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El cultivo de maní (Arachis hypogaea L.) es importante en la alimentación humana y animal 

así como en la industria, y Argentina es uno de sus principales exportadores mundiales. La 

productividad de este cultivo se ve afectada por la salinidad del suelo, condición que inhibe 

el crecimiento de las plantas. El nitrógeno es uno de los nutrientes más limitantes para la 

productividad agraria, y en este sentido, la Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) constituye 

una de las principales fuentes de este elemento para las leguminosas que se asocian 

simbióticamente a bacterias denominadas rizobios. Además, las bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (PGPR) benefician a las plantas gracias a su capacidad de estimular 

su crecimiento por diversos mecanismos. Por ello, la aplicación de biofertilizantes 

bacterianos sobre el suelo o raíces de las plantas, constituye un método biotecnológico 

que le reporta al vegetal beneficios de manera natural. La posibilidad de utilizar estos 

microorganismos para favorecer la nutrición, el desarrollo de las plantas y la tolerancia a 

diferentes estreses ambientales, ofrece nuevas alternativas para incrementar el 

rendimiento de cultivos de importancia agronómica como el maní, evitando el uso 

indiscriminado de fertilizantes químicos. Las raíces pueden modificar las características 

físico-químicas del suelo a su alrededor debido a la liberación de compuestos orgánicos o 

“rizodeposiciones” que presentan amplia diversidad estructural y química y proveen fuentes 

de carbono y nitrógeno así como moléculas señalizadoras y quimioatrayentes para las 

rizobacterias. Este proceso de liberación puede verse afectado por la presencia de 

microorganismos o el estrés hídrico. 

 En este trabajo, en primer lugar se caracterizó el desarrollo de maní creciendo en 

ausencia y presencia de estrés salino y de las rizobacterias beneficiosas Azospirillum 

brasilense Cd (PGPR) y Ochrobactrum TAL1000 (rizobio de crecimiento rápido), y 

Bradyrhizobium sp. C145 (rizobio de crecimiento lento). En ausencia de salinidad, los 

pesos secos de tallos y de raíces se incrementaron entre 50% para las inoculaciones 

simples (destacándose el efecto de A. brasilense Cd) y 80% para las coinoculaciones con 

la PGPR (destacándose el efecto de la combinación entre B. sp. C145 + A. brasilense Cd), 

con respecto al control. En presencia de salinidad, todos los pesos secos resultaron 

menores a sus respectivos controles sin sal; no obstante, con este estrés y en respuesta a 

las inoculaciones, los pesos secos se incrementaron entre un 40% para las inoculaciones 

simples (destacándose el efecto de B. sp. C145) y un 80% para las coinoculaciones con la 

PGPR (preponderando el efecto de la combinación O. TAL1000 + A. brasilense Cd), con 

respecto al control sin inocular. Los IRPA (índice raíz/parte aérea), no se modificaron por la 
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salinidad, pero si resultaron aumentados en respuesta a las inoculaciones, indicando un 

efecto principal de las rizobacterias sobre la raíz de la planta, no así sobre el tallo.  

En segundo lugar, se describió la composición molecular de las rizodeposiciones de 

maní, referente a ácidos grasos (AG) por cromatografía gaseosa (GC), y flavonoides, 

triptófano (Tpr) y ácido indol acético (AIA), por HPLC-masa. Los principales AG 

encontrados fueron 16:1, 16:0, 18:1, 18:0, 20:3 y 24:0. En ausencia de inóculos, se 

detectaron los 5 AG mencionados, excepto 24:0. Los insaturados 16:1 y 18:1 redujeron sus 

porcentajes por la salinidad, mientras que 20:3 se incrementó en respuesta al estrés 

aplicado; los saturados de 16 y 18 C se incrementaron debido a la salinidad. En presencia 

de A. brasilense Cd, los AG 16:0 y 18:0 fueron los principales, y sus niveles se 

incrementaron entre 10 y 20% en respuesta a la salinidad, mientras que para 18:1 ocurrió 

lo contrario, reduciéndose su porcentaje por el estrés aplicado. Con el rizobio B. sp. C145, 

16:0 experimentó un incremento por la salinidad, mientras que 18:0 se redujo por dicho 

factor, y la coinoculación entre B. sp. C145 y A. brasilense Cd mostró a 16:0 respondiendo 

a la salinidad con un aumento en su porcentaje y a 18:0, con el comportamiento opuesto. 

Por último, con el rizobio O. TAL1000, los principales AG fueron 18:0 que se incrementó 

por la salinidad y 24:0, que por el contrario, experimento una reducción. Este rizobio 

combinado con A. brasilense Cd, generó rizodeposiciones que mostraron niveles de 16:0 y 

18:0 en condición control menores al 10% para ambos AG, pero en salinidad ambos se 

incrementaron para alcanzar entre 40 y 50%, y se destacó el nivel del AG 24:0 en la 

condición control, el cual se redujo en respuesta a la salinidad.  

Respecto a la fitohormona ácido indol acético, la misma no se detectó en ausencia 

de inóculos, paro sí en presencia de O. TAL1000, en cuyo caso los niveles de auxina 

fueron los mayores, y se observó un pronunciado incremento por la sal. En presencia de 

las coinoculaciones entre B sp. C145 y A. brasilense Cd y entre O. TAL1000 y A. 

brasilense Cd, se detectó la auxina en condiciones salinas pero no en los controles sin 

salinidad. Los niveles del aminoácido triptófano fueron superiores a los de la auxina en 

todas las condiciones, y al igual que lo sucedido con ella, en ausencia de inóculos no se 

detectó. En cuanto a los flavonoides, se detectaron niveles significativos de: apigenina, 

genisteína, naringenina y naringina, y hubo niveles bajos de crisina en todos los 

tratamientos. En ausencia de inóculos, la salinidad redujo el número de flavonoides 

presentes. Con A. brasilense Cd en presencia de sal, elevaron sus niveles apigenina, 

genisteína, naringenina y naringina, y crisina. Con B. sp. C145, genisteína fue el flavonoide 

principal, y redujo su concentración por la salinidad, mientras que con O. TAL1000, el 
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principal fue naringina, cuyo nivel se elevó por la salinidad. En presencia de ambas 

coinoculaciones, el principal flavonoide fue naringina, el cual incrementó su nivel en 

respuesta al estrés. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten confirmar las 

capacidades de las rizobacterias de beneficiar al maní en presencia de factores 

ambientales perjudiciales como la salinidad del suelo. Conjuntamente, los presentes 

resultados sugieren la existencia de roles en la interacción planta-microorganismos 

rizosféricos, para las moléculas componentes de las rizodeposiciones de maní, aportando 

las primeras referencias en cuanto a su composición relativa a ácidos grasos, ácido indol 

acético, triptófano y flavonoides, creciendo en condiciones normales y en presencia de 

salinidad.  
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I.1. Contexto  

 

 Al comenzar este trabajo es apropiado realizar una descripción de la situación 

socioeconómica en que nos encontramos inmersos a nivel global y como país, ya que en el 

análisis de la misma residen los fundamentos de los objetivos planteados en este trabajo, y 

la importancia del área de investigación. En un estudio elaborado por el Instituto Nacional 

de Tecnología Agropecuaria de nuestro País (INTA), Muchnik (2006) realizó una 

descripción de la misma haciendo hincapié en tres fenómenos actuales: el primero, se 

refiere al explosivo incremento en la demanda de alimentos de base, que tuvo lugar en 

todo el mundo en los últimos 20 años, para satisfacer las necesidades nutricionales de una 

población mundial cada vez mayor. Según un estudio de la Organización de las Naciones 

Unidas para la Agricultura y la Alimentación (en adelante: FAO, por sus siglas en inglés: 

Food and Agriculture Organization, 2008), la población mundial pasará de los actuales 

6000 millones de personas a 8300 millones en 2030, y en paralelo, la demanda mundial de 

productos agrícolas aumentará un 1,5% anual hasta 2030, ya que los granos son la fuente 

más importante para la alimentación humana así como para la producción ganadera y 

avícola. Para 2030, serán necesarias 1000 millones de toneladas más de granos que en la 

actualidad (FAO, 2008). En este contexto mundial nuestro país se presenta como pieza 

fundamental en el abastecimiento de granos ya que se ubica entre los exportadores 

tradicionales junto a Estados Unidos, Unión Europea, Canadá, y Australia (FAO, 2008).  

 El segundo fenómeno, se refiere a la crisis del campo en Argentina, la cual se 

originó en la manera en que las estructuras productivas se adaptaron al contexto 

internacional (Velarde y col., 2008): la expansión de la soja como monocultivo debido a la 

introducción del gen “RR” (resistente al herbicida Roundup) y al paquete tecnológico que 

vinculó al glifosato (herbicida Roundup) con la siembra directa, el desplazamiento de las 

cuencas lecheras, la desaparición de las economías regionales, entre otros factores, 

exigen un replanteo de los fundamentos de la política agropecuaria argentina (Velarde y 

col., 2008).  

 En tercer lugar, Muchnik (2006) analiza como factor determinante de la producción 

alimenticia, los límites que la “madre natura” impone a los modelos productivos, 

enfrentándose estos a circunstancias nocivas como el calentamiento global, los deterioros 

de calidad nutricional de los suelos empleados para explotaciones agrícolas extensivas, 

como erosión y pérdida de nutrientes (Echeverría, 2000), y la escasez de nuevos terrenos 

cultivables, debido a que muchas de las zonas fértiles de la tierra tienden a ser protegidas. 
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 Debido a las secuelas negativas que el empleo indiscriminado de los recursos 

generó a lo largo de los años, desde los distintos sectores se comenzó a pensar en 

diversas estrategias tendientes a revertir al menos en parte, estos deterioros (Resch, 

2003). En el campo de la investigación agropecuaria, se concibió la necesidad de pensar 

en nuevas habilidades que permitan incrementar los rendimientos agrícolas para poder 

afrontar la demanda creciente de alimentos para la población, en un marco de 

problemáticas ambientales y de disminución de la fertilidad y deterioro de los suelos.  

 En este contexto, el principal rol de la investigación en ciencias agroalimentarias, es 

el de participar en la construcción de un paradigma agrícola y agroalimentario sustentable, 

es decir, aquel que asegura a las generaciones futuras la opción de disfrutar, al menos, el 

mismo nivel de bienestar que disfrutaron sus antecesores (Solow, 1992). La 

sustentabilidad agropecuaria, es aquella que es capaz de mantener a través de los años, 

niveles aceptables de productividad biológica y económica, preservando el ambiente y los 

recursos naturales (Ikerd, 1990; Resch, 2003).  

 La Microbiología Agrícola tiene mucho para ofrecer a los sistemas productivos 

agropecuarios, no solo aportes que hagan foco en la producción, sino también en la 

sustentabilidad de los sistemas de producción, ya que ofrece alternativas agronómicas 

eficientes, limpias y de bajo costo (Ventimilgia y Torreus Baudrix, 2008).  

 

 

I.2. El maní en Argentina: una economía regional  

 

Una economía regional es una actividad productiva que se desarrolla en una zona 

geográfica determinada, utilizando materias primas locales y procesos típicos de esa zona, 

en la cual los productos adquieren características específicas debido a condiciones 

agroecológicas, humanas y ambientales que le son propias, y confieren a la región una 

identidad diferenciada y reconocida (Velarde y col., 2008). 

 En nuestro país, el maní es un ejemplo cabal de este concepto: es la economía 

regional emblemática de Córdoba y a su vez un cluster1 de prestigio internacional. 

Argentina es uno de los principales exportadores mundiales de maní, ya que envía unas 

                                                
1
 Un cluster. es una concentración de empresas e instituciones de un rubro determinado, que 

trabajan de manera coordinada (Cámara Argentina del Maní). 
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500.000 toneladas anuales de manufacturas hacia 70 países, y no exporta commodities2, 

sino alimentos con alto valor agregado.  

El sector manisero cordobés es pionero en el diseño y aplicación de Buenas 

Prácticas Agrícolas, que son los pilares que rigen la producción argentina de maní, 

determinantes de la alta calidad y el éxito comercial de los productos finales (Cámara 

Argentina del Maní). 

 

 

I.2.a. El Maní 

 

El maní, Arachis hypogaea L., es una leguminosa que pertenece a la familia de las 

Fabáceas. El Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en 

Inglés: National Center for Biotechnology Information) establece la siguiente clasificación 

botánica para esta leguminosa: 

 

 Reino: Plantae 

 División: Magnoliophyta (Plantas con flores) 

 Clase: Magnoliopsida (Dicotiledóneas) 

 Orden: Fabales 

 Familia: Fabaceae/Leguminosae 

 Género: Arachis L. 

 Especie: Arachis hypogaea L. 

 Subespecies: 

  Español: Arachis hypogaea subsp. fastigiata var. vulgaris 

  Valencia: Arachis hypogaea subsp. fastigiata var. fastigiata 

  Virginia: Arachis hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea 

 

 Es una hierba anual estival (crece de primavera a otoño), fibrosa, que llega a medir 

de 30 a 50 cm de altura según las variedades y las condiciones del medio. Su tallo 

                                                
2
 Commodities: son aquellos bienes producidos en masa por el hombre, o del cual existen enormes 

cantidades disponibles en la naturaleza, que tienen valor o utilidad y un muy bajo nivel de 
diferenciación o especialización. Los commodities no son diferenciados por marcas, habida cuenta 
que por lo general, estos productos no tienen un valor agregado. 
http://www.eblog.com.ar/7743/%C2%BFque-son-los-commodities/ 
 

http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliophyta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliopsida&display=63
http://www.eblog.com.ar/7743/%C2%BFque-son-los-commodities/
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principal es ascendente y presenta ramificaciones, las cuales pueden ser ascendentes, o 

crecer sobre el suelo en las formas rastreras (Gillier y Silvestre, 1970).  

 El sistema radical está formado por un pivote central que puede hundirse a más de 

1,30 m en los suelos cultivados, y por raíces laterales que nacen a diversas alturas de este 

pivote y se ramifican abundantemente para constituir una densa cabellera. Las raíces 

laterales presentan pelos radiculares (Bonadeo y col., 2003; Krauss y col., 1996). 

 Los frutos crecen bajo el suelo, dentro de una vaina leñosa, redondeada, que llega 

a medir de 2 a 7 cm, y que contiene de una a cinco semillas. A causa de su modo 

particular de fructificación, las características del suelo de cultivo influyen en la 

maduración, calidad del fruto y realización de la cosecha. El suelo debe ser poroso para 

brindar buen drenaje y buenas condiciones de aireación, de manera tal de facilitar la 

penetración de los ginóforos y el arrancado de los frutos durante la cosecha (Gillier y 

Silvestre, 1970; Pedelini, 2008).  

  

 

Figura I.1. Planta de maní (Arachis hypogaea L.). 

 

 Requiere temperaturas cálidas para su crecimiento y desarrollo, su óptima se sitúa 

entre 25 y 35°C (Gillier y Silvestre, 1970). La temperatura óptima del suelo debe ser igual o 

mayor a 16° C, y en nuestro país se logra normalmente en la segunda quincena del mes 

de Octubre (Pedelini, 2008).  
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 El déficit hídrico reduce el establecimiento del cultivo y su crecimiento vegetativo, 

así como las etapas reproductiva y de producción de frutos (Ketring, 1991; Wheeler y col., 

1997). El cultivo es sensible a la salinidad, mostrando efectos negativos sobre el 

crecimiento con concentraciones de NaCl a partir de 40 mM (Gillier y Silvestre, 1970). 

 

 

I.2.b. El cultivo de maní  

 

 Este cultivo es importante en la alimentación humana y animal, ya que sus granos 

son fuente de energía (Ofuya y Akhidue, 2005), ricos en azúcares, lípidos y proteínas 

(Ahmed y Young, 1982). En la industria, el maní es útil como oleaginosa, brindando un 

aceite de alta calidad por su riqueza en ácidos grasos insaturados que contribuyen a 

reducir los niveles plasmáticos de colesterol y disminuyen hasta un 70% la incidencia de 

problemas cardíacos (infarto de miocardio). Además, son responsables de la formación de 

prostaglandinas, y son fuente de tocoferoles y vitamina E (antioxidantes) (Holman y col., 

1993; Viola y Audisio, 1987). 

 En nuestro país es de relevancia tanto su producción como su exportación. Para la 

última campaña, 2010-2011, el Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca informó un 

total de siembra de 238.368 hectáreas, de las cuales el 76% (180.900 hectáreas) se 

sembraron en la provincia de Córdoba (SIIA). Se estima que en promedio, 

aproximadamente el 25% se exporta como grano, el 28% se destina a la producción de 

aceite, el 46% a la de manteca y pasta, y tan solo el 1% se consume internamente 

(Bongiovanni y Giletta, 2008).  

 Actualmente un 80% del maní sembrado a nivel nacional se ubica en la provincia de 

Córdoba, que es el epicentro de la producción e industrialización; no obstante, y debido 

principalmente al buen precio internacional de esta oleaginosa, su cultivo se ha extendido a 

algunas áreas de otras provincias, como San Luis, Santa Fe, Corrientes, Salta, y Jujuy, 

que tienen programas de desarrollo del maní (SIIA). 

 A continuación se muestran las áreas geográficas cultivadas con esta leguminosa 

en nuestro país: 
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Figura I.2. Distribución geográfica del cultivo de maní en función del área sembrada 

promedio de las últimas cinco campañas (Sistema Integrado de Información Agropecuaria). 

 

 En Córdoba, esta actividad tiene gran relevancia para toda la región, ya que 

moviliza otros factores de la producción porque agrega valor al producto a lo largo de la 

cadena productiva, y es importante remarcar que prácticamente toda la producción de 

maní es industrializada en el país (Keller, 2009).  

 De acuerdo a datos proporcionados por el Departamento de Agricultura del 

Gobierno de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés: United States Department of 

Agriculture), la principal oferta mundial de maní procede de China, que es el primer 

productor con el 39% del total, seguido por la India (19%) y Estados Unidos (7%). Por 

detrás de estos países se ubica la Argentina (2%) (USDA, 2009). Nuestro competidor más 

fuerte es Estados Unidos, única nación, además de la nuestra, que se halla en condiciones 

de exportar a la Unión Europea (Keller, 2009).  
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I.3. La Rizósfera 

 

 La Rizósfera se define como el volumen de suelo inmediatamente adyacente a la 

raíz, el cual recibe su influencia fisicoquímica (Hiltner, 1904; Melo, 2002), y cuyas 

características son determinadas por las raíces (Russel, 1982). Es un microecosistema 

muy especializado que propicia el crecimiento de una población microbiana diversificada, 

ya que a través de la liberación de compuestos orgánicos provee el material que bacterias, 

hongos, pequeños insectos y demás microorganismos que conviven allí emplean como 

fuente de energía para su crecimiento y establecimiento en la zona (Hardoim y col., 2008). 

 

 

Figura I.3. Esquema de un sistema rizosférico en detalle, y su rol en el aporte de nutrientes 

para el desarrollo de microorganismos rizosféricos y colonizadores de raíz. (Hardoim y col., 

2008). 

 

 

I.3.a. Fijación Biológica de Nitrógeno 

 

El nitrógeno (en adelante: N) es uno de los nutrientes que suelen resultar limitantes 

para el crecimiento de las plantas y la productividad agraria (Vance, 1998; Bohlool y col., 

1992). La aplicación de N y la Fijación Biológica de Nitrógeno (en adelante: FBN) 

constituyen las principales fuentes de este elemento para los cultivos en general y las 

leguminosas en particular (Sprent, 2001), siendo la FBN un proceso fundamental en su 
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ciclo biogeoquímico ya que permite reducir el N atmosférico gaseoso (N2) a amonio (NH4
+). 

Dicho proceso es llevado a cabo por un conjunto de organismos procariotas conocidos 

como diazótrofos. 

Debido a la naturaleza inerte del nitrógeno gaseoso, su reducción es 

energéticamente muy costosa, y por esta razón, la mayoría de las bacterias diazotróficas 

han desarrollado asociaciones simbióticas con plantas de las que obtienen la energía 

necesaria para llevar a cabo la fijación del N. En la agricultura, la fijación simbiótica del N 

está confinada fundamentalmente a especies de leguminosas que establecen asociaciones 

con rizobacterias que en conjunto se conocen como rizobios. (Lum y Hirsch, 2003; López 

Gómez, 2007). 

 

 

I.3.b. La simbiosis rizobio-leguminosa 

 

Las simbiosis fijadoras de nitrógeno más conocidas e importantes desde una 

perspectiva económica son las que se establecen entre las raíces de leguminosas y las 

bacterias de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium y 

Azorhizobium (Aparicio-Tejo, 1993). 

Los rizobios son alfa-proteobacterias, de morfología bacilar, aerobios, Gram 

negativos, no formadoras de endosporas, y pueden utilizar gran variedad de azúcares 

como fuentes de carbono. Son móviles por la presencia de un flagelo polar, o de dos a seis 

flagelos perítricos. Pueden fijar nitrógeno en vida libre o en simbiosis, y habitualmente 

viven como saprofitos en el suelo (Sprent, 1979). 

El establecimiento de la simbiosis implica la formación de un órgano especializado, 

en el cual se lleva a cabo la FBN, llamado nódulo. El proceso de nodulación comprende 

una secuencia de etapas que comienzan por la quimioatracción del rizobio hacia la raíz, 

iniciándose el contacto físico entre los dos simbiontes (Caetano-Anollés, 1997). 

