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Resumen

Objetivo: estudiar el efecto de la inoculación con Ensi-
fer meliloti y Halomonas maura sobre el crecimiento y el 
valor nutricional y funcional de la leguminosa Medicago 
sativa L., cultivada bajo condiciones de salinidad.

Método: las plantas de M. sativa se cultivaron con una 
solución de mezcla de sales CaSO4, MgCl, NaCl and Na-
HCO3 y se coinocularon con su rizobio específico y la 
bacteria H. maura. Se determinaron los parámetros fisio-
lógicos de las plantas, así como el contenido en nitrógeno 
y minerales, y se llevó a cabo un proceso de digestibilidad 
in vitro.

Resultados: la salinidad ejerció un efecto negativo 
sobre las plantas; sin embargo, la coinoculación de las 
mismas incrementó su productividad, el contenido en 
nitrógeno, minerales totales, Ca y Mg. Además, los pará-
metros fisiológicos de potencial hídrico y concentración 
de leghemoglobina se incrementaron. Tanto la salinidad 
como la coinoculación de las plantas aumentaron la ca-
pacidad antioxidante de la leguminosa en los dializados y 
retenidos obtenidos tras someter a la planta a un proceso 
de digestibilidad in vitro.

Conclusión: la coinoculación con E. meliloti y H. mau-
ra podría mejorar el cultivo de la alfalfa bajo condicio-
nes específicas de salinidad, aumentando su composición 
nutricional y funcional, pudiendo considerarse en la for-
mulación de suplementos nutricionales para el consumo 
humano.
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AND FUNCTIONAL VALUE BY BACTERIAL 

CO–INOCULATION

Abstract

Objective: to study the effect of co-inoculation with 
Ensifer meliloti and Halomonas maura of the leguminous 
Medicago sativa L., on growth, nutritional and functional 
value, grown under salinity conditions.

Methods: plants of M. sativa were grown in a solution 
with a mixture of salts (CaSO4, MgCl, NaCl and NaH-
CO3) and were co-inoculated with its specific rhizobium 
and the halophilic moderated bacterium H. maura. Diffe-
rent physiologic parameters were determined, as well as, 
nitrogen and minerals content. Furthermore, an assay of 
in vitro digestibility was carried out.

Results: salinity had a negative effect on the plants; 
however, co-inoculation increased yield, nitrogen content, 
total minerals, Ca and Mg. Moreover, physiologic para-
meters as water potential and leghemoglobin content in 
fresh nodules were higher compared to those of plants 
inoculated only with E. meliloti. Both, salinity and bac-
terial treatment with E. meliloti and H. maura increased 
the antioxidant capacity of the legume, in dialyzates and 
retentates collected after an in vitro digestibility assay.

Conclusion: co-inoculation of plants with E. meliloti 
and H. maura could improve the alfalfa yield under spe-
cific salinity conditions, increasing the nutritional and 
functional value of the plants. M. sativa could be consi-
dered in the formulations of nutritional supplements for 
the human diet.
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Abreviaturas.

PGPR: Rizobacterias promotoras del crecimiento de 
las plantas.

SMA-SO: Solución mineral artificial, mimetizando 
suelos salinos Solonchak órtico.

SDW: Peso seco de la parte aérea.
RDW: Peso seco de la raíz.
TY: Medio de cultivo bacteriano de extracto de leva-

dura – triptona.
MY: Medio de cultivo bacteriano de extracto de le-

vadura – malta.
CE: Conductividad eléctrica.
E: Inoculante E. meliloti.
EH: Inoculante E. meliloti + H. maura.
Lb: Leghemoglobina.
Ψw: Potencial hídrico.
UCA: Unidad de capacidad antioxidante.
TBARs: Especies reactivas del ácido tiobarbitúrico.

Introducción

La familia Leguminosae (Fabaceae) es una amplia fa-
milia que incluye de 17.000 a 19.000 especies de plantas 
que juegan un importante papel ecológico1. Son capaces 
de establecer asociaciones simbióticas con bacterias del 
suelo del orden Rhizobiales de las Alphaproteobacte-
ria, generalmente conocidas con el nombre de rizobios, 
otras bacterias Alphaproteobacteria no rizobiales2 y Be-
taproteobacteria del género Burkholderia3. Estas bacte-
rias tienen la capacidad de fijar N2, y debido a esta aso-
ciación, las leguminosas pueden crecer en suelos áridos 
deficientes en nitrógeno, y actuar como plantas pioneras 
para estabilizar y colonizar suelos, consecuentemente 
previniendo la erosión y desertificación de los mismos. 
Además, desde una perspectiva nutricional y functional, 
las leguminosas son una importante fuente de proteínas, 
carbohidratos complejos, vitaminas, minerales y com-
puestos antioxidantes4.

