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RESUMEN. El fósforo es el macronutriente limitante del crecimiento vegetal más 
importante en el suelo luego del nitrógeno.  La mayoría de los suelos agrícolas 
contienen grandes reservas de fósforo total, pero sólo una pequeña proporción 
del mismo está inmediatamente disponible en la solución. En este contexto, los 
microorganismos juegan un papel fundamental mediando en la movilización 
de fosfatos. El objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad de solubili-
zar fosfatos desde diversas fuentes por las cepas Sinorhizobium meliloti B399, 
Pseudomonas fluorescens CHA0 y Bacillus sp. R19 y evaluarlos en ensayos de 
inoculación simple y mixta en alfalfa. Las cepas utilizadas crecieron en todos 
los medios de cultivo, aunque lo hicieron mejor en los medios suplementados 
con calcio.  Mientras que S.  meliloti B399  no mostró actividad solubilizadora,  
P. fluorescens CHA0 y Bacillus sp. R19 presentaron formación de halo de solu-
bilización en los tres medios de cultivo donde el fosfato estuvo ligado al cal-
cio. En ningún caso las cepas en estudio formaron halo de solubilización en los 
medios donde el fósforo estuvo ligado al hierro y al aluminio y el crecimiento 
en estos medios fue inferior al observado en aquellos donde el fósforo estuvo 
ligado al calcio. El efecto de la falta de disponibilidad de fósforo soluble sobre 
el crecimiento vegetal  no pudo ser revertido por la simple inoculación con S. 
meliloti B399 pero sí ocurrió en los tratamientos con P. fluorescens CHA0 y Ba-
cillus sp. R19 y cuando estas cepas fueron coinoculadas con S. meliloti B399.  
Se podría desarrollar un inoculante mixto conteniendo estas cepas fijadoras de 
nitrógeno y solubilizadoras de fosfatos a fin de ser utilizado en las prácticas agrí-
colas.
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desde las fuentes insolubles a fin de poder cubrir 
sus demandas (Barber, 1995).  Además, buena parte 
del P inorgánico aplicado al suelo como fertilizante 
es rápidamente inmovilizado y no queda disponible 
para las plantas (Rodríguez y Fraga, 1999).

Los microorganismos del suelo pueden influir en 
la disponibilidad de P para las plantas, ya sea en 
su rol de descomponedores de la materia orgánica 
o como de movilizadores de P inorgánico. Nume-
rosas especies bacterianas asociadas a la rizosfera 
pueden causar efectos benéficos sobre las plantas 
(Glick, 1995). Tales grupos bacterianos son conoci-
dos como rizobacterias promotoras del crecimiento 
vegetal (PGPR), del inglés plant growth promoting 
rhizobacteria (Kloepper y Schroth, 1981). Entre ellas 
se incluyen a los microorganismos solubilizadores 
de P (reconocidos como PSM por su sigla en inglés) 
capaces de movilizar este mineral desde complejos 
y formas insolubles (Goldstein, 1986; Richardson 
y Simpson, 2011). Los mecanismos más comunes 
que permiten la movilización microbiana de P son 

aluminum

INTRODUCCIÓN

El fósforo (P) es un elemento crítico en los ecosis-
temas naturales y agrícolas de todo el mundo. Es el 
macronutriente limitante del crecimiento vegetal 
más importante en el suelo luego del nitrógeno ya 
que cumple un papel significativo en varios procesos 
fisiológicos y bioquímicos de la planta, tales como 
fotosíntesis, transformación de azúcares en almidón 
y almacenamiento/transporte de la información ge-
nética. La mayoría de los suelos agrícolas contienen 
grandes reservas de P total pero su disponibilidad es 
baja, en parte debido a la alta reactividad del P con 
calcio (Ca), hierro (Fe) y aluminio (Al). Una impor-
tante porción de los fosfatos inorgánicos se adsor-
ben en óxidos e hidróxidos de Fe y Al, minerales de 
arcillas y sustancias orgánicas las cuales contienen 
complejos de Fe o Al. Los compuestos orgánicos con 
P pueden ser mineralizados (o enzimáticamente li-
sados) a fin de tornar al P disponible para las plan-
tas. Como resultado, las plantas dependen de los 
procesos de difusión y de una continua liberación 
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a cabo mediante la selección de los microorganis-
mos que son capaces de producir un halo o zona cla-
ra alrededor de la colonia debido a la producción de 
ácidos orgánicos en el medio circundante.  

