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Microorganismos promotores del crecimiento vegetal
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Introduccién: Arachis glabrata Benth. es una leguminosa perenne de gran importancia como forrajera
para los subtrépicos que crece naturalmente en el Nordeste Argentino (Corrientes y Misiones), en
Paraguay Oriental y en los estados de Mato Grosso do Sul de Brasil. Las especies del género Arachis
forman asociaciones simbidticas con bacterias fijadoras de N, denominadas cominmente rizobios. En A.
glabrata se ha demostrado que la fijaciéon simbidtica no proporciona el nitrégeno necesario para la
produccion optima de esta especie indicando también la interaccidn con cepas indigenas inefectivas. En
nuestro laboratorio hemos obtenido y caracterizado, mediante Rep-PCR y por secuenciacién de los
genes 16S ARNr, nodC y nifH, una coleccion de rizobios aislados a partir de nédulos de plantas de A.
glabrata colectadas en las provincias de Corrientes y Misiones. Si bien se aislaron cepas de crecimiento
rapido y lento, solo las especies de Bradyrhizobium fueron capaces de nodular eficientemente A.
hypogaea y dentro del género solo los aislamientos del subcluster 11 16S ARNr relacionados con especies
nodulantes de soja, jicama y Aeschynomene americana fueron infectivas y efectivas con A. glabrata. A
partir de estos resultados se propuso evaluar la capacidad de competencia de las cepas de la coleccién
usando diferentes tipos de suelos no estériles.Esta caracterizacion de los aislamientos proveera una base
para la seleccién de rizobios que puedan ser utilizados en la formulacién de un inoculante apropiado para
el cultivo de A. glabrata en el NEA.

Materiales y métodos: Se ensayd la obtencién de mutantes espontaneos resistentes a los siguientes
antibidticos: espectinomicina, nalidixico, kanamicina, ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, rifampicina
y estreptomicina. Solo se obtuvieron mutantes espontaneos de la cepa 4.4 resistentes a kanamicina. La
estabilidad de la mutacién se evalud por sucesivos repiques en medio fresco y se confirmé la identidad
de los clones por comparacién de perfil REP-PCR con la cepa salvaje. Las plantulas de A. glabrata fueron
obtenidas por regeneracion in vitro. Las plantas regeneradas de aproximadamente 10 cm de porte aéreo
fueron transplantadas a tres substratos diferentes: suelo arenoso, suelo rojo y un substrato organico.En
cada tipo de substrato se ensayaron siete tratamientos: — Tratamiento control: plantas sin inocular -
Inoculaciones simples de las siguientes cepas: Bradyrhizobium sp. 9,1; Bradyrhizobium sp. 4,4;
Bradyrhizobium Semia 6144 (cepa recomendada como inoculante de mani); 4,4 Km® - Co-inoculaciones
(2:1) de la cepa mutante con 9,1 o con Semia 6144.Cada planta fue inoculada con 1 ml de una suspension
de 1x 10° células viables. Se realizaron diez repeticiones por cada tratamiento. Las plantas inoculadas
fueron llevadas a invernaculo. A los 90 dias de la inoculacidn, se evalu6: porcentaje de plantas noduladas,
namero total de nddulos por planta, peso seco aéreo y radicular, ocupancia del nédulo por comparacién
de los perfiles REP-PCR vy resistencia a antibidtico (cepa 4.4).Se colectd un méaximo de cuatro nddulos
por planta, los n6dulos desinfectados fueron plaqueados en medio YEM. En los tratamientos inoculados
con la cepa resistente se plaque6 ademéas en YEM suplementado con Kanamicina (100 mg/ml).
Resultados: En los tratamientos de inoculaciones simples con las cepas 4.4 0 9.1 se observaron plantas
noduladas en todos los suelos ensayados, con valores mayores al 40% con 9.1 y de 100% con 4.4. Por el
contrario, en el tratamiento inoculado con la cepa SEMIA 6144 solo se observé nodulacién en plantas
crecidas en el suelo rojo (20%) y con valores similares a lo observado en las plantas sin inocular (10%).
La inoculacién con la cepa mutante 4.4 Km® mostré un menor niimero de plantas noduladas (40% a 60%)
a los observados con la cepa salvaje, lo que indicaria que la mutacion afectd la capacidad infectiva. En la
co-inoculacion con 4,4 Km® y Semia 6144 el porcentaje de plantas noduladas fue similar (30% a 60%) al
observado con 4,4 Km~, por el contrario la co-inoculacién con la cepa 9,1 present6 mayor nimero de
plantas noduladas en todos los substratos (60% a 100%). EI promedio de nédulos por planta fue mayor en
el substrato orgénico, observandose los mayores valores en los tratamientos inoculados con la cepa 4.4 y
en la co-inoculacion 4,4 Km® y 9.1. Este dltimo tratamiento mostré valores de peso seco aéreo
significativamente mayores. Los valores de peso seco radicular no mostraron diferencias significativas
entre tratamientos. Las cepas 4.4 y 91 fueron re-aisladas del 100% de nddulos colectados de los
tratamientos de inoculaciones simples en los tres suelos analizados. Se observé doble ocupancia en todos
los nédulos recolectados, la cepa 4,4 Km® mostr porcentajes similares, mayores al 50% en todos los
casos,en la inoculacién simple y en las co-inoculaciones.

Conclusiones: Podemos concluir que las cepas 4,4 y 9,1 son competitivas en la nodulacion de plantas de
Arachis glabrata en los diferentes substratos analizados.
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