Concentración 

Medio Inóculo (g L-1) 

Concentración Medioio 

Proceso (g L -1 ) 

Sacarosa - 5,0 10,0 

Ext de Levadura 2,0 2,0 4,0 

KH2PO4 0,5 0,5 0,5 

K2HPO4 0,5 0,5 0,5 

NaCl O,1 0,1 0,1 

FeCl3.6H2O* 2 gotas 2 gotas 2 gotas 

MnSO4.4H2O* 2 gotas 2 gotas 2 gotas 

KNO3 0,8 0,8 0,8 

MgSO4.7H2O 0,2 0,2 0,2 

Manitol 5,0 - - 

Agar 14 - - 

 pH 6,8 pH 6,8 pH 6,8 

*(solución 10%) 
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Transcurridas ocho semanas, cuando los testigos sin inocular mostraban signos de 

senescencia en sus hojas, se separó parte aérea y se seco en estufa con circulación de aire 

a 60°C hasta peso constante, a fin de determinar materia seca y con estos datos se realizó 

un análisis estadístico para verificar si los resultados obtenidos para los distintos 

tratamientos presentaban diferencias significativas entre sí. 

Una vez determinada materia seca y utilizando la fórmula que más abajo se detalla, se 

determinó el índice de eficiencia relativa (I.E.R), el cual es un parámetro 

agronómicamente importante cuando se realiza la selección de aislamientos de rizobios 

para determinar, en una primera etapa, si los mismos pueden considerarse potenciales 

para futuros productos biotecnológicos. Se debe tener en cuenta que si el valor obtenido 

supera el 70%, se considera ese aislamiento como promisorio. 

 

                                peso seco del tratamiento inoculado – peso seco del testigo 

            I. E. R. =                                                                                                                     x 100 

                                 peso seco del testigo nitrogenado – peso seco del testigo 

 

La parte aérea seca de cada planta se sometió a molienda para determinar el porcentaje 

de nitrógeno y proteínas por el método de Kjeldahl (Baker and Thompson, 1992) 

utilizando, en este caso, un equipo Tecator, Kjeltec Auto 1030 Analizer. 

La primer etapa en el método de Kjeldahl consiste en una digestión ácida, para ello se 

colocaron 100 mg de la muestra molida y 1.25 g de catalizador (24 g de sulfato de potasio 

y 1 g de óxido mercúrico amarillo) en un sobre, el cual se introduce en un tubo de cuello 

largo para evitar pérdida de muestra por salpicadura. Se agregan 2.5 ml de ácido sulfúrico 

concentrado al tubo y luego se calienta. De esta manera el sólido se digesta (se 

descompone y disuelve) en el ácido sulfúrico a ebullición, que convierte el nitrógeno 

presente en la muestra en ión amonio y oxida a los demás elementos presentes.          

En la segunda etapa del método, la destilación y titulación se realizó automáticamente en 

el equipo Tekator antes nombrado. En la misma se alcaliniza el producto de digestión con 

una solución de hidróxido de sodio al 40% y 60 g de tiosulfato de sodio por litro de álcali, 

luego el amoníaco producido es arrastrado por una corriente de vapor y reacciona con 
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ácido bórico al 1% produciéndose metaborato el cual es posteriormente titulado con 

ácido clorhídrico utilizando un indicador mixto formado por verde de bromocresol y rojo 

de metilo. A partir del volumen de ácido clorhídrico gastado que proporciona el equipo se 

calcula el porcentaje de nitrógeno y proteína de la muestra. 

3.5. Caracterización de los aislamientos  

La caracterización de los microorganismos aislados se realizó por: 

3.5.1. Morfología de las colonias: Sembrados los aislamientos en placas de Petri 

con medio YEM (Tabla 3) y transcurrido el tiempo necesario para observar crecimiento se 

evaluó: absorción de colorante Rojo Congo, cantidad de goma producida, textura, forma y 

apariencia de las colonias, según metodología para caracterización de rizobios propuesta 

por CIAT (1988). 

3.5.2. Observación microscópica: para esto se utilizó un microscopio binocular 

modelo Janamed 2 Carl Zeiss Jena óptica planométrica con contraste de fases, con 

aumento de 100X, luz verde. 

3.5.3. Tinción de Gram: se utilizó kit GRAM BRITANIA, siguiéndose la metodología 

indicada en el mismo. 

3.5.4. Electroforesis de isoenzimas (MLEE): cada aislamiento fue desarrollado 

durante 24 horas en medio TY (3 g extracto de levadura, 5 g triptona y 0,87 g de CaCl2 por 

litro de medio, pH 7,2; Beringer, 1974), luego 10 ml aproximadamente fueron 

centrifugados en Centrífuga Rolco CR 5150 a 7500 rpm y 4°C, durante 30 minutos. El pellet 

así obtenido fue resuspendido en 1ml de solución 0,85% de NaCl. Posteriormente la 

suspensión fue centrifugada a 15000 rpm, utilizando centrífuga EPPENDORF 5414 durante 

10 minutos, y el pellet obtenido fue lavado con buffer 0,1 M de Tris-HCl pH 7,2, 

conteniendo 5 mM de MgCl2, 15% de glicerol y 0.1% β-mercaptoetanol. Luego del lavado, 

las bacterias fueron nuevamente sedimentadas por centrifugación y resuspendidas en 0,5 

ml del mismo buffer, 0,1 M Tris-HCl pH 7,2, conteniendo 1 mg ml-1 de lisozima. La 

suspensión fue incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, transcurridos los cuales  
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se centrifugó nuevamente. El sedimento fue resuspendido en buffer de sonicación (0,1 M 

Tris- HCl pH 8,8, conteniendo 15% de glicerol)  y sometido a la acción de 6 pulsos de 

sonicador KONTES Microsonic Cell Disrupter, de 30 segundos cada uno. La suspensión fue 

entonces centrifugada, el sobrenadante separado y almacenado a -18°C, para su posterior 

análisis electroforético (Lemos et. al., 1994). Se realizó Electroforesis en Geles de 