En la Figura I.4 se muestran los eventos que ocurren durante el proceso que 

conduce al establecimiento de la simbiosis entre un rizobio y su leguminosa huésped: 
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Figura I.4. Eventos involucrados en la simbiosis rizobio-leguminosa: (a) raíces de la 

leguminosa; (b) liberación de flavonoides hacia la rizósfera, a través del proceso de 

rizodeposición; (c) percepción de flavonoides por la proteína regulatoria rizobiana NodD, 

(d) transcripción de los genes nod bacterianos, resultando en la biosíntesis de los lipo-

quitín-oligosacáridos (LCOs), más conocidos como “factores Nod”; (e) secreción de 

factores Nod por los rizobios y curvado de los pelos radicales; (f - g) formación del 

primordio nodular, adhesión de los rizobios a los pelos radicales y penetración a la raíz a 

través de una estructura tubular especializada denominada hilo de infección (it: por sus 

siglas en inglés “infection thread”)  

(h - i) Los rizobios ingresando a través de los hilos de infección, penetran hasta los tejidos 

radicales con actividad meristemática, invaden el primordio nodular, se diferencian 

morfológica y fisiológicamente en bacteroides3 y finalmente se desarrolla el nódulo. 

(Skorupska y col., 2010). 

 

 

                                                
3
 Bacteroide: los rizobios se multiplican rápidamente en el interior de las células vegetales y adoptan 

formaciones ramificadas, hinchadas y deformes, quedan rodeados por la membrana peribacteroidal, 
y desarrollan la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico (Madigan y col., 2006). 
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Mientras que la penetración vía pelos radicales ocurre en la mayoría de las 

leguminosas, un segundo mecanismo, denominado “crack-entry” ocurre en unos pocos 

géneros, como Arachis y Sesbania. En el maní los nódulos se desarrollan únicamente en 

los sitios de emergencia de las raíces laterales (Uheda y col., 2001), donde la epidermis y 

la corteza de la raíz están dañadas (Boogerd y van Rossum, 1997). Posteriormente, la 

diseminación bacteriana se produce por los espacios intercelulares hacia la zona del tejido 

vegetal con actividad meristemática (Medeot, 2009).  

 Durante el desarrollo del nódulo, los rizobios se diferencian en bacteroides y 

permanecen rodeados por una membrana propia de este nuevo órgano, llamada 

membrana peribacteroidal, de origen vegetal, para constituir, en conjunto, la unidad de 

FBN o simbiosoma (Medeot, 2009).  

Una vez en el nódulo, los bacteroides, mediante un complejo enzimático particular, 

presente en los microorganismos diazotróficos, denominado Nitrogenasa, catalizan la 

conversión del N gaseoso a amonio, según la siguiente reacción (Werner, 1992): 

 

 

 

 La planta aporta ácidos dicarboxílicos que proporcionan al bacteroide la energía y 

los esqueletos carbonados requeridos para la fijación. La asimilación del amonio tiene 

lugar en la fracción vegetal de los nódulos (Aparicio-Tejo, 1993).  

 La participación del N aportado por FBN en la nutrición vegetal, está regulada por 

diferentes factores, entre los que se destaca la fertilidad del suelo, de allí que la práctica de 

inoculación no siempre forme parte de las prácticas habituales de manejo del cultivo. Es 

conocido que en los suelos del área manisera, las bacterias capaces de fijar nitrógeno 

atmosférico en asociación con la planta de maní, se encuentran en poblaciones de alto 

número como cepas nativas, siendo bacterias muy competitivas aunque a menudo 

ineficientes en la fijación de nitrógeno (Nutinez y col., 2008). En la actualidad, la 

inoculación de maní no es una práctica demasiado común en Argentina, sin embargo, 

recientemente está comenzando a ser utilizada con éxito en algunas regiones de la zona 

manisera de Córdoba (Nutinez y col., 2008).  
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I.3.c. Promoción del Crecimiento Vegetal por Rizobacterias 

 

 Cuando las rizobacterias son benéficas para el crecimiento de las plantas, se las 

denomina rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o “Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria” (PGPR) (Kloepper y col., 1989). Estos microorganismos comprenden un 

grupo de habitantes de la rizósfera, de vida libre, no simbióticos, que benefician a las 

plantas debido a su capacidad de estimular su crecimiento por medio de diversos procesos 

(Kloepper, 1993), que se pueden clasificar en directos o indirectos:  

 

 La promoción directa del crecimiento se debe al aporte a la planta de moléculas 

previamente sintetizadas por la bacteria. El metabolito producido por la bacteria es en sí 

capaz de estimular el crecimiento vegetal, por ejemplo, fitohormonas vegetales como 

auxinas (Glick y col., 1999), citoquininas (Tien y col., 1979), giberelinas (Bottini y col., 

1989), etileno (Strzelczyk y col., 1994); el incremento en la incorporación de nutrientes 

desde el suelo hacia la planta mediante la captación de minerales como el hierro (mediante 

los complejos hierro-sideróforo bacterianos) y el fósforo (mediante su solubilización) (Jones 

y col., 1994); la producción de sustancias movilizadoras de nutrientes, como ácidos 

orgánicos (Yoshikawa y col., 1993) o aminoácidos (Jones y col., 1994) liberados por las 

bacterias al medio, que son capaces de movilizar fósforo (P), hierro (Fe) y aluminio (Al) 

(Rodríguez y Fraga, 1999). La FBN por este tipo de bacterias no simbióticas, representa 

una contribución mínima para la planta (Döbereiner y col., 1980). De hecho, no todas las 

PGPR son diazótrofas y aquellas que poseen la capacidad de fijar nitrógeno, lo hacen en 

niveles reducidos (Glick, 1995).  

 

 La promoción indirecta ocurre cuando las bacterias previenen o reducen los 

efectos deletéreos causados por el ataque de microorganismos patógenos, ya sean otras 

bacterias u hongos (Davison, 1988; Kloepper y col., 1989; Haas y De Fago, 2005) y puede 

efectuarse por mecanismos como producción de sideróforos para la obtención de hierro del 

suelo, con lo que la PGPR compite satisfactoriamente contra patógenos (Kloepper, 1993), 

competencia por nutrientes y nichos ecológicos (Kloepper y col., 1989; O´Sullivan y 

O´Gara, 1992; Devliegher y col., 1995), antagonismo o competencia mediante síntesis de 

compuestos antibacterianos y antifúngicos, y enzimas degradativas de pared celular 

fúngica (Howell y Stipanovic, 1980; Lindberg y col., 1985; Schnider y col., 1992).  
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Cada bacteria es capaz de afectar el crecimiento de la planta utilizando uno o varios 

mecanismos, pero es difícil delimitar el mecanismo exacto utilizado, ya que muchas veces, 

pueden emplear varios de ellos (Hollf y col., 1988). Una PGPR puede poseer uno o más 

mecanismos de promoción. En la figura siguiente se resumen estos mecanismos:  

 

 

Figura I.5. Mecanismos directos e indirectos de promoción del crecimiento vegetal llevados 

a cabo por parte de rizobacterias (Akhtar y Siddiqui, 2010). 

 

 

I.3.d. El género Azospirillum 

 

Este género está compuesto por bacterias pertenecientes a la subclase alfa de las 

proteobacterias (Okon, 1994; Okon, y Vanderleyden, 1997). Poseen morfología vibroide, 

son pleomórficas y su movilidad es en espiral, por flagelos (Döbereiner, 1992). Presenta 

uno a seis plásmidos, siendo obligatorio el p-90, involucrado en la biosíntesis del ácido 

indol acético y en la adherencia a las raíces (Caballero-Mellado y col., 1999). 

El efecto estimulante del crecimiento de las plantas luego de la inoculación con 

Azospirillum se ha atribuido a varios mecanismos, entre los que se destacan la producción 

de fitohormonas promotoras del crecimiento vegetal en especial la auxina Ácido Indol-

Acético (en adelante: AIA) (Umali-García y col., 1980) y el incremento en la velocidad de 

incorporación de minerales por la raíz (Lin y col., 1983). Las raíces desarrollan un mayor 

número de raíces laterales y pelos radiculares de mayor longitud, que incrementan la zona 
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de absorción de nutrientes. Esto resulta en un mejor estatus nutricional y mayor 

incorporación de agua, pudiendo ser el principal factor que desencadena el mayor 

crecimiento de la planta (Lin y col., 1983; Sarig y col., 1988; Okon, 1994). 

La inoculación con Azospirillum, por otra parte, promueve la proliferación y el 

establecimiento en la rizósfera de otros microorganismos favorables para el cultivo (Russo 

y col., 2005), causando tanto la elongación como el aumento de la superficie total de la raíz 

(Dobbelaere y Okon, 2007). En el caso particular de las leguminosas, favorece la infección 

por Rhizobium porque brinda mayor número de sitios de infección para el rizobio, 

incrementando la cantidad de nódulos por planta, y así, su nutrición nitrogenada (Itzigsohn 

y Okon, 1995). 

La contribución de Azospirillum sobre el crecimiento vegetal por la fijación del N no 

es significativa y ha sido cuestionada (Patriquin y col., 1983; Barbieri y col., 1986; Boddey y 

col., 1986; Fages, 1994). 

 

 

I.3.e. Biofertilizantes bacterianos 

 

La aplicación de biofertilizantes bacterianos, más comúnmente denominados 

inoculantes, constituyen un método biotecnológico mediante el cual un inóculo bacteriano 

se dispone sobre el sustrato en el que se desarrollan las plantas, o sobre las semillas antes 

de la siembra (Biofag). Los inoculantes están constituidos por cepas bacterianas que son 

habitantes nativos de la rizósfera de plantas y presentan capacidades especiales mediante 

las que reportan beneficios a la planta de manera natural (Somers y col., 2004). 

La posibilidad de utilizar microorganismos del suelo que favorezcan la nutrición y el 

desarrollo de las plantas ofrece nuevas alternativas para incrementar el rendimiento de 

cultivos de importancia agronómica como el maní, y evitar el uso indiscriminado de 

fertilizantes químicos (Fischer y col., 2006). 

A la hora de obtener un inoculante, es necesario tener en cuenta varios factores, ya 

que el efecto positivo que puede ejercer sobre la planta depende de la bacteria utilizada, 

de la planta, del tipo de suelo, de la densidad del inoculante y de las condiciones 

ambientales (Fischer y col., 2006). De esto surge la importancia en la caracterización 

básica de cada cepa frente a los diferentes cultivos y en amplia gama de condiciones 

ambientales. 
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I.4. El problema de la salinidad 

 

Todos los suelos contienen sales solubles, algunas de las cuales son esenciales 

para el crecimiento de las plantas. La excesiva concentración de sales en el suelo se 

denomina salinidad. Esta condición representa un factor perjudicial para las plantas, ya que 

limita su crecimiento. La restricción es mayor a medida que aumenta la concentración de 

sales, pudiendo provocar la muerte de la planta (Maas, 1986). 

La salinidad del suelo es uno de los factores limitantes más relevantes para la 

productividad agrícola (Greenway y Munns, 1980). Actualmente, millones de hectáreas en 

el mundo están afectadas por salinidad y más tierras todos los años se vuelven menos 

productivas por esta problemática (Rhoades y col., 1992). De acuerdo a FAO, entre 20 y 

30 millones de hectáreas están afectadas por salinidad, y 0,25 a 0,50 millones dejan de 

producir anualmente por este problema (FAO, 2008). El crecimiento de plantas importantes 

en la agricultura es inhibido a una salinidad de 50 mM de NaCl (Downton, 1984), lo que 

resulta en una reducción en la producción. 

Cualquier condición desfavorable o sustancia que afecte o bloquee el metabolismo, 

desarrollo o crecimiento de la planta puede considerarse como un estrés, y puede estar 

inducido por factores naturales o antropogénicos (López Gómez, 2007). 

Se define al estrés salino como “una condición perjudicial para el crecimiento 

normal de la planta, que es causada por la presencia en el suelo (u otro soporte de 

crecimiento), de una concentración de sales superior a la que la planta, por sus 

mecanismos naturales, puede tolerar. Dicha condición negativa es presentada por el 

ambiente en que se desarrolla la planta”. El efecto del estrés se puede medir en relación a 

la capacidad de supervivencia de la planta, rendimiento del cultivo, acumulación de 

biomasa, procesos de asimilación de nutrientes (minerales, dióxido de carbono), entre 

otros parámetros que revelan el desarrollo vegetal en presencia del factor estresante 

(Zieger y Taiz, 2006). 

Se ha postulado en la bibliografía que en suelos áridos y semiáridos la nodulación 

de leguminosas es menos eficiente, y esto se debería a un decrecimiento en la población 

de rizobios durante la estación seca. Un gran número de los rizobios que nodulan 

leguminosas de importancia agrícola son susceptibles a los efectos deletéreos de la sal y 

la desecación, estreses que a menudo se presentan en forma asociada (Smith, 1992; 

Mittler, 2006). Se ha reportado que el NaCl inhibe la actividad Nitrogenasa debido a que 

perturba el transporte de electrones, entre otras razones (Rai y col., 1999). 
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Se pudo comprobar que los rizobios simbiontes de maní son capaces de 

desarrollarse en condiciones de crecimiento adversas como es la presencia de 

concentraciones de NaCl de alrededor de 100 mM (Dardanelli y col., 2009). En cambio 

otras rizobacterias como las del género Azospirillum, son capaces de tolerar valores de 

estrés salino de 200 mM de NaCl (Nabti y col., 2007). 

 

 

I.5. Rizodeposiciones 

 

Además de su rol como órgano de anclaje y exploración del suelo, y adquisición de 

agua y nutrientes para la planta, las raíces pueden modificar las características 

fisicoquímicas del suelo a su alrededor, por alteraciones en su actividad fisiológica 

(Hinsinger, 1998). 

Los compuestos orgánicos liberados por la raíz son llamados en su conjunto, 

“rizodeposiciones” (Rovira, 1969; Marschner, 1986; Uren y Reisenauer, 1988). Presentan 

una amplia diversidad estructural, (Dixon, 2001; Dardanelli y col., 2010; Castro, 2010) y 

química, pudiéndose encontrar azucares sencillos, polisacáridos, aminoácidos, ácidos 

orgánicos, ácidos grasos, esteroles, factores de crecimiento, enzimas, flavonoides, 

vitaminas, entre otros (Rengel y Römheld, 2000; Koo, 2005; Dardanelli y col., 2008-a). 

Pueden tener impacto directo en la solubilidad de minerales o, indirectamente, influenciar 

la disponibilidad de ciertos nutrientes por impulsar la actividad de microorganismos del 

suelo que los transforman (Neumann, 2007). 

En las plantas superiores, una proporción sustancial (20 al 60%) del carbono fijado 

durante la fotosíntesis es translocado hacia el suelo (Grayston y col., 1996; Kuzyakov y 

Domanski, 2000) como rizodeposición orgánica (Kuzyakov y Domanski, 2000; Lynch y 

Whipps, 1990).  

La liberación de compuestos orgánicos por las raíces tiene una influencia decisiva 

sobre la disponibilidad de nutrientes y en consecuencia sobre la actividad microbiana 

(Bowen y Rovira, 1991), debido a que el crecimiento microbiano en el suelo está limitado 

por la disponibilidad de estos elementos (Grayston, y col., 1996). Las plantas modifican las 

comunidades microbianas del suelo de un modo fundamental: diferentes especies de 

plantas en un mismo tipo de suelo presentan rizósferas muy diferentes, mientras que la 

rizósfera de una misma especie cultivada en suelos muy distintos varía poco (Grayston, y 

col., 1996).  
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Los compuestos presentes en las rizodeposiciones se pueden agrupar de acuerdo 

a diferentes criterios, estableciendo categorías para clasificarlas (Grayston y col., 1996):  

 

 Exudados: son solubles en agua, y comprenden sustancias de bajo peso molecular 

que se pierden pasivamente como resultado de la  actividad metabólica de la raíz. 

Esta pérdida ocurre a favor de un gradiente de concentración (Burström, 1955; Bowen 

y Rovira, 1991). 

 Secreciones: comprenden sustancias de alto peso molecular cuya liberación depende 

de procesos metabólicos que requieren energía. Ellas pueden ser liberadas en contra 

de gradientes electroquímicos (Hale y col., 1978).  

 Lisados, que son desprendidos luego de autolisis celulares, y comprendes grandes 

fragmentos de raíces, fragmentos celulares y a menudo, la raíz completa (Whipps, 

1990). 

 Gases, como etileno, dióxido de carbono y cianuro de hidrogeno. Se consideran como 

sustancia de bajo peso molecular (Rovira, 1959, 1969, 1973). 

 Mucilagos, que cubren las superficies de muchas raíces, se componen de 

polisacáridos y ácidos poligalacturónicos de alto peso molecular (Watt y col., 1993; 

Marschner, 1986). En presencia de microorganismos se llama mucigel, y está 

compuesto por sustancias de origen vegetal y microbiano (Jenny y Grossenbacher, 

1963; Oades, 1978). 

 

A continuación se resumen las clases de rizodeposiciones en la Figura I. 6: 
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Figura I.6. Clasificación, cantidades y mecanismos de liberación de las 

rizodeposiciones orgánicas. La rizodeposición orgánica comprende fragmentos de 

células dañadas y provenientes del recambio tisular (“lisados”), y fracciones provenientes 

de células intactas (“exudados”), que se subdividen en (1) compuestos orgánicos de bajo 

peso molecular liberados continuamente por difusión pasiva (“difusados”), (2) 

“secreciones”: compuestos liberados de manera controlada, con funciones especializadas 

en movilización de nutrientes, detoxificación, señalización planta-microorganismos, 

defensa, y (3) “excreciones”: comprende la liberación controlada de sustancias de desecho 

provenientes del metabolismo (Grayston y col., 1996; Neumann y Romheld, 2000; Werner, 

2000).  

 

 El mecanismo de producción y liberación de rizodeposiciones es un proceso 

dinámico que resulta influenciado cuantitativamente y cualitativamente por la especie 

vegetal y el cultivar, por la edad de la planta y el estado fisiológico (Lynch y Whipps, 1990). 
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Muchos factores abióticos como intensidad de luz, fotoperíodos, temperatura y estrés 

hídrico, también determinan los patrones de exudación, advirtiéndose en general, que las 

situaciones de estrés estimulan las exudaciones (Lynch y Whipps, 1990).  

 En la Tabla I.1 se presenta un resumen de la bibliografía consultada acerca de la 

diversidad química de las moléculas que componen las rizodeposiciones. Se puede 

observar en ella la abundancia y variedad en la naturaleza de estos componentes:  

 

Tabla I.1. Composición química de rizodeposiciones de diversas especies vegetales. 

Clase de 

compuesto 
Componentes Funciones 

AZUCARES 

Glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, 

galactosa, rhamnosa, ribosa, xilosa, 

arabinosa, rafinosa, desoxirribosa, 

manitol, oligosacáridos, polisacáridos 

Lubricación, protección contra toxinas, 

quimioatrayentes, estimulantes del 

crecimiento microbiano (fuentes de C y 

energía) 

COMPUESTOS 

AMINADOS 

Los 20 aminoácidos proteinogénicos, 

ácido gamma-aminobutírico, 

cistationa, cistina, cisteinmetionina, 

homoserina, ácido mugénico, 

ornitina, betaína, estachidrina, 

sideróforos 

Inhibición de nemátodos, estimulantes 

del crecimiento microbiano, 

quimioatrayentes, osmoprotectores, 

quelantes de hierro 

ACIDOS 

ALIFATICOS 

Acético, acetónico, aconítico, 

aldónico, butírico, cítrico, eritrónico, 

fórmico, fumárico, glucónico, 

glutárico, glicólico, isocítrico, láctico, 

maleico, málico, malónico, oxálico, 

oxaloacético, oxaloglutárico, 

piscídico, propiónico, pirúvico, 

shikímico, succínico, tartárico, 

tetrónico, valérico 

Regulación del crecimiento vegetal, 

estimulantes del crecimiento 

microbiano, quimioatrayentes 

ACIDOS 

AROMATICOS 

P-hidroxibenzoico, cafeico, p-

cumérico, ferúlico, gálico, gentísico, 

protocatecuico, sinápico, siríngico 

Regulación del crecimiento vegetal, 

quimioatrayentes 

FENOLICOS 

Flavonoles, flavonas (luteolina, 

biochanina, sorgolactona), 

flavononas, antocianinas, 

flavonoides, isoflavonoides, 

Regulación del crecimiento vegetal, 

interacciones alelopáticas, defensa de 

la planta, fitoalexinas, 

quimioatrayentes, iniciadores de las 
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acetosiringona. interacciones rizobio-leguminosa, 

micorrizas arbusculares y actinorrizas y 

sus huéspedes vegetales, estimulantes 

del crecimiento microbiano, 

estimulantes de la degradación 

bacteriana de xenobióticos 

ACIDOS 

GRASOS 

Linoleico, linolénico, oleico, palmítico, 

esteárico. 
Regulación del crecimiento vegetal 

ESTEROLES 
Colesterol, campestrol, estigmasterol, 

sitosterol 
Regulación del crecimiento vegetal 

VITAMINAS y 

FACTORES DE 

CRECIMIENTO 

Acido p-aminobenzoico, biotina, 

colina, ácido 

n-metionilnicotínico, niacina, 

pantotenato, piridoxina, riboflavina, 

tiamina, inositol 

Estimulantes del crecimiento 

microbiano 

ENZIMAS Y 

PROTEINAS 

Fosfatasas ácidas, amilasa, 

proteasas, invertasa, 

poligalacturonasa, hidrolasa, lectinas 

Defensa de la planta, degradación de 

factores Nod 

HORMONAS 

Auxinas, etileno y su precursor (ácido 

aminociclopropano carboxílico), 

putrescina, jasmonatos, ácido 

salicílico, giberelinas, citocininas, 

ácido abscísico, ácido cianhídrico 

Regulación del crecimiento vegetal 

IONES 

INORGANICOS 

Cationes (88%): calcio, sodio, 

potasio, amonio, magnesio; aniones 

(12%): sulfato, cloruro, fosfato, nitrato 

Regulación del crecimiento vegetal, 

adhesión microbiana, estimulantes del 

crecimiento microbiano 

OTROS 

Adenina, guanina, uridina, citidina, 

glucósidos, saponinas, scopoletinas, 

compuestos orgánicos fosforados, 

acil-homoserin-lactonas, xantona, 

estrigolactonas, especies reactivas 

del oxígeno: radicales oxhidrilo, 

aniones superóxido, H2O2 

Quorum sensing, defensa de la planta, 

regulación del crecimiento vegetal, 

adhesión microbiana, estimulantes del 

crecimiento microbiano 

Fuente: elaboración propia en base a: Faure y col., 2009; Kamilova y col., 2006; Somers y col., 

2004; Bertin, y col., 2003; López de Vittoria y Lovell, 1993; Curl y Truelove, 1986. 
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 Cualquier modificación en la abundancia o en las proporciones de grupos 

microbianos, afecta a la planta a través de las transformaciones de la materia orgánica y 

mineral (Simmons y col., 1996). La presencia de microorganismos estimula la 

rizodeposición, especialmente la fracción de bajo peso molecular (Meharg y Killham, 1991). 