La alfalfa es la principal especie forrajera del país y la 
base de la producción de carne y leche en la Región 
Pampeana. La difusión del cultivo se apoya en sus al-
tos rendimientos de materia seca, su excelente cali-
dad forrajera y su gran adaptabilidad a diversas con-
diciones ambientales (suelo, clima y manejo). Por 
otro lado, su capacidad para la fijación del nitrógeno 
atmosférico gracias a la simbiosis con S. meliloti, la 
convierten también en un importante componente 
de la sustentabilidad de los sistemas productivos 
(Basigalup y Rossanigo, 2007).  La gran difusión de 
su cultivo se debe también a su adaptabilidad a di-
ferentes ambientes y al importante rol que juega en 
sostener la estructura y fertilidad de los suelos, es-
pecialmente cuando puede desarrollar la simbiosis 
fijadora de N2 (Viglizzo, 1995; Guiñazú et al., 2011).

La mayor superficie cultivada corresponde a la re-
gión pampeana subhúmeda y semiárida  en donde 
las principales limitantes para la FBN son la dispo-
nibilidad de agua, acidez del suelo y bajo niveles de 
fósforo soluble (Hijano y Basigalup, 1995; Urioste et 
al., 1996). Durante los últimos años, el avance de 
soja y otros cultivos sobre las pasturas ha provocado 
no sólo una intensificación de los sistemas pastoriles 
sino también su desplazamiento parcial hacia zonas 
con mayores limitaciones edáficas y/o climáticas. En 
ese contexto, el desarrollo de cultivares adaptados 
a esas condiciones adversas  y el desarrollo de pro-
ductos biotecnológicos que involucren microorga-
nismos rizosféricos reviste un gran interés a efecto 
de optimizar la FBN, incrementar la absorción de 
agua y nutrientes y proteger al cultivo ante agentes 
patógenos (Guiñazú et al., 2012).

Nuestros objetivos fueron: 1) Estudiar la capacidad 
de solubilizar P desde diversas fuentes por microor-
ganismos nativos y cepas de referencia  y 2) Evaluar 
el efecto de la inoculación combinada de bacterias 
fijadoras de N2 y solubilizadoras de P, previamente 
seleccionadas, sobre parámetros del crecimiento 
de alfalfa.  La finalidad fue establecer si este tipo de 
co-inoculación puede constituirse en una alternati-
va para el manejo del cultivo en regiones con limita-
ciones edáficas.