Poliacrilamida (PAGE) para separar las isoenzimas presentes en los extractos obtenidos. La 

concentración de poliacrilamida para la placa de electroforesis fue de 5% para el gel 

concentrador y 10% para el gel separador (Tabla 5). Se colocó la placa de electroforesis en 

la cuba conteniendo solución reguladora de electrodos (0,012M Tris; 0,095M Glicina; pH 

8,8). Teniendo en cuenta la determinación de proteínas realizada por el Método de 

Bradford (Bradford, 1976), se sembró un volumen de entre 50 y 80 μl de extracto para 

asegurar el mismo contenido de proteínas en cada calle. La electroforesis se corrió con un 

voltaje constante de 200 V, utilizándose azul de bromofenol como indicador del frente de 

corrida. Las enzimas fueron detectadas en el gel de acuerdo al método adaptado en el 

laboratorio del Departamento de Química; los geles fueron tratados con 100 ml de buffer 

fosfatos 0,1 M pH 6,2, conteniendo 100 mg de Fast Blue RR y 60 mg de α-naftil acetato y 

40 mg de β-naftil acetato, previamente disueltos en 0,5 ml de acetona y luego incubados a 

temperatura ambiente con agitación lenta y continua, hasta que desarrollaron suficiente 

coloración en las bandas, aproximadamente 30 minutos. 

 

                        α o β-naftilacetato     α o β-esterasa      α o β-naftol + acetato 

            α o β-naftol + Fast Blue RR                         precipitado coloreado 

 

Luego se lavaron los geles con 300 ml de solución decolorante (30% v/v de etanol, 5% v/v 

de ácido acético, 65% v/v de agua). Los geles fueron fotografiados y  posteriormente se 

analizaron los perfiles isoenzimáticos mediante dendrogramas construidos por el método 

UPMGA (utizando el programa Ntsys  versión 1.70). 
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Tabla N°5. Concentración de los geles de poliacrilamida.                                                                                                           

 

3.5.5. Desarrollo en medio líquido y determinación de parámetros cinéticos de 

crecimiento: primeramente se hicieron crecer cada uno de los aislamientos seleccionados 

y la cepa B399, durante 24 horas, en el medio inóculo (Tabla 4) contenido en un 

erlenmeyer de 250 ml, con 50 ml de medio, colocado en agitador rotatorio de 250 rpm y 

2,5 cm de excentricidad, en cuarto estufa a 28°C. 

Luego se transfirieron 10 ml de la suspensión de microorganismos del inóculo al medio 

proceso contenido en un frasco erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de medio. Se continuó 

el desarrollo en las condiciones citadas durante 48 horas, determinándose el crecimiento 

celular indirectamente, en base a determinaciones de densidad óptica a una longitud de 

onda de 600 nm, cada 3 horas, (se hizo uso de un espectrofotómetro METROLAB 1700-

UV-Visible) utilizándose agua destilada como blanco y realizando las determinaciones en 

celdas de vidrio, sobre las muestras sin modificar, o realizando diluciones, cuando fue 

necesario. Paralelamente se determinó pH y se realizaron observaciones microscópicas 

para descartar posibles contaminaciones.  

Se determinaron los siguientes parámetros cinéticos: velocidad específica de crecimiento 

(μ máx) a partir de la curva de ln UDO en función del tiempo del proceso y tiempo de 

generación (tg) a partir de μ (tg = ln2 μ-1). 

3.5.6. Crecimiento de los microorganismos a distintas concentraciones de NaCl: 

Para ello se sembraron diluciones de la suspensión de microorganismos en el medio YEM 

 Gel concentrador 5% Gel separador 10% 

Tris-HCl 2,25 M, pH 8,8;  2 ml 4,35 ml 

Acrilamida–bisacrilamida 30:0,8%  1,33 ml 11,31 ml 

Agua desionizada  4,62 ml 9,45 ml 

TEMED  20 µl 40 µl 

Persulfato de amonio  100 µl 300 µl 
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(Vincent, 1970) (Tabla 3) y sus correspondientes modificaciones en la concentración de 

cloruro de sodio, reemplazando la concentración original de 0,1gL-1 (1,71mM) por: 0gL-1; 

5gL-1; 15gL-1 ; y 25g L-1 (que corresponden a  0mM, 85,5mM, 256mM y 427mM) hasta 

obtener un crecimiento considerable y poder realizar el recuento de los microorganismos 

o en su defecto observar crecimiento o no (Ghittoni and Bueno, 1996). 

3.5.7. Determinaciones genéticas por las técnicas de PCR 

Para ello se realizaron las siguientes experiencias: 

-Extracción de DNA total del rizobio: A partir de cultivo sólido, se tomaron bacterias con la 

punta de un tip y se resuspendieron en 100 μl de sarcosyl 0,1% en TE (10 mM Tris, 1 mM 

EDTA) en microtubo de polipropileno, se centrifugaron durante 2 minutos a 10000 rpm y 

se descartó el sobrenadante. A continuación el sedimento se resuspendió en 1 ml de NaCl 

1 M, se centrifugó nuevamente durante 2 minutos a 10000 rpm y se descartó el 

sobrenadante. Luego al precipitado se adicionaron 250 μl de TE conteniendo 20 % de 

sacarosa más 250 μl de TE conteniendo 5 mg.ml-1 de lisozima, se incubó 1 hora a 37°C y se 

agregaron 50 μl de una solución de TE conteniendo 0,3% de sarcosyl y 10 mg.ml-1 de 

proteinasa K, se agitó por inversión y se incubó durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se 

procedió a la unión del DNA a la sílica, para lo cual se agregó 10 μl de suspensión de sílica 

(2 g de sílica en 15 ml de agua, se lava 3 veces centrifugando a 2000 rpm, se estima por 

pesada el volumen de sílica y se resuspenden en dos volúmenes de agua) y se mezcló. Se  

sedimentó la sílica por centrifugación durante 10 segundos a máxima velocidad, se 

descartó el sobrenadante y se lavó la sílica 3 veces con 500 μl de solución de lavado (50  

mM NaCl, 10 mM Tris, 2,5 mM EDTA), se resuspendió completamente, se centrifugó 10 

segundos y se descartó el sobrenadante en cada uno de los lavados. Luego para eluir el 

DNA de la sílica se resuspendió el precipitado en 25 μl de agua bidestilada, se calentó 5 

min a 60°C y se centrifugó 2 min a máxima velocidad. Se tomó el sobrenadante 

conteniendo el DNA del tratamiento realizado (Pistorio, 2001).  

-Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): Los ensayos de PCR fueron realizados 

empleando un ciclador térmico MyCycle (BioRad). La composición de las mezclas de 

reacción utilizadas para cada tratamiento fue: 2,5 μl de buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8,3); 
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1,25 μl de MgCl2 3 mM; 2,5 μl de dNTPs 200 μM; 0,2 μl de la enzima Taq DNA polimerasa, 

2,5 μl de cada uno de los cebadores (Tabla 6) 10 μM; 8,55 μl de H2O y 5 μl del DNA 

obtenido. Las condiciones de ciclado para la amplificación utilizadas fueron las siguientes: 

una etapa de desnaturalización inicial de a 25°C durante 1 minuto; 40 ciclos de: 

desnaturalización a 95°C durante 20 segundos, annealing a 53°C durante 20 segundos y 

elongación a 72°C durante 30 segundos. Como etapa final se incubó la muestra a 72°C 

durante 1 minuto (Pistorio, 2001). 

Tabla N° 6. Secuencias nucleotídicas de los cebadores utilizados en reacciones de PCR 

-Electroforesis en gel de agarosa: Finalizada la reacción de PCR, 5 μl de cada uno de los 

productos obtenidos fueron sembrados en un gel de agarosa 0,8 % (P/V) conteniendo 

bromuro de etidio. La electroforesis se realizó con un voltaje constante de 60V y utilizando 

TBE 0,5X, como solución reguladora de electrodos. Se utilizó como solución de siembra 

sacarosa 40% y azul de bromofenol 0,25%. El perfil de bandas obtenido fue observado y 

posteriormente fotografiado bajo iluminación ultravioleta.  

-Identificación de los aislamientos por medio de secuenciación de 16S: el producto de PCR 

fue secuenciado utilizando un analizador DNA 3730xl, por Macrogen Inc. (Korea). 

3.6. Ensayo en Invernadero. 

Para la evaluación de la simbiosis se compararon los resultados de los parámetros 

obtenidos al inocular las plantas de alfalfa con la cepa de referencia, S. meliloti  B399, y 

con tres aislamientos nativos obtenidos durante este trabajo, siguiendo la metodología 

detallada en el inciso 3.4.  

Denominación Secuencia 

Y1 5`-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3` 

Y2 5`-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3` 
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3.6.1. Condiciones experimentales: se utilizaron semillas de alfalfa del cultivar 

Aurora perteneciente al Grupo 6, las cuales se esterilizaron y se colocaron a germinar a 

28°C, en oscuridad, según metodología indicada en 3.4. 

El suelo fue esterilizado en autoclave a 121°C y 1 atm de presión, con dos ciclos de 30 

minutos, para eliminar todos los posibles microorganismos y colocado en macetas 

plásticas de 10 cm de diámetro por 50 cm de alto. En cada maceta, que contenía 4,0 Kg de 

suelo, se implantaron 4 semillas pregerminadas como se indicó anteriormente, sobre el 

suelo húmedo. El diseño fue completamente al azar, con 6 repeticiones. Los tratamientos 

que se llevaron a cabo fueron: 1.Testigo; 2. Testigo Fertilizado con Nitrógeno; 3.Inoculado 

con la cepa B399; 4. Inoculado con el aislamiento ML6; 5. Inoculado con el aislamiento 

MR6 y 6. Inoculado con el aislamiento MB4. La inoculación con las suspensiones 

bacterianas desarrolladas en medio para S. melilloti  (Balatti and Jardin Freire, 1996), se 

realizó a las 48 horas de implantado el ensayo. Después de dos semanas se seleccionaron 

las dos plántulas más vigorosas y las restantes fueron desechadas. Para la fertilización 

nitrogenada se utilizó solución de urea 7,88 g L-1, la cual se aplicó en 5 dosis de 5 ml cada 

una, sucesivamente cada 15 días desde el momento de la siembra, de modo de completar 

una dosis acumulada de 150 Kg N Ha-1 (Vincet, 1970). Durante el tiempo que duró el 

ensayo, se mantuvo la humedad constante mediante riegos periódicos con agua destilada. 

Las macetas se rotaron frecuentemente, para asegurar homogeneidad de condiciones en 

la totalidad de los tratamientos. Se colocaron guías de alambre  para permitir que las 

plantas se sujetaran a ellas. Transcurridos 4 meses de la siembra se cosecharon las 

plantas, cortando los tallos al nivel del suelo. 

3.6.2. Parámetros de efectividad simbiótica: se determinó peso seco de parte 

aérea, secada en estufa a 60°C (hasta peso constante, aproximadamente 48 horas), 

porcentaje de nitrógeno y porcentaje de proteínas (multiplicando el porcentaje de 

nitrógeno por factor de conversión 6,25) (idem inciso 3.4). 
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3.7. Ensayo a campo 

Para la evaluación de la simbiosis, se compararon los resultados de los parámetros 

obtenidos al inocular las plantas de alfalfa con la cepa de referencia, S. meliloti  B399, y 

con tres aislamientos nativos obtenidos durante este trabajo. 

3.7.1. Condiciones experimentales: el ensayo fue realizado en Metileo (S 35°  47,487 

W 63° 56,728), durante los meses de abril de 2011 a febrero de 2012. 

Se utilizaron semillas de alfalfa del cultivar Aurora perteneciente al Grupo 6. 

Antes de realizar la siembra, se pesó la cantidad de semillas correspondientes para cada 

uno de los tratamientos  (teniendo en cuenta lograr una densidad 20 Kg Ha-1.) y se las 

colocó en bolsas plásticas. Posteriormente fueron impregnadas con la suspensión de 

microorganismos desarrollados en medio para S. melilloti  (Balatti and Jardin Freire, 1996), 

24 horas antes de realizar la siembra. Las suspensiones correspondían a cultivos de las 

bacterias: B399, ML6, MR6 y MB4 crecidos en medio para S. melilloti  (Balatti and Jardim 

Freire, 1996) durante 48 horas en agitador rotatorio de 250 rpm y 2,5 cm de 

excentricidad. Los tratamientos que se llevaron a cabo fueron: 1.Testigo; 2. Testigo 

Fertilizado con Nitrógeno 3.Inoculado con la cepa B399; 4. Inoculado con el aislamiento 

ML6; 5. Inoculado con el aislamiento MR6 y 6. Inoculado con el aislamiento MB4. 