Debido a la posible contaminación de los vegetales 
con componentes potencialmente dañinos para la salud 
humana, hay una preocupación creciente dirigida a la 
búsqueda de alternativas para la sustitución de fertili-
zantes o sustancias agroquímicas por productos bioló-
gicos. Entre ellos, las rizobacterias promotoras del cre-
cimiento de las plantas, comúnmente conocidos como 
PGPR, son una herramienta muy atractiva para este 
propósito5. Estos microorganismos pueden influir sobre 
el crecimiento de las plantas produciendo compuestos 
como la fitohormona ácido indol acético, la enzima 
ACC desaminasa, sideróforos o moléculas quelantes 
de iones de Fe + 3. Los microorganimos PGPRs pueden 
también movilizar nutrientes hacia las plantas o propor-
cionar nitrógeno a través de la fijación biológica de ni-
trógeno no simbiótica.

Cerca del 40 % de la superficie terrestre de todo el 
mundo está categorizada como ecosistemas áridos o 
semiáridos donde los estreses de tipo abiótico, como 

la salinidad o la sequía, limitan extraordinariamente la 
producción de los cultivos6. En la simbiosis leguminosa 
– rizobio, tanto la planta como la bacteria son sensibles 
a la salinidad, siendo la relación simbiótica en sí más 
sensible a la sal o al estrés osmótico que el rizobio en 
vida libre. La salinidad afecta a los pasos iniciales de la 
interacción simbiótica, entre ellos, a la colonización de 
la raíz, la infección del nódulo y el desarrollo del mis-
mo7 así como a la actividad fijadora del N2 

8.
Medicago sativa L. (alfalfa) es una leguminosa fo-

rrajera plurianual de una buena calidad y alta producti-
vidad, con un alto contenido de proteína cruda (16% a 
22%) y que en los últimos años está creciendo su inte-
rés para su uso en nutrición humana9. Es parcialmente 
resistente al estrés salino10 haciendo esta característica 
que sea de un gran interés agronómico. Ensifer (ante-
riormente Sinorhizobium) meliloti es el microsimbionte 
específico de la alfalfa y algunas de sus cepas son capa-
ces de tolerar altas concentraciones de NaCl.

Halomonas maura es una bacteria halófila mode-
rada que fue aislada por primera vez en un salina de 
Asilah, en Marruecos11, esta bacteria tiene la capacidad 
de excretar grandes cantidades de un exopolisacáridos 
conocido con el nombre de maurano12 y es capaz de fijar 
nitrógeno bajo condiciones microanaeróbicas13 .Todas 
estas propiedades hacen de H. maura una bacteria ver-
sátil fisiológicamente con interés tanto ecológico como 
biotecnológico14.

Xeric calcigypsid (Solonchak órtico)15 son suelos sa-
linos, áridos, poco fértiles y normalmente incultivables 
que en España se encuentran bien representados en el 
Sureste16. En este trabajo, nosotros hemos estudiado el 
efecto de la co-inoculación de las plantas de alfalfa con 
E. meliloti y H. maura cultivándolas con una solución 
mineral artificial (SMA) mimetizando las condiciones 
naturales de los suelos solonchak órtico (SO), (SMA-
SO) con el objetivo de usar estos tipos de suelos para 
prácticas agrícolas. Además, se investigaron beneficios 
potenciales para las plantas debido al alto contenido en 
sales de la SMA-SO.

Material y método.