la secreción de ácidos orgánicos, ácidos inorgánicos 
y enzimas fosfatasas que facilitan la conversión de 
formas insolubles hacia P disponible para las plantas 
(Richardson y Simpson, 2011).
Las principales cepas bacterianas que presentan 
esta capacidad solubilizadora se ubican en los gé-
neros Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, 
Bacillus, Achromobacter, Erwinia, Agrobacterium, 
Burkholderia, Flavobacterium, Rhizobium y Sinorhi-
zobium (Rodríguez y Fraga, 1999; Fernández et al., 
2007).
Además, estos microorganismos pueden mejorar 
el crecimiento de las plantas incrementando la efi-
ciencia de la fijación biológica del nitrógeno (FBN), 
aumentando la disponibilidad de otros elementos 
traza (como Fe y Zn) y produciendo sustancias pro-
motoras del crecimiento vegetal (Kucey et al., 1989).
La mayor parte de las investigaciones en el campo 
de los microorganismos promotores del crecimien-
to vegetal se han centrado en conocer y mejorar el 
proceso de fijación biológica de nitrógeno (FBN), el 
cual involucra la simbiosis entre plantas legumino-
sas y bacterias Gram negativas, colectivamente co-
nocidas como rizobios, y que resulta en la formación 
de estructuras especializadas llamadas nódulos en 
las cuales las bacterias fijan el N2 a cambio de fuen-
tes de carbono que reciben del vegetal.
La disponibilidad de P constituye uno de los principa-
les limitantes para la FBN, afectando principalmente 
la formación de los nódulos.  Diversos autores (Gya-
neshwar et al., 2002; Khan et al., 2007;  Wani et al., 
2007) han aportado sobre la respuesta positiva de 
la FBN a la disponibilidad de P en leguminosas ta-
les como alfalfa (Medicago sativa L.), trébol (Trifo-
lium repens L.), poroto (Phaseolus vulgaris L.), maní 
(Arachis hypogaea L.), garbanzo (Cicer arietinum L.) 
y gandul (Cajanus cajan (L) Mill.). 
Plantas  que crecieron en ambientes deficientes en P 
exhibieron un reducido suministro de carbohidratos 
a los nódulos lo que afectó el inicio de la nodula-
ción, el crecimiento de los nódulos ya formados y 
disminución de la actividad nitrogenasa  (Remans et 
al., 2007). Los microorganismos solubilizadores de 
fósforo son rutinariamente aislados por métodos de 
cultivos en cajas de Petri conteniendo medios con 
fuente de P insoluble, como el empleado por Ro-
sas et al. (2006) y el muy difundido medio descrito 
por Pikovskaya en 1948 (más conocido como medio 
PVK). Estas pruebas, de relativa eficiencia, se llevan 
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1999). Los tres medios fueron adicionados con 3 di-
ferentes fuentes de P insoluble: Ca3(PO4)2,  FePO4 y 
AlPO4. De tal manera, se generaron 9 tratamientos 
con 3 repeticiones para las 7 cepas ensayadas.  
Se incubó a 28 ºC y diariamente se observó la evolu-
ción del crecimiento, midiendo en mm el diámetro 
de la colonia formada y el ancho del halo de solubi-
lización que se iba generando desde el borde de cre-
cimiento de la colonia y hasta su límite con el medio 
de cultivo.
Para evaluar la posibilidad de realizar inoculaciones 
mixtas se probó la coexistencia de 2 de las mejores 
cepas solubilizadoras, P. fluorescens CHAO y Bacillus 
sp. R19, con S. melioti B399 mediante cultivos en 
medio YEMA y TSA diluido 25%
Las cepas se sembraron por estriado hasta el centro 
de la caja de Petri, cada una cubriendo una mitad 
de la superficie del medio de cultivo. Se realizaron 
siembras simultáneas y espaciadas, en este último 
caso, la segunda cepa se sembró una vez que se 
observó el crecimiento de la primera. Los medios 
sembrados se incubaron a 28ºC durante un tiempo 
mínimo de 48h.

Ensayos de inoculación y/o co-inoculación de alfal-
fa en condiciones de invernáculo:

Las semillas de alfalfa fueron desinfectadas por 
agitación durante 10 minutos en una solución de 
hipoclorito de sodio al 30% (dilución en base a la 
formulación comercial 55 g.l-1). Para los ensayos de 
inoculación, fueron sembradas bajo condiciones 
asépticas en bolsas de polietileno negro de 14 cm 
de alto por 10 cm de ancho, conteniendo cada una 
1kg del soporte perlita/arena (2:1). Las plantas fue-
ron inoculadas 2 días luego de la emergencia. Para 
ello, S. meliloti B399 se cultivó en medio YEM (Vin-
cent, 1970) siguiendo el procedimiento microbioló-
gico standard hasta alcanzar una concentración de 
109 bacterias.ml-1, mientras que P. fluorescens CHAO 
y Bacillus sp. R19, cepas seleccionadas para esta ex-
periencia en base a los resultados de las pruebas de 
solubilización de P y coexistencia con S. meliloti, se 
realizaron en medio TSB (Caldo Tripticasa Soya – La-
boratorio Britania, Argentina) diluido al 25%  hasta 
alcanzar una concentración de 106 bacterias.ml-1

La inoculación se realizó aplicando en el sitio de 
siembra 2 ml del cultivo bacteriano (en fase expo-
nencial tardía – comienzo de fase estacionaria) so-
bre el sistema radical de cada plántula.

