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RESUMEN 

El éxito de los inoculantes de rizobios en la nodulación de sus leguminosas 

hospedadoras, frecuentemente depende de su habilidad de competir con cepas nativas del 

suelo. La movilidad es una característica de los rizobios que puede contribuir en el éxito de 

su competitividad simbiótica. Se han identificado seis categorías de movilidad bacteriana: 

swimming, swarming, gliding, twitching, sliding y darting, siendo las de mayor 

importancia en el suelo el swimming el cual representa la capacidad de los 

microorganismos de moverse a través de los canales de agua o medios líquidos y el 

swarming el cual representa el movimiento en la superficie sólida. En contraste con el 

movimiento bacteriano individual que se produce en el swimming, el swarming se 

considera una migración grupal asociado con la superficie semisólida (Williams y 

Schwarzhoff 1978). Medeot y col. (2010) han demostrado la importancia que existe entre 

la movilidad y una correcta composición de lípidos de membrana, ya que modificaciones 

en la misma conlleva a un menor tamaño celular y una reducida movilidad bacteriana. 

Además fue observado que en el suelo los lípidos de las membranas de los rizobios pueden 

tener un papel vital frente a factores químicos como fungicidas y otros productos utilizados 

en la labranza de los cultivos. 

De acuerdo a los datos existentes, la inoculación de maní ha arrojado resultados 

controvertidos y eso hace que se la considere como una práctica agrícola discutida en 

nuestro país. Sin embargo la aplicación de la cepa apropiada de rizobios, puede producir un 

mayor rendimiento de frutos de maní con alto contenido de proteína. Esto se refiere a la 

capacidad relativa de cepas particulares de ocupar nódulos en plantas huésped en presencia 

de otros simbiontes. Los suelos de la zona manisera se caracterizan por poseer una 

población nativa de rizobios capaces de nodular maní, que no siempre es suficientemente 

eficaz. Las bacterias de la familia Rhizobiaceae interactúan con las leguminosas, de una 

manera huésped específico y forman nódulos fijadores de nitrógeno. Por otro lado, 

numerosos microorganismos pueden interaccionar con las raíces de las leguminosas, como 

por ejemplo las bacterias del género Azospirillum que son de vida libre, colonizadoras de 

superficie, diazótrofas a veces endofíticas y que poseen propiedades de promoción del 

crecimiento vegetal, aumentando el rendimiento de importantes cultivos que crecen en 

diversas regiones climáticas. 
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Los estudios sobre las cinco cepas de Bradyrhizobium simbiontes de maní 

seleccionadas para esta Tesis Doctoral mostraron una capacidad de formación de biofilm 

altamente variables. Por el contrario, la respuesta quimiotáctica hacia el exudado de 

semilla, presentó un comportamiento similar entre todas las rizobacterias, observándose, 

un aumento en el recuento de células viables en comparación con el valor registrado para 

las células bajo la condición control (ausencia de exudado). Todos los rizobios mostraron 

capacidad swimming y swarming, siendo este último tipo de movilidad la que mostró 

menor variación. El comportamiento de los rizobios de estudio aislados de diferentes zonas 

de siembra, incluso de nuestra región, mostraron tener una respuesta no homogénea en los 

aspectos vinculados a eventos tempranos de interacción (formación de biofilm, adhesión, 

movilidad y quimiotaxis). 

Los fungicidas (Carboxin + Tiram y Fludioxonil + Metalaxil) evaluados mostraron 

tener un efecto dispar sobre la viabilidad, movilidad y composición de ácidos grasos de los 

rizobios en estudio. Carboxin + Tiram provocó la inhibición del crecimiento de todos los 

rizobios en estudio mientras que Fludioxonil + Metalaxil, no mostró efectos sobre la 

viabilidad de los microorganismos. El efecto de los fungicidas sobre la movilidad no se 

pudo determinar en las condiciones experimentales planteadas. La exposición de las cepas 

de Bradyrhizobium a los fungicidas, provocó un cambio en el grado de saturación de los 

ácidos grasos de las cepas C145 y Pc34, el cual sería un mecanismo adaptativo de las 

bacterias para mantener las propiedades biológicas de la membrana que garanticen la 

viabilidad y la funcionalidad celular. Las cepas SEMIA6144 y 15A frente a estos agentes 

químicos mostraron una mayor tolerancia sin presentar modificaciones en el perfil de 

ácidos grasos. 

Al analizar el efecto de diferentes estrategias de inoculación en invernadero sobre el 

cultivo de maní (cultivar Granoleico), se observó que las co-inoculaciones rizobios-

Azospirillum brasilense Az39 en general marcaron una tendencia de mejora en los 

parámetros medidos. De las cepas nativas, 15A presentó un comportamiento similar o 

superior a las cepas de referencia ensayadas. Al evaluar el efecto de las diferentes 

estrategias de biofertilización en el campo (ubicado en la localidad de Chajan, maní 

cultivar Granoleico), se pudo observar un resultado positivo de la co-inoculación entre 

Bradyrhizobium C145-Azospirillum brasilense Az39 en comparación con las inoculaciones 

simples y el control sin inocular, en todos los parámetros medidos. Al evaluar el 

comportamiento de las cepas nativas en el campo (ubicado en la localidad de Dalmasio 
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Vélez, maní cultivar Granoleico), en contraste con C145, la cepa 15A registró los mejores 

resultados de la prueba, lo que demuestra que la selección de bacterias nativas adaptadas a 

suelos de maní puede ser una estrategia para el desarrollo de nuevos productos para 

obtener mejores rendimientos en el cultivo de maní. 

Parte del trabajo incluido en esta Tesis Doctoral ha dado lugar a los siguientes artículos 

científicos publicados, a una mención en evento internacional y a la escritura de dos 

trabajos a ser enviados próximamente para su publicación asociados al estudio de los 

lípidos y a las co-inoculaciones: 

Artículos científicos: 

• Vicario J.C., Dardanelli M.S., Giordano W. 2014. Swimming and swarming 

motility properties of peanut-nodulating rhizobia. FEMS Microbiology Letters 

(Reino Unido) ISSN 0378-1097, Manuscript ID: FEMSLE-14-11-0944, Submitted 

date: 13-Nov-2014. DOI: http://dx.doi.org/10.1093/fems1e/fnu038 First published 

online: 4 December 2014. 

• Paulucci, N.S.,  Vicario J.C., Cesan, A.B., García, M.B., Dardanelli, M.S., 

Giordano. W.F. 2012. Signals in the rhizosphere and their effects on the 

interactions between microorganisms and plants. En: Bacteria in Agrobiology: 

Plant Probiotics. Editor: Maheshwari, D. K. ISBN 978-3-642-27514-2. Springer 

Verlag, pp 201-211. 

Mención a la Comunicación Poster: 

• II Latinamerican Workshop on PGPR, Septiembre 2014, La Falda, Argentina. Co-

inoculated treatment with native and reference Bradyrhizobium: alternative to 

enhance peanut yields. Vicario J.C., Giordano W., Dardanelli M.S. 
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Capitulo 1 Introducción 

CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Antecedentes 

En los últimos 40 años, el uso de los fertilizantes nitrogenados sintéticos ha 

aumentado 7 veces, mientras que el uso de plaguicidas se ha acrecentado unas 3 veces. De 

continuar las prácticas actuales con igual ritmo de consumo, en la aplicación de ambos 

tipos de productos se prevé un incremento adicional de 3 veces hacia el año 2050 (Tilman 

y col. 2001). Paradójicamente, a pesar de este hecho, el potencial de rendimiento de los 

principales cultivos alimentarios básicos se mantiene prácticamente constante y se estima 

un ligero aumento hacia 2030 (FAO 2002). Los modelos de análisis propuestos muestran 

que la primera adición de fertilizantes nitrogenados induce el mayor aumento en el 

rendimiento de los cultivos, con la consiguiente disminución de la respuesta a niveles 

superiores de aplicación (Frink y col. 1999). Además, la intensificación agrícola y el 

cultivo continuo pueden resultar en una pérdida de la materia orgánica del suelo 

disminuyendo su fertilidad, lo que entonces impulsa al aumento de la aplicación de 

fertilizantes sintéticos y plaguicidas. Los fertilizantes químicos tienen una baja eficiencia 

de uso, lo que significa que sólo una porción de los nutrientes aplicados pueden ser 

utilizados por las plantas y su empleo excesivo puede causar efectos negativos en el medio 

ambiente (Gyaneshwar y col. 2002). 

Una vía potencial para reducir el efecto negativo del uso constante y desmesurado 

de fertilizantes químicos es la inoculación con rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (PGPR), las cuales ejercen efectos benéficos sobre el crecimiento y desarrollo de 

las plantas. Uno de los principales mecanismos por los cuales realizan dichos efectos es 

aumentando la disponibilidad de nutrientes y la eficiencia de su uso (Rodríguez y Fraga 

1999). Se observó que ciertas PGPR pueden influenciar el crecimiento de la planta a través 

de la síntesis de hormonas, facilitar la absorción de nutrientes desde el suelo por diferentes 

mecanismos como la fijación biológica del nitrógeno atmosférico (FBN), la solubilización 

de fósforo y la síntesis de sideróforos para la biodisponibilidad del hierro y captura por 

parte de la planta (Adesemoye y col. 2009). 

Las PGPRs comprenden una población mixta de microorganismos naturales del 

suelo que pueden ser aplicados como inoculantes. Investigaciones han demostrado que la 

incorporación de comunidades eficientes de microorganismos al suelo no solo puede 

incrementar el rendimiento de los cultivos sino también la sanidad y calidad de los mismos 

(Singh y col. 2011). 
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A pesar de que el término agricultura sustentable ha sido incorporado 

internacionalmente en los circuitos gubernamentales y no gubernamentales relacionados 

con la problemática agrícola, existen diversas interpretaciones acerca de su significado. 

Para la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) 

la agricultura sustentable es el manejo y conservación de los recursos naturales y la 

orientación de cambios tecnológicos e institucionales de manera de asegurar la satisfacción 

de las necesidades humanas en forma continuada para la presente y futuras generaciones. 

Tal desarrollo sustentable conserva el suelo, el agua y los recursos genéticos los animales y 

vegetales; no degrada al medio ambiente; es técnicamente apropiado, económicamente 

viable y socialmente aceptable (von der Weid 1994). 

Ciertas prácticas agrícolas aplicadas en conjunto y asociadas a la agricultura 

sustentable permiten aumentar la eficiencia y la sostenibilidad de la producción agrícola, 

incluida la gestión integrada de plagas, el mejoramiento de control de drenaje de agua, la 

adecuada aplicación de fertilizantes y la maximización de la FBN mediante la 

incorporación de rizobios que fijan eficientemente nitrógeno (N) a los cultivos de 

leguminosas (Frink y col. 1999; Ruttan 1999), es decir bacterias que convierten el N 

atmosférico en amoníaco y otras fuentes utilizables por las plantas (Lugtenberg y 

Kamilova 2009). La gran mayoría del N fijado biológicamente se debe a la simbiosis entre 

plantas leguminosas y especies de rizobios, estimándose que el reemplazo de esta fuente de 

fertilizantes naturales por fertilizantes nitrogenados sintéticos costaría más de US$ 10 mil 

millones al año (Graham y Vance 2003). 

La FBN eficaz puede reducir significativamente la necesidad de usar fertilizantes 

nitrogenados sintéticos. Una estimación de US$ 50-90 millones de retorno, podría provenir 

de la rotación de los cultivos de alfalfa y maíz, en el medio oeste de los Estados Unidos. En 

la década del 90 en Brasil, la soja inoculada con rizobios fue responsable del ahorro de 

unos US$ 1,3 mil millones por año, en los costos de producción (Fox y col. 2007). En 

Argentina, no se dispone en la actualidad de estimaciones de la tasa de FBN global ni del 

ahorro en costos de producción. Si se efectúa una estimación conservadora, que considere 

que la tasa de aporte de la FBN equivale al 50% del N total acumulado por el cultivo de 

soja, ésta arroja una cifra de 1,6 millones de toneladas de N ingresadas por esta vía. Este 

valor supera la totalidad del consumo anual de fertilizantes en Argentina (Melgar 2005). 

Además de los beneficios económicos al utilizar la FBN para reducir la dependencia de los 

fertilizantes, son evidentes los beneficios ambientales. Si las estimaciones son escasas para 
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los cultivos de gran impacto nacional con una gran superficie de siembra, más aun lo es 

para un cultivo regional como es el caso de Arachis hypogaea L. (maní), por lo que todos 

los temas vinculados a esta leguminosa resultan ser de gran relevancia. 

1.2 Mecanismos de fijación de nitrógeno 

El ciclo del N es un ciclo biogeoquímico complejo e importante que tiene un gran 

impacto en la fertilidad del suelo (Jetten 2008). El ciclo está dominado por cuatro procesos 

que son la fijación del N, la nitrificación, la desnitrificación y la mineralización del N 

(Ogunseitan 2005). El proceso de fijación de N atmosférico (reducción a formas 

asimilables) puede lograrse mediante métodos químicos y biológicos. La FBN consiste en 

la reducción del N atmosférico a la forma amonio y es realizado por la acción combinada 

del complejo enzimático nitrogenasa presente en algunos microorganismos denominados 

diazótrofos, enzima que opera a temperatura ambiente y a presión parcial de N de 0,78 

atmósferas. Como consecuencia de este accionar biológico, el aporte de N es de 

aproximadamente 180-200 millones de toneladas por año, representando más del doble del 

N introducido por los fertilizantes nitrogenados (Vinuesa 1998). Los procesos industriales, 

como el de Haber-Bosch, representan menos del 30% de la fijación total mundial, mientras 

que otro 10% provendría de los procesos no biológicos realizados en la atmósfera. Es de 

suponer entonces que más de un 60% del total del N que se incorpora en el suelo y aguas 

procedería de la FBN (Frioni 1999). 

Dentro de los microorganismos diazótrofos se encuentran los fijadores de vida 

libre, los cuales fijan N atmosférico sin la cooperación de otras formas vivas, siendo la 

familia Azotobacteriaceae la que agrupa uno de los géneros más importantes utilizados en 

la biofertilización de diferentes cultivos. Otro grupo de microorganismos fijadores de N 

son los rizobios, bacterias capaces de establecer relaciones simbióticas con plantas 

leguminosas (Sessitsch y col. 2002). La inoculación de leguminosas con rizobios altamente 

eficientes en reducir el N atmosférico a formas disponibles es una práctica habitual 

utilizada en agricultura (Catroux y col. 2001) y requiere de la supervivencia y 

establecimiento del rizobio introducido en la complejidad del ecosistema suelo. 
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1.3 Los rizobios 

Actualmente se denomina rizobios a un grupo de 98 especies nucleados en 13 

géneros, los cuales son: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cupriavidus, 

Devosia, Ensifér (formalmente Sinorhizobium), Mesorhizobium, Methilobacterium, 

Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium y Shinella 

(<http://www.rhizobia.co.nz>), incluyendo a- o fl-proteobacterias, comúnmente referidas 

como a- o ¡3-rizobios (Masson-Boivin y col. 2009). Se caracterizan por ser bacilos Gram 

negativos de 0,5 a 0,9 im de ancho y 1,2 a 3,0 pun de largo, no formadores de endosporas, 

móviles con un flagelo polar o bien con 2 a 6 flagelos peritricos, con presencia de gránulos 

de ácido poli-beta-hidroxibutírico (PHBA) y en algunos casos gránulos metacromáticos de 

polifosfatos. Son bacterias que presentan metabolismo aeróbico, quimiorganotrofo. En 

condiciones de laboratorio se obtiene un crecimiento óptimo de estos microorganismos a 

temperaturas comprendidas entre 25-30 °C, buena aireación y un rango de pH del medio de 

cultivo entre 6 y 7 (Somasegaran y Hoben 1994). Basándose en las propiedades culturales 

se diferencian dos grupos: 

- Rizobios de crecimiento rápido, con tiempos de generación inferiores a 8 horas 

(Hernández y Focht 1984), que acidifican el medio y liberan abundante polisacárido 

(Rhizobium leguminosarum, Rhizobium phaseoli, Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium 

loti). 