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las células de E. meliloti cepa 1021 se cultivaron 
rutinariamente en medio de extracto de levadura – trip-
tona, TY17. H. maura cepa S-30 se cultivó en medio de 
extracto de levadura – malta, MY suplementado con 
sales minerales al 7,5% p/v como fue descrito por Que-
sada et al.,18. Las células crecieron a 30°C. El efecto 
del estrés osmótico sobre el crecimiento bacteriano se 
analizó por determinación del número de células viables 
después del crecimiento de ambas cepas en medio TY 
y MY suplementado con 0, 25, 50, 100, 200, 300 y 400 
mM de NaCl. La viabilidad de las células después de 96 
h de crecimiento fue determinado mediante un ensayo 
de contaje en placa.
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Condiciones de cultivo de las plantas.

Las semillas de alfalfa (M. sativa L. var. Aragón) se 
esterilizaron en superficie mediante inmersión en una 
solución de HgCl2 al 2,5% durante 9 min, las semillas 
se lavaron con agua estéril y se mantuvieron en remojo 
con agua estéril durante 2 h. Después se colocaron en 
placas Petri, sobre una solución de agar – agua al 1% 
p/v y se dejaron germinar en oscuridad a 30ºC. Tres 
días después, se seleccionaron plántulas uniformes y 
se plantaron en jarras tipo Leonard autoclavadas19 que 
contenían vermiculita y una solución de riego libre de 
nitrógeno20 . Para mimetizar las condiciones de los sue-
los SO, la solución libre de nitrógeno fue suplementada 
con una mezcla de sales de CaSO4, NaCl, MgCl2.6H2O 
y NaHCO3 para alcanzar la fuerza iónica final de 50 y 
100 mM (Tabla I). La conductividad eléctrica (CE) de 
la solución de riego SMA-SO fue determinada con un 
conductivímetro que tenía una célula de conductividad 
G-0,5 × 2 (Beckman Instruments, Inc., USA) (Tabla I). 
Las plántulas (5/jarra) se inocularon en el momento de 
la plantación con 1 mL de E. meliloti (inoculante E) o 
una mezcla (1:1 ratio, aproximadamente 108 UFC/ mL 
cada uno) de E. meliloti 1021 y H. maura S30 (ino-
culante EH). Las plantas crecieron durante 60 días en 
condiciones de invernadero con un fotoperiodo de luz/
oscuridad de 16/8 h y 25/18 ºC. La luz necesaria fue su-
plementada por luz blanca incandescente Sylvania (500 
mmol m-2 s-1, 400–700 nm) en el ápice de las plantas. 
La cosecha de las plantas se llevó a cabo cuando éstas 
se encontraban al 10% de floración en cada uno de los 
tratamientos.

Parámetros fisiológicos de las plantas.

El potencial hídrico (Ψw) se determinó en las prime-
ras hojas de las plantas totalmente expandidas usando 
una cámara para muestras C52 conectada a un psicóme-
tro HR-33T (Wescor, Logan UT, USA). El contenido en 
leghemoglobina (Lb) de los nódulos de las plantas fue 

medido tal y como fue descrito por Talbi et al.21. El peso 
seco de las plantas (tanto la parte aérea como la raíz) 
se determinó después de secar el material fresco de las 
plantas en estufa a 60 ºC durante 48 h. El contenido en 
N de la parte aérea de las plantas se determinó por el 
método de Kjeldahl. Los minerales totales de la parte 
aérea de las plantas de alfalfa se obtuvieron tras la calci-
nación del material seco en una mufla a 450ºC, después 
se disolvieron en HCl 6 N y se usaron para el análisis 
del contenido en minerales. El contenido en Ca, Mg y 
Zn se determinó por espectrofotometría de absorción 
atómica utilizando un espectrofotómetro Perkin-Elmer 
AAnalyst 300. El Na se midió por espectrofotometría 
de emisión atómica usando el mismo equipo. Para la 
determinación de Mg y Na, se añadió cloruro de lantano 
a las muestras para prevenir cualquier posible interfe-
rencia con los iones fosfatos. El fósforo fue determina-
do espectrofotométricamente de acuerdo al método de 
Chen et al.22.

Ensayos biológicos in vitro de las plantas de alfalfa.

Para determinar la capacidad antioxidante de las 
plantas de alfalfa cultivadas bajo condiciones de salini-
dad se llevó a cabo el método in vitro de Miller et al.,23 
con modificaciones24. Esencialmente, las muestras de la 
parte aérea de las plantas de alfalfa (0,4 g) se digirieron 
durante 2 h en un vial de digestión de 50 mL a 37°C en 
un baño de agua con agitación. Las mezclas de diges-
tión contenían 1 mL de solución de pepsina y 5 mL de 
una mezcla de sales biliares y pancreatina. Retenidos 
y dializados se obtuvieron después de la dialización de 
los viales de digestión contra una bolsa de diálisis que 
contenían 10 mL de agua bidestilada y NaHCO3.