Para dicho ensayo se utilizó un diseño de bloques al azar, con 6 réplicas cada uno, para lo 

cual se dispuso de una parcela de 10m de ancho x 25m de largo. Se construyeron 6 

bloques de 18m2 cada uno, con 6 parcelas de 3m de largo x 1m de ancho (Figura 11). En 

cada parcela se delimitaron 6 surcos equidistantes de 3m de largo. Para la fertilización 

nitrogenada se utilizó urea en una dosis de 100 Kg N Ha-1 (Vincet, 1970) y en una única 

aplicación. 

3.7.2. Parámetros de efectividad simbiótica: peso seco de parte aérea, 

porcentaje de nitrógeno y porcentaje de proteínas (multiplicando el porcentaje de 

nitrógeno por el factor de conversión: 6,25). 
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Figura 11. Esquema de la distribución de los tratamientos en el ensayo a campo 

 

3.8. Tratamiento estadístico 

El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos se realizó mediante Test de 

Comparación de Medias D.G.C., utilizando la versión 1.1/Profesional de InfoStat. (Di 

Rienzo et al., 2002). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN: 

4.1. Selección de las zonas de muestreo y caracterización de los suelos 

De acuerdo a lo indicado en Materiales y Métodos se realizaron muestreos de suelo en la 

región comprendida por la isohieta de los 600 y 700 mm de precipitación anual. Se 

seleccionaron cuatro localidades (Metileo, Embajador Martini, Uriburu y Doblas) Figura 

12. En la Tabla 7, se indican las coordenadas de los lugares donde se recolectaron los 

suelos. Se trabajó con muestras complejas, tomadas al azar de tres lugares diferentes. 

Para cada zona se muestreo la loma y el bajo en dos épocas diferentes del año: entre Abril 

y Julio (primer muestreo), y entre Septiembre y Diciembre (segundo muestreo). 

 
 
Tabla N° 7. Coordenadas de las zonas de muestreo. 
 

Metileo 
  

Uriburu 
   

 
Loma S 35° 47,871 - W 63° 56,708 

 
Loma S 36° 31,724 - W 63° 54,646 

 
Bajo S 35° 47,487 - W 63° 56,728 

 
Bajo S 36° 31,326 - W 63° 54,213 

Embajador 
Martini 

 
Doblas 

   

 
Loma S 35° 26,737 - W 64° 15,184 

 
Loma S 37°  12,131- W 64° 01,868 

 
Bajo S 35° 26,726 - W 64° 15,605 

 
Bajo S 37° 12,982 - W 64° 01,627 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Imagen de las zonas de muestreo tomadas del programa Google Earth. 
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Los suelos fueron caracterizados por análisis físico-químico, cuyos resultados se observan 
en la Tabla 8. 
 

 

Tabla N° 8. Análisis físico-químico de los suelos. 

 
 
Analizando la Tabla 8, se observa que existen diferencias en los pH de las muestras de los 

suelos de la loma (7,27-6,8) respecto a las muestras de los suelos del bajo (7,53-10,27), 

correspondiendo los primeros a suelos neutros y los últimos a suelos medianamente 

básicos-alcalinos (Porta Casanellas et. al., 2003) 

Todas las zonas de la loma presentan valores de conductividad entre 0,012 y 0,084 

mS.cm1, mientras que en las zonas bajas encontramos valores más elevados, los que están 

en relación directa con el contenido de sales de los mismos (Porta and Herrero, 1996), 

clasificándose éstos desde ligeramente salinos a fuertemente salinos en algunos casos 

(Porta Casanellas et. al, 2003). 

En cuanto a los requerimientos nutricionales para el desarrollo de alfalfa, se evidencia una 

carencia importante en el contenido de nitrógeno, ya que el porcentaje óptimo es de 4,5% 

a 5 %   para el desarrollo de los primeros 15 cm de parte aérea de alfalfa. Sin embargo, 

éste déficit puede suplirse gracias a la asociación simbiótica con bacterias fijadoras de 

nitrógeno del género Sinorhizobium (Basigalup and Rossanigo, 2007). 
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4.2 Microorganismos 

El aislamiento de los microorganismos se realizó a partir de las muestras de suelos de cada 

zona (según apartado 3.2 de Materiales y Métodos) utilizando el método de la planta 

trampa (Vincent 1970).  

Transcurridas 4 semanas se levantó el ensayo, se extrajeron los nódulos (un total de 80), 

se esterilizaron y se aislaron las bacterias en cajas de Petri con medio YEM (Tabla 3). Las 

cajas de Petri se incubaron a 28°C por un período de entre 5 y 7 días, hasta aparición de 

colonias rosadas, características de rizobios. 

Se obtuvieron un total de 53 aislamientos: 16 de Metileo, 15 de Embajador Martini, 15 de 

Uriburu y 7 de Doblas, identificados como se indica en la Tabla 9. Todos los aislamientos 

fueron conservados en tubos pico flauta, con medio YEM (Tabla 3) en heladera a una 

temperatura de 5ºC. 

 

Tabla N° 9. Aislamiento de microorganismos 

Suelos Aislamientos 

Metileo MB1, MB4, MB6, MB9, MB10, ML4, 

ML5, ML6, ML8, ML9, MR2, MR4, 

MR6, MR7, MR10, MR11 

Embajador Martini EMB1, EMB2, EMB3, EMB4,EMB5, 

EMB7, EMB9, EMB10, EML3, EML5, 

EMRL3, EMLR7, EMLR9, EMRL10, 

EMLR11,  

Uriburu UB1, UB2, UB3, UB5, UB6, UB10, 

UB11 UB12, UB13, UL1, UL4, UL5, 

UL6, UR2, UR3 

Doblas DB1, DB4, DB7, DB8, DR2, DR3, DR6  
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4.3. Ensayo en cámara climatizada 

 4.3.1. Elección de los aislamientos 

La elección de los aislamientos nativos a utilizar en este ensayo se realizó a partir del 

análisis del perfil de isoenzimas obtenidos en geles de poliacrilamida (M.L.E.E.) de los 53 

aislamientos. A modo de ejemplo en la Figura 13 se muestran dos geles.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Zimogramas revelados para α y β esterasa. 