MATERIALES Y MÉTODOS

Selección de cepas bacterianas solubilizadoras de 
fosfatos: 
las  cepas utilizadas en el ensayo de co-inoculacion 
fueron seleccionadas según su capacidad de solu-
bilizar fosfatos a partir de diferentes compuestos.  
Se evaluaron 5 cepas nativas y 2 de referencia.  Las 
cepas nativas fueron aisladas en el campo expe-
rimental de la UNRC (Universidad Nacional de Río 
Cuarto, Provincia de Córdoba, República Argentina, 
33º10’76’’ S, 64º29’86’’ O) localizado en una zona 
de transición entre las ecorregiones de la llanura del 
espinal y la llanura pampeana (Brown y Pacheco, 
2005).  Estas cepas, que cuentan con antecedentes 
de haber sido empleadas en diferentes ensayos de 
promoción del crecimiento vegetal, fueron: Bacillus 
sp. R19,  aislado desde la rizosfera de soja (Olme-
do, 2002) y Bacillus sp. TO1 proviene de rastrojo de 
soja (Audisio et al., 2005). Ambas cepas se caracteri-
zan por la producción de antibióticos con capacidad 
antifúngica.  B. japonicum A86, fijador de nitróge-
no atmosférico y simbionte de soja, presenta alta 
tolerancia al fungicida thiram (Andrés et al., 1998),  
P. putida SP22, aislada de rizosfera de soja, es una 
solubilizadora de P ya empleada en ensayos de ino-
culación mixta en soja y alfalfa (Rosas et al., 2006) y 
P. putida PC12, aislada de rizosfera de tomate (Sola-
num lycopersicum), fue utilizada en ensayos de con-
trol biológico en tomate (Pastor et al., 2012).
Como cepas de referencias se emplearon S. meliloti 
B399, fijador de nitrógeno atmosférico y simbionte 
de alfalfa, cepa recomendada por INTA (Instituto 
Nacional de Tecnología Agropecuaria, Argentina) 
para la formulación de inoculantes para alfalfa en la 
República Argentina (Guiñazú et al., 2010) y P. fluo-
rescens CHA0 que es una cepa de referencia inter-
nacional en el campo de los microorganismos PGPR, 
con probada capacidad de producción de antibióti-
cos y fitohormonas (Maurhofer et al., 1992).
Estas cepas, mantenidas en medio TSA (Agar Tripti-
casa Soya – Laboratorio Britania, Argentina) diluido 
al 25%, se sembraron en cajas de Petri que conte-
nían los diferentes medios a evaluar, presentando 
fuentes de fósforo insoluble, bajo las formas de fos-
fatos de Ca, Al y Fe.
 Se utilizaron tres medios de cultivo, dos no defi-
nidos (con extracto de levadura): PS (Frioni, 1992, 
Rosas et al., 2006) y PVK (Pikovskaya, 1948), y uno 
definido (con sulfato de amonio): NBRIP (Nautiyal,  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Selección de cepas bacterianas solubilizadoras de 
fosfatos:

La cepa S. meliloti B399 presentó un crecimiento li-
mitado en todos los medios ensayados y en ningún 
caso pudo observarse formación de halo de solubi-
lización. Este resultado es coincidente con el obte-
nido por Guiñazú et al. (2011), donde ya se reportó 
que esta cepa no solubilizaba P ligado a Ca (tabla 1).

Por su parte, P. fluorescens CHA0 y Bacillus sp. R19 
mostraron un buen crecimiento, y formación de 
halo de solubilización, en los tres medios de culti-
vo donde el fosfato está ligado al calcio. Un menor 
crecimiento, con ausencia de halo, pudo observarse 
cuando el fósforo se encuentra ligado al hierro y al 
aluminio (tablas 2 y 3).

Si bien los ensayos de solubilización de P normal-
mente se realizan a partir de fosfatos de calcio, por 
ser las formas predominantes en los suelos del cen-
tro de Argentina, es interesante analizar la capaci-
dad de las cepas bacterianas de solubilizar P desde 
otras fuentes.  Bashan et al.  (2013) sostienen que 
los suelos varían grandemente en pH y otros facto-
res químicos, por lo que estudiar únicamente una 
fuente de P no puede considerarse como un factor 
de selección universal para los PSM.