Ensayo de la peroxidación lipídica y reacción del 
ácido tiobarbitúrico.

Se prepararon homogeneizados de cerebro de rata de 
250 – 300 g de peso que se encontraban bajo un foto-
período de luz/oscuridad de 12/12 horas y a 25 ˚C. Los 
animales se mantuvieron con acceso libre al alimento y 
al agua; se anestesiaron con pentobarbital y los cerebros 
fueron recogidos y homogeneizados usando el médo-
to moficiado de Oboh et al.,25. Brevemente, el cerebro 
completo fue homogeneizado en tampón frío 1,15% 
KCl suplementado con 0,1% Triton X-100 y fue centri-
fugado a 7.000 rpm durante 25 min a 4˚C. El sobrena-
dante fue recogido y se almacenó a -20 ˚C hasta que se 
utilizó. Las ratas procedían de la Unidad de Experimen-
tación Animal de la Universidad de Granada. El cuidado 
y mantenimiento de los animales se realizó siguiendo 
las guías de la Directiva de la Comunidad Europea26 así 
como el Comité de Ética para Experimentación Animal 
de la Universidad de Granada.

Como marcador de peroxidación lipídica, las espe-
cies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARs) en los 

Tabla I 
Concentración de CaSO4, MgCl2.6H2O, NaCl y NaHCO3 
usada para suplementar la solución libre de nitrógeno 20 
para imitar las condiciones de los suelos tipo Solonchak 
órtico. La conductividad eléctrica (CE) de las soluciones 

también se muestra y se expresa como mS/cm 

 
Concentración de sales

0 mM 50 mM 100 mM

CaSO4 (g/L) - 1,24 2,15

MgCl2.6H2O (g/L) - 0,826 1,5

NaCl (g/L) - 0,76 1,29

NaHCO3 (g/L) - 0,70 1,22

CE (mS/cm) 0,57 4,10 6,49
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homogeneizados de cerebro se determinaron mediante 
el método de Ohkawa et al.,27 con modificaciones como 
siguen: se añadieron 100 µL de homogeneizado de cere-
bro a una mezcla que contenía 100 µL de FeCl3 5 mM, 
100 µL de H2O2 1 mM, 1300 µL de KCl 0,15% y final-
mente se suplementó con 150 µL de dializado o rete-
nido de alfalfa. Las mezclas de oxidación conteniendo 
homogeneizado de cerebro, FeCl3, H2O2 y 1450 µL de 
KCl 0,15% se utilizaron como controles. Como blanco, 
la actividad antioxidante se determinó en soluciones de 
mezclas de digestión utilizadas para los experimentos 
de dializabilidad mencionados anteriormente. Todas las 
muestras se incubaron durante 1 h a 37 ˚C. La reacción 
de oxidación se paró por adición de 1500 µL de HCl 0,25 
N y 15% ácido tricloroacético, ácido dietilentriamino-
pentaacético 1,34 mM, 0,5 % butilhidroxitolueno, 300 
µL de sodio dodecil sulfato al 8,1% y 300 µL ácido tio-
barbitúrico al 3%. Después las muestras se incubaron a 
75 ̊ C durante 1 h, se enfriaron a termperatura ambiente y 
se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min. Finalmente, 
los sobrenadantes se recogieron y se midió la absorban-
cia a 532 nm para detectar la formación de TBARs.

El porcentaje de inhibición se calculó usando la ecua-
ción: % inhibición = [100-(100*(A1/A0)], donde A0 es la 
A532 del control y A1 es A532 de las diferentes muestras. 
Una unidad de capacidad antioxidante (UCA) se define 
como la cantidad de muestra que es capaz de inhibir el 
50% de la formación de TBARs.

Análisis estadístico.

El número total de réplicas es dado en cada tabla. Para 
cada parámetro, los resultados se analizaron con un aná-
lisis de la varianza de dos vías (ANOVA), y diferencias 
significativas entre medias se analizaron por el test de 
Duncan, p < 0,05. Todos los análisis fueron realizados 
con el Paquete estadístico para Ciencias Sociales (IBM-
SPSS para Windows©, versión 22.0, Amonk, NY).