 

La electroforesis permitió distinguir si el perfil de isoenzimas para α y β esterasa de los 

aislamientos nativos eran diferentes entre sí y respecto de la cepa de referencia (B399). 

De todos los aislamientos analizados, se decidió trabajar con tres de cada zona: MB4, ML6 

y MR6; EMB1, EMLR9 y EMR4; UB5, UL1 y UR2; DB4, DB1 y DR2. 
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El criterio que se siguió, fue el de elegir aquellos que presentaban una mayor actividad α y 

β esterásica, un gran polimorfismo y una alta intensidad de bandas, lo que es deseable 

para su caracterización y seguimiento. 

  4.3.2. Análisis cualitativo 

Durante la realización del ensayo y en su finalización a los 56 días, se realizaron 

observaciones periódicas con el objeto de evaluar el desarrollo de las plantas (Figura 14) y 

la formación de nódulos (Figura 15), las que se representa en la Tabla 9. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14.  Comparación de las plantas de alfalfa inoculadas con los aislamientos nativos 
obtenidos en el ensayo en cámara climatizada. 
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Figura 15. Raíces con sus respectivos nódulos de dos aislamientos nativos 
 
 
Tabla N°10. Evaluación de los tratamientos en forma cualitativa 

*(+ mostraron nodulación; - no mostraron nodulación). 
**(++++ muchos; + pocos). 
***(++++ grandes; + pequeñas). 
 

Como se puede observar, todos los aislamientos mostraron nodulación, pero no lo 

hicieron en la misma medida, y además existe una relación entre cantidad de nódulos, 

tamaño y aspecto de las hojas. 

Tratamientos Presencia de 
Nódulos* 

Cantidad de 
nódulos ** 

Tamaño de las 
plantas*** 

Color de las 
plantas 

UL1 + ++++ ++++ Verdes 

UR2 + + + Amarillentas 

UB5 + ++++ ++++ Verdes 

DB4 + + ++ Amarillentas 

DR2 + ++++ ++++ Verdes Oscuras 

DB1 + + + Amarillentas 

ML6 + ++++ ++++ Verdes Oscuras 

MR6 + +++ +++ Verdes 

MB4 + + + Amarillentas 

EMLR9 + ++++ ++++ Verdes Oscuras 

EMR4 + ++++ ++++ Verdes 

EMB1 + ++++ ++++ Verdes 

      ML6                                       MR6 
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4.3.3. Parámetros evaluados 

4.3.3.1. Peso Seco 

En la Figura 16 se representa el peso seco de los diferentes 

tratamientos.

 

 

Figura 16. Peso seco de los tratamientos del ensayo en cámara climatizada. 
*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<=0,05) 
 
Por medio del test estadístico D.G.C (p<0.05) se analizaron los resultados, con las 

siguientes consideraciones: 

Existen diferencias significativas entre los valores medios de peso seco por planta de los 

tratamientos inoculados (UB5, UL1, ML6, MR6, DR2, EMB1, EMR4 y EMLR9) con el testigo 

sin inocular (T), y sólo uno de los aislamientos (ML6) presenta diferencias significativas con 

la cepa B399. 

(*Nota: Durante el ensayo se secó el tratamiento nitrogenado por lo que no se tuvo en cuenta para el 

análisis estadístico). 
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4.3.3.2. Contenido de Nitrógeno total 

En la Figura 17 se representa el porcentaje de nitrógeno de los diferentes tratamientos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Contenido de nitrógeno de los tratamientos del ensayo en cámara climatizada. 
(* Expresado como gramos de nitrógeno por 100g de muestra) 
*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<=0,05). 
 
Se observa que existen diferencias significativas en el contenido de nitrógeno de los 

tratamientos UB5, UL1, ML6, MR6 y EMLR9 con el tratamiento Testigo y no se observan 

diferencias significativas entre los mismos tratamientos con la cepa B399. 

Estos aislamientos mostraron muy buena nodulación por lo que se podría continuar 

evaluando sus propiedades PGPR, tanto en invernadero como posteriormente en ensayos 

de efectividad e infectividad realizados a campo. 
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4.3.3.3. Contenido de Proteína 

En la Figura 18 se observa el contenido de proteína, de los distintos tratamientos.  

Figura 18. Contenido de Proteína de los aislamientos nativos obtenidos del ensayo en 
cámara climatizada. 
(* Expresado como gramos de Proteína por 100g de muestra) 
*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<=0,05) 
 
Se observa que existen diferencias significativas entre los tratamientos UB5, UL1, ML6, 

MR6 y EMLR9 con el tratamiento Testigo y no se observan diferencias significativas entre 

los mismos tratamientos con la cepa B399. Este aumento del contenido de proteínas, en 

relación al Testigo sin inocular, evidencia una mejora en el cultivo, ya que este parámetro 

es utilizado para indicar la calidad de los mismos (Basigalup and Ustarroz, 2007). 

 
 
4.3.3.4. Índice de Eficiencia Relativo (IER) 

Según el inciso 3.4 de Materiales y Métodos el cálculo de IER se debe realizar teniendo en 

cuenta el valor del tratamiento del testigo nitrogenado. Como se descartó dicho valor, se 

decidió determinar el IER con respecto a la cepa de referencia B399, la cual es 

recomendada para la inoculación de alfalfa por IMYZA-INTA, Castelar (Perticari, 2006). 
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Para la realización de este cálculo se reemplazó el peso seco del testigo nitrogenado por el 

peso seco de la cepa B399. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. IER  de los aislamientos nativos utilizados en el ensayo en cámara. 
 
 
Como se puede observar en la Figura 19, de los 12 aislamientos nativos, solamente 4 de 

ellos (UR2; MB4; DB4; DB1) presentaron un IER menor al 70%; es de destacar que 3 de 

estos aislamientos pertenecen a muestras de suelo tomadas del Bajo, en las cuales el 

proceso de salinización pudo haber afectado en mayor medida sus propiedades 

fisiológicas, como ser: la actividad nitrogenasa o la capacidad para realizar la simbiosis 

(Singlenton and Bohool 1984; Soussi et. al. 1999; Tejera et. al. 2006). 