Además de ser fuentes de carbono y nitrógeno para los microorganismos, las 

rizodeposiciones también tienen funciones específicas como moléculas señalizadoras en el 

diálogo planta-microorganismo. Diversos metabolitos secundarios producidos por las 

plantas como los flavonoides, son ejemplos bien conocidos de sustancias quimioatrayentes 

de rizobios y estimulantes de la síntesis de factores Nod en la simbiosis rizobio-leguminosa 

(Shaw y col., 2006).  

 Varios estreses impiden el desarrollo normal de las raíces, como toxicidad por 

aluminio, por bicarbonato, salinidad, sequía, hipoxia, metabolitos microbianos tóxicos, 

microorganismos patógenos. En muchos casos, los exudados radicales parecen estar 

involucrados en dar respuestas para aliviar los efectos inhibitorios de estos estreses sobre 

el crecimiento de las raíces, y por consiguiente sobre el crecimiento de la planta 

(Neumann, 2007).  

 El estrés hídrico es uno de los factores que más inducen la exudación radical 

debido al incremento de la presión osmótica del medio y a la necrosis radical (Curl y 

Truelove, 1986; Whipps, 1990). Martin observó que el número total de bacterias es mayor 

en presencia de estrés salino, debido a que la exudación radical es mayor durante 

periodos de estrés (Martin, 1977). En suelos secos, la raíz genera mayor exudación de 

sustancias mucilaginosas, con funciones protectoras para los meristemas radicales que 

penetran el suelo (Vivanco y col., 2002), ya que los mucilagos mejoran el contacto entre la 

raíz y el suelo facilitando la captación de nutrientes (McCully, 1999; Nambiar, 1976).  
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II. HIPOTESIS 
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“La composición de diversas moléculas de las rizodeposiciones de maní es 

afectada por estrés salino y por la presencia de microorganismos” 
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III. OBJETIVO 
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“Estudiar las señales de comunicación entre maní y microorganismos beneficiosos 

y determinar si la composición de las rizodeposiciones de dicha planta pueden 

verse afectadas por factores abióticos” 
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IV. MATERIALES Y METODOLOGIA 
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IV.1. Microorganismos 

 

 Se utilizaron los rizobios Ochrobactrum TAL1000 (NifTal, Hawai) y Bradyrhizobium 

sp. C145 (INTA), ambos recomendados como inoculantes para maní; y la bacteria 

promotora del crecimiento vegetal Azospirillum brasilense Cd ATCC 29729 (Tarrand y col., 

1978). 

 

IV.2. Medios de cultivo 

 

IV.2.a. Medio YEM (Somasegaran y Hoben, 1994)  

Manitol 10 g 

Ext. Levadura 1 g 

MgSO4.7H2O 0, 2 g 

K2HPO4 0, 5 g 

NaCl 0, 1 g 

H2O (d) c.s.p 1000 ml 

Se ajustó a valor de pH 6,8. 

 

IV.2.b. Medio Mínimo NFB (Estévez Amador, 2007)  

Acido málico/ Fructosa 5 g 

KOH 4,5 g 

K2HPO4 0, 5 g 

(NH4)2SO4 0, 5 g 

MgSO4.7H2O 0, 2 g 

NaCl 0,1 g 

CaCl2.H2O 0,02 g 

Fe-EDTA 1,64 % p/v 4 ml 

Microelementosa 2 ml 

H2O (d) c.s.p 1000 ml 

Se ajustó a valor de pH 6,8. Luego de autoclavar se agregó 1ml de solución de vitaminasb. 
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a. Solución de microelementos 

H3BO3 1,4 g 

ZnSO4.H2O 1,2 g 

MnSO4.2H2O 1,17 g 

Na2MoO4.2H2O 1 g 

CuSO4.5H2O 0,04 g 

H2O (d) c.s.p 100 ml 

 

b. Solución de vitaminas 

Piridoxal-HCl 0,2 g 

Biotina 0,1 g 

H2O (d) c.s.p 1000 ml 

Se esterilizó mediante filtración usando un filtro con un tamaño de poro de 0,45 μm y se 

añadió al medio una vez frío. 

 

 Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 120ºC durante 20 minutos, 

después de ajustar el pH adecuado. Para la preparación de medios sólidos se adicionó 15 

g por litro de agar al medio líquido correspondiente. 

 

 

IV.3. Parámetros fisiológicos microbianos 

 

IV.3.a. Crecimiento bacteriano 

 

 Los rizobios Ochrobactrum TAL1000 y Bradyrhizobium sp. C145 se hicieron crecer 

en medio YEM, mientras que la bacteria promotora del crecimiento vegetal Azospirillum 

brasilense Cd se cultivó en medio NFB con fuente de carbono fructosa.  

 El crecimiento bacteriano se determinó midiendo a intervalos de tiempo regulares, 

la turbidez de cultivos de cada microorganismo creciendo a 28ºC en un baño 

termostatizado con agitación rotatoria (90 r.p.m.), tomando lecturas de densidad óptica 

(DO) a una longitud de onda de 620 nanómetros (nm), en un espectrofotómetro. Con los 

datos obtenidos se realizaron las curvas de crecimiento correspondientes para cada cepa y 
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en cada una de las condiciones en estudio, y posteriormente se determinaron los 

parámetros de crecimiento microbiano. 

 

 

IV.3.b. Viabilidad celular  

 

 Durante el período de crecimiento de cada cultivo bacteriano, se recolectaron 

alícuotas de 1 ml para determinar la viabilidad celular. Se realizaron diluciones seriadas, de 

acuerdo a las lecturas de DO a 620 nm obtenidas, que se resumen a continuación:  

 

 

a) DO 620 nm < 0,5:  

 

-5 µl de cultivo + 495 µl de solución fisiológica (dilución 10-2)  

- 100 µl de la dilución anterior + 900 µl de solución fisiológica (dilución 10-3) 

- 100 µl de la dilución anterior + 900 µl de solución fisiológica (dilución 10-4) 

 

 

b) DO 620 nm > 0.5:  

 

-5 µl de cultivo + 495 µl de solución fisiológica (dilución 10-2) 

-100 µl de la dilución anterior + 900 µl de solución fisiológica (dilución 10-3)  

-100 µl de la dilución anterior + 900 µl de solución fisiológica (dilución 10-4)  

-100 µl de la dilución anterior + 900 µl de solución fisiológica (dilución 10-5)  

-100 µl de la dilución anterior + 900 µl de solución fisiológica (dilución 10-6) 

 

 El recuento de células viables se realizó mediante la técnica de la microgota de 

Miles y Misra (Somasegaran y Hoben, 1994), donde alícuotas de cada dilución se 

sembraron por triplicado en placas con el medio sólido correspondiente. Los valores del 

recuento se expresaron como unidades formadoras de colonias por mililitro de cultivo 

(UFC/ml). 
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IV.3.c. Cálculo de parámetros de crecimiento microbiano. Velocidad Específica y 

Tiempo de Generación 

 

 Se determinó la velocidad específica crecimiento bacteriano (μ) empleando la 

siguiente ecuación: 

 

  
                               

       
 

 

(Tf y Ti representan tiempos final e inicial, respectivamente, dentro de la fase exponencial 

de crecimiento bacteriano).  

 Con el valor de μ se realizó el cálculo del tiempo de generación (g), o de duplicación 

(expresado en horas) utilizando la siguiente ecuación: 

 

   
    

 
 

 Conociendo los parámetros de crecimiento de cada cepa bacteriana, se calculó el 

tiempo de incubación necesario para obtener inóculos con recuentos de 1 x 108 UFC/ml, 

los cuales se aplicaron sobre los medios de crecimiento de las semillas de maní.  

 

 

IV.4. Producción de Rizodeposiciones de maní 

 

IV.4.a. Medio de germinación de semillas de maní: Agar Agua 0,8% 

 

Agar 8 g 

H2O (d) c.s.p 1000 ml 
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IV.4.b. Medio de crecimiento de plantas de maní: solución nutritiva de Hoagland 

(Hoagland y Arnon, 1938)  

 

KH2PO4 1M 1 ml 

KNO3 1M 6 ml 

Ca (NO3)2 1M 4 ml 

MgSO4 1M 2 ml 

Micronutrientes stocka 1 ml 

Solución de Hierro stockb 2 ml 

H2O (d) c.s.p 1000 ml 

 

a. Solución stock de micronutrientes 1000X 

 

H3BO3 286 mg 

MnCl2.4H2O 901,3 mg 

ZnSO4.7H2O 21,84 mg 

CuSO4.5H2O 8 mg 

NaMoO4.2H2O 2,66 mg 

H2O (d) c.s.p. 100 ml 

 

b. Solución de Hierro al 0,5 % 

 

EDTA.Na 0,745 g 

SO4Fe.7H2O 0,557 g 

H2O (d) c.s.p. 100 ml 

 

 

 Para obtener la condición de estrés salino, se adicionó NaCl hasta alcanzar una 

concentración final de 50 mM a la solución nutritiva utilizada. 
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IV.4.c. Obtención de rizodeposiciones de maní en presencia y ausencia de estrés 

salino y diversos inóculos bacterianos 

 

1. Selección de material vegetal 

Se emplearon para los ensayos semillas de Arachis hypogaea L. cultivar PEPE cedidas por 

INTA-Manfredi (Manfredi, provincia de Córdoba). 

 

2. Desinfección superficial de semillas de maní 

Las semillas fueron lavadas tres veces en agua destilada estéril y posteriormente 

sumergidas en alcohol etílico 95º durante 30 segundos para limpiar la superficie y por su 

efecto astringente, aumentar la porosidad y favorecer el ingreso del posterior desinfectante. 

Luego se quitó el alcohol y las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril tres 

veces. Posteriormente fueron sometidas a desinfección utilizando el agente peróxido de 

hidrogeno al 15% durante 7 minutos. Nuevamente se quitó el agente y las semillas fueron 

enjuagadas abundantemente con agua destilada estéril. 

 

3. Pre-germinación de semillas de maní 

Las semillas desinfectadas se transfirieron asépticamente a placas de Petri con el medio 

Agar-Agua al 0,8%, en una proporción de seis semillas por placa (Dardanelli y col., 2009). 

Las placas se incubaron en estufa de cultivo durante tres días, a 28ºC, en oscuridad, hasta 

que la radícula alcanzó aproximadamente 2 centímetros de longitud. 

 

4. Desarrollo de la planta de maní en sistema hidropónico para la producción de 

rizodeposiciones (Dardanelli y col., 2008-b) 

Cada semilla pre-germinada se transfirió asépticamente a un sistema de producción, 

consistente de un tubo de vidrio portador de un soporte para la semilla (realizado en 

alambre galvanizado para evitar su oxidación) que facilita a la radícula sumergirse en la 

solución nutritiva para permitir el desarrollo de la raíz, pero evita el contacto entre la semilla 

y la solución. El contenido de cada tubo fue de 30 ml de solución nutritiva de Hoagland, en 

ausencia y presencia de NaCl a una concentración final de 50 mM. En esta etapa, es decir, 

al momento de colocar las semillas en sus tubos de crecimiento, se colocó en cada uno 1 

ml de los inóculos bacterianos correspondientes. Las plantas se incubaron asépticamente 

durante siete días en cámara de crecimiento sometidas a un fotoperiodo de 16 horas de luz 

a 24ºC alternadas con 8 horas de oscuridad a 20ºC, preservando las raíces de la luz. 
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5. Cosecha de plantas y recolección de rizodeposiciones de maní 

Al cabo de siete días cada planta se retiró del tubo y las rizodeposiciones se recogieron 

asépticamente y se esterilizaron empleando un sistema de filtración al vacío Millipore con 

filtros de nitrato de celulosa con poro de 0,22 µm de diámetro. Para evitar la contaminación 

microbiana los filtros fueron esterilizados en autoclave previamente a su utilización. 

 

6. Almacenamiento y conservación de las rizodeposiciones 

Las rizodeposiciones obtenidas se conservaron al resguardo de la luz para proteger a los 

componentes fotosensibles y se almacenaron a -20ºC hasta su procesamiento. 

 

 

IV.4.d. Diseño de los tratamientos aplicados 

 

 Previo a la colocación de las semillas en sus soportes de crecimiento, los tubos 

conteniendo solución nutritiva de Hoagland se inocularon con 1 ml de un cultivo bacteriano 

en fase exponencial de crecimiento, con un recuento de 108 UFC/ml.  

 Las inoculaciones mixtas se realizaron colocando en cada tubo de crecimiento de 

planta de maní, 1 ml de cultivo bacteriano con un recuento de 108 UFC/ml, de una cepa de 

rizobio (Bradyrhizobium sp. C145 u Ochrobactrum TAL1000) y 1 ml de cultivo con un 

recuento de 108 UFC/ml, de una cepa de una bacteria promotora del crecimiento vegetal 

(Azospirillum brasilense Cd). 

 En el presente ensayo, se generaron 12 tratamientos por combinación de todos los 

niveles de cada uno de los dos factores aplicados: uno de ellos fue la sal NaCl, en dos 

concentraciones diferentes: 0 mM para generar la condición Control (ausencia de salinidad 

en el medio de cultivo) y 50 mM, para generar la condición de estrés salino sobre el medio 

de crecimiento de las plantas. 

El segundo factor aplicado fueron los inóculos bacterianos simples y mixtos. Los 

seis niveles empleados para este factor fueron: ausencia de inóculo (condición control sin 

inocular), Azospirillum brasilense Cd, Bradyrhizobium sp. C145 y Ochrobactrum TAL1000, 

y las combinaciones entre ellos: Bradyrhizobium sp. C145 + Azospirillum brasilense Cd y 

Ochrobactrum TAL1000 + Azospirillum brasilense Cd. 

 Los tratamientos resultantes son los que se tabulan a continuación: 
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Tabla IV.1. Detalle de los doce tratamientos aplicados a las plantas de maní en el presente 

trabajo 

Tratamientos 

1 0 mM NaCl – Sin inocular 

2 50 mM NaCl – Sin Inocular 

3 0 mM NaCl - Azospirillum brasilense Cd 

4 50 mM NaCl - Azospirillum brasilense Cd 

5 0 mM NaCl- Bradyrhizobium sp. C145 

6 50 mM NaCl – Bradyrhizobium sp. C145 

7 0 mM NaCl - Ochrobactrum TAL1000 

8 50 mM NaCl - Ochrobactrum TAL1000 

9 0 mM NaCl – Bradyrhizobium sp. C145 + A. brasilense Cd 

10 50 mM NaCl – Bradyrhizobium sp. C145 + A. brasilense Cd 

11 0 mM NaCl - Ochrobactrum TAL1000 + A. brasilense Cd 

12 50 mM NaCl - Ochrobactrum TAL1000 + A. brasilense Cd 

 

 Posteriormente a la puesta en marcha de cada sistema, y al cabo de siete días de 

crecimiento en las condiciones ambientales ya mencionadas, se procedió a medir las 

variables seleccionadas. Dichas variables fueron cualitativas (caracterización molecular de 

las rizodeposiciones de maní), cuyas mediciones se realizaron por duplicado; y 

cuantitativas (medición de parámetros de crecimiento vegetal), en cuyo caso se realizaron 

2 réplicas del experimento con 6 unidades experimentales por tratamiento, en cada una. 

 

 

IV.5. Parámetros de crecimiento de plantas de maní 



 

 

53 María Verónica Fumero      

 

IV.5.a. Peso Seco deTallo (PST) y Peso Seco de Raíz (PSR) 

 

 Se quitaron los cotiledones y se cortó la planta a la altura del nacimiento de la raíz, 

para separar la misma de la parte aérea y cada fragmento se pesó por separado. Se 

utilizaron sobres de papel cuadrados de diez centímetros de lado, secados durante cinco 

días en estufa a 60°C, hasta obtener peso constante. Cada fragmento vegetal se colocó 

individualmente dentro de un sobre y se pesó por diferencia; el resultado obtenido fue el 

Peso Húmedo.  

 Para obtener el Peso Seco, cada fragmento dentro del sobre anteriormente pesado, 

se colocó en estufa a 60°C durante cinco días hasta obtener peso constante. Los pesos se 

tomaron en miligramos, por diferencia, empleando una balanza analítica. 

 

 

IV.5.b. Índice Raíz/Parte Aérea (IRPA) (López-Gómez, 2007) 

  

Para obtener el Índice R/PA se realizó el siguiente cociente (López-Gómez, 2007). 

 

       
                   

                          
 

 

 

IV.6. Investigación molecular de las rizodeposiciones 

 

IV.6.a. Preparación de la muestra 

 

 Se liofilizaron hasta sequedad 100 ml de rizodeposiciones obtenidas de cada uno 

de los doce tratamientos, y luego fueron resuspendidas en agua destilada estéril hasta 

volumen final de 10 ml, con el objetivo de concentrar la muestra diez veces para aumentar 

la sensibilidad de los análisis moleculares.  

 Las rizodeposiciones así obtenidas se conservaron a resguardo de la luz a -20ºC 

hasta su procesamiento. 
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IV.6.b. Análisis moleculares 

 

IV.6.b.i. Ácidos Grasos 

 

1. Extracción de lípidos 

 Los lípidos fueron extraídos a partir de fracciones de 1,2 ml de rizodeposiciones 

concentradas diez veces. La extracción se realizó de acuerdo a lo indicado por Bligh y 

Dyer (1959): 

 Primera Etapa. 3,75 ml de una mezcla de cloroformo-metanol en proporción 1:2 se 

añadió sobre 0,6 ml de muestra, y todo se sometió a agitación en frio durante 1,5 horas. 

Posteriormente se realizó una centrifugación, se recogió el sobrenadante en una probeta 

graduada y el pellet se sometió a la segunda extracción. 

 Segunda Etapa. 4,75 ml de una mezcla de cloroformo-metanol-ácido clorhídrico en 

proporción 1:2:0,8 se añadió sobre el pellet obtenido en la fase anterior, luego se agitó en 

vórtex durante treinta segundos. Se centrifugó, se recogió el sobrenadante junto al 

obtenido en la primera etapa, y el pellet se descartó. 

 Tercera Etapa. Se añadieron 2,5 ml de cloroformo puro cada 0,6 ml de volumen 

inicial de muestra sobre las fases recogidas anteriormente en la probeta graduada.  

 Cuarta Etapa. Se añadieron 2 ml de una solución de KCl 0,1 M en metanol 50% 

cada 2 ml del extracto lipídico obtenido en la tercera etapa.  

Al cabo de 24 horas se obtuvieron dos fases. Se recuperó la fase inferior o “fase 

clorofórmica”, contenedora de los lípidos. 

 

2. Metilación de Ácidos Grasos.  

 Las fracciones extraídas en la etapa anteriormente descripta se colocaron en tubos 

especiales para metilación, y se sometieron a secado con corriente de nitrógeno.  La 

metilación se realizó de acuerdo a lo indicado por Morrison y Smith (1964): 

 Generación de Metil-ésteres de Ácidos Grasos ó FAMEs (por sus siglas en inglés: 

Fatty Acid Metil-Esters). Se añadió sobre cada muestra solución de Trifluoruro de Boro 

14% en metanol (Sintorgan, calidad HPLC) y las mezclas se sometieron a calentamiento a 

100°C durante 1,5 horas. 

 Recuperación de los Metil-ésteres de Ácidos Grasos. Los FAMEs fueron 

recuperados extrayendo la fase superior formada luego de añadir tres volúmenes de 

hexano (Sintorgan, calidad HPLC) al tubo de extracción. 
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3. Separación e Identificación de Metil-ésteres de Ácidos Grasos (FAMEs). 