Resultados

Osmotolerancia de las cepas bacterianas

El número de células viables de la cepa 1021 no 
fueron significativamente diferentes en ninguna de las 
concentraciones salinas en las que se cultivaron las bac-
terias. H. maura no fue capaz de crecer por debajo de 45 
mM, pero creció bien a 50 y 100 mM (datos no mostra-
dos). La formación de nódulos no se observó cuando las 
plantas fueron inoculadas solo con H. maura.

Parámetros fisiológicos.

Las plantas que fueron inoculadas con el inoculante 
E (E. meliloti) tuvieron valores del peso seco de la parte 
aérea (SDW) y del peso seco de la raíz (RDW) menores 

que aquellas plantas que se trataron con el inoculante 
EH (E. meliloti + H. maura) cuando crecieron en au-
sencia de sales (Tabla II). El crecimiento de las plantas 
de alfalfa en cualquiera de los tratamientos salinos se 
vio reducido significativamente tanto en su SDW como 
en el RDW independientemente del inoculante bacte-
riano utilizado (Tabla II). En la concentración de sales 
50 mM, el SDW de las plantas que fueron inoculadas 
con el inoculante EH fue significativamente superior al 
de aquellas plantas que crecieron en la misma concen-
tración de sales pero tratadas solo con el inoculante E 
(Tabla II). La salinidad disminuyó significativamente el 
contenido en nitrógeno de la parte aérea de las plantas 
de la leguminosa, sin embargo, a la concentración de 
sales de 50 mM el contenido en nitrógeno fue similar en 
las plantas tratadas con inoculante EH y en las plantas 
que crecieron en ausencia de sales (Tabla II). Mientras 
que no se encontraron diferencias en el contenido en mi-
nerales totales de las plantas que crecieron en ausencia 
de sales inoculadas bien con el inoculante E o bien con 
el inoculante EH, aquellas plantas que fueron tratadas 
con el inoculante E aumentaron su contenido en minera-
les cuando se cultivaron en la solución de sales 100 mM 
comparadas con las plantas que crecieron en ausencia 
de sales; y las plantas de alfalfa que se cultivaron con el 
co-inoculante EH aumentaron este contenido en mine-
rales totales en presencia de las dos concentraciones de 
sales, 50 mM y 100 mM (Tabla II).

Con respecto al potencial hídrico de las hojas de las 
plantas de alfalfa, se observó que la inoculación bacte-
riana no afectó a este parámetro en ausencia de sales 
(Tabla II). Aquellas plantas que se trataron con el ino-
culante E, tuvieron un Ψw significativamente menor 
cuando crecieron en presencia de sales; sin embargo los 
valores de Ψw en las plantas que se co-inocularon con 
las dos bacterias y crecieron a 50 y 100 mM tuvieron 
valores similares a las plantas que crecieron en ausencia 
de sales (Tabla II).

En ausencia de sales, el contenido en Lb de los nódu-
los de las plantas tratadas con el inoculante E fue signi-
ficativamente superior que en los nódulos de la plantas 
inoculadas con EH. El crecimiento de la leguminosa a 
50 y 100 mM de concentración salina redujo significa-
tivamente el contenido en Lb de las plantas que fueron 
inoculadas con inoculante E comparado con los valores 
obtenidos para las plantas que crecieron en ausencia de 
sales. Sin embargo, en las dos concentraciones salinas 
de 50 y 100 mM, el contenido en Lb de los nódulos de 
las plantas fue superior en las plantas inoculadas con 
EH con respecto a las plantas utilizadas como control, 
no tratadas con sales SMA-SO (Tabla II).

Contenido en Ca, Mg, P, Na y Zn

El contenido en Ca y Na de la parte aérea de las 
plantas fue similar en las plantas que crecieron en au-
sencia del tratamiento salino independientemente del 
inoculante bacteriano utilizado, y la concentración de 
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cada uno de estos cationes se vio incrementada sig-
nificativamente al aumentar la concentración de sales 
en la que las plantas crecieron (Tabla III). La más alta 
concentración de Ca se obtuvo en las plantas que fue-
ron tratadas con el inoculante EH y crecieron a 100 
mM de SMA-OS (Tabla III).

