


OBJETIVOS 
 
El objetivo del trabajo fue evaluar las características fenotípicas y la capacidad de 
crecimiento in vitro en diferentes condiciones de estrés abiótico de rizobios simbiontes de 
Crotalaria juncea aislados en suelos de Santa Fe. 

 
METODOLOGÍA 

 
La colección de rizobios se estableció mediante aislamientos a partir de nódulos de plantas 
trampas en cámaras de crecimiento de cultivo en condiciones ambientales controladas 
(plantas cultivadas en ensayos de laboratorio e inoculadas con muestras de suelo).  
Los muestreos se realizaron en diferentes sitios de la provincia de Santa Fe, registrándose 
sus coordenadas geográficas a través de un posicionamiento geográfico satelital (GPS). 
En cada sitio se tomaron muestras compuestas de suelo que se colocaron en bolsas 
plásticas y se remitieron al laboratorio. Las semillas de C. juncea se desinfectaron por 
inmersión en etanol 96% durante un minuto, hipoclorito de sodio (0,5% p/v) siete minutos 
y se lavaron seis veces con agua destilada estéril. La germinación se efectuó extendiendo 
las semillas en condiciones asépticas sobre agar-agua 1% (p/v) contenido en placas de 
Petri y posteriormente se colocaron en macetas con vermiculita estéril y suelo, en relación 
5:1. Las plántulas se regaron con agua destilada estéril y permanecieron en cámaras de 
cultivo durante 30 días en las siguientes condiciones: 500 µE/m2s (400-700 nm) de 
intensidad luminosa, fotoperíodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), 25/18 °C de temperatura 
(día/noche) y 50% de humedad relativa. Se evaluó la nodulación de las plantas y los 
nódulos se colectaron en tubos conteniendo gel de sílice.  
El aislamiento de los rizobios a partir de los nódulos se realizó en medio Levadura manitol 
agar (LMA) con rojo Congo, según (Vincent, 1970). Posteriormente, las cepas fueron 
confirmadas por su habilidad para formar nódulos en la planta huésped (Vincent, 1970) y 
conservadas a -20 °C. 
La caracterización fenotípica de los rizobios se realizó por métodos microbiológicos 
clásicos. Las bacterias se cultivaron en LMA y se observó la morfología macroscópica de 
las colonias (CIAT, 1988). Las características morfológicas celulares y tinción diferencial 
de Gram se observaron a través de un microscopio óptico (Vincent, 1970). La velocidad de 
crecimiento se evaluó según el tiempo de aparición de las colonias (Jordan, 1984). Para 
analizar la respuesta al cambio de coloración del medio, cada aislamiento se cultivó en 
caldo LMA (pH 6,8) e indicador azul de bromotimol (0,5 % en NaOH 0,016N) a 28 °C 
durante 5 días y se observó el cambio de coloración a azul (alcalinidad) o amarillo (acidez). 
Posteriormente, los aislamientos se cultivaron en medio LMA bajo diferentes condiciones 
de temperatura (28 °C, 32 °C, 35 °C, 37 °C y 40 °C), niveles de pH (4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10) y 
de salinidad (0,01%; 0,1%; 0,5%; 1%; 2% y 3% (p/v) de NaCl). El crecimiento de las cepas 
se evaluó por duplicado y se calificó según una escala numérica gradual desde 0 (ausencia 
de crecimiento) hasta 3 (desarrollo normal), comparándolo con el crecimiento obtenido en 
medio LMA en condiciones óptimas (pH 7; 28 ºC y 0,01% p/v NaCl). 
 

RESULTADOS Y CONCLUSIONES 
 

A partir de los nódulos se realizaron aislamientos y se obtuvieron 32 rizobios simbiontes de 
C. juncea. La colección se conformó con ocho aislamientos provenientes del suelo 





tolerancia a condiciones de acidez y alcalinidad. En la Figura 1A se puede observar la 
escasa capacidad de crecimiento de las cepas simbiontes en medios de cultivo ácidos. Los 
rizobios se caracterizaron por presentar una mejor aptitud para crecer en pH alcalinos, ya 
que el 57 a 63% de los aislamientos provenientes de CAS y CMA mostraron un crecimiento 
óptimo a pH 9 y 10. 
Con respecto a la temperatura, como se observa en la figura 1B, la mayoría de los rizobios 
presentaron un desarrollo adecuado en medio de cultivo a 32 °C de incubación. Los 
resultados obtenidos mostraron que 57% de los rizobios de CMA presentó crecimiento a 
37 °C y 29% fue capaz de crecer a la temperatura extrema de 40 °C.  
En este trabajo, el 62% de los aislamientos de la colección manifestaron un crecimiento 
normal en 0,5% (p/v) de NaCl. Los microsimbiontes aislados de CAS mostraron una 
reducción del crecimiento a medida que incrementó la concentración salina en el medio 
nutritivo, mientras que el 29% de los rizobios de CMA presentaron un desarrollo óptimo en 
concentraciones de 1, 2 y 3 % (p/v) NaCl, como se ve reflejado en la figura 1C. 
Los resultados de este trabajo de investigación aportan información consistente que pone 
en evidencia que en suelos de la provincia de Santa Fe existen rizobios capaces de nodular 
C. juncea. Asimismo, se hallaron microsimbiontes con capacidad de crecimiento en 
condiciones que se consideran adversas y que sugieren una mayor flexibilidad fisiológica 
y capacidad de adaptación al ambiente.  
Se lograron recuperar simbiontes de C. juncea que constituyen un material valioso como 
potenciales candidatos para ser considerados en programas de selección de rizobios 
inoculantes como alternativa de biofertilización para una agricultura sustentable. 
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