El resto de los aislamientos presentaron valores superiores al 100%, por lo que podrían ser 

considerados promisorios para análisis posteriores. 
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4.3.3.5.  Correlación entre los valores de peso seco y 

porcentaje de nitrógeno 

En la Figura 20 se observa la correlación entre peso seco y  porcentaje de nitrógeno del 
ensayo en cámara. 

 
 
Figura 20. Correlación entre los valores de peso seco y % Nitrógeno 
 

Como se observa en la Figura 20, existe una correlación significativa entre el contenido de 

nitrógeno (% N) y los valores de peso seco, lo que indica que a mayores valores de materia 

seca, mayor es el porcentaje de nitrógeno fijado y esto se traduce en un mayor desarrollo 

de las plantas, con un consecuente aumento en el contenido de proteínas y calidad del 

cultivo. 

 

4.4. Caracterización de los aislamientos 

Debido a la posibilidad de realizar un ensayo a campo en la zona de Metileo, se 

seleccionaron para su caracterización y evaluación los aislamientos: MR6 y ML6 que 

presentaban buen contenido de nitrógeno, peso seco e índice de eficiencia relativa y el 

aislamiento MB4, que si bien no tenía buenos parámetros de peso seco, nitrógeno e índice 

de eficiencia relativa, se seleccionó por ser el único aislamiento obtenido del bajo salino. 
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4.4.1. Morfología de las colonias 

Los aislamientos MR6, ML6 y MB4, se caracterizaron por presentar colonias grandes de 2-

5 mm, circulares, convexas, rosadas y mucosas en medio YEM (CIAT, 1988) (Figura 21). 

Además presentaron un desarrollo abundante y un crecimiento rápido (entre 3 y 5 días), 

común en las especies de los géneros Rhizobium y Sinorhizobium (CIAT, 1988; Pérez et al., 

2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Aislamiento (ML6) en placa de Petri en medio YEM. (Crecimiento similar fue 

observado para los otros aislamientos). 

4.4.2. Observación microscópica y tinción de GRAM 

La observación al microscopio mostró que las bacterias eran bacilos cortos, pequeños y 

finos, no formadores de esporas y móviles cuando el cultivo es joven, y con menor 

movilidad a medida que transcurre el tiempo (Vincet, 1970). 

Luego de realizada la Tinción de GRAM y su posterior observación microscópica, se obervó 

que todos los aislamientos eran GRAM negativas (-), dado que no absorben el colorante 

violeta cristal y si la safranina (colorante rosa), observándose dicha coloración en la Figura 

22. Estas características aparecen en los diferentes géneros de rizobios (Garrity and Holt, 

2001). 

 
 
 
 
 
 
Figura 22. Fotografía del aislamiento MR6, luego de realizada la tinción de GRAM. 
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4.4.3. Electroforesis de isoenzimas (M.L.E.E.) 

Se caracterizó a los tres aislamientos (ML6; MR6; MB4) mediante la técnica de 

electroforesis de isoenzimas en geles de poliacrilamida (M.L.E.E) (Selander et. al. 1986), 

pudiendo distinguirse diferencias entre el perfil de isoenzimas para α y β esterasas de los 

aislamientos nativos con las cepas de referencia (B399 y Lq51) (Figura 23).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Zimograma revelado para α y β esterasas 
 
Se realizó el análisis de la electroforesis utilizando el software Ntsys v1.70 (Figura 24).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. Dendrograma de los aislamientos en estudio en función de sus perfiles de α y β 
esterasas. 
 
Analizando el dendrograma se observa una similitud con respecto al perfil isoenzimático 

de α y β esterasas del 28% entre los aislamientos MB4 y la cepa Lq51, 57% entre el 

aislamiento MR6 y la cepa B399, un 25% de similitud entre estos dos grupos y un 5% entre 

el aislamiento ML6 y los dos grupos anteriores.  
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Como se observó en el dendrograma, el aislamiento ML6 es el que menos porcentaje de 

similitud presenta tanto con la cepa Lq51, como con la cepa de referencia B399, a pesar 

de haber obtenido los tres aislamientos ensayados de la misma zona. 

Estos datos nos permiten conocer una parte de  la rica diversidad que presenta la 

comunidad de rizobios del sitio estudiado. 

4.4.4. Desarrollo en medio de cultivo líquido y determinación de los  
parámetros cinéticos de crecimiento:  velocidad de crecimiento y tiempo de generación 

A los aislamientos seleccionados se les determinaron los parámetros cinéticos de 

crecimiento con el fin de saber si poseían las aptitudes biotecnológicas adecuadas, para 

una posterior transferencia a la industria de inoculantes.  

Los microorganismos se desarrollaron en el medio proceso de la Tabla 4 y se obtuvieron 

las curvas de crecimiento que se muestra en la Figura 26. En todos los casos el pH se 

mantuvo cercano a la neutralidad lo cual permitió descartar posibles contaminaciones. 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 26. Curvas de crecimiento de los diferentes aislamientos y de la cepa B399. 
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A partir de la información que se obtiene de las curvas de la Figura 26, se calcularon los 

siguientes parámetros de crecimiento: velocidad específica de crecimiento (μmáx) y tiempo 

de generación (tg). Dichos resultados se muestran en la Tabla 11. 

 

Tabla N° 11. Parámetros de crecimiento de los aislamientos en estudio y de la cepa de  

referencia B399 

 
 

 

 

 

 

En función de la velocidad de crecimiento, los rizobios pueden dividirse en dos grupos: 

rizobios de crecimiento rápido, en el que se encuentra a los géneros Rhizobium y 

Sinorhizobium y los de crecimiento lento representado por el género Bradyrhirobium. 

Los mencionados parámetros cinéticos se encuentran en el rango de 2-4 horas, que 

concuerda con lo señalado por la bibliografía para rizobios de crecimiento rápido (Ballati 

and Jardim Freire, 1996). 