En ausencia de sales, el contenido en Mg fue signi-
ficativamente superior en las plantas inoculadas con 
E comparadas con las plantas inoculadas con EH. El 
cultivo en la solución SMA-OS aumentó el contenido 
en Mg de las plantas, un efecto que se observó en las 
plantas que crecieron a 100 mM y se inocularon con E, 
y a 50 y 100 mM cuando las plantas se trataron con el 
inoculante EH (Tabla III).

Las plantas de alfalfa tratadas con el inoculante E, 
tuvieron un mayor contenido en P que aquellas que se 
trataron con el inoculante EH cuando estas crecieron 
en ausencia de sales SMA-OS. El incremento de la 
concentración de sales de la solución de riego afectó 

negativamente al contenido en P (Tabla III). El con-
tenido en Zn no se vio afectado por el tratamiento de 
sales, pero a 100 mM de SMA-OS fue significativa-
mente superior en las plantas tratadas con el inoculante 
EH (Tabla III).

Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante en los retenidos y dializa-
dos fue similar para las plantas que crecieron en ausen-
cia de cualquier tratamiento salino independientemente 
del inoculante bacteriano utilizado, E o EH (Tabla IV). 
En presencia de SMA-OS 50 mM, las plantas que se 
inocularon con E tuvieron una actividad antioxidante 
similar a la de las plantas control, pero a 100 mM esta 
actividad aumentó significativamente (Tabla IV). Sin 
embargo, las plantas de alfalfa tratadas con el inoculan-
te EH, incrementaron su actividad antioxidante tanto en 

Tabla II 
Peso seco de la parte aérea (SDW), peso seco de la raíz (RDW), contenido en N total y cenizas, Potencial hídrico (Ψw) y 

contenido en leghemoglobina (Lb) de M. sativa cultivada en SMA-SO con diferentes concentraciones de sales. 

I.B. [Sales]
(mM)

SDW
(g)

RDW
(g)

N  
(g/100 g SDW)

Minerales  
(g/ 100 g SDW)

Ψw
(Mpa)

Lb
(mg/g nódulo fresco)

E 0 1,52a 0,93a 3,41a 9,22a - 3,55a 13,71a

50 0,66c 0,57b 2,96b 9,04a - 4,97b 12,77b

100 0,56c 0,46b 2,65b 10,93b - 4,93b 12,30b

EH 0 1,69a 1,01a 3,46a 8,81a - 3,46a 11,87b

50 0,91b 0,65b 3,52a 10,15b - 3,64a 15,42a

100 0,69c 0,63b 2,93b 10,44b - 4,08a 14,35a

EEM 0,091 0,080 0,131 0,319 0,260 0,281
I.B: inoculante bacteriano; E: inoculante E. meliloti; EH: inoculante E. meliloti + H. maura; SMA-SO: solución mineral artificial similar a suelos 
tipo Solonchak órtico. a,b,c en una misma columna representan diferencias significativas de acuerdo a una ANOVA y test de Duncan (n = 6; 
p < 0,05). EEM: error estándar de la media del pool. 

Tabla III 
Contenido en Ca, Mg, P, Na, y Zn en la parte aérea de las plantas de M. sativa cultivadas en  

una SMA-SO con diferentes concentraciones de sales

I.B. [Sales]
(mM)

Ca
(mg/g SDW)

Na
(mg/g SDW)

Mg
(mg/g SDW)

P
(mg/g SDW)

Zn
(µg/g SDW)

E 0 6,31 c 0,71 c 3,22 c 3,35 a 12,72 ab

50 11,31 b 6,20 b 2,87 d 1,8 c 12,11 ab

100 11,87 b 9,98 a 4,18 b 1,75 c 11,19 b

EH 0 5,73 c 0,82 c 2,54 d 2,81b 13,94 a

50 12,45 b 6,47 b 3,57 c 1,80 c 13,21 a

100 14,09 a 9,85 a 4,61 a 1,78 c 13,37 a

EEM 0,393 0,248 0,114 0,059 0,451
I.B: inoculante bacteriano; E: inoculante E. meliloti; EH: inoculante E. meliloti + H. maura; SMA-SO: solución mineral artificial similar a suelos 
tipo Solonchak órtico. a,b,c,d en una misma columna representan diferencias significativas de acuerdo a una ANOVA y test de Duncan (n = 6; 
p < 0,05). EEM: error estándar de la media del pool.
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los retenidos como en los dializados, cuando las plan-
tas crecieron en cualquiera de las concentraciones de la 
SMA-OS, 50 y 100 mM (Tabla IV).