- Rizobios de crecimiento lento, con tiempos de generación que superan las 8 horas 

(Hernández y Focht 1984), que producen poco polisacárido y alcalinizan el medio 

(Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium sp.). 

Diferentes tipos de estudios han detallado que los rizobios presentan tres estados de 

vida: 

1- Como bacteroide dentro de los nódulos de las leguminosas siendo la forma 

diferenciada que fija N, carente de flagelos y que no se divide. Se caracteriza por 

presentar formas irregulares y se encuentra encerrado dentro de envolturas 

membranosas de origen vegetal (membranas peribacteroidales). 

2- Como bacteria de vida libre en el suelo ya sea en estado planctónico o formando 

parte de un biofilm. 

3- Como endófito dentro de plantas no leguminosas. 
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La característica fenotípica más sobresaliente de los rizobios es su capacidad de 

establecer una asociación simbiótica (intracelular) con las leguminosas, cuyo resultado es 

la formación de nódulos fijadores de N en las raíces de las mismas (Masson-Boivin y col. 

2009). 

1.4 Las leguminosas 

Las leguminosas o Fabáceas constituyen la segunda familia en importancia 

agronómica para el hombre, detrás de las Gramíneas (familia Poaceae), y comprende una 

amplia variedad de especies vegetales, englobadas en 727 géneros y 19325 especies, que 

van desde pequeñas plantas herbáceas a grandes árboles tropicales (Veitch 2007). 

Pertenecen a la familia de las Fabáceas tres subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae y 

Papilionoideae, de las cuales el 97%, 23%, y 90% son noduladas por rizobios, 

respectivamente (Graham 2000; Sprent 2001). La subfamilia Papilionoidae incluye 

miembros de importancia agronómica como por ejemplo soja, arveja, maní, poroto, alfalfa 

y lotus. 

Las leguminosas acceden al N atmosférico a través de la simbiosis que establecen 

con los rizobios y de esta manera requieren un mínimo uso de fertilizantes nitrogenados. 

Gracias a esta capacidad de establecer una simbiosis con los rizobios, presentan altos 

contenidos de compuestos nitrogenados tanto en materia verde como en granos, de aquí la 

importancia de las leguminosas para la utilización en nutrición humana y animal. Cuando 

parte de este N se torna disponible para un cultivo subsiguiente, el uso de las leguminosas 

en la rotación de cultivos puede conducir a reducir el uso de la fertilización nitrogenada en 

los ambientes agrícolas. Por otro lado, mejoran sensiblemente el mantenimiento de la vida 

útil del suelo, cuya fertilidad y estructura se ven favorecidas por la incorporación de 

rastrojos de estas especies (Del Papa 2001). Otros beneficios que no deben ser ignorados y 

que también aportan los cultivos de las leguminosas, son la reducida ocurrencia de plagas y 

malezas (Stevenson y van Kessel 1996; Unkovich y col. 1997). La mayoría de las especies 

presentan problemas de desarrollo y nodulación en suelos ácidos, con excepción de las 

especies tropicales que presentan elevada capacidad de extracción de nutrientes en estas 

condiciones (Frioni 1999). 
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1.5 Simbiosis rizobio-leguminosa 

La simbiosis entre los rizobios y las leguminosas lleva a la formación de un nuevo 

órgano llamado nódulo. Dentro de esta estructura las bacterias se diferencian a bacteroides 

y fijan el N atmosférico a una forma asimilable por la planta con la que intercambia 

nutrientes. La organogénesis del nódulo es un proceso inducido por un intercambio de 

señales entre los dos socios de la interacción: el microsimbionte (bacteria) y el 

macrosimbionte (planta) (Downie y Walker 1999). 

Las raíces de las leguminosas liberan en el medio una gran variedad de moléculas 

denominadas en conjunto rizodeposición que son causantes de que el espacio que rodea a 

la raíz (rizósfera) posea una diversidad microbiana impactante (Somers y col. 2004). 

Dentro de la quimio-diversidad de moléculas liberadas por las raíces se encuentran los 

flavonoides que en condiciones de limitación de N juegan un rol importante debido a que 

se constituyen en la primera señal en ser reconocida por el rizobio específico (Mergaert y 

col. 1997). La respuesta de los rizobios a los flavonoides incluye la quimiotaxis hacia la 

superficie radical, la adhesión a la misma y la expresión de los genes de nodulación 

bacterianos (genes nod). Los productos de los genes nod sintetizan y secretan moléculas 

conocidas como factores de la nodulación (factores Nod), los cuales generan distintos 

eventos durante las etapas iniciales del desarrollo del nódulo como la curvatura de los 

pelos radicales, la división de las células meristemáticas (Hirsch 1992) y la expresión de 

varios genes tempranos de la nodulación (genes ENOD) (Hirsch y col. 1997). Estos 

sucesos permiten la penetración a la raíz de las bacterias adheridas a los pelos radiculares a 

través de una estructura tubular llamada hilo de infección (Kijne 1992). Este se extiende 

hacia la corteza radicular y cuando alcanza el primordio nodular, las bacterias son liberadas 

en el citoplasma de la planta, donde se diferencian a su forma endosimbiótica, los 

bacteroides. 

Mayoritariamente la infección de las leguminosas por los rizobios se asocia a este 

mecanismo (pelos radicales y formación de hilos de infección). En otros casos, los rizobios 

tienen la capacidad de penetrar de manera activa el sistema radicular por la liberación de 

enzimas como celulasas y poligalacturonasas las cuales le permiten generar lesiones en la 

epidermis en el lugar de emergencia de raíces laterales, mecanismo conocido con el 

nombre de "crack entrj," (Compant y col. 2009), que tiene lugar en maní (Boogerd y van 

Rossum 1997). La invasión intercelular de los rizobios en maní ocurre mediante la 

separación de células corticales a nivel de la laminilla media con la posterior segregación 
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de fitohormonas como citoquininas y auxinas por las bacterias, lo que induce una 

proliferación de las células de la corteza. Sólo después de que las células de A. hypogaea 

cesan de dividirse, los rizobios en forma de bacilos se diferencian a bacteroides esféricos 

estrechamente dispuestos en el citoplasma vegetal e individualmente encerrados en sacos 

de membrana peribacteroidal (Sen y col. 1986). A continuación se reprimen los genes de 

vida libre para la posterior expresión de los genes que permiten la FBN y los involucrados 

en la formación del complejo enzimático nitrogenasa. A pesar de que es referenciado que 

un tipo de invasión rizobiana mixta (por hilos de infección y penetración intercelular) 

ocurre en varias leguminosas tropicales, en maní no han sido observadas estructuras 

semejantes a los hilos de infección (Boogerd y van Rossum 1997). 

A 
Pelo Radical 

Hilo de Infección 

Sobre pelos radicales accesibles 
Nódulos en zona 1 de raiz 
Invasión primaria epidérmica 
Invasión primaria intracelular 
Curvado del pelo radical 
Hilos de infección intracelulares 
Requerimiento de factores Nod 
Factores Nod Requerimientos estructurales estrictos 
Inhibición por etileno 
División celular cortical restringida 

Crack Entry 

No ocurre sobre pelos radicales 
Módulos sobre la base de raíces laterales 
Invasión primaría cortica' 
Invasión primaria intercelular 
Formación de bolsillos de infección 
Difusión intercelular (Arachls)-Hilos Int (Sesbania) 
Requerimiento de factores Nod 
Factores Nod Requerimientos estructurales no estrictos 
Requerimiento de etileno 
División celular cortical extensa 

TRENDS n Rant Seminal 

Figura 1: Mecanismos de infección de las leguminosas. (A) Mecanismo de infección 
intracelular mediado por hilos de infección (it). Los hilos de infección progresan hacia los 
primordios nodulares (np) donde las células vegetales reciben a las bacterias. (B) 
Mecanismo de crack entry. Las bacterias colonizan los espacios intercelulares (ip) y se 
diseminan intercelularmente o por hilos de infección para alcanzar los primordios 
nodulares. Fuente: Trends in Plant Sciences, Goormachtig y col. 2004. 

Un dato de gran relevancia es que tanto el N fijado biológicamente por el cultivo de 

maní así como por otras leguminosas, es asimilado en su totalidad por la planta de estas 

especies incorporándose a sus compuestos celulares. Esta es la causa de que se investiguen 

especies vegetales de importancia alimenticia independientes del empleo de fertilizantes 

nitrogenados, ya que el uso de éstos compuestos químicos afectan el ciclo global del N, 
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contaminan las napas freáticas, aumentan el contenido de óxido nitroso atmosférico (N20, 

gas con efecto invernadero) y el cultivo no lo incorpora en su totalidad, por lo que su uso 

no es una opción recomendable. Por otro lado, la aplicación de fertilizantes nitrogenados 

para aumentar los rendimientos inhibe el establecimiento de la simbiosis efectiva y, en 

consecuencia, el aprovechamiento del N atmosférico. Por el contrario, la utilización de 

inoculantes a base de rizobios dirigidos a prevenir la deficiencia de N para estos cultivos 

resulta más conveniente y económico que la fertilización química y evita además la 

contaminación ambiental. 

La necesidad de N en una planta aumenta progresivamente a medida que entra en 

su fase exponencial de crecimiento y la demanda de dicho elemento supera a la tasa de 

suministro desde el suelo. Las leguminosas pueden fijar 100-200 kg de N por ha por año, 

pero las tasas son a menudo sustancialmente más bajas, y en los últimos 25 años, la soja y 

otras leguminosas han mostrado en algunos casos una disminución significativa de la FBN. 

Para investigar las causas que pueden tener injerencia en la reducción de la FBN, Fox y 

col. (2001) evaluaron el impacto de 30 diferentes plaguicidas y contaminantes ambientales 

sobre dicho proceso biológico, demostrando que específicamente estos compuestos 

perturbaron la señalización simbiótica entre fiavonoides y receptores Nod D de 

Sinorhizobium meliloti. Trabajos posteriores demostraron que plaguicidas organoclorados 

y otros contaminantes inhiben la señalización simbiótica entre la alfalfa y S. meliloti, 

retrasando la nodulación, reduciendo la FBN y en consecuencia disminuyendo la 

producción de alfalfa (Fox y col. 2007). Un punto clave de acción de los compuestos 

químicos de amplio uso en la producción agrícola, es sobre las membranas biológicas, 

tanto de las células vegetales como de las bacterias. Diversos estudios se han orientado a 

determinar la interacción de compuestos del tipo de pesticidas con las bicapas lipídicas 

(Antunes-Madeira y col. 1996). Varios compuestos químicos han mostrado capacidad de 

inducir perturbaciones en las cadenas carbonadas y regiones polares de los lípidos (Videira 

y col. 1994). Sin embargo a pesar de la gran importancia que tiene la aplicación de 

compuestos químicos del tipo de herbicidas, insecticidas, entre otros, para la producción de 

cultivos de importancia agrícola, escasos son los estudios referidos a evaluar la 

supervivencia y efectividad que los rizobios tienen frente a la presencia de estos productos 

industriales. 
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1.6 Arachis hypogaea: leguminosa de importancia regional 

El maní es un cultivo subtropical que se desarrolla óptimamente entre los 40°N y 

40°S del Ecuador debido a que tiene una alta necesidad de irradiación. Crece en regiones 

con una precipitación anual media de 500 a 1200 milímetros (mm) y prospera mejor 

cuando recibe 550 mm de lluvia de manera uniforme durante el período de crecimiento y 

necesita suelos bien drenados con alto porcentaje de arena. Se produce y se comercializa 

como materia prima de la industria aceitera, maní industria (producción de aceite y pellets 

de esta oleaginosa) y para consumo humano directo como maní confitería. El producto más 

valioso de la industrialización del maní es el aceite, tanto por el contenido de materia grasa 

de la semilla (alrededor del 40%), como por la calidad del mismo. Entre todos los aceites 

comestibles es el que mejor se cotiza luego del aceite de oliva (CAM, 2008). 

El maní pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae y género 

Arachis (Lavin y col. 2001; Doyle y Luckow 2003). El género Arachis ha sido dividido en 

2 subespecies y 6 variedades, donde la única especie con importancia económica es A. 

hypogaea L., conocida como maní o cacahuete, siendo la semilla la parte de mayor interés 

comercial. A. hypogaea incluye los tipos botánicos Virginia, Español y Valencia. Dentro 

de estos, el Virginia runner es el sembrado actualmente en Argentina y algunas variedades 

emergentes que surgieron del cruzamiento entre los tipos Virginia y Español, 

caracterizados por semillas de gran tamaño. Las plantas de maní son anuales con un 

crecimiento indeterminado y los granos son utilizados como fuente de materia prima para 

las industrias aceiteras y de confitería, además de su exportación, como producto primario 

o elaborado (Cholaky y col. 1983). La parte aérea también es empleada como alimento 

para cerdos y ganado, incluso un producto residual como lo es la cáscara está siendo 

empleada en emprendimientos comerciales (Gatani y Argüello 2005). 

A. hypogaea L. es una planta anual herbácea de 15-70 centímetro (cm) de alto, con 

ramificaciones desde la base, que desarrolla raíces cuando dichas ramas tocan el suelo. Las 

hojas son uniformemente pinadas con 2 pares de folíolos de 4-8 cm de largo, obtusos, o 

ligeramente puntiagudos en el ápice, con márgenes completos; las estípulas son lineares 

puntiagudas, grandes, prominentes, y llegan hasta la base del pecíolo. Las flores son 

ostentosas, sésiles en un principio y con tallos que nacen posteriormente en unas cuantas 

inflorescencias cortas, densas y axilares. El tubo del cáliz es de forma tubular y las corolas 

son de color amarillo brillante y el estándar que es de tamaño grande frecuentemente 

presenta manchas moradas. Después de que las flores han sido fertilizadas, el pedicelo 
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verdadero se desarrolla en un tallo o estaquilla que gradualmente empuja el ovario dentro 

del suelo. Las vainas se encuentran enterradas a 3-10 cm debajo de la superficie. Son de 1-

7 cm de largo, abultadas en su interior, y con 1 a 4 semillas, de color café amarillento, con 

bordes prominentes reticulados y más o menos deprimidos entre las semillas. La testa es de 

color rojo claro o rojo oscuro (Stalker 1997). Se reconocen dos grupos principales de 

variedades, las de planta erecta (de interés comercial) y las de tipo rastrero. 