Los resultados obtenidos en los medios tradicional-
mente usados para la detección de la solubilización 
de fosfatos (medios SP y PVK) pudieron ser reprodu-
cidos en el medio NBRIP.  Este medio de cultivo de-
finido, cuya denominación viene de la sigla en inglés 
del Instituto Nacional de Investigación en Botánica 
de la India, fue propuesto como alternativo al medio 
PVK para la detección de microorganismos solubili-
zadores de P (Nautiyal, 1999).   Una crítica que se le 
suele formular a los medios tradicionales es la pre-
sencia de extracto de levadura, ya que siempre es 
deseable trabajar con medios en los que se conoce 
exactamente su composición cuando se procura di-
lucidar el papel de los microorganismos en  la mine-
ralización o solubilización de nutrientes. 

Las plantas fueron regadas alternativamente con 
agua destilada y solución de Jensen libre de N (Vin-
cent, 1970) modificada en su fuente de P. En los tra-
tamientos donde se evaluó solubilización se reem-
plazó el CaHPO4 y el K2HPO4 por Ca3(PO4)2.

Los controles no inoculados, y también aquellos 
donde no está presente la cepa fijadora de N2, fue-
ron regados con la adición de 0.5% KNO3.l

-1  de solu-
ción de Jensen como fuente de N y manteniendo su 
fuente original de P soluble en un caso y reemplaza-
da por insoluble en otro.

El ensayo incluyó los siguientes tratamientos:

•	 Control N + P insoluble
•	 Control N + P soluble
•	 S.meliloti  + P insoluble
•	 S. meliloti + P soluble
•	 P. fluorescens
•	 Bacillus sp. 
•	 S. meliloti  + P. fluorescens 
•	 S. meliloti  + Bacillus sp.

La experiencia se llevó a cabo en cámaras bajo con-
diciones controladas de luz, temperatura y pH  (Ciclo 
de 16 hs de luz a 28 ± 2 ºC y 8 hs de oscuridad a 16 ± 
2 ºC y bajo una intensidad lumínica de 220 μE.m-2.s-1 
y pH 7).

Aproximadamente 50 días luego de la siembra se 
evaluó: longitud de tallos y raíces, peso seco de 
parte aérea y radical, número de nódulos y super-
ficie radical siguiendo la técnica de Carley y Watson 
(1966).

Cada tratamiento se realizó por triplicado y cada 
maceta contenía 4 plantas. Los resultados fueron 
analizados estadísticamente por análisis de la va-
rianza (ANOVA) y la comparación de medias se reali-
zó mediante el test de Duncan (α < 0.05). Estas eva-
luaciones fueron realizadas por medio del Software 
Estadístico InfoStat (Di Rienzo et al., 2009).
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Tabla 1. Ensayo de solubilización bacteriana de fosfato de calcio en diferentes medios de cultivo

Cepa bacteriana Diámetro de la colonia (mm) Ancho de halo (mm)
Medios

     SP     PVK  NBRIP      SP  PVK  NBRIP
P. fluorescens CHA0 17.7±5.5 13.3±3.5 10.5±2.1 4.0±0.8 4.3±0.7 2.2±0.3
Bacillus sp. R19 22.17±9.1 14.6±2.1 13.0±3.4 4.1±0.1 3.6±1.1 4.0±1.0
S. meliloti  B399 3.8±1.2 3.6±0.5 3.6±0.5 - -       -
P. putida SP22 31.3±1.0 17.0±1.4 13.7±0.3 9.1±2.0 6.5±0.7 3.7±0.3
P. putida PCI2 19.1±1.1 10.5±0.7 10±1.4 1.2±0.5 2.0±0.1 2.1±0.1
Bacillus sp. TO1 22.3±4.9 29.1±8.1 6.3±1.1 - - 1.2±0.1
B. japonicum A86 13.7±3.5 14.3±2.2 14.2±2.6 3.2±0.1 3.6±0.5 4.1±0.7

Tabla 2. Ensayo de solubilización bacteriana de fosfato de hierro en diferentes medios de cultivo