4.4.5. Crecimiento de los microorganismos a distintas concentraciones  
de NaCl 

Los aislamientos en estudio se sembraron en el medio de la Tabla 3, con sus 

correspondientes modificaciones en la concentración de NaCl, como se indica en 

Materiales y Métodos, con el fin de evaluar la tolerancia de los aislamientos en su 

crecimiento en las diferentes concentraciones de sal. 

Como se observa en la (Figura 27), el número de colonias no fue reducido en los 

tratamientos de 0 y 85,5 mM de NaCl (0 y 10,9 mS.cm-1), mientras que si se observó una 

disminución del crecimiento en el de 256 mM de NaCl (25,3 mS.cm-1). En esta 

concentración todos los aislamientos mostraron reducción de su crecimiento, incluida la 

cepa B399, la cual presentó una disminución menor. De los tres aislamientos en estudio, 

Cepa/ aislamiento μ máx (h-1) tg (h) 

B399 0,2434 2,84 

MR6 0,3092 2,24 

ML6 0,2575 2,69 

MB4 0,2364 2,93 
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ML6 fue el que manifestó una mayor reducción del crecimiento (65%), mientras que los 

aislamientos MB4 y MR6, si bien tuvieron una disminución de su crecimiento (42% y 36%), 

éste fue mucho menor. Ninguno de los aislamientos incluida la cepa B399 presentaron 

crecimiento en el tratamiento de 427 mM de NaCl (31,5 mS.cm-1). Cabe destacar que esta 

concentración de 427 mM de NaCl, es muy superior a los valores encontrados en los 

suelos utilizados. 

Si bien todos los aislamientos mostraron crecimiento a la concentración de 256 mM de 

NaCl, sería conveniente trabajar en suelos con un contenido menor a éste, para lograr un 

buen desarrollo y asegurar la supervivencia de los mismos, dado que ya en esta 

concentración de NaCl se comienza a evidenciar una disminución en el crecimiento de los 

microorganismos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 27. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl sobre el crecimiento de 
Sinorhizobium meliloti  B399 y Rizobios nativos. 

4.4.6. Determinaciones genéticas por las técnicas de PCR 

Los tres aislamientos fueron caracterizados mediante la secuenciación del gen 16S, a 

través de la técnica de PCR. En la Figura 28 se muestra la electroforesis realizada en gel de 

agarosa de los productos de PCR obtenidos a partir de la extracción del DNA de cada uno 

de los aislamientos. 
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Figura 28. Fotografía de la corrida electroforética de los productos de PCR en gel de 
agarosa visto bajo luz UV. 
 

La concentración e integridad del DNA extraído, así como el tamaño de los diferentes 

fragmentos de DNA pueden ser verificadas mediante electroforesis en geles de agarosa. 

Como se puede ver, en la Figura 28, solo se observa una banda intensa para cada uno de 

los aislamientos (un solo producto de PCR), condición necesaria para su posterior 

secuenciación.  

4.4.6.1. Identificación de los aislamientos por medio de la  

secuenciación del gen 16S 

 En las Figuras 29, 30 y 31 se muestran las secuencias obtenidas para los aislamientos 

analizados.  

Figura 29. Secuencia de bases para el asilamiento ML6. 
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Figura 30. Secuencia de bases para el asilamiento MR6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Secuencia de bases para el asilamiento MB4. 

 

Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias almacenadas en el GenBanK 

utilizando el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), obteniéndose los 

resultados que se muestran en la Tabla 12. 

 

Tabla N° 12. Resultados obtenidos a partir de las secuencias de 16S 

Aislamiento Bp Género Especie Homología 

ML6 
 

350 Sinorhizobium meliloti 100% 

MR6 310 Sinorhizobium meliloti, fredii 
 

100% 

MB4 350 Sinorhizobium fredii, meliloti 99% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Como se puede observar en la Tabla 11, los aislamientos ML6 y MR6 presentan una 

homología del 100% con el género Sinorhizobium y del 99% para  el aislamiento MB4. 

Dicha identificación genética concuerda con las características morfológicas y bioquímicas 

que presentaron estos aislamientos. 

4.5. Ensayo en invernadero 

4.5.1 Análisis Cualitativo 

Se realizaron observaciones durante el desarrollo del ensayo con el objetivo de 

monitorear el crecimiento de las plantas de cada uno de los tratamientos. 

          

                                            

                                                Figura 32. Disposición de las macetas al comienzo del ensayo. 

 

 

 

 

 

Figura 33. Plantas de 

alfalfa a los 7 días 

posteriores a la siembra. 

 

 

 

 

 

 

  Figura 34. Plantas de alfalfa a los 30 días posteriores  

  a la siembra. 
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                        Figura 35. Plantas de alfalfa a los dos meses 

de la siembra. 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Plantas de alfalfa a 

los tres meses de su  siembra. 

 

 

 

 

 

       Figura 37. Plantas de alfalfa a 

       los cuatro meses de su siembra. 

 

 

 

 

 

 

La secuencia de imágenes anteriores, permite evidenciar un desarrollo óptimo de las 

plantas durante el transcurso de todo el ensayo, dado que las mismas presentaron buena 

coloración sin ningún signo de marchitez ni senescencia. 
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4.5.2. Parámetros evaluados 

(Nota: Durante el ensayo, el tratamiento Nitrogenado presento bajo crecimiento, por lo que se decidió no 

tenerlo en cuenta para el posterior análisis de los resultados.) 

4.5.2.1. Peso seco  

En la Figura 38 se representa el peso seco de los diferentes tratamientos. 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
Figura 38. Peso seco de los tratamientos del ensayo en invernadero. 
*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<=0,05) 
 
Como se observa en la Figura 38, los aislamientos ML6, MR6 y MB4 presentan mayor 

desarrollo que el tratamiento testigo y se observa que existen diferencias significativas 

con éste. Si bien los valores de peso seco obtenidos de los tres tratamientos (MB4; ML6; 

MR6) son superiores al de la cepa B399, éstos no presentan diferencias significativas con 

dicha cepa. 

Es importante destacar que el aislamiento ML6 en el ensayo en  invernadero, no presenta 

diferencias significativas con la cepa B399, la que si se manifestó en el ensayo en cámara 

climatizada. Esto podría deberse, en parte, a la utilización de suelo como soporte para el 

ensayo, que asemeja más las condiciones reales del campo y no utilizar un sustrato 

artificial como en el ensayo en cámara. 