 Los FAMEs obtenidos, se secaron bajo corriente de nitrógeno y se resuspendieron 

en hexano para su análisis por Cromatografía Gaseosa (GC), ajustando las condiciones de 

la separación según lo propuesto por Medeot (2009): 

 Se tomó una alícuota de 2 µl y se inyectó en un Cromatógrafo de Gases Hewlett 

Packard 5890 Serie II, equipado con una columna de metil-silicona (25 m x 0,2 mm x 0,33 

μm), acoplado a un detector de Ionización de Llama. La temperatura de la columna se 

programó a 180ºC durante 60 minutos y luego una rampa de 3ºC/minuto hasta alcanzar 

250ºC. La temperatura del detector se ajustó a 300ºC, y la temperatura del inyector a 

250ºC.  

 Los picos correspondientes a cada ácido graso se identificaron usando una mezcla 

de testigos provista por Sigma-Aldrich Chemical Co. (Kates, 1973) y por Supelco. 

 

 

IV.6.b.ii. Auxinas 

 

 Los niveles de la hormona vegetal Acido Indol Acético fueron identificados según 

Kamilova y col., (2006), utilizando un HPLC-MS, trabajando con concentraciones patrones 

de la auxina.  

 

 

IV.6.b.iii. Triptófano 

 

 Los niveles de este aminoácido fueron identificados según Kamilova y col., (2006), 

utilizando un HPLC-MS, trabajando con concentraciones patrones del aminoácido. 

 

IV.6.b.iv. Flavonoides  

 

 Los flavonoides fueron identificados según Dardanelli y col., (2008-b) con 

modificaciones, utilizando un HPLC-MS, trabajando con patrones de flavonoides. 

 

 

IV.7. Análisis estadístico 
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 Para el análisis de las variables cuantitativas (ver secciones IV.4.d: “Diseño de los 

tratamientos aplicados” y IV.5: “Parámetros de crecimiento de plantas de maní), se 

realizaron tablas ANOVA y a posteriori pruebas LSD (Mínima Diferencia Significativa de 

Fisher) empleando el software STATGRAPHICS Centurión XVI. 
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V. RESULTADOS 
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 En este trabajo se estudiaron los efectos de factores abióticos (salinidad) sobre el 

crecimiento de plantas de maní y sobre sus patrones de rizodeposición, creciendo durante 

siete días en medio de crecimiento hidropónico. También se analizó el efecto de las 

inoculaciones con diversas cepas bacterianas recomendadas como inoculantes para maní, 

sobre dichos parámetros en condiciones óptimas de crecimiento y frente a estrés salino 

(NaCl 50 mM).  

 Se emplearon las rizobacterias recomendadas como inoculantes para maní 

mencionadas en la sección IV.1 de Materiales y Métodos, y para su formulación como 

inoculantes de maní, en primer lugar se determinaron los parámetros de crecimiento de 

cada cepa, para conocer el estado fisiológico de los inóculos empleados.  

 Para evaluar el crecimiento vegetal en las diferentes condiciones probadas, se 

emplearon los parámetros mencionados en la sección IV.5 de Materiales y Métodos, que 

se describen a continuación.  

 La caracterización molecular de las rizodeposiciones se basó en la composición de 

ácidos grasos (AG) (analizada por GC), y flavonoides, triptófano (Tpr) y ácido indol acético 

(AIA) (analizados por HPLC-MS).  

 

 

V.1. Parámetros de crecimiento de microorganismos rizosféricos 

  

 Con la finalidad de caracterizar microbiológicamente las bacterias Bradyrhizobium 

sp. C145 y Ochrobactrum TAL1000 (recomendadas como inoculantes de maní), y 

Azospirillum brasilense Cd, se realizaron curvas de crecimiento y se estudiaron los 

parámetros fisiológicos, como se indicó en Materiales y Métodos. La Figura V.1 muestra a 

modo de ejemplo una placa con colonias obtenidas después de realizar el recuento de 

viabilidad según la técnica de la microgota de Miles y Misra (Somasegaran y Hoben, 1994), 

descripta en la sección Materiales y Métodos: 
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Figura V.1. Recuento de UFC/ml por la técnica de la microgota de Miles y Misra. Se 

muestra como ejemplo una placa correspondientes a las 15 horas de crecimiento 

bacteriano de la cepa A. brasilense Cd en medio sólido NFB con fuente de carbono 

fructosa, en la condición Control. 

 

 

 A partir de los valores obtenidos de variación de densidad óptica (DO) y de 

viabilidad respecto del tiempo, se construyeron las correspondientes curvas de crecimiento 

para cada cepa, las cuales se grafican a continuación (Figuras V.2, V.3 y V.4): 
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Figura V.2. Crecimiento de la cepa A. brasilense Cd evaluado mediante incremento de la 

densidad óptica (DO) respecto al tiempo (A) y la viabilidad expresada en UFC/ml (unidades 

formadoras de colonias/ml) respecto al tiempo (B). Esta cepa fue cultivada en el medio 

NFB y los valores representan la media de dos determinaciones independientes. 
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Figura V.3. Crecimiento de la cepa B. sp. C145 evaluado mediante incremento de la 

densidad óptica (DO) respecto al tiempo (A) y la viabilidad expresada en UFC/ml (unidades 

formadoras de colonias/ml) respecto al tiempo (B). Esta cepa fue cultivada en el medio 

YEM y los valores representan la media de dos determinaciones independientes. 
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Figura V.4. Crecimiento de la cepa O. TAL1000 evaluado mediante incremento de la 

densidad óptica (DO) respecto al tiempo (A) y la viabilidad expresada en UFC/ml (unidades 

formadoras de colonias/ml) respecto al tiempo (B). Esta cepa fue cultivada en el medio 

YEM y los valores representan la media de dos determinaciones independientes. 

 

A partir de las curvas de las Figuras V.2, V.3 y V.4 se determinaron la velocidad de 

crecimiento y el tiempo de generación para cada cepa, empleando las ecuaciones 

indicadas en la sección IV.3.c de Materiales y Métodos, y se resumen a continuación. 

U
F

C
/m

l 
x
 1

0
6
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Tabla V.1. Velocidad de crecimiento y tiempo de generación de A. brasilense Cd, 

Bradyrhizobium sp. C145 y Ochrobactrum TAL1000. 

 
Velocidad específica de 

crecimiento (UFC/min) 

Tiempo de generación 

(horas) 

Azospirillum brasilense Cd 8,4  5 

Bradyrhizobium sp. C145 3,0 14 

Ochrobactrum TAL1000 7,2 6 

Los valores fueron calculados a partir de los datos obtenidos en las curvas de viabilidad mostradas 

en las Figuras V.2 (B), V.3 (B) y V.4 (B), y corresponden a la media de dos experimentos 

independientes. 

 

 

Como se puede apreciar en la Tabla V.1., la cepa C145 mostró un crecimiento 

lento, acorde al comportamiento que presenta el género Bradyrhizobium. De igual forma 

las otras dos bacterias TAL1000 y Cd, también mostraron valores de DO que se ajustan a 

las referencias bibliográficas. Analizando los valores de viables (Figuras V.2 (B), V.3 (B) y 

V.4 (B)), se puede apreciar que desde el final de la fase de crecimiento exponencial las 

bacterias mostraron recuentos del orden de 108 UFC/ml, valor óptimo para inoculaciones 

sobre plantas. 

En la Tabla V.1 se observa que las bacterias empleadas en este trabajo, 

presentaron valores de velocidad de crecimiento acordes a sus géneros, al igual que sus 

tiempos de generación (g). Es de destacar el resultado obtenido para la cepa TAL1000, 

debido a que las referencias bibliográficas lo citan como perteneciente al género 

Bradyrhizobium. Pero todos nuestros estudios previos mostraron un comportamiento de 

crecimiento, una composición de moléculas de membrana y una respuesta de interacción 

con plantas de maní diferentes a las que presentan los géneros Bradyrhizobium o 

Rhizobium simbiontes de maní. Posteriormente mediante estudios genéticos de 16S, los 

mismos confirmaron que la cepa TAL1000 pertenece al género Ochrobactrum, lo cual 

implica que se deben realizar diferentes estudios para confirmar que TAL1000 pertenece a 

este género. Esta capacidad que tiene la planta de maní de asociarse simbióticamente con 

géneros de rizobia de crecimiento rápido ha sido reportado por diversos autores (Taurian y 

col., 2006; El-Akhala y col., 2008), pero la propiedad de Ochrobactrum de asociarse a las 

raíces de maní es novedoso. 
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V.2. Parámetros de crecimiento de la planta de maní 

 

Para conocer el efecto de la salinidad y la presencia de rizobacterias sobre las 

rizodeposiciones de maní, las semillas fueron desinfectadas y crecidas según lo descripto 

en la sección IV.4 de Materiales y Métodos, para ser posteriormente empleadas en la 

obtención de las rizodeposiciones en las diferentes condiciones experimentales. 

La Figura V.5 muestra el sistema de producción de rizodeposiciones de plantas de 

maní al cabo de los siete días de ensayo. Después de dicho período de crecimiento en el 

sistema hidropónico con solución nutritiva de Hoagland control, con 50 mM de NaCl, con 

diferentes microorganismos y con diversas combinaciones de estrés y bacterias, las 

plantas fueron separadas de la solución y se les determinó el peso seco de la parte aérea 

(PSPA) y el peso seco de la raíz (PSR), los cuales se grafican en las Figuras V.6 y V.7 

respectivamente, y se calculó el índice raíz/parte aérea (IRPA) (Figura V.8). 
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Figura V.5. Sistema de producción de rizodeposiciones y desarrollo radicular de A. 

hypogaea luego de siete días de crecimiento. Condiciones A y C, raíces de maní crecidas 

en solución de Hoagland control, sin inóculos; B y D, raíces de maní crecidas en solución 

de Hoagland con NaCl 50 mM, sin inóculos. A y C, sistema de tubo con soporte de vidrio, 

B y D, sistema de tubo con soporte de alambre.  
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Figura V.6. Determinación del peso seco de tallos de maní crecidos durante siete días en 

medio hidropónico. En rojo condiciones control, en negro condiciones de estrés salino (50 

mM de NaCl). Los inóculos aplicados se graficaron en el siguiente orden: 1 y 7, Sin 

Inocular; 2 y 8, A. brasilense Cd; 3 y 9, B. sp. C145; 4 y 10, O. TAL1000; 5 y 11, B. sp. 

C145 + A. brasilense Cd; 6 y 12, O. TAL1000 + A. brasilense Cd. Los datos corresponden 

a la media de 6 determinaciones independientes ± DE. Se realizó el test ANOVA para 

corroborar el efecto de la salinidad e inóculos sobre el peso seco del órgano, obteniendo 

diferencias estadísticamente significativas en ambos casos. Las letras (a y b) señalan 

diferencias estadísticamente significativas entre cada tratamiento salinos y su control sin 

sal, mientras que las estrellas señalan diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos inoculados en relación a los respectivos controles sin inocular. En ambos 

procedimientos, el nivel de confianza fue de 90%. 
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Figura V.7. Determinación del peso seco de raíces de maní crecidas durante siete días en 

medio hidropónico. En rojo condiciones control, en negro condiciones de estrés salino (50 

mM de NaCl). Los inóculos aplicados se graficaron en el siguiente orden: 1 y 7, Sin 

Inocular; 2 y 8, A. brasilense Cd; 3 y 9, B. sp. C145; 4 y 10, O. TAL1000; 5 y 11, B. sp. 

C145 + A. brasilense Cd; 6 y 12, O. TAL1000 + A. brasilense Cd. Los datos corresponden 

a la media de 6 determinaciones experimentales ± DE. Se realizó el test ANOVA: para 

corroborar el efecto de la salinidad e inóculos sobre el peso seco del órgano, obteniendo 

diferencias estadísticamente significativas en ambos casos. Las letras (a y b) señalan 

diferencias estadísticamente significativas entre cada tratamiento salinos y su control sin 

sal, mientras que las estrellas señalan diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos inoculados en relación a los respectivos controles sin inocular. En ambos 

procedimientos, el nivel de confianza fue de 90%. 
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 En general se observó que cualquier condición de inoculación mejoró el peso seco 

del vegetal respecto a las sin inocular.  

 Al analizar los sistemas inoculados en ausencia de salinidad, se registraron 

aumentos en los PSPA de todos los tratamientos respecto al control, los que fueron más 

notables en presencia de ciertos inóculos. En presencia de la PGPR inoculada sola (Figura 

V.6, tratamiento 2) se obtuvo el mayor efecto sobre PSPA, aumentando en más del 100% 

el valor con referencia a la condición control (Figura V.6, tratamiento 1). Los menores 

efectos se percibieron con las dos cepas rizobianas inoculadas individualmente (Figura 

V.6, tratamientos 3 y 4), mientras que cuando se coinocularon con la PGPR el aumento en 

el PSPA fue más pronunciado, siendo entre un 60 y un 80% mayor que el PSPA control 

(Figura V.6, tratamientos 5 y 6 respectivamente).  

 En presencia de salinidad, hubo una reducción en el PSPA para cuatro de las seis 

condiciones ensayadas respecto a sus controles sin sal. Sin embargo, con la cepa B. sp. 

C145 en salinidad, se observó incrementado el PSPA respecto a su control sin sal 

(tratamiento 9, Figura V.6). Del mismo modo, para la coinoculación entre O. TAL1000 y A. 

brasilense Cd (tratamiento 12, Figura V.6), se manifestó un significativo aumento en el 

PSPA a pesar de crecer en presencia del factor estresante, el cual resultó ser un 70% 

mayor que para dicha coinoculación sin salinidad. Además, el PSPA con esta combinación 

de cepas en salinidad fue 3 veces mayor que su control sin inocular (tratamiento 7, Figura 

V.6), y superó en un promedio del 50% a los PSPA obtenidos con las restantes 

inoculaciones.  

 En los tratamientos sin inocular, la salinidad provocó una reducción en el PSR de la 

planta (Figura V.7, tratamientos 1 y 7 respectivamente). Como puede apreciarse, el efecto 

sobre la variación del peso seco fue mayor sobre las raíces que sobre los tallos, ya que las 

diferencias respecto a los controles fueron más pronunciadas para este órgano.  

 En ausencia de salinidad todos los PSR de las plantas inoculadas fueron mayores, 

al menos en un 50%, que los de las plantas controles sin inocular. La cepa que produjo el 

mayor aumento en el PSR en condición control fue la PGPR A. brasilense Cd, siendo dicho 

incremento del 360% con relación al tratamiento control in inocular (Figura V.7, 

tratamientos 2 y 1, respectivamente). Esto se correlaciona con el incremento del PSPA que 

tuvieron las plantas de maní al ser inoculadas con esta cepa (Figura V.6, comparación 

entre tratamientos 1 y 2). 

 En salinidad se destacaron los efectos de las inoculaciones simples y dobles frente 

a la condición sin inocular, ya que los aumentos en los PSR fueron significativamente 
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mayores, observando un mayor efecto de inoculación en la combinación entre O. TAL1000 

y A. brasilense Cd (Figura V.7, tratamiento 12).  

 A continuación se muestran los resultados registrados de la relación entre raíz/parte 

aérea (IRPA) calculados para todos los tratamientos experimentales ensayados. La 

relación raíz/parte aérea se considera como un índice de equilibrio del crecimiento de los 

órganos de una planta. Si una condición produce una mayor variación en el crecimiento de 

un órgano en relación al otro, esto se reflejará en dicho índice (López-Gómez, 2007). 

 Para el maní, en ausencia de inóculo, y como consecuencia de la salinidad, se 

observó que la reducción en el PSPA fue del 25%, mientras que la reducción en el PSR fue 

del 36%, mostrando, en principio, una tendencia a una mayor afectación de la salinidad 

sobre la raíz que sobre el tallo (Figuras V.6 y V.7, tratamientos 1 y 7). Sin embargo, estos 

porcentajes de reducción no modificaron marcadamente a los IRPA, si bien los índices 

experimentaron leves reducciones (Figura V.8, tratamientos 1 y 7). En los tratamientos 

inoculados, al igual que lo sucedido con los controles sin inocular, los IRPA no sufrieron 

modificaciones debidas a la salinidad aplicada debido a que aun en presencia del factor 

estresante, ambos órganos experimentaron reducciones coordinadas de sus pesos secos 

(Figura V.8, comparaciones entre los tratamientos inoculados con la misma cepa, en 

presencia y ausencia de salinidad; comparar tratamientos: 2 y 8, 3 y 9, 4 y 10, 5 y 11, 6 y 

12). 

 Contrariamente, al analizar el efecto sobre los IRPA, de las inoculaciones respecto 

a los controles sin inocular, tanto en ausencia como en presencia de salinidad, los índices 

aumentaron entre 30 y 50% respecto a los controles (Figura V.8, comparaciones entre los 

tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6, respecto de 1; y 8, 9, 10, 11 y 12, respecto de 7), indicando la 

ocurrencia de un efecto de los inóculos sobre la raíz. 
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Figura V.8. Determinación del Índice Raíz/Parte aérea (IRPA) empleando el peso seco de 

órganos de plantas de maní crecidas durante siete días en medio hidropónico. En rojo 

condiciones control, en negro condiciones de estrés salino (50 mM de NaCl). Los inóculos 

aplicados se graficaron en el siguiente orden: 1 y 7, Sin Inocular; 2 y 8, A. brasilense Cd; 3 

y 9, B. sp. C145; 4 y 10, O. TAL1000; 5 y 11, B. sp. C145 + A. brasilense Cd; 6 y 12, O. 

TAL1000 + A. brasilense Cd. Los datos corresponden a la media de 6 determinaciones 

experimentales. 

 

 Observando los pesos por separado, se detectó que los incrementos en los PSR 

fueron superiores al 100% para todas las cepas (Figura V.7, tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6 

respecto a 1), mientras que para los tallos, se vieron aumentos del 50% (Figura V.6, 

tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6 respecto a 1), resultando en un incremento de los índices del 

doble respecto de los controles sin inocular (Figura V.8). Este resultado indica que podría 

existir un efecto temprano de las cepas sobre la raíz, durante los primeros 7 días de 

crecimiento de la planta.  

 Las coinoculaciones generaron incrementos tanto en los pesos secos de los tallos 

como de las raíces, pero las diferencias entre ambos fueron menos marcadas que en el 

caso anterior. Esto hizo que los índices aumentaran en menor medida que lo que ocurrió 
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con las inoculaciones simples (Figura V.8, tratamientos 5 y 6), mostrando un efecto de las 

inoculaciones sobre los pesos no solo de las raíces, sino también sobre los tallos (ver: 

Figura V.6 y Figura V.7, tratamientos 5 y 6).  

 En presencia de salinidad, todos los inóculos, tanto individuales como combinados, 

provocaron aumentos de los índices (Figura V.8, tratamientos 8, 9, 10, 11 y 12 respecto a 

7), indicando que ocurrieron efectos favorables en el crecimiento de las plantas de maní a 

pesar de la presencia de salinidad en el medio.  

 También otro parámetro que fue analizado en este estudio es la variación del 

potencial de hidrógeno (pH) de la solución nutritiva de Hoagland al cabo de 7 días de 

ensayo. Dicha solución tiene un valor de pH de 7, el cual fue modificado por el crecimiento 

de las raíces. Los pH medidos a las rizodeposiciones producidas por las raíces de maní en 

los 12 tratamientos aplicados se resumen en la Tabla V.2.  

 

Tabla V.2. Valores de pH medidos a las soluciones de crecimiento de plantas de maní, 

recolectadas luego de los siete días de crecimiento, y posteriormente a ser filtradas con 

filtros estériles Millipore de 0,22 µm de diámetro de poro. 

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

pH 5,5 6,5 6,5 6,0 6,5 6,5 5,5 6,5 6,0 7,0 6,5 6,5 

Tratamientos 1 a 6: condición control. Tratamientos 7 a 12: condición de estrés salino (50 mM de 

NaCl). Los inóculos aplicados se ordenan de la siguiente manera: 1 y 7, Sin Inocular; 2 y 8, A. 

brasilense Cd; 3 y 9, B. sp. C145; 4 y 10, O. TAL1000; 5 y 11, B. sp. C145 + A. brasilense Cd; 6 y 

12, O. TAL1000 + A. brasilense Cd. 

 

 En todos los tratamientos, los pH resultaron acidificados luego del crecimiento de 

las raíces. En ausencia de microorganismos (Tabla V.2, tratamientos 1 y 7) se obtuvieron 

los valores de pH más bajos, de 5,5, que no difirieron por la salinidad. 

 En presencia de los inóculos se obtuvieron valores entre 6 y 7, siendo levemente 

más ácidas las rizodeposiciones obtenidas para todos los tratamientos controles que 

salinos, excepto para los tratamientos 3 y 9 (inoculados con B. sp. C145), en cuyo caso el 

tratamiento en salinidad produjo un pH inferior al control. 

 En todos los casos, los inóculos aplicados ejercieron un efecto sobre la reducción 

del pH generada por el crecimiento de las raíces. 
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V.3. Caracterización de la composición molecular de rizodeposiciones de A. 

hypogaea 

 

 Según lo señalado en la introducción (apartado I.5), las raíces son productoras de 

diversas moléculas con variadas funciones en la rizósfera. Para conocer la composición de 

las rizodeposiciones de maní, se realizó un ensayo con plantas de maní durante siete días, 

las cuales fueron crecidas en solución nutritiva de Hoagland. Al cabo de dicho tiempo las 

muestras fueron filtradas, y una vez libres de contaminación se procedió a la identificación 

de moléculas con relevancia en la comunicación rizosférica: ácidos grasos, fitohormonas, 

aminoácidos y flavonoides. 