Las características anteriormente mencionadas de A. hypogaea se encuentran 

esquematizadas en la figura 2. 

Figura 2: Características botánicas relacionadas a A. hypogaea 

1.7 Simbiosis Bradyrhizobium sp.- Arachis hypogaea 

Esta leguminosa se caracteriza por ser ampliamente nodulada por rizobios de 

crecimiento lento pertenecientes al género Bradyrhizobium sp., aunque también se ha 

descripto la nodulación de maní por cepas de rizobio de crecimiento rápido (Taurian 2003). 
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En maní, como en otras leguminosas pertenecientes al ciado Dalbergioid (Lavin y 

col. 2001), el mecanismo de infección de los rizobios difiere de otras leguminosas 

herbáceas. El género Bradyrhizobium que nodula las plantas de A. hypogaea inducen a la 

deformación de los pelos radicales que se encuentran únicamente localizados en los sitios 

donde emergen las raíces laterales. Sin embargo, el sitio real de infección está en el 

empalme de una célula del pelo radical con células epidérmicas y corticales. Dentro de las 

células corticales se multiplican rápidamente y las células invadidas se dividen 

rápidamente para formar un nódulo definido (Boogerd y van Rossum 1997) Por otra parte, 

la anatomía del nódulo y la habilidad superior de fijar N colocaron los nódulos del maní en 

una categoría separada entre las diferentes relaciones simbióticas de leguminosas-rizobios 

(Bal y col. 1989). En los nódulos de maní los rizobios sufren modificaciones 

convirtiéndose en bacteroides ampliados sumamente esféricos (Bal y col. 1985) y 

contienen cuerpos lipídicos que están en contacto cercano con la membrana del 

peribacteroide (Bal 1990; Siddique y Bal 1991). Varios de los procesos que son esenciales 

en el hilo de infección no ocurren en el proceso de crack entiy y comprender este 

mecanismo permitiría desarrollar estrategias para optimizar la nodulación en plantas de 

interés agronómico (Sprent y de Faría 1988; Boogerd y van Rossum 1997). 

Actualmente el maní es cultivado en diferentes regiones del mundo. La producción 

mundial estimada es de 35,98 millones de toneladas. De acuerdo al Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos (USDA), China lidera la producción de maní teniendo 

un 37,5% de la producción total, seguido por India, Estados Unidos, Argentina y Vietnam. 

En Argentina un 87% de la producción de maní tiene lugar en la Provincia de Córdoba, 

siendo el maní obtenido de gran calidad y casi toda la producción es exportada a la Unión 

Europea, Indonesia y Canadá (SAGPyA 2008). En la campaña agrícola 2012/2013, el 

maní alcanzó las 264.00 ha sembradas, con una producción de 594.000 toneladas según las 

estimaciones de la Unidad Ministerial del Sistema Integrado de Información Agropecuaria 

(UMSIIA 2013). La estimación de la superficie sembrada con maní en Argentina en el 

ciclo 2014 - 2015 es de 349.407 ha (www.camaradelmani.com.ar), esto refuerza aún más 

los desafios científicos a futuro que permitan su agricultura sustentable y respetuosa del 

medio ambiente (Adreani 2009). Este cultivo constituye una de las principales economías 

regionales ya que emplea en la provincia de Córdoba a unas 12 mil personas en forma 

directa, existiendo unas 26 plantas procesadoras (www.camaradelmani.com.ar), entre las 

cuales se encuentran cooperativas, empresas de capitales nacionales e internacionales y 
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esta actividad contribuye al sostén económico de numerosos pueblos del interior de la 

provincia (SAGPyA 2004). Debido al potencial productivo existente y a la baja demanda 

de consumo interno, el maní es un producto que se siembra principalmente para exportar y 

así nuestro país se ha transformado en el primer exportador mundial de maní, desplazando 

a China, India y Estados Unidos (www.camaradelmani.com.ar). 

1.8 Inoculación 

1.8.1 Objetivos, ventajas y dificultades de la inoculación 

El objetivo de la inoculación es proveer un número suficiente de rizobios viables para 

inducir la rápida colonización de la rizosfera de modo tal que la nodulación ocurra luego 

de la germinación y produzca óptimos rendimientos (Catroux y col. 2001). 

La inoculación de semillas de leguminosas es un eficiente y conveniente modo de 

introducir rizobios viables al suelo (Deaker y col. 2004). Sin embargo, la población de 

rizobios nativos establecida interfiere con la cepa introducida creando una barrera 

competitiva que puede causar el fracaso de la inoculación (Thies y col. 1991b). Ha sido 

estimado que un número tan bajo como 10 células por gramo (g) de suelo son suficientes 

para la formación de nódulos en la leguminosa (Streeter 1994). El éxito de los inoculantes 

depende de un número de factores interrelacionados determinados por el genoma 

bacteriano, el genoma de la planta y el ambiente (Sturz y col. 2000). Los inoculantes 

bacterianos deben ser buenos noduladores, fijadores efectivos y capaces de competir con 

las bacterias nativas menos eficientes (Cattelan y col. 1999). 

La efectividad simbiótica de los rizobios nativos suele ser reducida por la adaptación 

de estas bacterias a las condiciones agroclimáticas (factores ambientales, aplicación de 

fungicidas y pesticidas) (Zahran 1999), determinando que los rizobios residentes en los 

suelos, se constituyan como poblaciones con alta capacidad competitiva y de supervivencia 

pero con baja eficiencia simbiótica. Por otro lado, los rizobios inoculados persisten en el 

suelo dando lugar a poblaciones naturalizadas con baja eficiencia simbiótica debido a 

transferencia horizontal de genes entre miembros de la población (Provorov y Vorobyob 

2000). 

En virtud de estas consideraciones, la exitosa nodulación de leguminosas por una 

cepa introducida está determinada por la habilidad competitiva de esa cepa contra las 

nativas presentes en el suelo (Moawad y Bohlool 1984). 
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1.8.2 Supervivencia y competitividad de cepas inoculadas 

La capacidad de fijación de N ha sido utilizada como el criterio más importante en la 

selección de una cepa para la producción de inoculantes. Sin embargo, para que la cepa 

inoculada tenga el efecto deseado sobre el rendimiento de un cultivo, debe ser capaz de 

sobrevivir y competir en el suelo con las cepas residentes del mismo. De este modo, es 

trascendental identificar cepas altamente efectivas pero que también sean competitivas in 

situ (Moawadt y Bohlool 1984). La supervivencia, persistencia y habilidad competitiva de 

la cepa inoculada limita su éxito en el suelo (Dowling y Broughton 1986; 

Lakshminarayana y Sharma 1994). 

Se denomina competitividad a la habilidad de ciertas cepas de Rhizobium o 

Bradyrhizobium de dominar la nodulación de raíces de leguminosas en presencia de otras 

cepas (Bhagwat y col. 1991). 

Varios fenotipos o factores rizobianos que no son necesarios para el establecimiento 

de la simbiosis se han identificado teniendo importantes roles en la competitividad por la 

nodulación (Triplett y Sadowsky 1992; Toro 1996). Estos factores incluyen antibiosis 

(Triplett y Barta 1987), movilidad (Liu y col. 1989), rizopinas (Gordon y col. 1996), 

velocidad y eficiencia de nodulación, características superficiales (Sturz y col. 2000), 

producción de exopolisacáridos (McDermott y Graham 1989) y catabolismo de prolina 

(van Dillewijn y col. 2001) y producción de rizobitoxina (Okazaki y col. 2003). 

En las especies de Bradyrhizobium, de crecimiento lento, la competitividad está 

relacionada primariamente con características serológicas y localización geográfica de las 

cepas nativas (Kosslak y Bohlool 1985; Sadowsky y col. 1987). 

Rhizobium y Bradyrhizobium producen diferentes polisacáridos como 

exopolisacaridos(EPS), polisacáridos capsulares (CPS), lipopolisacaridos (LPS) y glucanos 

cíclicos, los cuales participan de la interacción simbiótica. Se ha postulado que tales 

compuestos, pueden estar involucrados en la competencia por la nodulación (Bhagwat y 

col. 1991). En consonancia con esta observación, es probable que la capacidad de 

formación de biofilm esté vinculada a una mayor competitividad o supervivencia en el 

suelo. 

La habilidad competitiva de un inoculante es reconocida como una propiedad 

importante del mismo (Brockwell y col. 1982). La respuesta de la planta a la inoculación 

es dependiente de varios factores ambientales y genéticos (Thies y col. 1991a; Triplett y 
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Sadowsky 1992), por lo tanto, la habilidad de cada cepa debería ser evaluada en 

condiciones agrícolas específicas (Tas y col. 1996). 

Se conocen factores bióticos y ambientales que afectan directa o indirectamente la 

competitividad de las cepas inoculadas. Dentro de los factores ambientales se encuentran 

las características del suelo, pH, salinidad, potencial acuoso y temperatura (Bottomley 

1992). Los factores bióticos que influyen son antagonismo microbiano, predación y 

parasitismo (Dowling y Broughton 1986). 

1.83 Implicancia en la selección de cepas para inoculantes 

Típicamente, la selección de cepas para su uso como inoculantes ha involucrado el 

muestreo y caracterización de una determinada cantidad de cepas en función de su 

performance simbiótica bajo condiciones controladas previo a corroborar su persistencia en 

el ambiente (Howieson y col. 2000). Una alternativa con mayor alcance es la selección de 

cepas aisladas de campo que constituyen la mayor proporción de los nódulos de una 

leguminosa determinada en ese ambiente en particular y comprobar en estas cepas las 

propiedades simbióticas y de competitividad (Denton y col. 2002). No obstante, ha sido 

demostrado que las cepas dominantes en el suelo pueden manifestar una baja 

competitividad en ensayos de laboratorio (McLoughlin y Dunican 1985; Leung y col 

1994). 

La selección de rizobios competitivos y bien adaptados a los distintos ambientes o la 

selección de leguminosas capaces de nodular con una amplia variedad de rizobios, son 

posiblemente los métodos más simples de mejorar la fijación de N en suelos con diferentes 

características (Denton y col. 2003). 

1.8.4 Influencia del método de inoculación 

La competencia por la nodulación es un fenómeno complejo y pobremente entendido, 

donde además de diferencias genéticas y fisiológicas entre la cepa inoculada y las 

establecidas, el efecto posicional parece ser crucial si comparamos los rizobios nativos 

ampliamente distribuidos por el perfil edáfico en relación a la cepa inoculada que 

permanece concentrada alrededor de la semilla (López-García y col. 2002). Los nódulos 

formados sobre raíces laterales por debajo de los cinco centímetros del suelo, se 

constituyen más tarde que aquellos que lo hacen cerca del cuello de la raíz principal y han 
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sido implicados en la fijación de N en las últimas etapas de un cultivo (Hardarson y col. 

1989; McDermott y Graham 1989), tiempo en el cual los nódulos de la raíz principal 

pueden estar senescentes. De esta manera, si las cepas de interés son inoculadas en la 

semilla, están restringidas a los primeros centímetros del sistema radical y la fijación de N 

en el periodo de llenado de granos puede estar significativamente reducida si depende de 

los nódulos en las secciones bajas de la raíz formados por cepas nativas de pobre eficiencia 

simbiótica (Denton y col. 2003). 

La inoculación en semilla resulta en baja ocupancia de nódulos con la cepa inoculada 

debido a su pobre movilidad y a la amplia distribución de rizobios nativos en el perfil del 

suelo que les permite formar nódulos sobre la totalidad del sistema radical (Weaver y 

Frederick 1974). 

El comportamiento rizobiano en la rizósfera determina la capacidad de nodulación y 

la efectividad de fijación, el desarrollo de un sistema simbiótico pleno debe lograrse 

incrementando el número de rizobios efectivos a través tecnologías de inoculación 

mejoradas (Thies y col. 1991b). La inoculación directa del suelo previo a la siembra, 

denominada inoculación en surco, presenta ciertas ventajas en relación a la inoculación en 

semilla, ya que ubica células viables en el perfil del suelo permitiendo una mejor infección 

del sistema radical de la leguminosa, evita el daño que sufre el tegumento de la semilla 

durante el peleteo y supera los efectos adversos que los fungicidas y pesticidas aplicados 

sobre la semilla tienen sobre los rizobios (Fouilleux y col. 1994). Particularmente, los 

fungicidas son productos químicos de uso muy difundido y están compuestos por una o 

varias sustancias que se utilizan sobre la semilla para protegerla de la acción de distintos 

microorganismos patógenos, fundamentalmente hongos. Estos productos presentan 

distintos grados de letalidad sobre los rizobios inoculados en la semilla (Hashem y col. 

1997). 

Bogino y col. (2011), evaluaron el rendimiento de la inoculación en semilla y surco 

de la cepa bradyrizobio C145 sobre maní. Los resultados, obtenidos de los ensayos en el 

campo, demostraron que la inoculación en surco produjo un mayor número y peso de 

nódulos. Las diferencias en el número de bacteroides y contenido de leghemoglobina por 

planta o por nódulo no fueron estadísticamente significativas. La actividad nitrogenasa fue 

mayor en la inoculación en surco cuando se determinó el parámetro en los nódulos de la 

raíz entera. 
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Un aspecto a considerar cuando se comparan ambos métodos de inoculación, es que 

la dosis empleada para realizar inoculación en surco es aproximadamente unas 6 veces 

superior que la requerida para inocular en semilla, lo cual, aunque provee de un mayor 

número de rizobios, significa un costo económico superior. 

1.8.5 Inoculación de maní 

En líneas generales, la inoculación de maní ha arrojado resultados controversiales y 

es una práctica agrícola discutida. Michelena y col. (1996) demostraron que con la 

aplicación de la cepa apropiada de rizobio, el maní es capaz de producir un mayor 

rendimiento de frutos con un alto contenido de proteínas. Esto se refiere a la capacidad 

relativa de cepas particulares para ocupar nódulos en las plantas hospedadoras en presencia 

de otras simbiontes. 

Los suelos de la zona manisera de Córdoba se caracterizan por presentar una 

población nativa de rizobios capaces de nodular maní, la cual no siempre es lo 

suficientemente efectiva. Estos simbiontes nativos pueden estar limitados por factores 

ambientales, por la tecnología de producción, o por los efectos de micotoxinas producidas 

por algunos hongos del suelo, entre otros factores (Fabra y col. 2010). La complejidad de 

esta práctica agrícola sumado a los escasos datos referidos a la simbiosis rizobio-maní, 

particularmente a los eventos tempranos de interacción, otorgan a todos aquellos nuevos 

abordajes de caracterización de esta simbiosis una gran importancia por ser generadores de 

conocimientos novedosos para optimizar el empleo de biofertilizantes que permitan una 

agricultura sustentable del maní. 