Discusión

El crecimiento y productividad de muchas especies 
vegetales bajo condiciones de salinidad, se ve afectado 
negativamente debido a los efectos iónicos y osmóticos 
sobre los procesos metabólicos y el balance nutricional, 
conduciendo a funciones fisiológicas dañadas como re-
laciones hídricas desfavorecidas y maquinaria fotosin-
tética afectada28. En este estudio se eligieron la pareja 
simbiótica E. meliloti cepa 1021 y el cultivar Aragón 
de M. sativa, debido principalmente a que la bacteria es 
capaz de crecer bien hasta concentraciones salinas de 
500 mM y la alfalfa no limita su crecimiento y desa-
rrollo a 75 mM de NaCl cuando se inocula con la cepa 
102129. Ya que H. maura produce grandes cantidades 
del exopolisacárido maurano y es capaz de fijar N2 en 
condiciones de vida libre, estudiamos si la inoculación 
con H. maura S-30 de la alfalfa nodulada por E. meliloti 
1021 podría ayudar al crecimiento de las plantas bajo 
condiciones específicas de salinidad, típica de suelos 
abundantes en el Sureste de España, y si esta co-inocu-
lación mejoraría las propiedades nutricionales y funcio-
nales de las plantas de alfalfa.

En general, la co-inoculación de E. meliloti y H. mau-
ra mejoró la productividad de las plantas, el contenido 
en nitrógeno, así como algunas de las propiedades fisio-
lógicas como el potencial hídrico y el contenido en le-
ghemoglobina (Tabla II). Si esto se debe a la producción 
de maurano o a la movilización de nutrientes minerales 
desde la solución del suelo a la planta no se puede di-
lucidar en el presente trabajo. No obstante, el maurano 
pudo incrementar la resistencia de la planta al estrés os-
mótico favoreciendo la agregación del suelo30 y se ha 

demostrado que puede incrementar la retención de agua 
en el intestino grueso31, lo que sugiere que el exopolisa-
cárido podría estar involucrado en la retención de agua 
en el ambiente de la raíz. Además, el ácido glucurónico, 
la manosa, galactosa y glucosa son componentes del 
maurano12 y todo ellos o bien sus productos metabóli-
cos, podrían actuar como nutrientes para las plantas.

El N de la parte aérea de las plantas provino princi-
palmente de la fijación atmosférica de este N2 llevada a 
cabo por E. meliloti en las plantas que fueron cultivadas 
en ausencia de tratamiento salino. En la presencia de 
sales, el contenido en N fue mayor en las plantas que 
se inocularon con las dos bacterias, y en estas plantas 
el contenido de Lb en los nódulos fue superior, lo que 
sugiere que la funcionalidad en estos nódulos fue su-
perior, y esto se correspondió con un mayor contenido 
de N en estas plantas de alfalfa (Tabla II). Además, H. 
maura S-30 es una bacteria fijadora de nitrógeno en 
vida libre13 y podría haber incrementado la biodisponi-
bilidad de N para la planta en la rizosfera de la misma. 
El contenido mineral de las plantas de alfalfa incremen-
tó concomitantemente con la concentración de sales de 
la SMA-SO, lo que indica que las sales en la solución 
de riego se absorbieron activamente por las raíces de 
las plantas. El efecto positivo de la doble inoculación se 
observó en las más altas concentraciones de Ca y Mg, 
en los que la SMA-OS está enriquecida lo que supone 
una mejora en el valor nutritivo de la leguminosa. Este 
enriquecimiento podría deberse a la acción combinada 
de las bacterias con los exudados derivados de las raí-
ces de las plantas; el maurano gracias a su composición 
podría ser capaz de formar complejos minerales con el 
Ca y el Mg12 favoreciendo su solubilización, y hacién-
dolos más disponibles para su absorción por las raíces 
de la planta. La presencia de exudados en la rizosfera 
con cantidades limitadas de citrato, malato y succinato, 
está involucrada en la solubilización de minerales como 
el hierro, el aluminio y el fósforo32. Por consiguiente, 