 Luego de estudiar este tipo de rizodeposición se aplicaron diversas variantes como 

es el estrés salino y la presencia o ausencia de microorganismos rizosféricos, para analizar 

si frente a estas nuevas condiciones el patrón de moléculas liberadas por las raíces de 

maní era modificado. 

 

 

V.3.a. Estudio de la composición de ácidos grasos de rizodeposiciones de maní 

 

 Para la extracción de la fracción lipídica de las rizodeposiciones se ha seguido la 

metodología descripta por Bligh y Dyer (1959) modificado por Medeot (2009), utilizando 

como principio la solubilidad diferencial de los lípidos en solventes orgánicos. Los lípidos 

totales fueron recuperados de las fracciones de rizodeposiciones liofilizadas y 

concentradas y los ácidos grasos (AG) fueron metilados y analizados por cromatografía 

gaseosa (GC). Se obtuvieron los perfiles de metil-ésteres de ácidos grasos o FAMEs 

presentes en los exudados de raíces de maní creciendo en las condiciones experimentales 

descriptas en la sección Materiales y Métodos. Los FAMEs obtenidos se identificaron por 

comparación de sus tiempos de retención (tr) en la columna cromatográfica con patrones 

conocidos. Los resultados se expresaron como porcentaje de área de cada pico 

correspondiente a cada FAME, respecto al área total. 

 En el Anexo IX.I se presenta la tabla IX.1, mostrando los valores porcentuales 

alcanzados por cada FAME en cada tratamiento. Se obtuvieron porcentajes muy variables 

entre los distintos FAMEs, por lo que se expresaron categorías a fin de ser más 

explicativas y facilitar la interpretación de los resultados de los perfiles cromatográficos 

obtenidos. Ellas son: 
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- ND: No Detectado (en el cromatograma, a un determinado tiempo de retención que 

coincide con el tr de un testigo puro, no se puede observar indicio de un pico). 

- Tr: Trazas (% de área: menor o igual al 1%). 

- Minoritarios: porcentajes entre 1 y 10%. 

- Intermedios: porcentajes entre 10 y 20%. 

- Mayoritarios: porcentajes mayores al 20%. 

 

 Las rizodeposiciones de maní mostraron a los FAMEs 16:0 y 18:0 con porcentajes 

mayoritarios en todos los tratamientos, excepto en ausencia de sal coinoculado con O. 

TAL1000 y A. brasilense Cd (ver: niveles porcentuales para tratamiento 11 en Tabla IX.1 

del anexo IX.1), en el que redujeron su porcentaje a expensas del gran incremento 

porcentual del AG 24:0. 

 En aquellas condiciones en las que estuvieron presentes, los AG saturados de 13, 

15 y 17 carbonos (C), lo hicieron en cantidades minoritarias o de trazas y de igual forma 

para los AG saturados de cadenas largas, de 20, 21, 22 y 23 C. 

 Por otro lado el AG de 24 C fue mayoritario en los tratamientos controles tanto en 

presencia de O. TAL1000 inoculada individualmente (ver: niveles porcentuales para 

tratamiento 9 en Tabla IX.1 del anexo IX.1) así como coinoculada con la PGPR (ver: 

niveles porcentuales para tratamiento 11 en Tabla IX.1 del anexo IX.1); además mostró 

niveles intermedios en el resto de los tratamientos, y finalmente estuvo ausente en las 

muestras obtenidas en ausencia de bacterias (ver: niveles porcentuales para los 

tratamientos 1: sin inocular control y 2: sin inocular salino, en Tabla IX.1 del anexo IX.1). 

 Se encontraron, en general, porcentajes bajos de los FAMEs insaturados y solo 

18:1 mostró niveles porcentuales altos en el tratamiento control sin NaCl y sin inocular (ver: 

tratamiento 1 en Tabla IX.1 del anexo IX.1), en la inoculación con A. brasilense Cd en 

ausencia de salinidad (ver: tratamiento 3 en Tabla IX.1 del anexo IX.1), y en presencia del 

rizobio B. sp. C145 en el tratamiento salino (ver: tratamiento 6 en Tabla IX.1 del anexo 

IX.1). 

 En ausencia de microorganismos se detectaron 8 AG diferentes en ambas 

condiciones. Debido a la salinidad aplicada, se produjo una reducción en el porcentaje para 

los insaturados 16:1 y 18:1, y para los saturados 17:0 y 20:0, mientras que hubo 

incrementos en los porcentajes de los saturados 16:0 y 18:0 del insaturado 20:3. 

 Como consecuencia de la aplicación de los inóculos bacterianos sobre las raíces de 

maní, se detectaron alteraciones en el patrón de exudación de AG. Las rizodeposiciones 
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provenientes de las raíces inoculadas mostraron, en general, entre 5 y 8 FAMEs diferentes, 

excepto la coinoculación entre O. TAL1000 y A. brasilense Cd sin NaCl, en la que se 

detectaron solo 3 FAMEs diferentes. Se mantuvieron altos los porcentajes de los FAMEs 

16:0, 18:1, 18:0 y, en menores niveles, 24:0, excepto en el tratamiento coinoculado con O. 

TAL1000 y A. brasilense Cd en condición control, en el que este FAME sufrió un 

incremento destacado a expensas de los niveles de todos los restantes, ya que solo se 

detectaron en cantidades muy pequeñas los FAMEs 16:0 y 18:0. 

 En los tratamientos salinos, prevalecieron los FAMEs 16:0, 18:1, 18:0 y el 24:0. Los 

AG saturados de 16 y 18 C experimentaron incrementos en la condición salina en todos los 

tratamientos, excepto para las inoculaciones con B. sp. C145 tanto en forma individual 

como coinoculado con la PGPR, en los cuales la salinidad redujo el porcentaje del 18:0. 

 A continuación se detallan los resultados individualizados por tratamientos, en las 

siguientes figuras: 

 

 

V.3.a.i.a) Tratamientos sin inocular, control y con salinidad 

 

 En el tratamiento control sin inóculos y sin salinidad, en las rizodeposiciones de 

maní se detectaron 8 AG diferentes. Tres de ellos mostraron porcentajes mayoritarios, en 

primer lugar el 18:0 seguido por el 16:0, ambos presentando alrededor del 30%, y luego el 

18:1 con un porcentaje cercano al 20% (Figura V.9), y con porcentajes minoritarios se 

presentaron los AG 20:0, 17:0, el insaturado 16:1, 15:0 y 13:0. Se detectaron trazas de los 

AG 20:3 y 21:0. 

 La salinidad modificó el patrón de exudación de las raíces en ausencia de inóculos 

bacterianos. En esta condición, se obtuvieron 8 FAMEs diferentes. Hubo dos mayoritarios 

que fueron 18:0 seguido por 16:0, ambos exhibiendo porcentajes alrededor del 40%. 

Respecto al control sin sal, se produjeron reducciones del 50% para el insaturado 16:1 y 

para el saturado 20:0; y de casi el 100% para el insaturado 18:1, y para el 17:0, ya que 

prácticamente desaparecieron en salinidad. Contrariamente, se incrementaron los 

porcentajes del 16:0 en un 45%; 18:0 aumentó un 35%; y el tri-insaturado 20:3 aumentó 

casi 10 veces su nivel respondiendo al estrés salino. Los dos AG restantes se 

incrementaron levemente por esta condición, y fueron los saturados 13:0 y de 15:0, que se 

obtuvieron en porcentajes minoritarios (Figura V.9). 
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Figura V.9. Porcentajes de los ácidos grasos detectados por cromatografía gaseosa e 

identificados por comparación de tiempo de retención con testigos comerciales, hallados 

en las rizodeposiciones de maní. Barras negras: Control sin inocular y sin Cloruro de 

Sodio. Barras rojas: Control sin inocular, con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.a.i.b) Tratamientos inoculados con A. brasilense Cd en condiciones control y con 

salinidad 

 

 En presencia de A. brasilense Cd sin estrés salino se observaron 8 AG diferentes 

en las rizodeposiciones de maní (ver Figura V.10, barras negras). Los FAMEs mayoritarios 

fueron 18:0, 18:1 y 16:0, los tres con porcentajes de aproximadamente un 30%. El nivel de 

16:0 aumentó un 10% por la salinidad. 18:1 sufrió una reducción de casi 20 veces a causa 

de la salinidad mientras que por el contrario, 18:0 aumentó 20 veces por la salinidad y fue 

el AG y la condición que mayor porcentaje mostró. El insaturado 16:1 mostró un porcentaje 

minoritario en ambas condiciones, pero sufrió un ligero aumento debido a la salinidad. 

Debido a la inoculación con A. brasilense Cd el FAME 23:0, que no había sido detectado 

en tratamientos previos, mostró un porcentaje del 2% en la condición sin sal, y sufrió un 

incremento de 4 veces por la salinidad, alcanzando aproximadamente un 8% en esta 

condición. Finalmente, 24:0 presentó un porcentaje cercano al 6%, y disminuyó en casi 6 
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veces su nivel, en respuesta a la salinidad. Los insaturados mantuvieron niveles similares 

al control salino sin inocular. El resto de los FAMEs se observaron en trazas y otros 

estuvieron ausentes. 

 Los AG 13:0 y 21:0 estuvieron en porcentajes minoritarios, alrededor del 1,5% en la 

condición control sin sal, y no se vieron en presencia de dicho factor estresante. 

 

 

Figura V.10. Porcentajes de los ácidos grasos detectados por cromatografía gaseosa e 

identificados por comparación de tiempo de retención con testigos comerciales, hallados 

en las rizodeposiciones de maní. Barras negras: Inoculado con Azospirillum brasilense Cd 

y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Inoculado con Azospirillum brasilense Cd y con 

Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.a.i.c) Tratamientos inoculados con B. sp. C145 en condiciones control y con 

salinidad 

 

 En presencia del rizobio B. sp. C145 el cromatograma de las rizodeposiciones de 

maní mostró 6 AG. En ausencia de sal, fueron mayoritarios los FAMEs 16:0, con un 

porcentaje cercano al 30% y 18:0, cercano al 60%. 18:1 mostró un porcentaje de menos 

del 10% y hubo trazas de 16:1 con este inóculo, mientras que el AG 24:0, mostró valores 

cercanos al 5% (Figura V.11, barras negras). 
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 En presencia de salinidad hubo un solo FAME mayoritario, 16:0, para el cual se 

determinó un porcentaje de alrededor del 60%, experimentando un aumento del 40% 

respecto al control sin sal. En las rizodeposiciones salinas no se detectó 16:1. Los AG 18:1 

y 18:0, mostraron un mismo nivel porcentual, siendo de alrededor del 15% (Figura V.11, 

barras rojas); 18:1 se incrementó 5 veces comparado con la inoculación libre de sal 

(comparación barras negras y rojas) mientras que 18:0 redujo su porcentaje en la misma 

proporción. En ausencia de salinidad de detectaron trazas de 23:0, pero su porcentaje se 

incrementó hasta aproximadamente un 3% por salinidad, y el AG 24:0 en salinidad se 

aproximó al 10%.  

  

 

Figura V.11. Porcentajes de los ácidos grasos detectados por cromatografía gaseosa e 

identificados por comparación de tiempo de retención con testigos comerciales, hallados 

en las rizodeposiciones de maní. Barras negras: Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 

y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 y con 

Cloruro de Sodio 50 mM. 
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V.3.a.i.d) Tratamientos inoculados con B. sp. C145 + A. brasilense Cd en condiciones 

control y con salinidad 

 

 Con la coinoculación entre el rizobio B. sp. C145 y la PGPR (Figura V.12), se 

observaron 8 AG en las rizodeposiciones de maní obtenidas en ausencia de sal. Se 

obtuvieron porcentajes superiores al 50% de 18:0, seguido por un 35% del FAME 16:0. Al 

igual que lo sucedido con los tratamientos control inoculados con la PGPR y con el rizobio 

en forma individual, el AG 16:1 se detectó en porcentajes minoritarios, y no varió su nivel 

por la salinidad. También se detectaron los AG 13:0, 21:0, 23:0 y 24:0 en porcentajes 

minoritarios.  

 Debido a la salinidad se vieron respuestas por parte de 16:0, que se incrementó un 

10%; 18:1, que si bien mostró porcentajes minoritarios, se incrementó 4 veces por el factor 

estresante; finalmente, 18:0 mostró una leve reducción en su porcentaje por la salinidad. El 

resto de los FAMEs detectados, no mostraron variaciones. Para esta coinoculación en 

salinidad, se detectaron trazas de 15:0, 17:0, 20:0, 21:0 y 22:0. 

 En ausencia de salinidad, el patrón de AG de las rizodeposiciones influenciado por 

la coinoculación, se asemejó más al producido por el rizobio que al de la PGPR, cuyo 

patrón se pareció más al mostrado por la condición control sin inocular. 

 En salinidad, el patrón de FAMEs de la coinoculación se asemejó más al producido 

por la PGPR que al producido por el rizobio solo. 
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Figura V.12. Porcentajes de los ácidos grasos detectados por cromatografía gaseosa e 

identificados por comparación de tiempo de retención con testigos comerciales, hallados 

en las rizodeposiciones de maní. Barras negras: Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 

+ Azospirillum brasilense Cd y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Inoculado con 

Bradyrhizobium sp. C145 + Azospirillum brasilense Cd y con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.a.i.e) Tratamientos inoculados con O. TAL1000 en condiciones control y con 

salinidad 

 

 Cuando la inoculación se realizó con el rizobio O. TAL1000 en condiciones control, 

se obtuvieron 5 AG diferentes, siendo mayoritarios en este caso los AG 16:0, 18:0, y 24:0. 

Para este último AG, se observó un nivel porcentual destacado en este tratamiento, 

respecto a los previamente analizados, y alcanzó casi un 40% (Figura V.13, barras 

negras). Los AG insaturados fueron minoritarios, el 16:1 mostró porcentajes cercanos al 

5% y 18:1 alcanzó casi un 2%. Hubo trazas de 13:0, 15:0 y 21:0. 

 Al comparar los resultados con los obtenidos en salinidad, se observó un cambio en 

la composición porcentual de AG de los exudados sometidos a estrés. En particular, el 

porcentaje de 18:0 aumentó, el porcentaje de 24:0 disminuyó, mientras que el 16:1 y 16:0 

se mantuvieron (Figura V.13, barras rojas). 
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Figura V.13. Porcentajes de los ácidos grasos detectados por cromatografía gaseosa e 

identificados por comparación de tiempo de retención con testigos comerciales, hallados 

en las rizodeposiciones de maní. Barras negras: Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 y 

sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 y con Cloruro 

de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.a.i.f) Tratamientos inoculados con O. TAL1000 + A. brasilense Cd en condiciones 

control y con salinidad 

 

 Para este rizobio combinado con la PGPR el patrón de AG de las rizodeposiciones 

de maní fue muy específico y diferente a lo observado con el resto de los tratamientos 

controles. En condición control, apareció el 24:0 como el único AG mayoritario, alcanzando 

niveles de 90%, y además hubo pequeños porcentajes de 18:0 y 16:0, que no superaron el 

10% (Figura V.14, barras negras). 

 En esta coinoculación se produjeron notables modificaciones en los exudados 

salinos frente a los exudados controles, dados por un marcado aumento en el porcentaje 

de ambos, 16:0 y 18:0. Se observó la aparición de 18:1, que en condición control no fue 

detectado. Finalmente, se produjo una gran reducción del 24:0 que en control sin sal fue el 

mayoritario para esta combinación de cepas. 

 El patrón de AG de rizodeposiciones de maní obtenido frente a la inoculación entre 

estas dos cepas en ausencia de salinidad, fue muy específico, diferenciándose de los 

observados con ambas inoculaciones individuales, excepto que coincidió con la inoculación 

simple con el rizobio en el alto nivel del AG 24:0 (comparar Figura V.14, barras negras con 

Figura V.13, barras negras). 

 El patrón obtenido para esta coinoculación en presencia de salinidad (Figura V.14, 

barras rojas) fue semejante en número y porcentajes de AG, a los mostrados por las 

rizodeposiciones producidas por la raíz en presencia de este rizobio solo (Figura V.13, 

barras rojas), así como al patrón producido por la PGPR en condición salina (Figura V.10, 

barras rojas). 
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Figura V.14. Porcentajes de los ácidos grasos detectados por cromatografía gaseosa e 

identificados por comparación de tiempo de retención con testigos comerciales, hallados 

en las rizodeposiciones de maní. Barras negras: Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 + 

Azospirillum brasilense Cd y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Inoculado con 

Ochrobactrum TAL1000 + Azospirillum brasilense Cd y con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.a.ii. Índices de insaturación 

 

 En la Figura V.15 se muestran los resultados de los índices de grado de 

insaturación calculados según Svenningsson y col., (1990). El índice calculado establece la 

relación AG insaturados/ AG saturados, por lo cual si el índice sufre incrementos, significa 

que la proporción de insaturados aumenta, ó viceversa (Svenningsson y col., 1990). 

 En la figura mencionada se puede observar que en ausencia de inóculos 

bacterianos (Figura V.15, barras 1 y 2), el índice se redujo levemente por la salinidad, lo 

cual indica una reducción en la proporción de insaturados en las rizodeposiciones debido a 

este factor ambiental adverso. 

 En presencia de los inóculos y en ausencia de salinidad, los índices se modificaron 

de la siguiente manera: en respuesta a la PGPR el índice no varió marcadamente (Figura 

V.15, barra 3); en presencia de los dos rizobios empleados el índice se redujo 
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significativamente (Figura V.15, barras 5 y 7), al igual que con las coinoculaciones (Figura 

V.15, barras 9 y 11). 

 En presencia de salinidad, y para los cinco inóculos ensayados (Figura V.15, barras 

4, 6, 8, 10 y 12), los índices disminuyeron respecto al tratamiento control sin inocular 

(Figura V.15, barra 2), y vale mencionar que para la cepa B. sp. C145 en salinidad (barra 

6), el índice obtenido fue superior a los demás. 

 Estas reducciones de los índices observadas para todos los casos en presencia de 

inóculos, sugieren que hubo aumentos en la proporción de ácidos grasos saturados en las 

rizodeposiciones. 

 

 

 

Figura V.15. Gráficos de barra ilustrando los Índices de grado de insaturación calculados 

de acuerdo a Svenningsson y col., (1990) para los AG detectados en las rizodeposiciones 

de maní. Barras negras: Tratamientos sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Tratamientos 

con Cloruro de Sodio 50 mM. Los inóculos se graficaron en el siguiente orden: 1 y 2: Sin 

Inocular. 3 y 4: A. brasilense Cd. 5 y 6: B. sp. C145. 7 y 8: B. sp. C145 + A. brasilense Cd. 

9 y 10: O. TAL1000. 11 y 12: O. TAL1000 + A. brasilense Cd. 
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V.3.b. Estudio de la composición de moléculas señales (auxinas, triptófano y 

flavonoides) en rizodeposiciones de maní 

 

 En las diversas rizodeposiciones detalladas anteriormente, se analizaron moléculas 

vegetales implicadas en procesos de interacción y comunicación con los microorganismos 

en la rizósfera. En la Tabla 2 presentada en el Anexo IX.I, se muestran los resultados de 

los datos obtenidos por HPLC-MS, cuantificando los niveles de AIA, triptófano y 

flavonoides. Para un estudio detallado de las diversas moléculas, se han realizado un 

análisis por separado de cada tipo de molécula obteniendo diversas gráficas que se 

presentan a continuación. 

 

 

V.3.b.i. Estudio de ácido indol acético en rizodeposiciones de maní 

 

 En la Figura V.16 se muestran los niveles de la fitohormona AIA hallados en las 

rizodeposiciones de maní obtenidas en las diferentes condiciones de cultivo que se 

ensayaron en este trabajo.  

 En las rizodeposiciones libres de microorganismos, en condiciones control y salina 

(Figura V.16, tratamientos 1 y 2), no se cuantificó AIA mediante la técnica empleada. 

Cuando las rizodeposiciones se obtuvieron en presencia de microorganismos, la respuesta 

fue variable, destacando la cuantificación de esta hormona en todas las condiciones 

salinas y en presencia de las bacterias en ensayos simples y de coinoculaciones (Figura 

V.16, tratamientos 4, 6, 8, 10 y 12), en especial se destacó la cuantificación en presencia 

de O. TAL1000 inoculada de forma individual, con y sin salinidad, destacándose el 

incremento del nivel de la auxina provocado por dicho factor estresante.  

 Con los tratamientos 7 (coinoculación entre B. sp. C145 + A. brasilense Cd libre de 

sal) y 11 (coinoculación entre O. TAL1000 + A. brasilense Cd libre de sal) no se detectó la 

auxina.  
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Figura V.16. Niveles de AIA hallados en rizodeposiciones de maní de siete días de 

crecimiento creciendo en solución nutritiva liquida. Los niveles detectados por HPLC-MS se 

cuantificaron y se expresan en ng/gr de raíz seca. Barras negras: Tratamientos sin 

Cloruro de Sodio. Barras rojas: Tratamientos con Cloruro de Sodio 50 mM. Los inóculos 

se graficaron en el siguiente orden: 1 y 2: Sin Inocular. 3 y 4: A. brasilense Cd. 5 y 6: B. 

sp. C145. 7 y 8: B. sp. C145 + A. brasilense Cd. 9 y 10: O. TAL1000. 11 y 12: O. TAL1000 

+ A. brasilense Cd. 