La optimización en el proceso de fijación del N debería alcanzarse con la 

utilización de una cepa acorde al hospedador lo cual se logra con estudios asociados a su 

capacidad de colonizar, de competencia, de eficiencia en la fijación, entre otras 

características. El establecimiento y la persistencia de una cepa más efectiva inoculada en 

el ecosistema de la leguminosa está condicionada por microorganismos nativos del suelo, 

debido a que son miembros adaptados a ese ambiente y a diferentes factores que afectan 

directa o indirectamente la competitividad de las cepas inoculadas (Bottomley 1992). Los 

factores bióticos que influyen son por ejemplo antagonismo microbiano y parasitismo 

(Dowling y Broughton 1986). Si bien la población nativa, adaptada a las características 

edafoclimáticas de la región centro sur de Córdoba puede proporcionar cepas eficientes 

para la inoculación, es difícil encontrar una bacteria que sobreviva a las distintas 
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condiciones ambientales y en las diferentes regiones de siembra que actualmente tiene el 

maní en Argentina. Por ello, es necesario realizar para las variadas áreas de cultivo 

estudios de diversidad microbiana de simbiontes de maní, de interacción y FBN para 

seleccionar microorganismos que puedan ser utilizados como inoculantes de interés 

agronómico para aplicar en las mismas. Esto sumado a las buenas prácticas de manejo del 

cultivo y la mejora en el procesamiento industrial del maní, favorecería la calidad del maní 

argentino. 

1.9 Papel de la movilidad bacteriana y su importancia en el suelo 

La movilidad es una característica de los rizobios que puede contribuir en el éxito 

de la competitividad simbiótica de estas bacterias (Ames y Bergman 1981). Henrichsen 

(1972) ha identificado seis categorías de movilidad bacteriana: swimming, swarming, 

twitching, gliding, sliding y darting. Swimming y swarming están correlacionados con la 

presencia de flagelos, mientras que tanto el twitching como diferentes formas de gliding 

dependen del pilis tipo IV (Mattick 2002). El sliding es una forma de translocación pasiva 

(Martínez y col. 1999) y el darting no ha sido ampliamente referenciado (Harshey 2003). 

El swimming es uno de los movimientos de mayor importancia en el suelo, el cuál 

ha sido estudiado mayormente en medio líquido. Sin embargo, esta forma de movilidad 

puede también ocurrir cuando la bacteria coloniza un medio de cultivo con baja 

concentración de agar (0,2 - 0,4%). 

En contraste al movimiento bacteriano individual que ocurre en el swimming, el 

swarming es considerado un comportamiento bacteriano grupal asociado con una 

migración en superficie semisólida (Williams y Schwarzhoff 1978). Un mayor número de 

flagelos son requeridos para el swarming lo cual puede deberse a una mayor fricción de la 

colonia con el medio (Harshey 2003). El fenómeno de swarming ha sido demostrado en 

diversas bacterias incluyendo miembros de Aeromonas, Azospirillum, Bacillus, 

Escherichia, Proteus, Pseudomonas, etc. (Daniels y col. 2004). Cuando las células son 

inoculadas en la superficie de un medio agar, se forman colonias regulares en el punto de 

inoculación. Luego las células inician un proceso de diferenciación en células largas 

multinucleadas e híper flageladas llamadas células swarm (Breaken y col. 2007) que 

desarrollan ciclos de migración de la población, rápidos y coordinados a través de la 

superficie sólida. El rápido movimiento de las células swarm en el borde de las colonias es 
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acompañado por un crecimiento bacteriano dentro de la misma, resultando en una pronta 

colonización de la superficie disponible (Sharma y Anand 2002). 

Todos los organismos que realizan swarming poseen flagelos peritricos y también 

las células vegetativas pueden tener flagelos peritricos polares o numerosos flagelos 

laterales (Allison y Hughes 1991). Hay tres etapas bien definidas del swarming y estas 

incluyen: 

1. Diferenciación de las células vegetativas en células swarm: Cuando las células son 

inoculadas en la superficie del agar, colonias regulares se forman inicialmente. 

Luego células en la periferia o borde de las colonias, se diferencian en células 

largas multinucleadas e híper flageladas, por la producción de flagelos y la 

represión de la septación de las células (Allison y Hughes 1991; Eberl y col. 

1999). 

2. Migración de la población de células swarm: Este proceso involucra el movimiento 

de células swarm elongadas altamente flageladas como grupos en la superficie del 

agar. Adicionalmente el contacto célula-célula es esencial para este tipo de 

migración. Esto es respaldado por el hecho de que las células swarm individuales 

son incapaces de moverse a través de la superficie del agar sólido (Eberl y col. 

1999). 

3. Consolidación: Luego de un periodo de migración, las células swarm revierten a 

células vegetativas, las cuales son capaces de reiniciar ciclos de diferenciación en 

células que realizan swarming dando zonas concéntricas en la superficie del agar 

(Williams y Schwarzhoff 1978; Allison y Hughes 1991). 

Este fenómeno colectivo representa una ventaja sobre las células individuales, 

permitiendo que las bacterias se muevan hacia las fuentes de nutrición para alejarse de 

potenciales causas dañinas (Wei y col. 2011) (Macfarlane y col. 2001; Zhdankin y Sprott, 

2010), para protegerse de la acción de los antibióticos (Overhage y col. 2008; Butler y col. 

2010), para evitar la competencia (Taylor y Buckling 2010) y de influir en otras 

características de virulencia relacionadas, tales como la formación de biofilm (Blair y col. 

2008) y la colonización de hospedadores (Ghelardi y col. 2007). 

Se considera que las respuestas de quimiotaxis y movilidad afectan el movimiento 

de las bacterias en el suelo (Soby y Bergman 1983), la adhesión a las raíces de los 

hospedadores (Caetano-Anollés y col. 1988) y la colonización de la superficie de las raíces 

(Caetano-Anollés y col. 1992). La inducción de los genes nod está directamente asociada a 
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los eventos de infección temprano. Ha sido reportado que los rizobios responden 

rápidamente a sustancias quimioatractantes y que los genes nod son inducidos unos 

minutos más tarde (Zaat y col. 1987). Kato y Arima (2006) reportaron que los exudados de 

semillas de poroto presentaron un mayor potencial de promoción para la proliferación de 

Rhizobium que los exudados de raíz y que células inoculadas de Rhizobium proliferaron 

considerablemente alrededor de las semillas de poroto bajo condiciones asépticas. Este 

efecto de promoción del crecimiento está dado por grandes cantidades de azúcares y 

aminoácidos existentes en los exudados de semilla (Kato y col. 2005). La presencia de 

químicos causa que las bacterias se muevan preferentemente hacia concentraciones 

crecientes de los quimioatractantes y se alejen de sustancias químicas desfavorables 

llamados quimiorepelentes. En este fenómeno, llamado quimiotaxis, las bacterias detectan 

los estímulos quimiotácticos en el entorno a través de los quimiorreceptores situados en su 

espacio periplásmico o membrana interna y las señales se transmiten a los flagelos, los 

cuales giran como las agujas del reloj o en sentido contrario (Koshland 1980). La 

quimiotaxis, como fenómeno biológico se lo ha encontrado en múltiples procesos 

biológicos como desarrollo de biofilm (Gristina 1987), infección de patógenos (Freter y 

col. 1979) fijación del N (Pearl y Gallucci 1985), migración en aguas subterráneas y suelos 

como así también en la bioremediación in situ (Gannon y col. 1991). 

Ante estos y otros reportes bibliográficos, no es utópico pensar que si las bacterias 

en medios de cultivo muestran estos tipos de comportamientos, el suelo, la rizósfera y la 

superficie de la raíz se tornan en ambientes con una alta capacidad para poner de 

manifiesto cualquier tipo de movilidad bacteriana que le permitan colonizar, competir y 

porque no fijar mejor el N biológicamente. 

1.10 Efecto de agroquímicos sobre la viabilidad y la composición de ácidos grasos de 

membrana de rizobios simbiontes de maní 

En los últimos tiempos, el progreso industrial para optimizar la producción de 

alimentos ha llevado a la aplicación de diversos productos agroquímicos como 

fertilizantes, pesticidas, acondicionadores del suelo, fitohormonas, entre otros. Una 

fracción importante de estos productos fitosanitarios, especialmente los pesticidas, se 

acumulan en el suelo debido a su frecuente aplicación y en consecuencia, afectan 

adversamente las actividades metabólicas de la microflora del suelo que lleva finalmente a 

la pérdida de fertilidad del suelo (Ahemad y col. 2009). Por lo tanto, la comprensión de los 
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efectos tóxicos de los productos químicos sobre los rizobios y la fijación simbiótica de N 

es importante con el fin de revertir los posibles daños causados por la aplicación de los 

mismos. Wani y col. (2005) reportaron que el insecticida Forato (dosis entre 100 y 500 

lig/mi) reduce la producción de ácido indol acético mediada por bacterias solubilizadoras 

de fosfato pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas y Serratia aisladas a partir 

de diversos suelos rizosféricos. Dunfield y col. (2000) evaluaron los efectos de Captan y 

Tiram (fungicidas, dosis de 0,25 a 2 g/kg de semilla) sobre la supervivencia y las 

características fenotípicas de bacterias del género Rhizobium leguminosarum bv. viceae 

cepa Cl ; observaron reducción significativa el número de rizobios, recuperados a partir de 

semillas, pero sin embargo, sólo las concentraciones más altas de Captan afectaron la 

nodulación y el crecimiento de las leguminosas. El contacto con algunos fungicidas de 

aplicación sobre semilla, también podría generar cambios significativos sobre las 

características fenotípicas de los rizobios (Ahemad y Khan 2011). 

Las bacterias pueden censar estímulos ambientales o la presencia de rizodeposiciones 

de las raíces y transmitir esas señales al motor flagelar a través de una vía de transducción 

de señales que controla la dirección y/o velocidad de la rotación del flagelo (Wadhams y 

Armitage 2004). Esto implica que procesos de movilidad bacteriana pueden estar 

condicionados a la capacidad de detectar señales externas. Para ello las funciones de la 

membrana plasmática se tornan relevantes, fundamentalmente su capacidad de actuar 

como barrera semipermeable para regular el paso de solutos entre la célula y el medio 

ambiente externo. Ibekwe y col. (2001) demostraron el impacto que los fungicidas tenían 

sobre las poblaciones microbianas y mostraron cambios en el perfil de ácidos grasos (AG) 

componentes de fosfolípidos (PL), destacando la importancia del estudio del 

comportamiento y supervivencia que los microorganismos podrían tener frente a 

compuestos xenobióticos luego de su aplicación. Medeot y col. (2010) han demostrado la 

importancia que existe entre la movilidad y una correcta composición de lípidos de 

membrana, ya que modificaciones en la misma conlleva a un menor tamaño celular y una 

reducida movilidad bacteriana. Todo esto puede implicar que en el suelo los lípidos de las 

membranas de los rizobios frente a factores químicos pueden tener un papel vital. 

El avance de las técnicas moleculares del estudio de lípidos ha evidenciado que la 

membrana es un mosaico compuesto por numerosos dominios lipídicos específicamente 

situados y con funciones determinadas (Matsumoto 2001). La flexibilidad y la capacidad 

de adaptación de la membrana determinan en gran medida la capacidad de supervivencia 
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de las bacterias (Sajbidor 1997). Son muchos los factores externos, como la temperatura, 

pH, actividad de agua, nutrientes, iones, fase de crecimiento, entre otros, que afectan a las 

propiedades fisico-químicas de la membrana y posteriormente su funcionamiento. La 

fluidez es uno de los parámetros más importantes de la membrana citoplasmática, que 

permite mantener la homeostasis de la célula y por lo tanto debe mantenerse dentro de 

ciertos valores estrictos para asegurar la funcionalidad de la misma. Los mecanismos de 

adaptación estudiados hasta el momento y que implican la modificación de los PL pueden 

incluir: I) cambios en el grado de insaturación de los AG, II) formación de AG 

ciclopropanos, III) isomerización de cis a trans de los AG insaturados y IV) modificación 

de los grupos cabeza de los PL (Hartig y col. 2005). En las diferentes familias de rizobios, 

el perfil de AG ha sido utilizado con fines quimiotaxonómicos (Tighe y col. 2000), sin 

embargo además de los efectos en la composición de AG debidos a la fase de crecimiento 

(Hubac y col. 1992; Boumahdi y col. 1999 y 2001) y bajas temperaturas (Drouin y col. 

2000), no existe información sobre la respuesta de los rizobios a la presencia de fungicidas. 

Por ejemplo, ha sido informado en E. coli que la presencia de diferentes fungicidas 

afectaron principalmente el grado de insaturación de los AG componentes (Rosas y col. 

1980). En otro estudio ha sido informado que el tratamiento de suelos con los fungicidas 

Captan, Chlorothalonil y Carbendazim provocó un aumento de AG ciclopropano en la 

flora microbiana del suelo (Ahemad y Khan 2011). 
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CAPÍTULO 2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1 Hipótesis 

La manipulación exitosa de la fuente de N a través del uso de su fijación biológica, 

resulta en prácticas agrícolas que son económicamente viables y ambientalmente 

prudentes. La simbiosis entre las especies bacterianas fijadoras de N, englobadas bajo el 

término de rizobios, y las leguminosas es crucial para una alta productividad de estos 

cultivos de gran importancia socio-económica. Un problema en estas prácticas concierne a 

la eficacia de los inoculantes de rizobios para la formación de las estructuras fijadoras de N 

(nódulos) en los cultivos de leguminosas. Más específicamente, el problema de la 

competitividad y la supervivencia del rizobio en el suelo, la tolerancia a las condiciones 

ambientales o la compatibilidad con otras cepas rizosféricas, dificultan el establecimiento 

de una simbiosis efectiva entre la leguminosa y el rizobio inoculado. Parte de estas 

dificultades, podrían revertirse con un estudio que aborde en forma integral la interacción 

entre rizobios y leguminosas. 

La hipótesis planteada en esta Tesis Doctoral es que la aplicación adecuada de 

cepas biofertilizantes bajo una correcta labranza de los cultivos, produce cambios en la 

morfología de la planta que se ponen de manifiesto de diferentes maneras, como por 

ejemplo un mayor desarrollo radicular, una mayor producción de materia vegetal y lo que 

es más importante, una mayor producción de granos. 

2.2 Objetivos 

2.2.1 Objetivo general 

El objetivo general del presente proyecto apunta, por un lado, a evaluar en qué 

medida el desarrollo de diferentes estrategias de biofertilización pueden favorecer la 

competitividad y la supervivencia de la cepa introducida en suelos con poblaciones 

microbianas nativas y, por otro lado, a determinar el impacto final sobre el rendimiento a 

cosecha de los cultivos. 