Tabla IV 
Capacidad antioxidante de los dializados y retenidos de la parte aérea de las plantas de M. sativa cultivadas  

en una SMA-SO con diferentes concentraciones de sales. Los datos representan cuatro réplicas independientes.  
Los valores se expresan como UCA/mL

I.B. [Sales] (mM) Dializados Retenidos

Blanco 4,54 c 5,99 c

E 0 3,41 ce 5,48 c

50 3,80 ce 3,78 d

100 20,61 a 29,20 a

EH 0 2,98 e 5,58 c

50 13,85 b 16,02 b

100 19,75 a 30,16 a

EEM 0,666 0,802
I.B: inoculante bacteriano; E: inoculante E. meliloti; EH: inoculante E. meliloti + H. maura; SMA-SO: solución mineral artificial similar a suelos 
tipo Solonchak órtico; UCA: unidad de capacidad antioxidante. a,b,c,d,e en una misma columna representan diferencias significativas de acuerdo 
a una ANOVA y test de Duncan (n = 4; p < 0,05). EEM: error estándar de la media del pool.
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es posible que el maurano conjuntamente con los exu-
dados radiculares podría contribuir a la movilización y 
asimilación de los minerales de la solución de riego. El 
aumento del contenido en minerales por co-inoculación 
bacteriana ha sido descrita por Alagawadi y Gaur33 en 
relación a la absorción de P, que aumentó cuando las 
plantas de garbanzo (Cicer arietinum) se co-inocularon 
con Rhizobium F75 y Bacillus polymaxa H5, ya que esta 
última bacteria tiene la capacidad de aumentar la solubi-
lidad de los fosfatos del suelo.

La capacidad antioxidante en los dializados y rete-
nidos de la parte aérea de las plantas de alfalfa incre-
mentó con el incremento de la concentración de sales 
de la SMA-SO (Tabla IV). Se ha demostrado previa-
mente, que el cultivo de las plantas bajo condiciones de 
salinidad es capaz de alterar la actividad antioxidante 
de distintas especies vegetales como el brócoli34, la le-
chuga35 y el pimiento36. En un trabajo reciente llevado 
a cabo por Colla et al.,37 se demostró que el incremento 
de la concentración de NaCl en un cultivo de alcachofa 
y cardo, aumentó el contenido en polifenoles totales de 
las plantas. La capacidad para inhibir la peroxidación 
lipídica puede ser atribuida a la actividad de las sustan-
cias antioxidantes presentes en las plantas, y que prote-
gen contra la acción oxidante del hierro quelándolo, y 
previniendo así la producción de radicales hidroxilos y 
la propagación de la peroxidación lipídica; o bien, atra-
pando los radicales libres formados en la reacción38. La 
co-inoculación mejoró la capacidad antioxidante tanto 
en los dializados como en los retenidos. Resultados si-
milares han sido descritos en el trabajo llevado a cabo 
por Nautiyal et al.,39 donde se ha demostrado una me-
jora de la capacidad antioxidante de la parte aérea de 
la leguminosa Trigonella foenum-graecum mediante la 
co-inoculación con el organismo promotor del creci-
miento Bacillus lentimorbus cepa NRRL B-30488.

Basándonos en nuestros resultados in vitro, es posible 
que la alfalfa incluida en la dieta humana pudiera ejercer 
ambos efectos, sistémico debido a su componente ab-
sorbible (dializados) y efecto local sobre el tracto diges-
tivo debido a su componente no absorbible (retenidos).

Tomando en conjunto todos estos resultados, se 
muestra que la alfalfa podría cultivarse bajo condicio-
nes específicas de salinidad cuando se inoculan con su 
microsimbionte E. meliloti, y la co-inoculación con H. 
maura S-30 podría mejorar el crecimiento de las plantas 
y sus propiedades fisiológicas, nutricionales y funcio-
nales. El crecimiento de las plantas de alfalfa en suelos 
salinos áridos podría ayudar a mejorar la fertilidad de 
los suelos e incorporarse a las prácticas agrícolas, así 
como las plantas de alfalfa podrían utilizarse como su-
plementos nutricionales con sus mejoradas propiedades 
nutricionales y funcionales.
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