 

 

V.3.b.ii. Estudio de triptófano en rizodeposiciones de maní 

 

 En la Figura V.17 se graficaron los niveles del aminoácido triptófano, precursor para 

la síntesis de AIA, hallados en las rizodeposiciones de maní obtenidas en las diferentes 

condiciones de cultivo ensayadas. 

 Los valores registrados en la Figura V.17 muestran que, al igual que para AIA, en 

condiciones libres de microorganismos (control y salina), no se detectaron niveles de 

triptófano (Figura V.17, tratamientos 1 y 2). En oposición a esto, en presencia de la PGPR 

A. brasilense Cd y de los rizobios C145 y TAL1000, siempre se pudo cuantificar este 

aminoácido, a excepción de la inoculación de TAL1000 en la condición 50 mM de NaCl 
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(Figura V.17, tratamiento 10). Es posible que esta ausencia de triptófano se deba a que se 

ha transformado en AIA (comparar niveles de ambas moléculas en las Figuras V.17 y V.16, 

para el tratamiento 10). 

 También en coincidencia con los datos de la Figura V.16, los tratamientos salinos 

mostraron altos niveles del aminoácido a excepción de las inoculaciones con TAL1000 

(Figura V.17, tratamientos 9 al 12), donde en el caso del ensayo de coinoculación en 

salinidad disminuyó un 50% en comparación con el tratamiento coinoculado libre de estrés 

salino (Figura V.17, tratamientos 12 y 11 respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.17. Niveles de Trp hallados en rizodeposiciones de maní de siete días de 

crecimiento creciendo en solución nutritiva liquida. Los niveles detectados por HPLC-MS se 

cuantificaron y se expresan en ng/gr de raíz seca. Barras negras: Tratamientos sin 

Cloruro de Sodio. Barras rojas: Tratamientos con Cloruro de Sodio 50 mM. Los inóculos 

se graficaron en el siguiente orden: 1 y 2: Sin Inocular. 3 y 4: A. brasilense Cd. 5 y 6: B. 

sp. C145. 7 y 8: B. sp. C145 + A. brasilense Cd. 9 y 10: O. TAL1000. 11 y 12: O. TAL1000 

+ A. brasilense Cd. 
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V.3.b.iii. Estudio de flavonoides en rizodeposiciones de maní 

 

Las diferentes muestras de rizodeposiciones obtenidas, fueron utilizadas para 

analizar la producción de diferentes flavonoides, de gran importancia en los procesos 

simbióticos de las leguminosas. 

 Los resultados de los niveles de los seis flavonoides detectados por cromatografía 

liquida de alta resolución se graficaron en la Figura V.18: 

 

 

 

Figura V.18. Detección y cuantificación de distintos flavonoides en rizodeposiciones de 

maní detectados por HPLC-MS. Los valores se expresan en ng/gr de raíz seca. 

Tratamientos sin Cloruro de Sodio 1, 3, 5, 7, 9, 11. Tratamientos con Cloruro de Sodio 50 

mM: 2, 4, 6, 8, 10, 12. Los inóculos se graficaron en el siguiente orden: 1 y 2: Sin Inocular. 

3 y 4: A. brasilense Cd. 5 y 6: B. sp. C145. 7 y 8: B. sp. C145 + A. brasilense Cd. 9 y 10: 

O. TAL1000. 11 y 12: O. TAL1000 + A. brasilense Cd. 
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 En ausencia de inóculos, los niveles de los diferentes flavonoides variaron 

respondiendo a la condición salina. En condición control los niveles de cada uno de ellos 

fueron desiguales siendo muy superior el nivel de genisteína, alrededor de 300 ng/gr raíz 

seca (RS), mientras que naringina le siguió con 124 ng/gr RS, en tercer lugar estuvieron 

naringenina y apigenina con niveles cercanos a los 45 ng/gr RS, y por último se detectó un 

bajo nivel de crisina, siendo de 12 ng/gr RS. Morina no fue detectado. Frente a los 

microorganismos, se detectaron principalmente genisteína, naringenina y naringina. 

 Apigenina, crisina, genisteína y morina no se detectaron en salinidad, sin inóculos. 

En esta condición, los únicos flavonoides detectados fueron naringina y naringenina, 

ambos mostrando menores niveles que en exudados control, y naringina fue mayor a 

naringenina, superándola en más del 50%.  En presencia de inóculos, las raíces 

respondieron al estrés ambiental mediante la exudación de genisteína, naringina, 

naringenina y apigenina.  

 Morina no tuvo un rol importante en los exudados de maní en presencia o ausencia 

de inóculos, ni tampoco en respuesta al estrés salino.  

 

 

V.3.b.iii.a) Tratamientos sin inocular, control y con salinidad 

 

 En las rizodeposiciones de maní producidas en ausencia de inóculos bacterianos y 

en presencia de salinidad, se redujo el número de flavonoides presentes, ya que en 

condición control se detectaron 5 flavonoides diferentes, mientras que en salinidad solo 2 

(Figura V.19, tratamiento control: barras negras, y tratamiento 50 mM NaCl: barras rojas). 

Se destaca la presencia de naringenina en ambos ensayos y su forma conjugada 

naringina. 
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Figura V.18. Niveles de flavonoides detectados por HPLC-MS, identificados por 

comparación con testigos comerciales, hallados en las rizodeposiciones de maní. Barras 

negras: Control sin inocular y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: Control sin inocular, con 

Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 
V.3.b.iii.b) Tratamientos inoculados con A. brasilense Cd en condiciones control y 

con salinidad 

 

En presencia de A. brasilense Cd, en las rizodeposiciones de maní se obtuvieron 

niveles reducidos de todos los flavonoides detectados, todos ellos siendo menores que los 

niveles hallados en la condición control sin inocular. Morina estuvo ausente en los 

exudados de raíz sin inóculos (Figura V.18), pero en presencia de la PGPR se pudo 

detectar aunque en un nivel muy bajo (Figura V.19). Los mayoritarios para la inoculación 

con esta cepa fueron naringenina y naringina, que mostraron niveles muy similares.  

En salinidad, y en presencia de A. brasilense Cd (Figura V.19, barras rojas) se 

detectaron 6 flavonoides, y todos en niveles superiores a los tratamientos en ausencia de 

inóculos (ver: Figura V.18), así como al tratamiento inoculado con A. brasilense Cd sin el 

factor estresante (Figura V.19, barras negras). Los mayores niveles, que se encontraron 

alrededor de 80 a 100 ng/gr de raíz seca (RS), se registraron para genisteína, naringenina 
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y naringina, apigenina mostró valores intermedios, hallándose alrededor de 40 ng/gr de 

raíz seca. Se vio un incremento importante de genisteína por salinidad, ya que en ausencia 

de este factor no se detectó y en presencia del mismo, su nivel ascendió a 100 ng/gr RS. 

También se incrementaron de manera significativa  naringenina y naringina. 

 

 
 

Figura V.19. Niveles de flavonoides detectados por HPLC-MS, identificados por 

comparación con testigos comerciales, hallados en las rizodeposiciones de maní. Barras 

negras: Inoculado con Azospirillum brasilense Cd y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: 

Inoculado con Azospirillum brasilense Cd y con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.b.iii.c) Tratamientos inoculados con B. sp. C145 en condiciones control y con 

salinidad 

 

En los ensayos realizados en presencia de B. sp. C145, se detectaron 6 diferentes 

flavonoides en los exudados radicales de maní, todos en menor cantidad que los 

tratamientos sin inocular (comparar Figuras V.18 y V.20). Por la inoculación con este 

rizobio disminuyeron los niveles de apigenina, naringenina y naringina; y genisteína 

también se redujo aun siendo el flavonoide mayoritario (comparar Figuras V.18 y V.20).  
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Al analizar el efecto de la sal en los exudados en presencia de B. sp. C145, no se 

observaron cambios importantes en los flavonoides encontrados, excepto una disminución 

en el nivel de genisteína. Pero al comparar la condición salina sin inóculo (Figura V.18, 

barras rojas) con la inoculada con la presente cepa (Figura V.20, barras rojas), se 

observaron importantes diferencias en número y cantidad de flavonoides, ya que en 

ausencia de inóculo sólo se hallaron niveles bajos de naringenina y naringina, mientras que 

en presencia del rizobio se vieron 6 flavonoides en cantidades que llegaron a los 40 ng/gr 

de raíz seca. Genisteína fue el flavonoide dominante, seguido por naringina.  

 

 
 
Figura V.20. Niveles de flavonoides detectados por HPLC-MS, identificados por 

comparación con testigos comerciales, hallados en las rizodeposiciones de maní. Barras 

negras: Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: 

Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 y con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.b.iii.d) Tratamientos inoculados con B. sp. C145 + A. brasilense Cd en 

condiciones control y con salinidad 

 

 En la coinoculación entre el rizobio B. sp. C145 y la PGPR empleada, en salinidad 

(Figura V.21, barras rojas), respecto a la coinoculación en condición control (Figura V.21, 
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barras negras) se evidenció un leve incremento de los niveles de apigenina y crisina, con 

un importante incremento de naringina.  

 Respecto a la inoculación simple, con el rizobio sin la PGPR, en condición control 

sin sal, hubo descensos en crisina y genisteína (comparar figuras V.20 y V.21, barras 

negras), mientras que en salinidad, (comparar figuras V.20 y V.21, barras rojas), fue 

notable el incremento de naringina a causa de la coinoculación, mientras que el resto de 

los flavonoides mantuvieron aproximadamente iguales sus niveles.  

 

 

 
Figura V.21. Niveles de flavonoides detectados por HPLC-MS, identificados por 

comparación con testigos comerciales, hallados en las rizodeposiciones de maní. Barras 

negras: Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 + Azospirillum brasilense Cd y sin Cloruro 

de Sodio. Barras rojas: Inoculado con Bradyrhizobium sp. C145 + Azospirillum brasilense 

Cd y con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.b.iii.e) Tratamientos inoculados con O. TAL1000 en condiciones control y con 

salinidad 

 

 En presencia del segundo rizobio empleado, O. TAL1000, se obtuvieron 6 

flavonoides en niveles menores que el control sin inocular (comparar barras negras de las 
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Figuras V.18 y V.22), siendo los valores más altos los correspondientes a naringina, 

genisteína y crisina. 

 Con este rizobio y en salinidad, se observó una reducción significativa de 

genisteína, quien no se detectó en este tratamiento pero si había sido hallado en ausencia 

de sal. Además, se observó un aumento de naringina en respuesta al factor estresante 

aplicado. 

 

 

Figura V.22. Niveles de flavonoides detectados por HPLC-MS, identificados por 

comparación con testigos comerciales, hallados en las rizodeposiciones de maní. Barras 

negras: Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 y sin Cloruro de Sodio. Barras rojas: 

Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 y con Cloruro de Sodio 50 mM. 

 

 

V.3.b.iii.f) Tratamientos inoculados con O. TAL1000 + A. brasilense Cd en 

condiciones control y con salinidad 

 

 Al analizar la coinoculación en salinidad del rizobio TAL1000 con A. brasilense Cd 

(Figura V.23, barras rojas) respecto al control sin sal (Figura V.23, barras negras), se 

evidenció un descenso en los niveles de apigenina, mientras que debido a este factor 

ambiental se incrementaron crisina, genisteína y naringina.  
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 Por efecto de la coinoculación, al comparar los gráficos en barras rojas de las 

Figuras V.22 y V.23, se observó una reducción leve de apigenina e incrementos en los 

niveles de genisteína, que en la inoculación simple no se había detectado, y de naringina, 

cuyo nivel fue elevado en ambos tratamientos, pero lo hizo considerablemente por la 

inoculación doble. 

 Al comparar, en condiciones control sin salinidad, esta coinoculación frente a la 

inoculación con el rizobio solo, se observó que por la coinoculación, dos de los flavonoides 

que habían sido mayoritarios en la inoculación sencilla, crisina y genisteína, 

desaparecieron. En oposición, apigenina aumentó su nivel. En salinidad, y respondiendo a 

la coinoculación, apareció genisteína, que en presencia del rizobio solo no se había 

detectado, y se incrementó de manera importante el nivel de naringina.  

 

 

Figura V.23. Niveles de flavonoides detectados por HPLC-MS, identificados por 

comparación con testigos comerciales, hallados en las rizodeposiciones de maní. Barras 

negras: Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 + Azospirillum brasilense Cd y sin Cloruro 

de Sodio. Barras rojas: Inoculado con Ochrobactrum TAL1000 + Azospirillum brasilense 

Cd y con Cloruro de Sodio 50 mM. 
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VI. DISCUSION 
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VI.1. Estudio Preliminar 

 

 En este trabajo nos enfocamos a contribuir al conocimiento de la dinámica de la 

rizósfera de maní, abordando un nuevo estudio de la triple interacción suelo planta 

microorganismos, definida por Lynch y Whipps como trilogía del suelo (Lynch y Whipps, 

1990):  

 

 

Figura VI.1. Esquema de los elementos que integran el ecosistema rizosférico, 

representando su interconexión, propuesta por Lynch y Whipps, y denominada trilogía del 

suelo (Lynch y Whipps, 1990). 

 

 En función de conocer íntegramente la rizósfera de maní, comenzamos este trabajo 

con el estudio de un aspecto particular de la interacción: el diálogo molecular que tiene 

lugar entre los participantes, en diversas condiciones medioambientales. En primer lugar 

se demostró que la salinidad ejerció un efecto perjudicial sobre el crecimiento de las 

plantas de maní, y la manera en que este efecto se revirtió con la inoculación de las 

mismas con rizobacterias beneficiosas. Nuestro segundo objetivo en este trabajo fue 

describir la composición química de las rizodeposiciones de maní, con el fin de dilucidar 

aspectos de la interacción molecular que ocurre entre la raíz de esta leguminosa y los 

diferentes agentes que conviven con ella en la rizósfera, con el fin de incrementar el 

conocimiento en esta área especifica, el cual en la actualidad es escaso e incompleto. Para 

ello se comenzaron a caracterizar los componentes exudados por la raíz en su interacción 

con microorganismos beneficiosos así como en presencia de un factor negativo que 

perjudica a los suelos cultivables y no cultivables, como es la salinidad. Muchas 



 

 

96 María Verónica Fumero      

investigaciones en la actualidad apoyan la idea de que las distintas clases de exudados de 

la raíz pueden regular las comunidades microbianas de la rizósfera basándose en el hecho 

de que gran variedad de microorganismos habitan en el suelo, pero solo unos pocos 

pueden desarrollar interacciones compatibles con plantas específicas. Es necesario, 

entonces, realizar esta exploración para comprender la biología de la exudación radical, ya 

que este proceso activo llevado a cabo por la raíz, puede contribuir a desarrollar nuevas 

estrategias para mejorar la salud de las plantas, así como el aislamiento de novedosos 

compuestos con actividades biológicas. 

 

 

VI.2. El cultivo de maní 

 

 El cultivo de esta leguminosa ha cobrado gran relevancia en los últimos años en 

Argentina, por representar una de las economías regionales más importantes que se 

desarrollan en la actualidad, y cuya producción e industrialización se lleva a cabo en 

nuestra provincia. Las exportaciones de productos derivados del complejo manisero 

aumentan año a año, ya que la demanda internacional crece respondiendo a la excelente 

calidad fitosanitaria de la semilla, y de los productos que se generan (Cámara Argentina 

del Maní). 

 En nuestro país, así como en el mundo entero, el área de siembra de este cultivo se 

está expandiendo anualmente, principalmente debido al interés de los productores por la 

suba de los precios internacionales del producto. Muchas de las nuevas áreas cultivadas 

se caracterizan por ser áridas y semiáridas (Cámara Argentina del Maní), lo cual 

representa una dificultad ya que la productividad del maní está influenciada por la 

fluctuación en las precipitaciones (Reddy y col., 2003). En nuestro país las precipitaciones 

son fluctuantes en la época de crecimiento del maní, y esto afecta a su rendimiento 

(Pietrarelli, 1980). 

 En nuestra investigación pudimos demostrar el efecto perjudicial del estrés salino 

causado por una concentración de NaCl de 50 mM aplicada al medio de crecimiento del 

maní in vitro, en concordancia con previos ensayos realizados en nuestro laboratorio 

(Albornoz, 2009; Dardanelli y col., 2009). Los tres parámetros de crecimiento medidos a los 

siete días de desarrollo del maní, resultaron afectados negativamente por la salinidad. 

 La salinidad causó una considerable reducción en el peso seco de la raíz y del tallo 

de las plantas de maní. Las inoculaciones tanto simples como dobles generaron 
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importantes aumentos en dichos pesos, siendo más marcados los efectos de las 

coinoculaciones con la PGPR. El efecto de las inoculaciones fue significativo aun en 

presencia de salinidad, aunque, con excepción de la coinoculación entre O. TAL1000 y A. 

brasilense Cd, los pesos alcanzados fueron menores que en condición control, 

demostrando así el efecto negativo de la salinidad sobre la planta de maní. Chung y col., 

(1997) informaron que la planta de maní creciendo con déficit hídrico muestra morfología 

de las hojas y tallos afectada, presentando hojas notablemente más pequeñas. En el 

mismo sentido, Bell y col. (1993) demostraron que el déficit de agua y la salinidad reducen 

la longitud de los espacios internodales en maní. Ambos efectos podrían contribuir a la 

reducción del peso seco del tallo obtenido en nuestro ensayo. 

 La reducción del agua disponible o "sequía fisiológica" debida a la salinidad, genera 

en las plantas que crecen en suelos salinos un ajuste de su potencial osmótico para 

mantener la absorción de agua y turgencia de los tejidos, para lo que absorben y acumulan 

solutos, o los sintetizan. Esto produce una reducción del crecimiento, aunque la turgencia 

sea mantenida, ya que este proceso es de alto costo en términos energéticos para la 

planta, debido a que la energía disponible no se utiliza para “crecer” sino para mantener la 

homeostasis hídrica (Turner y Jones, 1980). Este “re-direccionamiento” de las fuentes de 

energía de la planta, también podría estar contribuyendo a la reducción del peso seco de la 

planta observada en nuestra investigación. 

 El crecimiento de la raíz respecto de la parte aérea, definido como IRPA, se 

considera como un aspecto morfológico relacionado con el rendimiento o eficiencia de la 

planta, y al estar vinculado al equilibrio en el crecimiento de la misma, cualquier 

modificación en él refleja un cambio en las proporciones de crecimiento de ambos órganos 

vegetales. Si una condición ambiental produce una mayor variación en el crecimiento de un 

órgano en relación al otro, esto se reflejará en dicho índice. Wignarajah (1990) observó, 

para la leguminosa Phaseolus vulgaris, que la sal inhibió más el crecimiento de la PA que 

de la raíz, relacionando este hecho con la hipótesis del “equilibrio funcional de Munns” 

(Munns, 1993) según la cual “la inhibición de la actividad fisiológica de las hojas y el 

incremento de los requerimientos de la raíz para buscar agua y elementos minerales, 

necesarios para la planta, daría lugar a un desplazamiento de los nutrientes de la planta 

hacia la raíz”. En este mismo sentido, Ocaña y col., (1998), establecieron en un estudio 

realizado con diez genotipos de la leguminosa Vicia faba, que una elevada relación IRPA 

puede estar relacionada con un bajo suministro de nutrientes. 
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 En nuestro estudio, los índices no se modificaron notablemente debido a la 

salinidad, lo que atribuimos a una posible reducción coordinada en los pesos de raíces y 

tallos. Sin embargo, si se vieron importantes incrementos en los índices debido a los 

inóculos colocados en los sistemas de crecimiento. Al elevarse los IRPA notablemente 

respecto a los controles sin inocular, podemos pensar que hubo mayores incrementos en 

los pesos secos de las raíces que de los tallos, lo cual reflejaría el efecto positivo de las 

rizobacterias aplicadas sobre este órgano de la planta en etapas tempranas del 

crecimiento. 

 

 

VI.3. Rizodeposiciones de maní 

 

VI.3.a. Limitaciones metodológicas 

 

 La bibliografía consultada acerca del tema en cuestión, indica que los estudios 

experimentales del proceso de liberación de sustancias orgánicas desde las raíces 

comenzaron a principios de 1900, pero a pesar de ello, en la práctica, la investigación de 

los exudados radicales aún tiene dificultades técnicas tales como la unión de las moléculas 

a componentes de los soportes de crecimiento, la asimilación y mineralización de los 

compuestos exudados por los microorganismos si están presentes, la dificultad para 

separar los compuestos de origen radical de los de origen microbiano (Grayston y col., 

1996), entre otras. En particular por la última causa mencionada, a través de los años, la 

mayoría de los estudios se han desarrollado en sistemas sólidos, como arena, o bien 

líquidos, pero siempre excluyendo a los microorganismos.  

 En la actualidad no existe el método ideal para las mediciones de composición de 

rizodeposiciones, no obstante la mayoría de los estudios se realizan en cultivos líquidos ya 

que facilitan la recolección y el análisis de los componentes. La mayor crítica a estos 

sistemas es que las raíces creciendo bajo estas condiciones pueden ser morfológica y 

fisiológicamente muy diferentes de aquellas creciendo en el suelo, porque la aireación, el 

estatus microbiano y nutricional de los cultivos hidropónicos son muy diferentes de los 

encontrados en un ambiente típico de suelo (Jones y Darrah, 1995).  