2.2.2 Objetivos específicos 

1- Estudiar la respuesta de la planta frente a distintas estrategias de 

biofertilización tales como la inoculación en semilla o en el surco de siembra. Cepas 

seleccionadas de Bradyrhizobium inoculadas sobre semilla, suelen fracasar en la ocupancia 
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de un número importante de los nódulos cuando una población rizobiana está establecida 

en los suelos (Bogino y col. 2006). Estudios posteriores nos demostraron que la posición 

de la bacteria en el perfil del suelo permite un acceso directo a los sitios infectables de la 

raíz cuando ésta penetra en el suelo (Bogino y col. 2008). Este fenómeno tendrá en nuestra 

investigación dos aspectos a explorar, por un lado la ventaja de la inoculación en surco en 

relación a la inoculación en semilla, y por otro lado la implicancia del efecto posicional en 

el mecanismo de ingreso vía "crack-entry" de los rizobios en el maní. Para facilitar el 

abordaje de este objetivo será dividido de la siguiente manera: 

la. Estudiar si la fuerte adhesión a la semilla y la consecuente formación de biofilm 

dificultan el acceso a la zona de infección de la raíz. 

lb. Verificar si la atracción (quimiotaxis) a la semilla obstaculiza el acercamiento 

de la bacteria a la zona infectable de la raíz. 

le. Demostrar si la falta de movilidad bacteriana es el condicionante para la falta de 

respuesta cuando la bacteria se inocula en la semilla. 

2- Evaluar la supervivencia, efectividad y cambios lipídicos de Bradyrhizobium 

sp. en ambientes adversos. La aplicación de biofertilizantes está ligada de una manera u 

otra al uso de agroquímicos como fungicidas e insecticidas y a las prácticas de labranza 

previas. Las consecuencias ambientales de los productos químicos sintéticos comprometen 

la fijación simbiótica del N conduciendo al aumento de la dependencia de los fertilizantes 

nitrogenados químicos y por lo tanto, a la reducción de la fertilidad del suelo y la 

disminución a largo plazo del rendimiento de las cosechas (Fox y col. 2007). En general, 

los estudios realizados para evaluar los efectos en la simbiosis maní-Bradyrhizobium se 

han limitado a examinar los efectos del fungicida en la nodulación y crecimiento de la 

planta sin evaluar si la pérdida de eficiencia estaba ligada a la supervivencia de la bacteria 

en el inoculante por posibles modificaciones en su envoltura celular como ocurre en 

presencia de factores abióticos (Medeot y col. 2007, Paulucci y col. 2011). En este sentido, 

se estudiará si se producen alteraciones a nivel de ácidos grasos de membrana en el 

microsimbionte sometido a esas condiciones. Se debe tener en cuenta que el maní se 

cultiva en suelos arenosos generalmente con deficiencias nutricionales, no existiendo 

bibliografía del efecto de estos suelos sobre la bacteria. Es nuestro interés por lo tanto, 

demostrar de qué manera se puede minimizar el efecto adverso sobre el biofertilizante, 

proponiendo para tal fin el uso diferentes técnicas de aplicación. 
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3- Determinar la influencia de la co-inoculación Bradyrhizobium sp.-

Azospirillum sobre el crecimiento y la FBN en maní. Previamente ha sido demostrada 

que la co-inoculación de los rizobios con Azospirillum, una rizobacteria fijadora de N de 

vida libre, afecta de manera positiva a distintas leguminosas. Son numerosos los cambios 

que causa la inoculación de Azospirillum, co-inoculado o no con otros microorganismos, 

destacándose cambios en la fisiología y morfología de las raíces de las leguminosas, en la 

producción de fitohormonas, en la nodulación, entre otras (Burdman y col. 1996). Si bien 

ha sido documentado que la aplicación combinada de Rhizobium y Azospirillum mejora la 

nodulación y que este efecto podría ser atribuido al mejor desarrollo de las raíces 

producido por la bacteria de vida libre, no se deberían excluir otros factores que podrían 

estar involucrados, tales como los cambios en el metabolismo de los flavonoides 

producidos en la leguminosa (Lambrecht y col. 2000). En particular existe la experiencia 

de trabajos de biofertilización mixta para poroto y soja (Dardanelli y col. 2008). En la 

búsqueda de nuevas estrategias de biofertilización para maní, planeamos experimentar la 

co-inoculación en cuestión por medio de ensayos en el laboratorio y a campo. 
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Cepas bacterianas 

Las bacterias del género Bradyrhizobium sp. empleadas fueron: C145 (origen NIFTAL 

Hawaii, USA, cepa recomendada como inoculante de maní por el Instituto Nacional 

Tecnología Agropecuaria, INTA Argentina), SEMIA6144 (origen FEPAGRO-MIRCEN, 

Brasil; inoculante de maní utilizado en Brasil), USDA4438 [origen Servicio de Investigación 

de Agricultura (ARS), Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)] 15A y 

Pc34 (ambas cepas nativas aisladas de nódulos de maní en General Cabrera, Provincia de 

Córdoba). 

Se empleó la cepa de referencia en Argentina, Azospirillum brasilense Az39 (Díaz-Zorita y 

Fernández 2009). 

3.2 Medios y condiciones de cultivo de los microorganismos 

3.2.1 Medios de cultivo para cepas de Bradyrhizobium sp. 

Medio agar agua 0,3% 

Agar 3,0 g 

H2Od c.s.p. 1,0 1 

Medio agar agua 0,5% 

Agar 5,øg 

H2Od c.s.p. 1,01 

Medio TY: modificado (Beringer 1974) 

CaC12 2H20 0,4 g 

Tripteina Bacteriológica 5,0 g 

Extracto de levadura 3,0 g 

H2Od c.s.p. 1,0 1 
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Medio YEM: modificado (Vincent 1970) 

Manitol 10,0g 

Extracto de levadura 1,0 g 

K2HPO4 0,5 g 

MgSO4 7H20 0,2 g 

NaC1 0,1 g 

H2Od c.s.p. 1,0 1 

Medio TSA (tripteina soya agar) 

Tripteina 15,øg 

Peptona de soya 5,0 g 

NaC1 5,0g 

Agar 15,øg 

H2Od c.s.p. 1,0 1 

pH 7,3 ± 0,2 a 25°C 

3.2.2 Medios de cultivo para cepas de Azospirillum 

Medio LB (Luria-Bertani): (Luna y Burrous 1955) 

Glucosa 1,0 g 

NaC1 5,0g 

Tripteina Bacteriológica 10,0 g 

Extracto de levadura 5,0 g 

1120d c.s.p. 1,0 1 

Medio mínimo Nfb (Estevez Amador 2007) 

Acido málico 5,0 g 

KOH 4,5 g 

K2HPO4 0,5 g 

(NH4)2SO4 0,5 g 

MgSO4 7H20 0,2 g 

NaC1 0,1 g 

CaC122H20 0,02 g 
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FeEDTA (1,64%) 4,0 ml 

Microelementos 2,0 ml 

H2Od c.s.p. 1,0 1 

Se ajustó el pH a un valor de 6,8. Se esterilizó en autoclave (120 °C, 20 mm) y se agrego 1 ml 

de solución de vitaminas. 

La solución de microelementos: 

H3B03 1,4g 

ZnSO4 7H20 1,2 g 

MnSO4 H20 1,17g 

Na2Mo04 2H20 1,0 g 

CuSO4 5H20 0,04 g 

H2Od c.s.p. 100 ml 

Solución de vitaminas: 

Piridoxal-HCL 0,2 g 

Biotina 0,1 g 

H2Od c.s.p. 1,0 1 

3.23 Soluciones nutritivas para ensayo de plantas de maní 

Solución Hoagland (Hoagland y Arnon 1938) 

CaCl2 1M 10,0 m1/1 Solución de micronutrientes 

KCl 1M 10,0m111 H3B03 1,24 g/1 

ZnSO4.7H20 1mM 4,0 m1/1 MnC12 1,81 g/1 

MgSO4 1M 4,0 m1/1 ZnC12 0,11 g/1 

KH2PO4 1M 2,0 m1/1 CuSO4 0,05 g/1 

FeCl3 5 mg/m1 2,0 m1/1 NaMo04 0,025 g/1 

Solución de micronutrientes 2,0 m1/1 

Medio Jensen (Vincent 1970) 

CaHPO4 1,0 g Solución de oligoelementos: 

K2HPO4 0,2 g H3B03 0,05% 

MgSO4 7H20 0,2 g MnC12 0,05% 
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ts,10N4 

IBLIOTEC4

/A, 

NaC1 0,2 g ZnSO4 H20 0,05% 

FeCl3 0,1 g NaMo04 5H20 0,005% 

Oligoelementos 1,0 ml CuSO4 5H20 0,002% 

H2Od c.s.p. 1,0 1 

3.3 Condiciones de cultivo 

La temperatura de incubación para los cultivos de las cepas bacterianas empleadas fue de 30 

°C. Los cultivos en medios líquidos fueron agitados a 150 rpm en agitador rotatorio. 

*Para solidificar los medios se agregó 1,5 % p/v de agar-agar. 

*La esterilización fue realizada en autoclave a 120 °C por 20 min. 

3.4 Medio de conservación 

La conservación de las cepas bacterianas se llevó a cabo mediante congelamiento de cultivos 

crecidos hasta fase exponencial tardía, en tubos de conservación con la adición de glicerol 

estéril a concentración final de 20 % y almacenados a -20 °C y -80 °C. 

3.5 Estudio del crecimiento bacteriano 

A partir de un cultivo inicial de la bacteria en medio rico (D.0.600 nm entre 0,8 y 1) se 

inoculó un erlenmeyer con 20 ml de medio de cultivo (D.0.600 nm cercana a 0,01-0,02) y se 

determinó la variación de la D.0.600 run a lo largo del tiempo. Los erlenmeyers fueron 

incubados a 30 °C en agitación (150 rpm) hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. 

Paralelamente se realizó un recuento de células viables en distintos puntos de la curva en 

placas de medio YEM, cada uno por triplicado, para establecer una correcta relación entre 

turbidez y viabilidad celular, determinada como unidades formadoras de colonia (UFC)/ml. 

3.6 Condiciones de crecimiento vegetal 

3.6.1 Material vegetal 

Semillas de maní (Arachis hypogaea L. cv Granoleico) fueron cedidas gentilmente por el Ing. 

Juan Soave del Criadero El Carmen, General Cabrera, Córdoba. 
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3.6.2 Desinfección superficial y germinación de semillas 

Se cubrió a las semillas a desinfectar con alcohol etílico al 96% durante 30 segundos y 

posteriormente se lavaron dos veces con agua destilada estéril. Luego se adicionó peróxido de 

hidrógeno al 15% v/v, agitando suavemente durante 7 min. Posteriormente se lavaron diez 

veces con agua destilada estéril. 

Las semillas desinfectadas se colocaron en placas de petri con agar agua al 0.8% y se las dejo 

germinar durante 3 días en estufa a 30°C. 

3.6.3 Obtención de exudados de semilla 

Se colocaron 20 semillas desinfectadas de maní en un vaso de precipitado previamente 

esterilizado en autoclave. Se les agregó 20 ml de agua destilada estéril y se incubó durante 16 

horas en un ambiente protegido de la luz. Luego el líquido fue esterilizado por filtración con 

filtros de nitrato de celulosa de 0,45 pm. Se alicuotaron en eppendorf estériles y se 

almacenaron a -20 °C. 

3.7 Estudios de formación de biofilm 

3.7.1 Ensayo de microplacas 

La capacidad de formación de biofilm fue determinada mediante un ensayo cuantitativo en 

microplacas de 96 pocillos de PVC en el que los biofilms fueron teñidos con cristal violeta 

(CV) (O 'Toole y Kolter 1998). Las microplacas fueron superficialmente esterilizadas bajo 

radiación Uy y cada pocillo fue inoculado con 150 µ1 de un cultivo bacteriano crecido en 

medio YEM (D.0.600 nm 0,4 aproximadamente). Luego de la inoculación las placas fueron 

cubiertas con una tapa plástica estéril para prevenir la evaporación y contaminación, e 

incubadas sin agitación a 30 C° durante 72 h. Luego los contenidos de cada pocillo fueron 

homogenizados suavemente por pipeteo y el crecimiento bacteriano fue medido por 

absorbancia a 600 nm. Las células libres fueron removidas de los pocillos, los cuales fueron 

lavados tres veces con solución fisiológica, vaciados y teñidos con cristal violeta al 0,1 % 

durante 15 min. Posteriormente fueron enjuagados con agua destilada tres veces. 
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3.7.2 Cuantificación de la formación de biofilm 

El biofilm generado por cada rizobio fue cuantificado mediante la adición de 200 id de etanol 

al 96% a cada uno de los pocillos teñidos y la absorbancia del CV solubilizado fue 

determinada en un lector de Elisa (Multiskan MS Primary EIA V.1.8-0) a 560 nm. Las 

medidas de crecimiento bacteriano fueron realizadas por triplicado y repetidas al menos tres 

veces y los valores medios y las desviaciones estándar calculadas. 

3.8 Ensayos de movilidad 

3.8.1 Swimming (agar 0,3%) 

Se prepararon diferentes medios de cultivos con el agregado de agar al 0,3%, los medios 

utilizados fueron agar agua, agar agua + 10% YEM, YEM y TY. Para estos ensayos se 

utilizaron placas de petri a las cuales se les agregó 20 ml de medio y se las dejó secar en 

campana de flujo laminar (Déziel y col. 2001). 

Las diferentes cepas de rizobios utilizadas se sembraron por picadura en el centro de la placa 

con un ansa de punta. Las cepas de Bradyrhizobium provenían de placas de 8 días de 

crecimiento en medio YEM. 

3.8.2 Swarming (agar 0,5%) 

Se prepararon diferentes medios de cultivos con el agregado de agar al 0,5%, los medios 

utilizados fueron agar agua, agar agua + 10% YEM, YEM y TY. Para estos ensayos se 

utilizaron placas de petri a las cuales se les agregó 20 ml de medio y se las dejó secar en 

campana de flujo laminar. 

Los diferentes rizobios utilizados se sembraron apoyando suavemente el ansa de punta sobre 

la superficie del medio. Todos los microorganismos utilizados provenían de placas de 8 días 

de crecimiento en medio YEM. 

3.8.3 Influencia de diferentes factores sobre la movilidad bacteriana 

Los ensayos anteriormente descriptos, fueron modificados para analizar el efecto sobre la 

movilidad de: temperaturas sub-óptimas de crecimiento, diferentes tiempos de incubación, 

efecto de exudado de semilla, la adición de diferentes fuentes de carbono y agregado de los 
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fungicidas Carboxin 20 % + Tiram 20 % a una dosis de 200 cm3/100 Kg semilla (MT) y 

Fludioxonil 2,5% + Metalaxil 1% a una dosis de 100 cm3/100 kg de semilla (FM). Las 

temperaturas utilizadas fueron de 30 °C y 23 °C. Las placas con los diferentes tipos movilidad 

se incubaron durante 8, 16, 24 y 32 días a 30 °C. Para los estudios del efecto del exudado de 

semilla de maní un volumen de 8 µI de exudado el cual provenía de un volumen 10 veces 

concentrado, se añadió a un filtro que fue colocado a 0,5 cm del radio de movilidad promedio 

de cada cepa. Las fuentes de carbono utilizadas fueron 4 monosacáridos (glucosa, fructosa, 

manosa, y arabinosa) y 1 polialcohol (manitol). Los mismos se utilizaron a una concentración 

de 0,1 % en medio agar agua. Los fungicidas MT y FM se agregaron a los medios de 

movilidad a una concentración del 0,2 y 0,1 % respectivamente. 