4.5.2.2.  Contenido de Nitrógeno total 

En la Figura 39 se muestra el contenido de nitrógeno de los diferentes tratamientos 
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Figura 39. Contenido de Nitrógeno de los tratamientos del ensayo en invernadero. 
*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<=0,05) 
(* Expresado como gramos de Peso seco por 100g de muestra) 
 

Analizando los valores de la Figura 39, se observan diferencias significativas entre el 

contenido de nitrógeno de los tres aislamientos ensayados y el tratamiento testigo; 

mientras que no existen diferencias significativas entre estos tres aislamientos y la cepa la 

cepa B399.  

4.5.2.3 Contenido de Proteína 

En la Figura 40 se representa el contenido de proteína de los tratamientos ensayados en 

invernadero. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Contenido de Proteína de los tratamientos del ensayo en cámara climatizada. 
(* Expresado como gramos de Proteína por 100g de muestra) 
*Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<=0,05) 
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Al igual que en el contenido de nitrógeno, todos los tratamientos muestran diferencias 

significativas en cuanto al contenido de proteína con el tratamiento Testigo, mientras que 

no se observan diferencias con la cepa B399. 

 

4.5.2.4. Correlación entre peso seco y porcentaje de 
nitrógeno 

En la Figura 41 se observa la correlación entre peso seco y  porcentaje de nitrógeno del 
ensayo en invernadero. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 41. Correlación entre los valores de peso seco y % Nitrógeno. 
 
 
Al igual que lo observado en el ensayo en cámara climatizada, existe una correlación 

significativa entre el contenido de nitrógeno (% N) y los valores de peso seco. Se evidencia 

que a mayor contenido de materia seca, mayor es el contenido de nitrógeno (% N), lo que 

es deseable para lograr una cultivo de buena calidad. 
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4.6. Ensayo a Campo 

4.6.1 Análisis Cualitativo 

En la Figura 42, se puede observar la disposición de las parcelas en el ensayo a campo 

realizado en la localidad de Metileo, La Pampa (S 35° 26,726 - W 64° 15,605). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Distribución de las parcelas en el campo. 

 
Consideraciones: Cabe mencionar ciertas consideraciones:  

-El ensayo estuvo influenciado por falta de precipitaciones durante la etapa de 

germinación, y las primeras etapas de crecimiento de las plantas, lo que condicionó no 

solo el desarrollo, sino también la menor cantidad de plantas por surco como se puede 

observar en la Figura 42. 

 

-La Figura 43 muestra lugares con alta salinidad en los cuales se observa un escaso 

crecimiento de plantas. Esto se podría atribuir a la baja tolerancia de la alfalfa variedad 

Aurora a la salinidad, por lo que el experimento se podría repetir con otras variedades de 

mayor resistencia 
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Figura 43. Parcelas con escaso  
desarrollo de las plantas de  
alfalfa. 

 
 
 
 
 
 

 

En razón de que no se observaron mejoras en el desarrollo del cultivo lo que puede 

atribuirse a la baja respuesta de la variedad de alfalfa utilizada y a que el régimen pluvial 

de la región no variaba, se dio por finalizado el ensayo en febrero de 2012; sin embargo se 

descalzaron de cada parcela entre 3 y 4 plantas y se comprobó presencia de nódulos. 
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4. CONCLUSIONES 

Los rizobios tienen la capacidad única de fijar nitrógeno en una compleja asociación 

simbiótica con las leguminosas y la misma tiene un enorme impacto sobre la agricultura 

sustentable como método de biofertilización. El aprovechamiento de este potencial 

requiere que la inoculación de las leguminosas con rizobios efectivos para la fijación de 

nitrógeno garantice el establecimiento de un sistema de nódulos activos capaz de asimilar 

y translocar la suficiente cantidad de nitrógeno a la planta. 

Los rizobios efectivos naturalizados en los suelos compiten con los rizobios introducidos 

con los inoculantes en la ocupación de los nódulos. Superar el problema de la competición 

para la nodulación constituye hoy un gran desafío. Otra barrera que debemos superar la 

plantean los factores adversos tanto bióticos como abióticos.  

En ambos casos, la selección de cepas adaptadas a ambientes locales son las herramientas 

más promisorias para superar tales obstáculos. 

Teniendo en cuenta estos conceptos y los resultados de los ensayos generales realizados 

se puede establecer que: 

-de acuerdo a las electroforesis isoenzimáticas, las poblaciones naturales son  

genéticamente diversas y disímiles de las cepas utilizadas en los inoculantes comerciales.  

-de los aislamientos ensayados en cámara climatizada, ocho presentaron valores  

de IER superiores a los de la cepa de referencia B399, pudiendo considerarlos promisorios 

para otros estudios agronómicos y biotecnológicos.  

 

En función de estos parámetros y teniendo en cuenta la posibilidad de llevar a cabo un 

ensayo a campo en la zona de Metileo, se acotaron los estudios a tres aislamientos MR6, 

ML6 y MB4 los que: 

-se caracterizaron por ser Gram (-), de crecimiento rápido, tiempo de generación  

entre 2 y 4 horas y si bien el aislamiento MR6 presenta una similitud genética del 57% con 

la cepa B399 y menor al 50% los otros aislamientos, se pudo determinar mediante la 
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amplificación y secuenciación del gen 16S rDNA que los tres aislamientos corresponden al 

género Sinorhizobium. 

-en el ensayo realizado en invernáculo presentaron buena nodulación y buen  

rendimiento de biomasa  

-mostraron buen crecimiento en concentraciones de NaCl de hasta 256mM  

(1,5%NaCl) siendo dichos valores superiores a las concentraciones salinas encontradas en 

los suelos en estudio.  

-en el ensayo a campo presentaron buena nodulación en las plantas que 

alcanzaron algún desarrollo, sin embargo en este ensayo no hubo un buen rendimiento 

del cultivo lo que podría deberse a la variedad de alfalfa utilizada. 

 

PERSPECTIVAS A FUTURO 

Si bien estos resultados son preliminares, es necesario repetir los estudios de efectividad e 

infectividad a campo, para lo cual se plantea, repetir el ensayo con una variedad de alfalfa 

resistente a la salinidad. 
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