Cepa bacteriana Diámetro de la colonia (mm)
Medios

    SP  PVK NBRIP
P. fluorescens CHA0 1.5±0.1 5.0±0.1 2.5±0.1
Bacillus sp. R19 6.6±0.5 4.5±0.8 4.6±2.5
S. meliloti B399 2.5±1.1 1.8±0.2 1.8±0.2
P. putida SP22 2.5±0.5 6.5±2.1 5.5±2.1
P. putida PCI2 7.2±0.9 3.0±0.1 3.5±0.7
Bacillus sp. TO1 3.0±8.2 5.1±0.2 1.8±0.1
B. japonicum A86 5.7±0.9 2.6±0.5 3.0±1.6

Tabla 3. Ensayo de solubilización bacteriana de fosfato de aluminio en diferentes medios de cultivo

Cepa bacteriana Diámetro de la colonia (mm)
Medios

    SP   PVK  NBRIP
P. fluorescens CHA0 4.3±1.5 3.3±0.5 3.5±0.7
Bacillus sp. R19 6.0±2.1 2.6±1.1 3.0±1.7
S. meliloti B399 3.1±0.6 1.8±0.2 1.5±0.3
P. putida SP22 3.2±1.7 - -
P. putida PCI2 6.5±0.5 - 5.7±1.3
Bacillus sp. TO1 16.1±3.5 6.3±0.5 2.8±0.7
B. japonicum A86 6.7±1.8 2.6±0.4 2.5±1.3
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getal, notándose un aumento en cuanto a longitud 
de raíces, peso seco de raíces y  área radical con res-
pecto a los tratamientos con P insoluble. 

Los tratamientos de coinoculación S. meliloti + P. 
fluorescens y S. meliloti + Bacillus sp.  mostraron re-
sultados no significativamente diferentes a la inocu-
lación simple con S. meliloti  en presencia de P so-
luble, lo que indicaría que la solubilización de P por 
las cepas de Pseudomonas y Bacillus ensayadas es 
suficiente para sustentar el crecimiento vegetal y la 
nodulación por S. meliloti.

Diversos autores han aportado sobre el efecto po-
sitivo de la inoculación combinada de rizobios con 
bacterias de vida libre de los géneros Pseudomonas 
(Knigth y Langson-Unkefer, 1988; Fernández et al., 
2007) y Bacillus (Sindhu et al., 2002; Hajjam y Cher-
kaoui, 2017) sobre distintas leguminosas. Estos efec-
tos abarcan: inicio más temprano de la nodulación, 
incremento en el número de nódulos, incrementos 
en la tasa respiratoria de raíces y de la actividad ni-
trogenasa, mejor absorción de agua y nutrientes y 
un mejor estado general de la planta.

Ensayos de inoculación y/o coinoculación de alfalfa 
en condiciones de invernáculo

S. meliloti B399 fue capaz de nodular alfalfa en pre-
sencia de una fuente de fósforo soluble, no obser-
vándose diferencias significativas en los parámetros 
de crecimiento vegetal evaluados respecto del con-
trol nitrógeno N + P soluble.  El efecto de la falta 
de disponibilidad de fósforo soluble sobre el creci-
miento vegetal (control N + P insoluble) no pudo ser 
revertido por la simple inoculación con S. meliloti 
(tabla 4).  Esta cepa no mostró capacidad de solu-
bilizar fosfatos en los ensayos a nivel de laboratorio 
y ello se pone aquí de manifiesto en su incapacidad 
de aportar P soluble para el crecimiento vegetal. 
En otros estudios realizados con la cepa S. meliloti 
3DOh13 se pudo demostrar la capacidad de solubili-
zar P y sustentar las necesidades del cultivo de alfal-
fa (Rosas et al., 2006).

La inoculación de alfalfa con las cepas P. fluorescens 
CHA0 y Bacillus sp. R19 en condiciones de baja dis-
ponibilidad de fósforo favoreció el crecimiento ve-

Jones et al. (1991) y Whitelaw (2000) mencionan 
que la ausencia de halos de solubilización en los 
medios de cultivo sólido no necesariamente indica 
que el organismo carezca de habilidad solubilizado-
ra, sino que posiblemente este tipo de medios son 
insensibles para detectar la actividad de algunos mi-
croorganismos.