3.9 Microscopía electrónica de barrido 

Para la determinación del tamaño celular y el análisis morfológico de los rizobios en estudio, 

células vegetativas y swarin se fijaron en glutaraldehído al 2,5% y fueron almacenados a 48 

°C durante 24 h. Las muestras fueron secuencialmente deshidratadas durante 10 mm n en 

soluciones de etanol al 50, 70, 90, y 96% y luego dos veces durante 20 mm n en etanol 

absoluto, como se describe por Kockro y col. (2000). Luego del secado por punto crítico las 

muestra se fijaron en cinta de cobre doble capa, fueron colocadas sobre soportes de aluminio 

y recubiertos con una capa de oro fino en un Baltec SCD 050 Sputter (Bal-Tec, EE.UU.) a 40 

mA/150 s. Una vez realizado el recubrimiento de las muestras, las mismas fueron examinadas 

bajo un microscopio Joel JMST300 SEM (Joel Inc., Japón). 

3.10 Extracción de lípidos 

Los lípidos fueron extraídos de las células lavadas con una mezcla de 

cloroformo/metanol/agua según lo descripto por Bligh y Dyer (1959), luego se agregó una 

solución 0,1 M KC1 en 50 % de metanol para obtener una fase inferior clorofórmica y una 

fase superior acuosa. La fase inferior, que contiene los lípidos, fue lavada dos veces con la 

misma solución de KCl, secada bajo flujo de N y resuspendida en un volumen apropiado de 

cloroformo/metanol 2:1 (v/v). 
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3.11 Análisis de ácidos grasos 

Los ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) fueron obtenidos a partir de los extractos 

lipídicos de células crecidas en medio YEM hasta una D.0.600 nm de 0,6, luego a los 

diferentes tratamientos se les agregó MT y FM a una concentración de 0,2 y 0,1 % 

respectivamente haciéndolos crecer por 24 h. 

Los mismos se analizaron en un cromatógrafo de gases Hewlett Packard 5890, serie II 

equipado con una columna de metil-silicona (50 m x 0,2 mm x 0,33 ¡un), acoplado a un 

detector de ionización de llama. La temperatura de la columna se programó a 180 °C durante 

25 mm n y luego una rampa de 3 °C/minuto hasta alcanzar 250 °C. Temperatura del detector: 

300 °C. Temperatura del inyector: 250 °C. Los picos correspondientes a cada AG se 

identificaron usando una mezcla de testigos provista por Sigma-Aldrich Chemical Co (Kates 

1973). 

3.12 Ensayo de co-inoculación en invernadero 

El ensayo se llevó a cabo en macetas de 100 g de vermiculita, regadas con 100 ml de agua 

destilada estéril. Cada maceta portaba una planta, con 10 repeticiones para cada tratamiento 

los cuales fueron: 

• Sin inocular (control negativo). 

• Inoculados con Bradyrhizobium C145, SEMIA6144, USDA4438, 15A y Pc34. 

• Inoculados con A. brasilense Az39. 

• Co-inoculadas Bradyrihzobium-A. brasilense Az39. 

Una vez desinfectadas y pre germinadas las semillas, se depositaron una por maceta y se 

inocularon. Para las inoculaciones simples se colocó 1 ml del cultivo de las diferentes cepas 

de Bradyrhizobium con un recuento de 109 UFC/ml y 1 ml de A. brasilense Az39 con un valor 

de viables de 106 'UFC/ml, mientras que los tratamientos co-inoculados se utilizó 1 ml de una 

cepa de Bradyrhizobium y 1 ml del cultivo de Azospirillum. Las plantas fueron cultivadas 

durante 32 días en una cámara de cultivo con un ciclo de 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad 

a 24 °C y la humedad relativa se mantuvo entorno al 80%. Los riegos se efectuaron en días 

aliemos a lo largo de los 32 días, con agua destilada estéril y solución Jensen sin nitrógeno 

estéril. 

49 



Capítulo 3 Materiales y métodos 

Se determinaron seis parámetros en cada ensayo: longitud de tallo y raíz medidos en cm, peso 

seco de parte aérea y raíz expresado en mg/planta, número de nódulos/planta y peso seco de 

nódulos estimado en mg/planta. 

3.13 Ensayos de inoculación a campo 

3.13.1 Ensayo a campo, campaña 2010-2011 

El ensayo se realizó en un campo experimental ubicado en la localidad cordobesa de Chaján, 

dirigido técnicamente por el Ing. Guillermo Cerioni, docente de la Facultad de Agronomía y 

Veterinaria (UNRC). Los tratamientos consistieron de inoculación en surco con la cepa de 

Bradyrhizobium C145 (recomendada por INTA para ser utilizada para inocular cultivos de 

maní), inoculación con Azospirillum Az39, co-inoculación con Bradyrhizobium C145-

Azospirillum Az39 y controles sin inocular. Se sembró una superficie de 1 ha por tratamiento. 

La densidad de siembra fue de 16 semillas por metro (m) lineal. En todos los casos las 

semillas fueron tratadas con el fungicida Carboxin 20 % + Tiram 20 %, a una dosis de 200 

m1/100 Kg semilla. La inoculación en surco se realizó aplicando 1,5 1 de inoculante por ha de 

Bradyrhizobium C145 y 1 1 de inoculante por ha de Azospirillum Az39. Los inoculantes 

(Nitrasoil) empleados contenían aproximadamente 1 x 109 células m1-1. 

3.13.2 Ensayo a campo campaña 2013-2014 

El ensayo se realizó en un campo ubicado en la localidad cordobesa de Dalmacio Vélez, 

dirigido técnicamente por el Ing. Guillermo Cerioni, docente de la Facultad de Agronomía y 

Veterinaria (UNRC). Los tratamientos consistieron de co-inoculaciones en surco con las 

cepas de Bradyrhizobium C145, 15A, Pc34 y Azospirillum Az39 y de controles sin inocular. 

Cada tratamiento fue realizado en cuatro parcelas (repeticiones distribuidas aleatoriamente) de 

siete surcos de 5 m de largo distanciados 0,7 m entre sí. La densidad de siembra fue de 16 

semillas por metro lineal. En todos los casos las semillas fueron tratadas con el fungicida 

Carboxin 20 % + Tiram 20 %, a una dosis de 200 m1/100 Kg semilla. La inoculación en surco 

se realizó aplicando 1,5 1 de inoculante por ha de Bradyrhizobium y 11 de inoculante por ha 

de Azospirillum Az39. Las formulaciones empleados contenían aproximadamente 1 x 109

UFC/ml. A los 60 días se tomaron muestras de plantas. A los diferentes tratamientos se les 

estimó la medida de tallo, peso seco de parte aérea, número y peso seco de nódulos. 
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Alrededor de los 150 días post siembra, plantas recogidas de una superficie de 1 m2 fueron 

cosechadas y analizadas para determinaciones de peso de parte aérea, número y peso seco de 

nódulos y peso de cajas. 

3.14 Análisis estadístico 

Las experiencias fueron realizadas en diseños aleatorizados y los valores representan las 

medias de tres repeticiones. Los datos se analizaron empleando el test de ANO VA con una 

comparación múltiple de variables por el test de LSD Fisher considerando diferencia 

significativa un nivel de P=0,05. Todos los análisis estadísticos se evaluaron con el software 

InfoStat (Estadística y Biometría, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional 

de Córdoba). 
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CAPÍTULO 4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Selección de rizobios simbiontes de maní para estudios de movilidad y quimiotaxis 

Los antecedentes previamente expuestos indican el problema que suelen tener las 

bacterias empleadas como inoculantes al momento de ser utilizadas. Adicionalmente, gran 

parte de los resultados publicados se han obtenido estudiando la simbiosis rizobio-leguminosa 

en estadios avanzados de interacción, desconociendo que sucede en los eventos tempranos de 

la asociación y que son condicionantes para la FBN. Como ya se conoce a través de diferentes 

reportes bibliográficos, el maní es una planta que puede ser nodulada por rizobios de 

crecimiento rápido y lento, los cuales muestran a su vez diversas propiedades de promoción 

de crecimiento vegetal (Fabra y col. 2010). Dentro de ellas estas propiedades, una muy 

importante es la capacidad de formación de biofilm (Bogino 2008). En referencia a esta 

última particularidad, de una colección de rizobios simbiontes de maní se seleccionaron 26 

cepas, las cuales se caracterizaron en base a su capacidad de formación de biofilm según lo 

detallado en el apartado 3.7 de materiales y métodos. Los resultados de la figura 3 indican que 

del total de las cepas, el 53,84% mostró valores de formación de biofilm superiores a 1,5 

(D.0.560 nm) después de 3 días de ensayo. En base a este alto porcentaje de rizobios 

simbiontes de maní formadores de biofilm y sobre la premisa de esta tesis doctoral, se 

seleccionaron 4 rizobios señalados con color negro en la figura 3. 
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Figura 3 Capacidad de formación de biofilm de rizobios simbiontes de maní nativos y 
recomendados, después de 72 h de incubación en medio YEM. 

De los 4 rizobios seleccionados el de mayor formación de biofilm fue USDA4438 que 

presentó un valor de D.0.560 nm de 3,658. La cepa recomendada para la producción de 

inoculantes para maní en Argentina por el INTA, C145, presentó un registro intermedio de 

1,911. Las cepas de menor producción de biofilm fueron Pc34 y 15A, ambas nativas y con un 

valor de D.0.560 nm de 0,399 y 0,291, respectivamente. En esta etapa de selección de cepas 

bacterianas de variable capacidad de formación de biofilm, decidimos determinar su 

capacidad de movilidad en diferentes condiciones experimentales y su quimiotaxis. 

4.2 Caracterización de la movilidad de rizobios simbiontes de maní 

Las bacterias constantemente monitorean las señales de su ambiente y se adaptan a las 

condiciones imperantes modulando su capacidad de movilidad. Parte de las señales que 

detectan pueden ser de origen ambiental o las producidas por otros organismos y en el caso de 

los rizobios, este evento puede ocurrir en la rizósfera de las leguminosas o sobre la superficie 

de las raíces. Para conocer si los rizobios en estudio con variable capacidad de formación de 

biofilm muestran algún tipo de movilidad, realizamos un ensayo de swinuning y de 

swarming. De todas las cepas recomendadas como inoculantes, Bradyrhizobium SEMIA6144 

es uno de los simbiontes de mayor caracterización fenotípica, genotípica y de simbiosis sobre 

maní (Medeot y col. 2007, 2010; Menna y col. 2009) por lo tanto se incluyó a esta cepa 

dentro del grupo de estudio para poder analizar con mayor precisión los resultados obtenidos. 
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4.2.1 Caracterización de la concentración de agar para la observación de la movilidad de 

rizobios simbiontes de maní 

Los cinco rizobios en estudio, C145, SEMIA6144, USDA4438, 15A y Pc34, crecieron 

en placas de petri con medio de cultivo YEM. Luego de 8 días de incubación a 30 °C, en 

forma individual y asépticamente de cada placa se seleccionó una colonia y se sembró en 

picadura en medio de una placa con medio agar agua. Las concentraciones de agar utilizadas 

en el ensayo fueron de 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,8% y 1%, cuyos datos se referencian en la 

figura 4. Como puede observarse, todas las bacterias estudiadas presentaron movilidad en el 

rango de concentraciones de agar empleado, donde el mayor diámetro de movilidad fue 

obtenido con agar 0,3% seguido de agar 0,5% y para todos los rizobios de estudio. 
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Figura 4 Movilidad de rizobios simbiontes de maní sobre medio agar agua a diferentes 
concentraciones. Las bacterias previamente fueron crecidas en medio YEM con agar al 1,5%. 
Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANOVA, test 
LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias son 
estadísticamente significativas. 

Harshey (2003) y Verstraeten (2008) señalan que la habilidad para realizar movilidad 

tipo swarming es crítica para diversos géneros bacterianos como por ejemplo, Vibrio y 
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Proteus que muestran su movilidad entre 1,5 y 3% de agar, mientras que Salmonella, 

Escherichia, Serratia, Pseudomonas y Bacillus tienen movilidad swarming entre 0,5 y 0,8% 

de agar. Los rizobios nodulantes de maní empleados para este estudio tuvieron la capacidad 

de realizar movilidad tipo swarming en el rango de concentración de agar ensayado del 0,4% 

al 1%. En nuestro caso, es de destacar la alta movilidad detectada frente a 0,3% de agar, lo 

que sería indicativo de que estas cepas manifiestan su movilidad swimming en dicha 

concentración. Para poder realizar una completa caracterización de swimming y swarming 

para los rizobios en estudio, seleccionamos las concentraciones de agar 0,3% y 0,5%, 

respectivamente. La respuesta diferencial a la concentración de agar en ensayos de swarming 

sería una estrategia de resistencia a factores ambientales adversos, implicando para ello una 

alta densidad celular y muerte de las células que tiene contacto directo con el agente nocivo. 

También, es posible que este comportamiento diferencial de movilidad que poseen ciertos 

géneros bacterianos y los rizobios simbiontes de maní ensayados implique una relación entre 

velocidad de swarming y adaptación ambiental (Butler y col. 2010). 

4.2.2 Ensayo de movilidad tipo swimming (agar 0,3%) 

Una vez determinado que los cinco rizobios simbiontes de maní muestran movilidad 

tipo swimming cuando la concentración de agar es de 0,3%, se decidió comenzar la 

caracterización de la misma. Para ello, sobre el soporte sólido, se agregaron diferentes 

concentraciones y tipos de medios de cultivos a fin de determinar si el swimming se 

modificaría por la presencia de los mismos. 
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Figura 5 Movilidad swimming de rizobios simbiontes de maní en diferentes soportes. A 
medio agar agua 0,3%, B medio agar agua 0,3% + 10% YEM, C medio YEM 0,3% y D 
medio TY 0,3%. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. 
ANO VA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias 
son estadísticamente significativas. 