 Otra limitación importante a considerar al momento de analizar los exudados de raíz 

es que las técnicas de análisis que se conocen actualmente no permiten distinguir entre la 

verdadera exudación de las raíces de los productos de ruptura de las células, los 
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metabolitos provenientes de microorganismos presentes en sistemas no axénicos, y de las 

moléculas presentes en el sustrato de crecimiento (Grayston y col., 1996).  

 Teniendo en cuenta las restricciones mencionadas, nuestro estudio fue llevado a 

cabo en un medio de crecimiento hidropónico, pretendiendo reducir el aporte de exudados 

por daños celulares y lisis; y se previó la realización de los controles adecuados para poder 

revelar las diferencias ocasionadas por la aplicación de los inóculos. Los sistemas de 

crecimiento hidropónicos son ampliamente usados para estudiar la dinámica de las 

rizodeposiciones, obteniendo resultados satisfactorios a fines de investigación básica y 

descriptiva (Jaeger y col., 1999). En nuestros ensayos, esta metodología permitió reflejar 

los cambios en los patrones de exudación de diferentes moléculas en respuesta a los 

estímulos aplicados.  

 

 

VI. 3. b. Valor de acidez (pH) de las rizodeposiciones 

 

 La solución de Hoagland, medio de crecimiento para las plantas de maní, presenta 

un pH de 7. Al cabo de los siete días de crecimiento, el pH resultó modificado como se 

mostró en la Tabla V.2 de la sección Resultados.  

 Los pH cercanos a la neutralidad favorecen el desarrollo de los microorganismos, la 

infección por parte de los rizobios, la formación de los nódulos y la actividad de fijación de 

nitrógeno, así como la liberación de inductores de factores Nod (Hungría y Vargas, 2000). 

Los incrementos en el pH podrían deberse al efecto del AIA y otras sustancias producidas 

por los microorganismos sobre los intercambios iónicos en la superficie de la raíz (Bashan, 

1991; Spaepen y col., 2007; Dobbelaere y Okon, 2007). Un efecto similar ocurrió en 

sistemas hidropónicos con raíces de poroto las cuales, al cabo de 14 días fueron 

modificando sus valores de pH, y evidenciaron modificaciones en la producción de diversas 

moléculas inductoras (Dardanelli y col., 2008-a). 

 

 

VI.3.c. Análisis de la presencia de ácidos grasos en rizodeposiciones de maní 

 

 Los ácidos grasos (AG) son una importante reserva de energía celular, y también 

tienen roles estructurales, ya que constituyen lípidos complejos como los fosfolípidos, que 

son componentes esenciales de las membranas celulares. Actualmente se han implicado 
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en procesos de señalización y modulación de procesos fisiológicos normales y 

relacionados con enfermedades, en microbios, insectos, animales y plantas (Kachroo y 

Kachroo, 2009). En plantas, los AG modulan una variedad de respuestas a estreses 

abióticos, como por ejemplo, los niveles de AG poliinsaturados en membranas de 

cloroplasto afectan la fluidez de sus lípidos y determinan la capacidad de las plantas de 

aclimatarse a ambientes que presentan temperaturas estresantes (Iba, 2002; Routaboul, y 

col., 2000); en otros trabajos se vio que los AG regulan la tolerancia a sal, sequía y metales 

pesados (Tumlinson y Engelberth, 2008; Upchurch, 2008). 

 

 

VII.3.c.i. Composición de lípidos en rizodeposiciones de maní 

 

 Los lípidos del suelo se originan a partir de residuos vegetales y microbianos, en los 

productos de su descomposición y en los exudados radicales, y su variación cualitativa y 

cuantitativa depende del tipo de vegetación y del pH (Jambu y col., 1985). El interés hacia 

los lípidos del suelo responde al hecho de que algunos compuestos son fisiológicamente 

activos (Patrik, 1971; Whittaker y Feeny, 1971), otros tienen la facultad de alterar 

propiedades físicas del suelo como la estabilidad de los agregados y su grado de 

humedecimiento (De Bano, 1971; Giovannini y col., 1983; Guidi y col., 1983; Silva y col., 

1985), y tienen efectos sobre la descomposición de la materia orgánica y en consecuencia 

en la liberación de los nutrientes necesarios en el desarrollo vegetal (Panno y col., 1986). 

Estas macromoléculas se consideran, por su alto peso molecular, como compuestos 

provenientes de la lisis celular o de procesos de rizodeposición metabólicamente activa 

(Hale y col., 1978). 

 En concordancia con lo hallado en nuestra experiencia, AG como los 16:0, 18:1 y 

18:0 fueron hallados en rizodeposiciones de varias especias vegetales (Bolton y col., 

1992). En exudados de la leguminosa Lupinus fue hallado en grandes cantidades el AG 

16:0 (Lucas García y col., 2001), lo cual también está en concordancia con nuestros 

resultados, ya que para nosotros 16:0 fue uno de los AG mayoritarios. 

 En un estudio realizado para dilucidar la composición lipídica de fracciones de 

suelo, se encontró que los AG mayoritarios tanto por número como por cantidad fueron los 

de número par de carbonos (89-95%) y que en casi la totalidad de los suelos estudiados, 

los AG 16:0 y 18:0 constituyeron la fracción de mayor relevancia, representando su suma 

más del 50% de los AG encontrados (Panno y col., 1986). Los AG de 20 a 24 C 
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representaron del 11 al 24%, habiendo a su vez, una preponderancia de los AG 20:0, 22:0 

y 24:0. Nuestros resultados de AG presentes en rizodeposiciones de maní, están de 

acuerdo con la prevalencia de AG de número par de carbonos, en especial 16:0, 18:0 y 

24:0. 

 En el estudio mencionado anteriormente, también se evidenció que la composición 

acídica resultó influenciada por modificaciones en el pH, afectando la relación 

insaturados/saturados, la que aumentó notablemente al aumentar el pH (Panno y col., 

1986). En nuestro estudio, no analizamos variaciones de pH para un mismo tratamiento, 

pero análisis de este tipo se podrían incluir en futuras investigaciones.  

 

 

VI.3.c.ii. Modificaciones de la membrana celular en respuesta al estrés abiótico y a la 

interacción con microorganismos: relación con el proceso de exudación radical 

 

 Para nuestro conocimiento actual, no hay suficientes antecedentes relativos al rol 

fisiológico que puedan tener los AG en las rizodeposiciones, pero se debe tener presente 

que son componentes celulares cuyo contenido y composición están considerablemente 

ligados a variaciones en las condiciones ambientales, ya que son elementos estructurales 

de las membranas celulares. 

 Las envolturas celulares son las primeras barreras que protegen a las células 

contra diferentes estreses ambientales, es por ello que es importante conocer sus 

características, ya que los cambios en su composición pueden representar mecanismos 

adaptativos para compensar el estrés producido por condiciones perjudiciales como la 

salinidad y la temperatura (Correa y col., 1999). Los principales fosfolípidos estructurales 

en membranas vegetales poseen AG con cadenas de 6 a 18 carbonos (Zieger y Taiz, 

2006). En los tejidos no fotosintéticos, los lípidos estructurales son los glicerofosfolípidos, 

cuyos AG más comunes son los saturados de 12, 14, 16, 18 C, y un alto porcentaje de los 

insaturados 18:1, 18:2 y 18:3, con los dobles enlaces por lo general en posición cis, para 

prevenir el empaquetamiento de las cadenas y favorecer la fluidez. Puede haber ácidos 

grasos con cadenas de hasta 24 átomos de carbono (Zieger y Taiz, 2006). 

 Una estrategia general encontrada en las células de los organismos para tolerar las 

variaciones ambientales es la modificación de sus membranas, provocando alteraciones en 

la fluidez y en el estado de la fase de la bicapa lipídica con el fin de mantener sus 

propiedades biofísicas en valores óptimos para las funciones vitales (Los y Murata, 2004). 
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Es conocido que alteraciones en las condiciones del entorno de crecimiento de los 

organismos, inducen cambios en la composición de los AG de los lípidos de las 

membranas para permitir la continuación de las funciones vitales de la misma (Sajbidor, 

1997). 

 La estabilidad de las membranas celulares es importante durante periodos de 

estrés ambiental, ya que la excesiva fluidez de las membranas se correlaciona con pérdida 

de sus funciones fisiológicas. La salinidad es un factor ambiental que, al igual que la 

temperatura, induce modificaciones en los AG de las membranas de los organismos 

(Sajbidor, 1997). 

 La figura siguiente muestra los cambios en la estructura de la membrana y en el 

comportamiento de la bicapa lipídica bajo condiciones de estrés por temperatura y 

salinidad:  

 

 

Figura VI.2. Representación esquemática de los cambios en la estructura de las 

membranas y las características de las bicapas lipídicas sometidas a estrés por alta y baja 

temperaturas y concentración de solutos. Las bajas temperaturas al igual que la 

hiperosmolaridad del medio, causan rigidificación de las membranas, mientras que las 

altas temperaturas y la hipoosmolaridad causan fluidificación de las mismas. Los 

microorganismos responden a estas modificaciones mediante estrategias que les permiten 

mantener la homeostasis celular (Los y Murata, 2004). 
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 Varios tipos de estreses ambientales como estrés térmico y estrés osmótico, 

causan alteraciones en las propiedades físicas de los lípidos de membranas de las células 

vivas. Modificaciones químicas y genéticas de las propiedades físicas de los lípidos de 

membranas pueden tener efectos sobre la expresión de genes involucrados en la 

aclimatación de las células a estas condiciones desfavorables (Vigh y col., 1993; Horvath y 

col., 1998). 

 El conocimiento de cómo afecta el déficit hídrico a la exudación radical es limitado. 

La dinámica de este proceso durante diferentes condiciones ambientales es poco 

conocida, aun cuando existen investigaciones acerca de muchos factores que influencian 

el proceso de exudación. En numerosos trabajos, se demostró que el estrés por déficit de 

agua, incrementa la exudación de compuestos orgánicos en respuesta a cambios en el 

metabolismo, aumento en la autolisis celular, incremento en la permeabilidad de la 

membrana. 

 En el estudio realizado por Bolton y col. (1992), mencionado en la sección VI.3.c.i., 

con rizodeposiciones de Brassica napus obtenidas en condiciones control y salina, los AG 

exudados fueron: 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2 y 18:3 (los últimos dos mencionados en 

nuestro estudio no se detectaron), 20:0, 22:0, y 24:0. Al igual que en nuestra investigación, 

los índices de insaturación no se modificaron significativamente por la salinidad, pero en 

oposición con nuestros resultados, estos autores obtuvieron aumentos significativos de 

18:1 por este factor.  

 En nuestra investigación, en presencia de salinidad y sin inóculos, se observaron 

cambios principalmente en los AG insaturados 18:1 y 20:3, pero a diferencia de lo sucedido 

en los trabajos citados, nuestros resultados reflejaron la disminución de 18:1 en las 

rizodeposiciones obtenidas en presencia de salinidad y para el tri-insaturado 20:3, se 

vieron incrementos por dicho estrés. Este resultado puede estar relacionado a una 

respuesta frente al estrés salino ya que ha sido reportado que los ácidos grasos tri-

insaturados desempeñan roles en las respuestas frente a estreses abióticos (Matsuda e 

Iba, 2005). En un trabajo en el que se analizó el efecto del estrés hídrico, realizado por 

Fries y col., (1985), los AG hallados en exudados de diferentes especies vegetales fueron 

principalmente insaturados y estuvieron en concordancia con los encontrados por 

Svenningsson y col. (1990), quienes establecen que un patrón de recambio de lípidos de 

membrana durante situaciones de estrés podría explicar al menos en principio, el 

incremento en la exudación de estas moléculas (Svenningsson y col., 1990). 
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 En un estudio realizado por Svenningsson y Liljenberg (1986), se demostró que 

todos los AG de membrana de células radicales se redujeron en respuesta al estrés 

hídrico, pudiendo indicar una reducción en el área total de los sistemas de membranas de 

las células vegetales. Estos cambios en el metabolismo o en la permeabilidad de la 

membrana durante periodos de estrés por déficit de agua, así como daños por lisis sobre 

células de la raíz, pueden generar alteraciones en los patrones de exudación radical 

(Svenningsson y col., 1990).  

 Nuestros resultados muestran que los AG saturados 16:0 y 18:0 mostraron 

incrementos por salinidad en ausencia de inóculos. No se encontraron resultados similares 

en la bibliografía con los cuales contrastar lo obtenido. 

 También es escaso lo que se conoce acerca del efecto de las inoculaciones sobre 

los patrones de rizodeposición de plantas. La liberación de AG desde las membranas 

afecta su fluidez y parece mediar la tolerancia de la planta a estrés abiótico y biótico 

(Upchurch, 2008). El AG 18:1 es uno de los más abundantes en membranas vegetales y 

su acumulación en raíz colonizada con Bradyrhizobium podría estar involucrada en la 

modificación de la fluidez necesaria para el ingreso de esta bacteria a la célula vegetal 

(Brechenmacher y col., 2010). Brechenmacher y col. (2010), analizando las 

rizodeposiciones de soja (Glycine max) en respuesta a la inoculación con Bradyrhizobium, 

obtuvieron seis AG que modificaron sus patrones significativamente: tres de ellos, 12:0, 

14:0 y 18:3 en nuestro ensayo no se detectaron, pero los AG 18:1 y 24:0 en nuestro 

ensayo estuvieron presentes en las rizodeposiciones con porcentajes variables en 

respuesta a estrés salino y a la inoculación con rizobacterias. 

 

 

VI.3.c.iii. Rol potencial de los AG como moléculas señal en la defensa de la planta 

 

 En plantas, las vías metabólicas de los AG juegan importantes roles en la defensa 

contra patógenos. Tradicionalmente solo se asignaban roles pasivos a los AG en la 

defensa de la planta, como por ejemplo, ser precursores biosintéticos de los componentes 

de la cutícula o de la fitohormona ácido jasmónico (JA); sin embargo, recientemente se ha 

demostrado que estos compuestos y los productos de su descomposición, tienen roles 

importantes en la inducción de varios modos de defensa de la planta (Kachroo y Kachroo, 

2009). Principalmente los AG de 16 y 18 C participan en la modulación de las respuestas 

frente a estreses y estimulan la inmunidad sistémica en plantas. Se conoce por ejemplo, 



 

 

105 María Verónica Fumero      

que niveles incrementados de 18:0 inhibieron la colonización de semillas de soja por el 

patógeno del suelo Diaporthe phaseolorum (Xue y col., 2006). Por otro lado, el insaturado 

18:1 parece estar implicado en las respuestas de defensa de las plantas mediadas por 

ácido salicílico (SA) (Kachroo y col., 2004). Algunos AG de 16 C participan en la mediación 

de las respuestas a microbios (Xing y Chin, 2000). 

 

 

VI.3.c.iv. Otros posibles roles de los AG presentes en las rizodeposiciones. Análisis de la 

bibliografía consultada  

 

 Los AG son componentes estructurales de los factores Nod secretados por los 

rizobios en las primeras etapas de la interacción con la raíz para el establecimiento de la 

simbiosis fijadora de nitrógeno (Taurian y col., 2008). Los AG 18:1, 16:0, y 16:1, los cuales 

estuvieron presentes en las rizodeposiciones de maní obtenidas en presencia de inóculos 

rizobianos en nuestro ensayo, fueron identificados como sustituyentes en los esqueletos de 

los factores Nod de una cepa de Bradyrhizobium simbionte de soja (D´Haeze y Holsters, 

2002), pudiendo ser este su origen y no la rizodeposición radical, ya que la metodología 

empleada no permitió distinguir los AG según su procedencia. En otro trabajo, para una 

cepa perteneciente al género Rhizobium, los sustituyentes de los Factores Nod fueron los 

AG 16:1, 18:2, y 16:0 (Perret y col., 2000).  

 Estudios previos han demostrado que moléculas derivadas de AG de 18 C, tales 

como ácido jasmónico (JA) y metil-jasmonato (MeJA) al ser liberados al medio, tienen la 

capacidad de inducir la expresión de genes nod en Rhizobium leguminosarum y en 

Bradyrhizobium japonicum (Rosas y col., 1998; Mabood y col., 2006). Frente a estos 

resultados, y al observar que en nuestro estudio los AG de 18 C han sido mayoritarios en 

todos los tratamientos inoculados, podemos especular que la planta de maní podría estar 

liberándolos al medio para atraer a los rizobios simbiontes inoculados, no obstante habría 

que comprobar que dichas sustancias derivadas tienen los mismos tr que los AG patrones. 
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VII.3.d. Análisis de la presencia de Ácido Indol-Acético (AIA) y Triptófano (Trp) en 

rizodeposiciones de maní 

 

 En el presente trabajo, las inoculaciones simples y mixtas entre cepas de rizobios 

fijadores de nitrógeno y bacterias promotoras del crecimiento vegetal, beneficiaron a la 

planta de maní, generando incrementos en todos los parámetros de crecimiento de las 

mismas. Este efecto se puede atribuir a los mecanismos de promoción del crecimiento 

vegetal que poseen las rizobacterias aplicadas como inoculantes sobre las raíces.  

 En este trabajo, se investigó la presencia de la fitohormona AIA y de su precursor el 

aminoácido Trp, en las rizodeposiciones de maní, estando ambas presentes en las 

mismas. Al no haber sido detectados en las rizodeposiciones obtenidas en ausencia de 

inóculos, se puede suponer que los niveles de ambos compuestos detectados 

corresponden a la producción por parte de las rizobacterias. En concordancia con esto, 

Kamilova y col. (2006), proponen que las raíces de las plantas secretan cantidades tan 

bajas de auxinas que la concentración de estos reguladores es difícil de determinar en los 

exudados.  

 Además del bien conocido rol de los rizobios en la nutrición nitrogenada de las 

leguminosas, se conocen muchas cepas capaces de mejorar la nutrición vegetal mediante 

la producción de auxinas en cantidades variables (Antoun y col., 1998; Vargas y col., 

2009). Estos reguladores del crecimiento vegetal estimulan la división y elongación celular, 

y su producción por rizobacterias es uno de los más conocidos, y quizás el más efectivo 

mecanismo de promoción del crecimiento vegetal mostrado por ellas (Schlindwein y col., 

2008; Hafeez y col., 2004; Biswas y col., 2000). En el presente estudio, pudimos demostrar 

la capacidad de ambas cepas rizobianas de comportarse como PGPR, por ser productoras 

de la fitohormona AIA, así como de su precursor, el aminoácido Trp.  Ambos rizobios 

fueron productores del regulador de crecimiento vegetal en condición control como en 

salinidad, mostrando incrementos en los niveles del mismo por causa del estrés abiótico. 

Ambas cepas mejoraron notablemente el estatus nutricional de la planta de maní a los 7 

días de crecimiento, y esto se manifestó en el mayor crecimiento de la misma.  

 En cuanto al empleo de la PGPR, también los efectos causados por la inoculación 

con la cepa A. brasilense Cd sobre el crecimiento de la planta fueron destacables. Es 

conocido que la mejora en el estatus nutricional causada por PGPR pertenecientes a este 

género, se debe al incremento del área radical por aumentos en la velocidad de elongación 

radical, y mayor incorporación de N, fósforo, potasio y microelementos (Dobbelaere y 
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Okon, 2007). Además, las rizobacterias pertenecientes a este género son grandes 

productoras de AIA (Kapulnik y col., 1985; Okon y Kapulnik, 1986).  

 En base al conocimiento de los efectos benéficos de los rizobios y las PGPR sobre 

los cultivos, los estudios del empleo de inoculantes mixtos son promisorios (Berg, 2009). 

La inoculación con Azospirillum spp. promueve la proliferación y el establecimiento en la 

rizósfera de otros microorganismos favorables para los cultivos (Russo y col., 2005). 

Algunas cepas promueven la nodulación de las leguminosas y la fijación de nitrógeno por 

producción de compuestos como los flavonoides, o estimulando su producción en la planta 

huésped (Parmar y Dadarwal, 1999). Las inoculaciones duales con rizobios y Azospirillum 

generan mayor contenido total de nitrógeno y macro y micronutrientes, entre otros efectos, 

en comparación con las inoculaciones individuales (Burdman y col., 1996).  Estos 

resultados se ven confirmados en nuestro ensayo, en el cual el peso seco de las plantas se 

incrementó en porcentajes de 40-50% con las inoculaciones simples, mientras que los 

incrementos fueron de 60-80% con las coinoculaciones, tanto en condiciones control como 

frente a salinidad. Esta mejora en el crecimiento de las plantas debida a las inoculaciones, 

a pesar del estrés salino, podría estar asociada a la ventaja que tendrían las plantas 

inoculadas, en relación a la adquisición de agua y nutrientes, otorgada por un mayor 

crecimiento del área radical.  

 En relación a estos resultados, se conoce que en etapas de crecimiento tempranas, 

las auxinas sintetizadas por los microorganismos de las comunidades microbianas del 

suelo y la rizósfera, incrementan la velocidad de germinación de las semillas y estimulan el 

desarrollo de los tejidos radicales, mejorando la capacidad del sistema radical para proveer 

de nutrientes y agua que son tomados por los órganos de las plantas (Arkhipova y col., 

2007) y también las ayudan a tolerar estreses abióticos (Yang y col., 2009).  

