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INTRODUCCION

La agricultura sustentable es una preocupacion creciente en la sociedad actual debido a
los impactos negativos asociados con el uso intensivo de fertilizantes quimicos y su efecto
en el medio ambiente. En tal sentido, la biofertilizacion ha surgido como una alternativa
prometedora para mejorar la fertilidad del suelo y promover practicas agricolas mas
sostenibles (Moreno Reséndez et al., 2018).

En particular, los rizobios simbiontes desempenan un papel crucial en la biofertilizacion ya
gue establecen una relacion simbiética con las plantas leguminosas, como Crotalaria
juncea. Estas bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico tienen la capacidad de convertir
el nitrégeno gaseoso en formas asimilables por las plantas, lo que promueve su crecimiento
y desarrollo (Verma et al., 2010). Asimismo, los rizobios pueden mejorar la disponibilidad
de otros nutrientes esenciales para las plantas, como el fosforo y el potasio (Paredes-
Mendoza & Espinosa-Victoria, 2010).

La simbiosis rizobio-leguminosa presenta un papel muy importante en el crecimiento de las
plantas y la adaptacion a nuevos ambientes (Howieson & Ballard, 2004; Gerding et al.,
2014). Desde el punto de vista practico, la seleccién y caracterizacidbn de rizobios
autéctonos adaptados a las condiciones edafoclimaticas de nuestro pais favoreceria el
establecimiento exitoso de la simbiosis. En este contexto, la caracterizacién funcional de
las poblaciones de rizobios nativos constituira una herramienta muy valiosa hacia la
seleccién de potenciales cepas inoculantes que permitan un mejor establecimiento de las
leguminosas y con ello un incremento en la produccion agropecuaria y una reduccion del
empleo de fertilizantes nitrogenados.
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OBJETIVOS

El objetivo del trabajo fue evaluar las caracteristicas fenotipicas y la capacidad de
crecimiento in vitro en diferentes condiciones de estrés abibtico de rizobios simbiontes de
Crotalaria juncea aislados en suelos de Santa Fe.

METODOLOGIA

La coleccién de rizobios se establecié mediante aislamientos a partir de nédulos de plantas
trampas en camaras 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, registrandose
sus coordenadas geograficas a través de un posicionamiento geografico satelital (GPS).
En cada sitio se tomaron muestras compuestas de suelo que se colocaron en bolsas
plasticas y se remitieron al laboratorio. Las semillas de C. juncea se desinfectaron por
inmersion 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 germinacién se efectu6é 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 relacién
5:1. Las plantulas se regaron con agua destilada estéril y permanecieron en camaras de
cultivo durante 30 dias en las siguientes condiciones: 500 pE/m?s (400-700 nm) de
intensidad luminosa, fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), 25/18 °C de temperatura
(dia/noche) y 50% de humedad relativa. Se evalud la nodulacion de las plantas y los
nédulos se colectaron en tubos conteniendo gel de silice.

El aislamiento de los rizobios a partir de los nédulos se realizé en medio Levadura manitol
agar (LMA) con rojo Congo, segun (Vincent, 1970). Posteriormente, las cepas fueron
confirmadas por su habilidad para formar nédulos en la planta huésped (Vincent, 1970) y
conservadas a -20 °C.

La caracterizacion fenotipica de los rizobios se realiz6 por métodos microbiolégicos
clasicos. Las bacterias se cultivaron en LMA y se observé la morfologia macroscépica de
las colonias (CIAT, 1988). Las caracteristicas morfoldgicas celulares y tincion diferencial
de Gram se observaron a través de un microscopio optico (Vincent, 1970). La velocidad de
crecimiento se evalu6 segun el tiempo de aparicién de las colonias (Jordan, 1984). Para
analizar la respuesta al cambio de coloracién del medio, cada aislamiento se cultivd en
caldo LMA (pH 6,8) e indicador azul de bromotimol (0,5 % en NaOH 0,016N) a 28 °C
durante 5 dias y se observé el cambio de coloracion 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, 5,6,7,8,9y 10) y
de salinidad (0,01%; 0,1%; 0,5%; 1%; 2% y 3% (p/v) de NaCl). El crecimiento de las cepas
se evalu6 por duplicado y se calificd seguin una escala numérica gradual desde 0 (ausencia
de crecimiento) hasta 3 (desarrollo normal), comparandolo con el crecimiento obtenido en
medio LMA en condiciones optimas (pH 7; 28 °C y 0,01% p/v NaCl).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