Los diámetros de movilidad obtenidos en éstas nuevas condiciones experimentales se 

evidencian en la figura 5 en los paneles A (agar agua 0,3%), B (agar agua 0,3% + 10% YEM), 

C (YEM 0,3%) y D (TY 0,3%). El panel A muestra en forma comparativa la movilidad tipo 

swimming entre las cinco bacterias en el medio nutricionalmente deficiente agar agua, donde 

la cepa de referencia U5DA4438 presentó diferencias estadísticamente significativa en el 

diámetro de movilidad comparada con el resto de las bacterias ensayadas, de igual manera que 

en el panel A, USDA4438 presentó los mismos valores de movilidad para los medios agar 

agua + 10% YEM y YEM, representados por los paneles B y C respetivamente, seguida por la 

cepa nativa Pc34. Cuando se utilizó al medio TY para ensayar la movilidad tipo swimming, 
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las cepas de mayor movilidad fueron las dos nativas, 15A seguida por Pc34 sin observarse 

diferencias entre las cepas de referencia (panel D). 
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Figura 6 Movilidad de rizobios simbiontes de maní sobre medio agar agua, agar agua + 10% 
YEM, YEM y TY con una concentración de agar del 0,3%. Las bacterias previamente fueron 
crecidas en medio YEM con agar al 1,5%. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 
repeticiones independientes. ANO VA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras 
indican que las diferencias son estadísticamente significativas. 

En la figura 6 puede observarse en forma conjunta el comportamiento que cada rizobio 

tuvo frente a la adición de los medios de cultivo. De forma casi generalizada, el medio cultivo 

en el cual se obtuvieron los mayores diámetros de movilidad fue en agar agua + 10 % YEM, 

siendo la cepa nativa 15A el único rizobio que obtuvo un máximo de movilidad en medio TY 

seguido por agar agua 0,3% + 10% YEM. A partir del análisis de los diferentes medios 

cultivos empleados, se decidió utilizar agar agua + 10% YEM para posteriores ensayos de 

swimming. 

En la figura 7, se puede observar a modo de ejemplo la movilidad de los cinco rizobios 

de estudio en medio agar agua + 10% YEM, presentando USDA4438 un halo de movilidad 

significativamente mayor al resto de las cepas. 
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Figura 7 Movilidad swimming de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua + 10% YEM 
con una concentración de agar del 0,3%. Las bacterias fueron crecidas previamente en medio 
YEMA al 1,5%. 

4.2.3 Ensayo de movilidad tipo swarming (agar 0,5%) 

De manera análoga a la utilizada para la movilidad tipo swimming, se determinó para 

cada uno de los simbiontes de maní en estudio si la adición de diferentes proporciones y 

medios de cultivos serían capaces de afectar el comportamiento swarming. Los diámetros de 

movilidad obtenidos en estas nuevas condiciones experimentales se muestran en la figura 8 en 

los paneles A (agar agua 0,5%), B (agar agua 0,5% + 10% YEM), C (YEM 0,5%) y D (TY 

0,5%). 
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Figura 8 Movilidad swarming de rizobios simbiontes de maní en diferentes soportes. A 
medio agar agua 0,5%, B medio agar agua 0,5% + 10% YEM, C medio YEM 0,5% y D 
medio TY 0,5%. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. 
ANO VA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias 
son estadísticamente significativas. 

El panel A muestra en forma comparativa la movilidad tipo swarming entre las cinco 

bacterias en el medio nutricionalmente deficiente agar agua, donde puede observarse que la 

cepa de referencia SEMIA6144 presentó el mayor diámetro de movilidad de las cinco cepas 

bacterianas ensayadas. De igual manera que en el panel A, SEMIA6144 presentó los mayores 

valores de movilidad en el medio agar agua + 10% YEM (panel B) seguido por la cepa 

USDA4438 y Pc34. Cuando se utilizó como medio de movilidad YEM (panel C), la cepa 

nativa Pc34 presentó una movilidad disminuida comparada con el resto de las cepas 

ensayadas, que no presentaron diferencias estadísticas en el diámetro de movilidad entre ellas. 
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En el panel D se puede observar la movilidad en medio TY, donde las cepas de referencia 

SEMIA6144 y USDA4438 obtuvieron los máximos valores de movilidad. 
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Figura 9 Movilidad de rizobios simbiontes de maní sobre medio agar agua, agar agua + 10% 
YEM, YEM y TY con una concentración de agar del 0,5%. Las bacterias previamente fueron 
crecidas en medio YEM con agar al 1,5%. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 
repeticiones independientes. ANO VA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras 
indican que las diferencias son estadísticamente significativas. 

En la figura 9 puede observarse en forma conjunta el comportamiento que cada rizobio 

tuvo frente a la adición de los medios de cultivo. Para el swarming, las cepas no presentaron 

un comportamiento homogéneo debido a que cada rizobio ha mostrado su máxima capacidad 

swarming frente a diferentes medios y proporciones, pero podemos destacar que agar agua 

0,5% + 10% YEM fue la condición donde la mayoría de las bacterias mostraron una buena 

capacidad swarming. Por lo tanto se seleccionó esta condición experimental para continuar 

con la caracterización swarming de los rizobios. 

En la figura 10 se puede observar a modo de ejemplo la movilidad de los 5 rizobios de 

estudio en medio agar agua + 10% YEM, siendo notorio el menor halo de movilidad que 

presentan los rizobios simbiontes de maní a esta concentración de agar. 

Las diferencias presentadas en los diámetros de los halos de movilidad de las 

rizobacterias ensayadas no se deben a variaciones del tiempo de crecimiento de las cepas 
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estudiadas, ya que las mismas poseen tiempos de generación similares (Bogino y col. 2010). 

Comparando nuestros resultados, las mayores diferencias de desplazamiento han sido 

obtenidas en la movilidad tipo swimming (figura 5 y 6), donde las diferencias que existen en 

este último movimiento podrían deberse a variabilidad genéticas, a pesar de que todos los 

aislados comparten la capacidad de nodulación sobre maní. Los resultados aquí presentados 

son los primeros en reportan que diferentes simbiontes de maní tienen movilidad tipo 

swimming y swarming, características altamente valorable para aquellas cepas que deseen ser 

empleadas en formulaciones microbianas. 

A modo de ejemplo, en la figura 10 se puede observar la movilidad de los cinco 

rizobios de estudio en medio agar agua + 10% YEM con el agregado de agar al 0,5%. 

Figura 10 Movilidad swarming de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua + 10% YEM 
con una concentración de agar del 0,5%. Las bacterias fueron crecidas previamente en medio 
YEMA al 1,5%. 

4.3 Influencia de diferentes factores sobre la movilidad bacteriana 

Tambalo y col (2010), reportaron que la movilidad swarming para R. leguminosarum 

2841 y VF39SM fue dependiente del medio de crecimiento, de la concentración de agar así 

como de la temperatura de incubación en el cual se realizó el ensayo. Otra característica 

señalada por estos autores, fue el mayor número de flagelos de las células swarm del halo de 

movilidad swarming en comparación con aquellas que se ubicaron en medio de la colonia, así 

como una mayor resistencia frente a antibióticos. Otra particularidad citada, fue una cierta 

dependencia de esta movilidad con el metabolismo carbonado de la bacteria. 
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Teniendo en cuenta estos antecedentes así como las características del cultivo del maní 

(tipo de suelo, período de labranza, temperatura de siembra, entre otros factores), se evaluó si 

la movilidad swimming y swarming ya establecidas en los puntos 4.2.2 y 4.2.3 

respectivamente, podrían verse afectadas por los principales factores asociados a los eventos 

tempranos de interacción simbiótica: temperaturas sub-óptimas de crecimiento, diferentes 

tiempos de incubación del ensayo de movilidad, efecto de exudados de semillas, adición de 

diversas fuentes de carbono y agregado de los fungicidas MT y FM. 

43.1 Ensayo de movilidad tipo swimming y swarming a temperatura sub-óptima de 

crecimiento (23 °C) 

Según lo detallado en el apartado experimental 3.8.3 de materiales y métodos la 

información bibliográfica para rizobios indica que la temperatura óptima para los ensayos de 

movilidad es de 30 °C. Si consideramos que el inicio de la labranza del cultivo de maní es a 

partir de septiembre donde las temperaturas del suelo varían entre 16 y 23 °C, y que dichos 

valores se consideran como temperaturas sub-óptimas para la fisiología microbiana de los 

rizobios simbiontes de maní, evaluamos el efecto que la temperatura de 23 °C ejerció sobre 

ambos tipos de movilidad. 

El panel A de la figura 11, muestra los resultados obtenidos de la movilidad de los 

rizobios simbiontes de maní en medio agar agua 0,3% con el agregado de 10% de YEM, 

revelando que la cepa de referencia U5DA4438 duplicó el valor de movilidad del resto de los 

rizobios ensayados, mientras que la segunda cepa más móvil fue la cepa nativa Pc34 seguida 

de 15A. 

En el panel B se encuentran graficados los valores de movilidad tipo swarming en 

medio agar agua 0,5% enriquecido con un 10% de YEM. A diferencia de lo observado en el 

panel A, los rizobios más móviles fueron las dos cepas de referencia, 5EMIA6144 y C145. 
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Figura 11 Movilidad de rizobios simbiontes de maní sobre agar-agua + 10% de YEM a 
temperatura subóptima de 23 °C. Las bacterias fueron crecidas previamente en medio YEM 
con agar al 1,5%. A medio agar agua 0,3% + 10% YEM y B medio agar agua 0,5% + 10% 
YEM. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANO VA, 
test LSD Fisher,p<0,05. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. 

Si comparamos la movilidad de los rizobios en medio agar agua al 0,3% + 10% YEM 

a 23 °C con la observada a 30 °C (figura 12A), podemos observar que en ambos casos la cepa 

de referencia U5DA4438 sigue siendo la de mayor movilidad swimming. Es marcado el 

efecto de la temperatura sobre el swimming generando una disminución generalizado de cerca 

del 50% cuando el mismo se realizó al máximo valor de temperatura sub-óptima de 

inoculación. 
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Figura 12 Movilidad de rizobios simbiontes de maní a 23 °C y 30 °C. Las bacterias fueron 
crecidas previamente en medio YEM con agar al 1,5% durante 8 días. A medio agar agua 
0,3% + 10% YEM y B medio agar agua 0,5% + 10% YEM. Los datos se corresponden a la 
media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANOVA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. 

Al analizar los resultados obtenidos de swarming (figura 12B), podemos observar que 

las cepas de referencia SEMIA6144 presentó los mayores valores de movilidad a 23 °C. 

Comparando los resultados obtenidos en ambas temperaturas, apreciamos nuevamente el 

efecto negativo que genera la temperatura sobre la movilidad, a excepción del rizobio C145 el 

cual mostró mayor swarming a 23 °C. 
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4.3.2 Ensayo de movilidad tipo swimming y swarming a diferentes tiempos de 

incubación 

Los rizobios seleccionados para esta Tesis Doctoral presentan la particularidad de ser 

de crecimiento lento (pt=0,079 UFC/ml h) con tiempos de generación que oscilan en 8,7 horas 

(datos no mostrados), sin presentar diferencias en los tiempos de generación, entre las 

diferentes cepas de rizobios nodulantes de maní seleccionados (Bogino y col. 2010). Esta 

particularidad podría ser un factor condicionante del comportamiento swimming y swarming 

que estas bacterias presentan, no solamente en estos experimentos sino también a campo. Con 

el fin de determinar si un aumento en el tiempo de incubación de las placas afectaba la 

movilidad swimming y swarming de los cinco rizobios se realizaron ensayos en un rango de 

tiempo entre 8 y 32 días. La selección de dicho intervalo se justificó en que 8 días es el 

tiempo de caracterización inicialmente estipulado para esta técnica (Bogino 2008). Por otro 

lado, a fin de poder discutir los resultados obtenidos con los escasos reportes bibliográficos 

vinculados a este tema, se estableció como tiempo máximo de incubación 32 días (Tambalo y 

col. 2010). 

Los ensayos se realizaron como lo explica el apartado 3.8.3 de materiales y métodos, 

con la variable del tiempo de incubación, el cual fue de 8, 16, 24 y 32 días en cámara de 

cultivo a 30 °C. El medio de cultivo utilizado fue agar agua + 10% YEM con una 

concentración de agar del 0,3% para los ensayos de swimming y de 0,5% para los de 

swarming. 

La movilidad tipo swimming es dependiente del tiempo de incubación (figura 13A) 

existiendo una relación directa entre el valor del diámetro de movilidad y el tiempo de 

incubación hasta los 24 días de estudio. A partir de esta fecha observamos mayores 

oscilaciones de los valores, las cuales podrían deberse a diferentes factores asociados a la 

genética de las cepas o a posibles modificaciones en el soporte en el cual se realizó el ensayo. 

Cuando se estudió el comportamiento de la movilidad swarming a diferentes tiempos (panel 

B), a diferencia de lo observado en swimming, el comportamiento no fue generalizado y la 

cepa de referencia C145 no mostró diferencia en sus diámetros a medida que los tiempos de 

incubación aumentaron. El resto de las cepas testeadas incrementaron los diámetros de 

movilidad a medida que los tiempos de ensayo fueron más largos, obteniendo los valores 

máximos a 32 días. La cepa de referencia USDA4438 obtuvo los mayores valores al igual que 

en swimming y la cepa de referencia C145 presentó los menores valores de movilidad. 
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Figura 13 Movilidad de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua + 10% YEM a 8, 16, 24 
y 32 días de incubación. Las bacterias fueron crecidas previamente en medio YEM con agar 
al 1,5% durante 8 días. A medio agar agua 0,3% + 10% YEM y B medio agar agua 0,5% + 
10% YEM. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. 
ANOVA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. 

433 Ensayo de movilidad tipo swarming con diferentes fuentes de carbono 

La rizósfera es un área en la cual existe una gran diversidad de moléculas producidas 

por las raíces de las plantas, algunas de las cuales pueden ser utilizadas como nutrientes por 

los microorganismos que en ellas habitan (Somers y col. 2004). Si consideramos que la 

inoculación de maní se recomienda realizar en el surco de siembra, dado que incrementa la 
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competitividad y la eficiencia de la FBN (Bogino y col. 2011), la movilidad bacteriana puede 

ser una característica de gran relevancia, así como su versatilidad para metabolizar diferentes 

fuentes de carbono. Todo esto le permitiría a la bacteria sobrevivir en el suelo y poder 

colonizar la rizósfera de raíces de maní. Para ello, a placas de agar agua 0,5% se les adicionó 

de forma independiente 4 monosacáridos (glucosa, fructosa, manosa y arabinosa) y 1 

polialcohol (manitol) al 0,1%. 

Al igual que lo observado por Tambalo y col. (2010), los rizobios simbiontes de maní 

aquí ensayados, presentaron diferencias en la movilidad swarming, cuando se los hizo crecer 

con diferentes fuentes de carbono. En el panel A de la figura 14 se puede observar el 

swarming de los 5 rizobios de estudio en presencia de glucosa, donde SEMIA6144 y la cepa 

nativa 15A presentaron los valores más altos de movilidad sin observarse diferencias 

significativas en el resto de los microorganismos. De igual manera que lo observado en el 

panel A, cuando se observó el efecto de la fructosa y manosa sobre el swarming (Panel B y C 

respectivamente) las cepas SEMIA6144 y 15A fueron nuevamente las de mayor movilidad. 

En el panel D se puede observar el comportamiento de las cinco cepas en estudio en el medio 

nutricionalmente deficiente agar agua con el agregado de arabinosa como única fuente de 

carbono, siendo la cepa SEMIA6144, la que presentó los mayores valores de movilidad 

swarming. Al utilizar manitol la cepa de referencia SEMIA6144 seguida de C145 fueron las 

más móviles (panel E). 