Figura 1. Ensayo de coexistencia en medio YEMA (Vincent, 1970), entre las cepas bacterianas S. meliloti  B399  y 
Bacillus sp.  R19 en siembra simultánea.

 En los ensayos de coexistencia de la cepa bacteriana 
S. meliloti  B399  con Bacillus sp.  R19 y con  P. fluo-
rescens CHA0 se observó que ambas cepas crecie-
ron sin presentar  efecto antagónico alguno sobre la 
cepa fijadora de nitrógeno, tanto en las experiencias 
de siembra simultánea como espaciada en los dos 
medios de cultivo empleados (figura 1).
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Los datos presentados se obtuvieron a los 50 días 
de realizada la siembra. Cada tratamiento se realizó 
por triplicado y los valores  mostrados representan 
la media de 12 plantas por tratamiento. Los valores 
dentro de la misma columna y seguidos por la mis-
ma letra no son significativamente diferentes (p < 
0.05) de acuerdo a la prueba de Duncan.

En cuanto al número de nódulos, fue mayor la can-
tidad en el tratamiento coinoculado  S. meliloti + P. 
fluorescens, lo que lo que evidencia el efecto po-
sitivo de la inoculación combinada de rizobios con 
bacterias de vida libre del género Pseudomonas, en 
coincidencia con Knigth y Langson-Unkefer (1988) 
y Rosas et al. (2006).  Plazinski y Rolfe (1985) sos-
tienen que algunas cepas PGPR son capaces de es-
timular sitios adicionales de infección en las raíces 
que podrán ser ocupados por los rizobios. El efecto 
promotor de la nodulación por Bacillus, que fuera ci-
tado por Sindhu et al. (2002), no se observó en esta 
experiencia.

CONCLUSIONES

En nuestro trabajo, las inoculaciones de alfalfa con 
la cepa fijadora de N2 S. meliloti B399  y las cepas P. 
fluorescens CHA0 y Bacillus sp. R19, con capacidad 
de solubilizar P previamente determinada en ensa-
yos de laboratorio,  mostraron un incremento en los 
parámetros de crecimiento vegetal analizados en 
condiciones de baja disponibilidad de P.

Nuestros resultados indican que la co-inoculación 
de alfalfa puede constituirse en una recomendable 

práctica agrícola en suelos con limitaciones nutri-
cionales, constituyendo una alternativa al uso de 
fertilizantes químicos, reduciendo los costos que los 
mismos implican y propiciando un menor impacto 
ambiental.
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Tratamiento microbiano Longitud de  
tallos (cm)

Peso seco de parte 
aérea (mg.planta-1)

Longitud de 
raíz (cm)

Peso seco de raíz 
(mg.planta-1)

Superficie radical 
(ml NaOH)

Número de nó-
dulos.planta-1

Control N + P insoluble 15.46±1.13a 40.5±3.6a 14.36±2.45a 10.7±2.2a 0.87±0.12a 0a
Control N + P soluble 18.24±1.44abc 49.1±2.7b 18.40±1.85ab 25.2±1.8b 0.95±0.15a 0a
S. meliloti  + P insoluble 12.75±2.44a 37.2±3.1a 17.87±4.30ab 24.7±2.6b 0.92±0.31a 0.3±0.2a 
S. meliloti  + P soluble 19.16±2.25bc 50.3±2.2b 24.45±1.32b 38.4±2.6c 1.46±0.22b 1.2±0.3b
P. fluorescens 22.27±2.60c 51.8±3.1b 25.61±2.41b 50.1±1.7d 2.17±0.45c 0a
Bacillus sp. 22.02±1.43c 50.6±2.5b 26.60±2.54b 50.6±1.9d 2.99±0.51c 0a
S. meliloti  + P.fluorescens  18.80±2.01b 49.4±2.2b 24.63±3.11b 44.0±3.1cd 1.29±0.26b 1.9±0.4c
S. meliloti  + Bacillus sp. 17.71±1.12b 53.2±3.5b 26.23±4.55b 49.2±2.4cd 1.62±0.14b 1.3±0.1b

Tabla 4. Ensayo de inoculación de alfalfa con bacterias solubilizadoras de fosfatos y fijadoras de nitrógeno
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