A partir de los nédulos se realizaron aislamientos y se obtuvieron 32 rizobios simbiontes de
C. juncea. La coleccién se conformd con ocho aislamientos provenientes del suelo



identificado como CAS (Ataliva 1 [-30° 29’ 01” sur/ -61° 41’ 03" oeste]); diecisiete de CA
(Ataliva 3 [-30° 59’ 16” sur/ -61° 17° 37" oeste]) y siete de CMA (Malabrigo [-30° 22’ sur/ -
60° 01’ oeste]).

Las colonias de los rizobios se caracterizaron por presentar formas circulares de bordes
enteros y lisos, elevaciones cdncavas o convexas, colores rosados, beige o blanquecinos
y translucidos, semitranslucido u opacos. El 37,5 % de las colonias mostraron un diametro
menora 1 mmy el 62,5% igual o mayor a 2 mm. Mediante la tincion de Gram se observaron
bacilos pequefios, Gram negativos y no esporulados, correspondiendo a la descripcién de
bacterias que forman nédulos con leguminosas en el Phylum B12 Proteobacteria (Garrity
et al., 2005). Los rizobios presentaron una marcada diversidad en torno a la velocidad de
crecimiento (rapida, intermedia, lenta y muy lenta). La respuesta a la produccion de acidez
fue variable, al menos el 50% de los aislamientos proveniente de CAS y CMA produjeron
acidez, mientras que menos del 40% lo hicieron en CA. Las bacterias que produjeron
acidez presentaron un crecimiento rapido o intermedio, mientras que aquellas que
alcalinizaron el medio de cultivo mostraron un crecimiento lento o muy lento. Esta
informacion podria estar relacionada con los diferentes géneros de rizobios que presentan
la capacidad de nodular C. juncea.

La capacidad de crecimiento in vitro de los aislamientos en diferentes condiciones abioticas
(niveles de pH, temperaturas y concentraciones de NaCl) se presenta en la Figura 1.
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Figura 1: Tolerancia de rizobios simbiontes de Crotalaria juncea (A): diferentes niveles de pH.
(B): distintos grados de temperatura. (C): diferentes niveles de salinidad (% p/v de NaCl). Las
barras indican el porcentaje de rizobios tolerantes en relacion al numero de aislamientos obtenidos
de cada sitio. Tolerancia expresa el crecimiento bacteriano 6ptimo. Los cultivos de rizobios se
repicaron por duplicado en placas con medio LMA modificado segun la condicién indicada.

En relacién con los niveles de pH, los aislamientos de la coleccién presentaron un
desarrollo 6ptimo en medio nutritivo a pH 6 y 7, mostrando variaciones en términos de su



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 acidos. 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
optimoapH 9y 10.

Con respecto a la temperatura, como se observa en la figura 1B, la mayoria de los rizobios
presentaron un desarrollo adecuado en medio de cultivo a 32 °C de incubacion. Los
resultados obtenidos mostraron que 57% de los rizobios de CMA present6 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 coleccidon manifestaron un crecimiento
normal en 0,5% (p/v) de NaCl. Los microsimbiontes aislados de CAS mostraron una
reduccion del crecimiento a medida que incremento6 la concentracion salina en el medio
nutritivo, mientras que el 29% de los rizobios de CMA presentaron un desarrollo 6ptimo en
concentraciones de 1, 2y 3 % (p/v) NaCl, como se ve reflejado en la figura 1C.

Los resultados de este trabajo de investigacién aportan informacion 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 fisioldgica
y capacidad de adaptacion al ambiente.

Se lograron recuperar simbiontes de C. juncea que constituyen un material valioso como
potenciales candidatos para ser considerados en programas de seleccién de rizobios
inoculantes como alternativa de biofertilizacién para una agricultura sustentable.
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