 Muchas rizobacterias son capaces de convertir el Trp de los exudados radicales en 

AIA, resultando en una promoción del crecimiento de la planta (Frankenberger y Arshad, 

1995). Si bien este aminoácido no fue detectado en ausencia de microorganismos, hay 

evidencias de que las raíces de leguminosas son capaces de sintetizarlo y exudarlo en 

condiciones de crecimiento normales (Jaeger y col., 1999), y muchas rizobacterias son 

capaces de convertirlo en AIA, que luego podrá ser tomado por la planta resultando en una 

promoción del crecimiento. Estos autores demostraron, en un estudio empleando 

biosensores, que los mayores niveles de Trp se encuentran en las zonas de emergencia 

de los pelos radicales. Los autores especulan que, ya que el Trp es el precursor del AIA, su 

presencia en dichas zonas podría estar relacionada con el rol de este regulador en la 
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estimulación de la división celular que debe ocurrir durante la emergencia de los pelos 

radicales.  

 Estos autores brindan una explicación alternativa, proponiendo que este 

aminoácido estaría relacionado con la síntesis de compuestos de defensa de la planta 

contra microorganismos patógenos, ya que también se detectaron altos niveles de Trp en 

las primeras secciones donde los primordios de raíces laterales comenzaron a expandirse 

a través de la epidermis (Jaeger y col. 1999). Las aberturas de la epidermis podrían 

proveer vías para el ingreso de los patógenos, y esta disrupción del tejido estimularía la 

síntesis de moléculas de defensa vegetales, como los ácidos hidroxámicos cíclicos, que 

son sintetizados a partir de la vía biosintética del Trp (Frey y col., 1997), la que también 

está involucrada en la síntesis de compuestos fenólicos incluyendo el ácido clorogénico, 

que tiene efectos protectores contra patógenos fúngicos (Yao y col., 1995). 

 

 

VI.3.e. Análisis de la presencia de flavonoides en rizodeposiciones de maní 

 

 Los flavonoides son un conjunto diverso de compuestos polifenólicos producidos 

por las plantas como resultado del metabolismo secundario. Poseen un esqueleto básico 

de 15 carbonos pero se dividen en subclases dependiendo de su estructura química (Shaw 

y col., 2006). Después de su biosíntesis, los flavonoides son almacenados en vacuolas 

vegetales, en formas glicosiladas, es decir, conjugados con azúcares (Aoki y col., 2000). 

Pero, además de cumplir sus funciones en los tejidos vegetales, estas moléculas salen 

hacia la rizósfera activamente a través del proceso de exudación radical (Armero y col., 

2001). También se sabe que un considerable porcentaje de flavonoides son liberados 

hacia la rizósfera por ruptura de células periféricas (Hawes y col., 2003). 

 Se conocen más de 4000 flavonoides sintetizados por plantas vasculares, que son 

liberados a la rizósfera (Perret y col., 2000). Están involucrados en la comunicación planta-

planta y planta-microorganismos, participando como señales que se intercambian para 

establecer simbiosis o en la activación del sistema de defensa de la planta contra 

patógenos (Phillips y Kapulnik, 1995). Su función más familiar es la señalización en la 

iniciación de la simbiosis rizobio-leguminosas, pero también están implicados en otras 

interacciones como las simbiosis de micorrizas arbusculares con sus plantas huéspedes, 

agentes en la defensa de las plantas y participan en interacciones alelopáticas (Shaw y 

col., 2006). 
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 La presencia de microorganismos influencia la calidad y cantidad de flavonoides 

presentes en la rizósfera, a través de modificaciones de los patrones de rizodeposición, 

sumado al catabolismo microbiano (Shaw y col., 2006). 

 En la simbiosis rizobio-leguminosa debe ocurrir un diálogo molecular entre los dos 

participantes para coordinar los eventos tempranos de la interacción (Long, 1989). Las 

leguminosas liberan flavonoides continuamente al medio, pero sus concentraciones se 

incrementan significativamente en presencia de rizobios (Schmidt y col., 1993; Zuanazzi y 

col., 1998). Los flavonoides son liberados principalmente en la zona de emergencia de los 

pelos radicales, que son los sitios de infección de los rizobios (Zuanazzi y col., 1998). 

 Estos compuestos se acumulan en la rizósfera y constituyen las primeras señales y 

más importantes para el establecimiento exitoso de la relación entre rizobios y leguminosas 

(Dixon y Paiva, 1995), ya que actúan como inductores/inhibidores de los genes rizobianos 

relacionados con la nodulación (Cooper, 2004). 

 Nuestros sistemas mostraron la presencia de 6 flavonoides diferentes en las 

rizodeposiciones de maní: apigenina, genisteína, naringenina y su respectivo glucósido 

(biológicamente inactivo) naringina, morina y crisina. Los niveles hallados se detallaron en 

la sección V.3.b.iii del apartado Resultados. 

 

 

VI.3.e.i. Iniciación y mantenimiento de la asociación con rizobios fijadores de nitrógeno y 

con bacterias promotoras del crecimiento vegetal 

 

 Genisteína induce los genes nod en Bradyrhizobium japonicum (Kosslak y col., 

1987). En correspondencia con lo anterior, Gillette y Elkan, (1996) reportaron que este 

flavonoide estimuló la expresión de nodA en otra cepa del mismo género: Bradyrhizobium 

(Arachis) sp. cepa NC92. Este flavonoide fue encontrado en niveles significativos en 

rizodeposiciones de maní cultivar Tegua (Taurian y col., 2008), lo cual está en coincidencia 

con nuestros resultados para rizodeposiciones de maní cultivar PEPE. En nuestro estudio 

se reveló la presencia de los niveles mas altos de genisteína en las rizodeposiciones 

obtenidas en presencia de B. sp. C145, en ausencia y en presencia de salinidad, y en la 

inoculación simple así como en la coinoculación con la PGPR; sin embargo, no ocurrió lo 

mismo con el rizobio del género Ochrobactrum, para el cual genisteína no siempre fue 

detectado, y los niveles fueron bajos. En adición a lo antes mencionado, se puede pensar 
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que este flavonoide podría tener relevancia en la simbiosis entre leguminosas y rizobios del 

género Bradyrhizobium. 

 Naringenina es un potente inductor de los genes nod de Rhizobium leguminosarum 

bv. Viciae (Firmin y col., 1986; Begum y col., 2001). Su forma glicosilada, naringina, se 

incrementó en los exudados de soja luego de la inoculación con B. japonicum 

(Brechenmacher y col., 2010). En nuestro ensayo, en todos los tratamientos inoculados 

con ambas cepas de rizobios (ver tratamientos: 5, 6, 9 y 10, Tabla IX.2 del Anexo IX.I), en 

condiciones controles así como salinas, siempre los niveles de la forma glicosilada fue 

superior a la forma aglicona (este resultado no se vio con la PGPR, frente a la cual estos 

niveles fueron similares entre ambos flavonoides). Lo mismo sucedió cuando los inóculos 

fueron mixtos. Esto sugiere para estos flavonoides, roles en la interacción planta-rizobio, 

así como una participación de la forma glicosilada en la respuesta de la planta al estrés 

salino, ya que los niveles de esta forma siempre se incrementaron frente a este estrés.  

 Apigenina es inductor de genes nod en Sinorhizobium meliloti, S. medicae, R. 

leguminosarum y B. japonicum (Zuanazzi y col., 1998; Zhang y col., 2009). En nuestros 

sistemas, se incrementaron sus niveles respondiendo a la salinidad, cuando la raíz fue 

inoculada con la PGPR, señalando un posible rol de este flavonoide en la respuesta frente 

a este estrés cuando la planta crece con esta bacteria asociada, ya que en ausencia de 

inóculos la raíz no exudó este flavonoide en condición salina. 

 Crisina se encontró en exudados de maní cv. Tegua (Taurian y col., 2008). 

Nosotros también la pudimos detectar en los exudados de maní cv. PEPE creciendo en 

condición control, pero no en salinidad. Frente a las dos coinoculaciones ensayadas, los 

niveles de crisina se incrementaron de manera importante debido a la salinidad. No ocurrió 

lo mismo con las raíces creciendo en presencia de las inoculaciones individuales. Se pone 

de manifiesto en este caso, el efecto sinérgico de la coinoculación en contraste con la 

inoculación individual, y el efecto positivo sobre la estimulación de la respuesta de la planta 

frente a un estrés. 

 En concordancia con estudios realizados por Volpin y col. (1996) en alfalfa, 

Burdman y col. (1996) y Dardanelli y col. (2008-a) en porotos, la inoculación con 

Azospirillum afectó favorablemente la producción de más especies de flavonoides por parte 

de la leguminosa inoculada con diferentes cepas de Rhizobium. 

 Morina fue detectada en las rizodeposiciones obtenidas en presencia de todos los 

tratamientos con los inóculos. No se encontraron roles para este flavonoide en la 

interacción planta-microorganismo en la bibliografía consultada. 
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 Angelini y col. (2003) reportaron que crisina, apigenina, genisteína, naringenina y 

luteolina fueron capaces de estimular el promotor nodC en distintas cepas de rizobios de 

maní. 

 La inoculación de alfalfa con A. brasilense resultó en la producción de exudados 

con una capacidad incrementada para inducir la expresión de genes nod en Rhizobium, en 

comparación con los exudados de alfalfa obtenidos sin inocular (Burdman y col., 1998). 

Este resultado estuvo de acuerdo con un cambio en la composición química de los 

exudados y la calidad de los flavonoides producidos por las plantas inoculadas (Burdman y 

col., 1996; Volpin y col., 1996). En nuestros resultados no se observaron modificaciones 

destacables al comparar la diversidad y los niveles de los flavonoides detectados en las 

rizodeposiciones producidas por maní frente a las coinoculaciones, respecto a las 

inoculaciones simples con los rizobios.  

 En coincidencia con lo sucedido en nuestro ensayo, está informado en la 

bibliografía que la presencia de microorganismos o de componentes/productos 

microbianos (factores nod, componentes de pared celular), provocaron cambios en la 

expresión de enzimas involucradas en la vía biosintética de flavonoides en plantas. Se han 

visto cambios cualitativos y cuantitativos en la exudación de estas moléculas y en su 

acumulación en las raíces (Cooper, 2004). 

 En conclusión, bacterias promotoras del crecimiento vegetal simbióticas y de vida 

libre han provocado cambios en los patrones de exudación de flavonoides vegetales, lo 

cual está en concordancia con resultados previamente informados por otros autores 

(Burdman y col., 1996). 

 

 

VI.3.e.ii. Rol de los flavonoides como moléculas antioxidantes 

 

 La exposición de plantas a condiciones ambientales desfavorables dadas por 

factores como la temperatura, intensidad lumínica, disponibilidad de agua, contaminantes 

del aire, salinidad de los suelos, incrementan la producción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés: Reactive Oxigen Species), como el oxígeno 

singlete (1O2), el radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogeno (H2O2) y el radical 

oxhidrilo (OH-). Estos radicales causan daños directos sobre la clorofila, proteínas, lípidos, 

ADN y otras macromoléculas importantes de las células, perjudicando fatalmente el 
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metabolismo y en última instancia, el crecimiento de la planta y rendimiento del cultivo 

(Sairam y Tyagi, 2004).  

 La mejor conocida y ampliamente estudiada acción biológica de los flavonoides en 

las células es su acción antioxidante (Hendrich y col., 2006). Su capacidad de prevenir la 

oxidación de lípidos y proteínas (Hendrich y col., 2006) explica al menos, algunos de sus 

efectos positivos. En relación a esta capacidad, morina mostró capacidad atenuante de la 

oxidación de lípidos (Chen y col., 1996), y en correspondencia con estos roles, hemos 

observado en nuestros resultados que, en presencia de los inóculos, se vieron incrementos 

en las cantidades de ciertos flavonoides implicados en la reducción del estrés oxidativo, 

como la morina, en los tratamientos con estrés salino.  

 

 

VI.3.e.iii. Rol de los flavonoides como fuentes de carbono 

 

 Los flavonoides representan, para aquellos microorganismos que poseen las 

enzimas catabólicas apropiadas, una rica fuente de carbono (Cooper, 2004). B. japonicum, 

R. fredii y R. sp., mostraron capacidad para degradar aeróbicamente a genisteína por fisión 

de sus anillos (Rao y Cooper, 1995). Varias cepas rizobianas  degradaron naringenina, 

luteolina, genisteína y apigenina dando anillos aromáticos (Rao y Cooper, 1995; Shaw y 

col., 2006).  

 El catabolismo también podría ser un mecanismo de detoxificación ya que ciertos 

flavonoides han mostrado ser tóxicos para microorganismos, o presentar toxicidad a 

concentraciones elevadas (Veluri y col., 2004). Es conocido en la bibliografía revisada que 

los microorganismos competentes de la rizósfera (rizobios, agrobacterias, PGPRs) poseen 

la capacidad de catabolizarlos y están adaptados al tipo y niveles de flavonoides exudados 

por cada especie vegetal particular (Shaw y col., 2006).  

 El catabolismo de los flavonoides en el suelo también puede impactar en la 

potencia de la señal inicial generada por la planta: los flavonoides exudados como 

glucósidos pueden ser hidrolizados por los microorganismos a formas agliconas que son 

más potentes inductores de genes nod (Hartwig y Phillips, 1991). La presencia de A. 

brasilense en la rizósfera estimuló la hidrólisis de flavonoides conjugados de los tejidos 

radicales, logrando la liberación de estos en sus formas activas (Okon y col., 2008). En 

correspondencia con lo anterior, en nuestro trabajo pudimos observar en las 

rizodeposiciones obtenidas en ausencia de inóculos, una diferencia en los niveles entre 
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naringenina y su forma glicosilada, naringina, esta última siendo tres veces mayor. En 

oposición a ello, en presencia de A. brasilense Cd esta diferencia se redujo, indicando que 

podría haber una transformación llevada a cabo por estos microorganismos, que resultó en 

el pasaje de las formas glicosiladas a las no glicosiladas. No ocurrió en presencia de los 

rizobios ni de las coinoculaciones. 
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VII. CONCLUSIONES 
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En esta Tesina pudimos demostrar que: 

 

 

VII.1. Sobre el crecimiento de la planta de maní: 

 

 Los cinco inóculos aplicados produjeron incrementos en el contenido de materia seca 

de la planta de maní de siete días de crecimiento, en condición control.  

 

 Azospirillum brasilense Cd fue la cepa que produjo el mayor contenido de materia 

seca en maní, en condición control.  

 

 La salinidad redujo significativamente el contenido de materia seca de la raíz de maní 

creciendo en ausencia de inóculos bacterianos.  

 

 La salinidad no logró reducir significativamente el contenido de materia seca de la 

planta de maní cuando se desarrolló en presencia de los inóculos simples y dobles, 

mostrando menor sensibilidad a este factor perjudicial. 

 

 La inoculación simple con Bradyrhizobium sp. C145 y la coinoculación entre 

Ochrobactrum TAL1000 y Azospirillum brasilense Cd, causaron los mayores pesos 

secos en plantas de maní, creciendo en presencia de salinidad. 

 

 

VII.2. Sobre la composición molecular de las rizodeposiciones de maní:  

 

 La exudación de metabolitos por parte de la raíz de maní creciendo en presencia y 

ausencia de salinidad, acidificó el medio de crecimiento, y la inoculación con los 

distintos microorganismos, independientemente de la salinidad, resultó en un menor 

grado de acidificación del mismo. 

 

 Trece diferentes ácidos grasos estuvieron presentes en las rizodeposiciones de 

maní. Los principales AG hallados fueron los AG saturados 16:0, 18:0, 24:0, y los AG 

insaturados 16:1, 18:1 y 20:3. Los AG obtenidos en presencia de estrés salino se 

diferenciaron de los obtenidos en condiciones libres del estrés, por lo que de alguna 
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manera estarían involucrados en la interacción suelo-planta en esta condición. 

También se vieron alterados los patrones de rizodeposición de AG al crecer en 

presencia de los inóculos bacterianos.  

 

 La fitohormona ácido indol acético fue detectada en rizodeposiciones de maní solo 

en presencia de rizobacterias. Sus mayores contenidos se detectaron frente a las 

dos cepas de rizobios.  

 

 El aminoácido triptófano fue detectado en rizodeposiciones de maní sólo en 

presencia de rizobacterias. Su concentración dependió del tratamiento ensayado, 

incrementándose en tres de ellos por la salinidad, mientras que en los otros dos se 

redujo por este estrés.  

 

 Seis flavonoides estuvieron presentes en las rizodeposiciones de maní. Sus 

contenidos fluctuaron respondiendo a los diferentes tratamientos ensayados.  

 

 

 

 

En resumen, mediante la metodología empleada hemos podido detectar 

moléculas señales que forman parte de las rizodeposiciones de maní, estudiar 

su comportamiento frente a los diversos factores aplicados y demostrar que se 

vieron afectadas por la presencia de estrés salino y microorganismos 

rizosféricos. 
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FAME 13:0 15:0 16:1 16:0 17:0 18:1 18:0 20:3 20:0 21:0 22:0 23:0 24:0 Total 

(1) Sin Inocular C 4,5 1,5 6,3 26,2 3 18,3 31,5 Tr 8,5 Tr ND ND ND 100% 

(2) Sin Inocular S 5 2 3,1 38 Tr 1,3 40,1 7,1 3,2 Tr ND ND ND 100% 

(3) A. brasilense Cd 

C 
1,7 Tr 2,2 28,8 Tr 28,2 29,2 ND Tr 1 ND 2,1 5,8 100% 

(4) A. brasilense Cd 

S 
ND Tr 3,2 35,6 Tr 1,5 48,8 ND ND Tr ND 8,6 1 100% 

(5) B. sp. C145  C Tr Tr 1,4 29 Tr 5,4 56,4 ND 1,1 Tr Tr Tr 5,5 100% 

(6) B. sp. C145 S ND ND ND 53,7 Tr 17 15,4 ND ND Tr ND 2,8 10,4 100% 

(7) B. sp. C145 + A. 

br. Cd C 
1,7 Tr 2,1 33,5 ND 1,2 50,3 ND ND 1,4 Tr 2,3 4,5 100% 

(8) B. sp. C145 + A. 

br. Cd S 
ND Tr 2,3 40,1 Tr 4,5 45,2 ND Tr Tr Tr 2,1 5,5 100% 

(9) O. TAL1000 C Tr Tr 4,3 31,4 ND 1,7 27 ND ND Tr ND Tr 34,8 100% 

(10) O. TAL1000 S ND ND 2,1 32,4 Tr 2,9 48,3 ND ND Tr Tr Tr 13,5 100% 

(11) O. TAL1000 + A. 

br. Cd C 
ND ND ND 3,2 ND ND 5,9 ND ND ND ND ND 90,6 100% 

(12) O. TAL1000 + A. 

br. Cd S 
ND ND ND 38,2 Tr 3,8 47,3 ND Tr Tr Tr Tr 8,8 100% 

Los FAMEs fueron identificados mediante la técnica de cromatografía gaseosa, e identificados por comparación de tiempos de retención (tr) con 

testigos puros. ND: No Detectado; Tr: Trazas; C: Control; S: Salinidad (NaCl 50 mM). 

 

TRATAMIENTOS 

Anexo IX.I. Tabla IX.I.1. Niveles porcentuales de AG en rizodeposiciones de maní obtenidas bajo diferentes tratamientos.  
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MOLECULAS SEÑAL 
AIA Triptófano Apigenina Crisina Genisteína Naringenina Morina Naringina 

 (1) Sin Inocular C ND ND 44 12,6  292 47 ND 124 

(2) Sin Inocular S ND ND ND ND ND 11,6 ND 32,5 

(3) A. brasilense Cd C 1,1 36,6 10,9 5 ND 26,7 1,8 30,6 

(4) A. brasilense Cd S 1,6 42,8 43,4 12 99,8 76,9 3,7 80,9 

(5) B. sp. C145  C 1,85 30,3 2,8 11,9 43,9 1,2 1,6 14,25 

(6) B. sp. C145 S 1,8 48,1 3,7 9 33,3 1,45 3,6 15,2 

(7) B. sp. C145 + A. br. Cd C ND 43,2 4,4 3,4 25,2 2,9 3,4 14,8 

(8) B. sp. C145 + A. br. Cd S 1,8 47,1 8,3 11,1 21,9 2,1 1,9 95,7 

(9) O. TAL1000 C 2,95 32,2 4,3 8,1 14 1,4 2,4 16,8 

(10) O. TAL1000 S 7,24 ND 5,5 9,3 ND 2,5 3,4 29,3 

(11) O. TAL1000 + A. br. Cd C ND 50 12,4 ND ND 2,7 3,4 12,8 

(12) O. TAL1000 + A. br. Cd S 1,5 26,4 1,64 14,1 16,4 0,9 0,8 88,2 

Los niveles de Trp, AIA, Apigenina, Crisina, Genisteína, Naringenina, Morina y Naringina fueron detectados y cuantificados por cromatografía 

líquida de alta eficiencia (HPLC-MS), e identificados por comparación con testigos conocidos. Todos los niveles se expresaron en ng/gr de raíz 

seca. ND: No Detectado.  

 

Anexo IX.I. Tabla IX.I.2. Niveles de AIA, Trp y Flavonoides en rizodeposiciones de maní obtenidas bajo diferentes tratamientos.  

TRATAMIENTOS 
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