En la figura 15 se encuentran graficados los valores de movilidad tipo swarming de 

cada cepa en estudio en las 5 condiciones ensayadas. Al analizar los resultados obtenidos de 

las cepas de manera conjunta, se observó que los mayores valores de movilidad se obtuvieron 

cuando la fuente de carbono fue arabinosa, dicho resultado se condice con los reportados por 

Covelli y col (2012) para Bradyrhizobium japonicum. Las bacterias C145 y SEMIA6144 

presentaron valores similares a los obtenidos con arabinosa cuando se agregó manitol al 

medio base. Las cepas USDA4438 y Pc34 disminuyeron la movilidad de forma significativa 

cuando se utilizaron las otras fuentes de carbono, sin presentar diferencias. La cepa nativa 

15A presentó valores similares a los obtenidos con arabinosa, con la fuente de carbono 

fructosa. 
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Figura 14 Movilidad swarming de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua 0,5% + 0,1% 
de diferentes fuentes de carbono. Las bacterias previamente fueron crecidas en medio YEM al 
1,5%. A medio agar agua 0,5% + 0,1% glucosa, B medio agar agua 0,5% + 0,1% fructosa, C 
medio agar agua 0,5% + 0,1% manosa, D medio agar agua 0,5% + 0,1% arabinosa y E medio 
agar agua 0,5% + 0,1% manitol. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones 
independientes. ANOVA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas. 
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Figura 15 Movilidad swarming de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua 0,5% + 0,1% 
de diferentes fuentes de carbono. Las bacterias previamente fueron crecidas en medio YEM al 
1,5%. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANO VA, 
test LSD Fisher,p<0,05. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. 

43.4 Efecto de exudados de semilla de maní sobre la movilidad swimming y swarming 

El intercambio de señales entre los rizobios y las leguminosas ha sido definido como 

diálogo molecular, en el cual no solamente se necesita de la participación de diferentes 

moléculas sino también de una cercanía entre los diferentes interlocutores. Los rizobios 

responden a compuestos vegetales que estimulan su crecimiento y funcionan como 

quimioatractantes, pero muchos de los compuestos liberados por las semillas y raíces de las 

plantas tienen aun funciones desconocidas. A su vez los rizobios pueden responder frente a 

las semillas o las raíces produciendo compuestos reguladores del crecimiento de las plantas, 

moléculas reguladoras de quorum sensing, entre otras, con la finalidad de mantener un 

continuo diálogo molecular (Yaryura y col. 2008). En base a todo lo anteriormente 

referenciado se destacan tres aspectos importantes para esta Tesis Doctoral a saber: i) el tipo 

de inoculación que tiene la planta de maní, la cual se realiza en el surco, ii) la aquí demostrada 

capacidad de movilidad de diferentes simbiontes de maní y iii) los exiguos datos de 

composición de exudados del cultivo. Por lo tanto, si se requiere aplicar compuestos 
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biológicos para que la práctica del maní sea sustentable es necesario determinar si los 

exudados de semilla de maní tienen la capacidad de poner de manifiesto la movilidad de los 

rizobios y funcionar como quimioatractantes de los mismos. 

El panel A de la figura 16 muestra los resultados de la movilidad tipo swimming de los 

rizobios nodulantes de maní, en medio agar agua 0,3% + 10% YEM con el agregado de 8 pi 

de exudado de semilla concentrado 10 veces. Lo primero que se destaca es que en estas 

nuevas condiciones experimentales, todos los microorganismos mostraron swimming siendo 

USDA4438 la que presentó los mayores valores de movilidad, característica manifestada en 

todos los ensayos anteriormente realizados. Cuando la concentración de agar se incrementó al 

0,5% para analizar el comportamiento swarming frente al exudado (Panel B), se observó una 

respuesta semejante a la obtenida en swimming. 

Si se comparan los datos obtenidos en ambos tipos de movilidad con los registrados en 

los estudios controles sin exudado en el medio se puede observar que todos los resultados 

fueron menores. Estos registros menores pueden deberse por un lado a que la dosis de 

exudados empleada en el ensayo no sea la óptima para mostrar la máxima capacidad de 

movilidad o por el otro lado, a que posiblemente los exudados de semilla de maní presenten 

una variada composición molecular, donde uno o varios componentes ejerzan algún efecto 

regulatorio de la movilidad. 
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Figura 16 Movilidad swimming (A) y swarming (B) de rizobios simbiontes de maní sobre 
agar agua 0,3% y 0,5% respectivamente + 10% YEM con el agregado de 8 i.t1 de exudados de 
semilla concentrado 10 veces. Las bacterias previamente fueron crecidas en medio YEM al 
1,5%. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANO VA, 
test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas. 

En la tabla 1 se observan los valores de radio de movilidad de las 5 cepas ensayadas 

hacia el exudado de semilla y hacia el medio control. A partir de la relativización de la 

movilidad hacia el exudado se calculó el porcentaje de movilidad swimming y swarming 

hacia los exudados de semilla de maní. Cuando el ensayo se realizó en medio agar agua 0,3% 

+ 10% YEM, el comportamiento observado fue una atracción generalizada hacia los 

exudados, excepto por la cepa nativa Pc34 que no presentó modificaciones en el radio de 

movilidad (panel A). Cuando se analizó el efecto del exudado sobre la movilidad tipo 
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swarming (panel B), solamente la cepa nativa 15A, presentó un 25% mayor movilidad hacia 

los exudados de semilla. 

Tabla 1 Relación porcentual de los radios de la movilidad tipo swimming (A) y swarming (B) 
hacia exudado de semillas de maní. 

A 

B 

Swimming agar agua 0,3%+ 10% YEM (cm) 

Cepas Sin exudado Con exudado % 

C145 0,65 0,78 20,5 
SEMIA6144 0,36 0,40 9,09 
USDA4438 1,66 1,86 12 

15A 0,91 1,11 21,81 
Pc34 0,93 0,93 0 

Swarming agar agua 0,5%+ 10% YEM (cm) 

Cepas Sin exudado Con exudado % 

C145 0,11 0,11 0 

SEMIA6144 0,10 0,10 0 
USDA4438 0,15 0,15 0 

15A 0,13 0,16 25 

Pc34 0,16 0,16 0 

Volumen de exudado de maní: 8111 (concentrado 10 veces). Los valores se han obtenidos a 
partir de dos repeticiones independientes 

4.4 Tamaño de células obtenidas de ensayos de movilidad tipo swarming 

Acorde a lo detallado en el punto 1.9 de la introducción de este trabajo, diferentes 

géneros bacterianos tienen movilidad tipo swarming y mediante técnicas microscópicas es 

factible distinguir aquellas células que se han diferenciado a la forma swarm. Estudios de 

morfología y tamaño de células vegetativas y swarm de rizobios simbiontes de maní, fueron 

realizados utilizando microscopia electrónica de barrido (SEM). En base a los datos 

obtenidos, hemos podido determinar que los rizobios simbiontes de maní tienen la capacidad 

de diferenciarse a células swarm sin una homogeneidad en su longitud (figura 17). Nuestros 

resultados están en concordancia con los reportes bibliográficos de Harshey (1994), Fraser y 

Hughes (1999) y Verstraeten y col. (2008) quienes observaron un incremento significativo de 

la longitud de las células swarm en comparación con las células vegetativas de las cepas 

estudiadas por dichos autores. A diferencia del resto de los rizobios, la cepa C145, si bien 

evidenció su propiedad de diferenciarse en células swarm, los valores de longitud de éstas y 
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de las células vegetativas no mostraron diferencias significativas (figura 17), resultado similar 

al obtenido por Tambalo y col. (2010) para R. leguminosarum. 
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Figura 17 Longitud obtenida por SEM de células vegetativas y swarm de rizobios nodulantes 
de maní. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. 
ANOVA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas. 

En la figura 18 se muestran a modo de ejemplo, algunas fotografías obtenidas después 

de realizar SEM a células vegetativas y swarm de los rizobios en estudio. En las mismas se 

destacan, la cepa de referencia 5EMIA6144 la cual presentó la mayor diferencia entre la 

longitud de las células vegetativas y las swarm (figura 18 panel C y D respectivamente) 

siendo estas últimas aproximadamente 3 veces más largas y la cepa C145 (figura 18 panel A y 

B) en la cual no se observan diferencias en la longitud pero si se manifiesta una modificación 

estructural de las células swarm, las cuales se encuentran unidas por los polos bacterianos. 

73 



Capítulo 4 Resultados y discusión 

Figura 18 Fotografias de células vegetativas y swarm (tomadas del frente del halo de 
movilidad) de rizobios simbiontes de maní. A C145 células vegetativas, B C145 células 
swarm, C SEMIA6144 células vegetativas, D SEMIA6144 células swarm, E USDA4438 
células vegetativas, F USDA4438 células swarm, G 15A células vegetativas, H 15A células 
swarm, 1 Pc34 células vegetativas y J Pc34 células swarm. Escala= lum. 

En resumen, el comportamiento de los rizobios de estudio aislados de diferentes zonas, 

incluso de nuestra región, mostraron tener una respuesta no homogénea en los aspectos 

vinculados a eventos tempranos de interacción, lo que indicaría una gran variación genética 

de los rizobios simbiontes de maní. Este factor sería altamente condicionante para el 

desarrollo de novedosos planteos de inoculación de maní, donde el estudio conjunto de la 

interacción planta-suelo-microorganismo se torna imprescindible puesto que los cambios que 

ocurran en alguno de los tres integrantes repercutirá en el resto del conjunto (Lynch 1990). 

4.5 Efecto de agroquímicos sobre rizobios simbiontes de maní 

De igual forma que para otros cultivos de importancia agrícola, diferentes productos 

químicos se aplican para lograr una producción exitosa de maní. Si bien el uso de los mismos 

permitiría un beneficio o una ganancia económica, otras consecuencias de carácter nocivo 

podrían ocurrir, como por ejemplo afectar la calidad y la diversidad microbiana de los suelos 

así como la señalización de la rizósfera entre diferentes rizobacterias y las raíces de los cultivo 

(Paulucci y col. 2011). Son escasos los estudios asociados a las consecuencias ambientales del 
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empleo de productos químicos sobre rizobacterias y de cómo estos pueden afectar las 

envolturas celulares, la capacidad de supervivencia, la competitividad, entre otras 

características. Es nuestro interés, por lo tanto, conocer si la supervivencia y la movilidad 

bacteriana se ven afectadas en presencia de agroquímicos a dosis de campo y si dicha 

respuesta se puede asociar al patrón de lípidos que las bacterias presenten luego de ser 

tratados químicamente. Los fungicidas empleados para los ensayos fueron Carboxin 20 % + 

Tiram 20 % (MT) a una dosis de 200 m1/100 Kg semilla y Fludioxonil 2,5%+ Metalaxil 1% 

(FM) a una dosis de 100 cm3/100 kg de semilla. 

4.5.1 Efecto fungicidas sobre la viabilidad de los rizobios de estudio 

Se evaluó el efecto de MT y FM sobre el crecimiento de los rizobios en estudio, en 

medio líquido y en medio sólido. Los ensayos se realizaron en las mismas condiciones y 

medios de cultivo que se utilizaron para el crecimiento de las bacterias (según apartado 

materiales y métodos 3.3), con el agregado de MT y FM al 0,2% y 0,1%, respectivamente, las 

cuales corresponden a las concentraciones utilizadas en el campo. 

Se observó ausencia de células viables en alícuotas tomadas de medios de cultivos con 

el agregado de MT al 0,2%, lo que indicaría un efecto letal de este producto comercial sobre 

la viabilidad de los rizobios de maní, resultado que incluso se obtuvo cuando la experiencia se 

realizó con el agregado de 0,1% del agroquímico (datos no mostrados). Con la adición de FM 

al 0,1%, no se observó diferencia alguna en el recuento de viables comparado con el medio de 

control, los cuales oscilaron en el orden de 1010 UFC/ml (D.0.600 nm 1). Cuando se estudió 

el efecto sobre el crecimiento en medios sólidos, se pudo observar inhibición del desarrollo de 

colonias por parte de MT, sin presentarse efectos sobre el crecimiento de rizobios por parte de 

FM. 

A modo de ejemplo en la figura 19 sé puede observar como se ve modificado el 

crecimiento de los rizobios, frente al agregado de estos productos comerciales evaluados. 
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Figura 19 Crecimiento de los rizobios de estudio en medio YEM al 1,5% con el agregado de 
0,2% de MT (placa roja) y 0,1% de FM (placa azul). 

4.5.2 Efecto de los fungicidas sobre la movilidad 

De manera similar a lo realizado en los ensayos de viabilidad, se procedió a estudiar 

de qué manera afectan los dos productos químicos comerciales la movilidad tipo swimming y 

swarming de los rizobios en estudio. Los ensayos de movilidad se realizaron de acuerdo a lo 

descripto en el apartado 3.8.3 de materiales y métodos con la diferencia que se les agregó MT 

y FM a una concentración del 0,2 y 0,1% respectivamente. 

Al evaluar la movilidad tipo swimming y swarming en presencia de MT al 0,2%, no se 

observó crecimiento ni movilidad para ninguna de las cepas ensayadas (figura 20). 
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Figura 20 Movilidad swimming de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua 0,3% + 10% 
YEM +0,2% de MT. Las bacterias previamente fueron crecidas en medio YEM al 1,5%. A 
C145, B SEMIA6144, C USDA4438, D 15A, E Pc34. 

De igual manera que con el fungicida MT, se realizaron ensayos de swimming y 

swarming con el agregado de FM a una concentración de 0,1%. Al medir los diámetros de 

movilidad luego de 8 días de incubación a 30 °C, se pudo observar que las bacterias no 

generaban un halo de movilidad sino más bien un deslizamiento hacia el extremo de la placa, 

dicho comportamiento se pudo divisar a ambas concentraciones de agar (figura 21). Se 

realizaron diversos estudios a fin de encontrar la causa de este comportamiento en la 

movilidad y se determinó que el fungicida afecta la capacidad de solidificación del agar. Estos 

resultados han dificultado el análisis de los datos obtenidos y de la comparación de los 

mismos con las condiciones controles de movilidad. 
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Figura 21 Movilidad swimming de rizobios simbiontes de maní sobre agar agua 0,3% +10% 
YEM + 0,1% de FM. Las bacterias previamente fueron crecidas en medio YEM al 1,5%. A 
C145, B SEMIA6144, C USDA4438, D 15A, E Pc34. 

El análisis conjunto de los datos obtenidos de supervivencia y movilidad bacteriana 

nos permite indicar que el fungicida MT tiene un efecto nocivo sobre los 5 rizobios 

simbiontes de maní, a diferencia de FM que permitió obtener datos de crecimiento y 

viabilidad los cuales no difirieron de las condiciones control (sin FM). La comparación de 

movilidad swimming y swarming en presencia o ausencia de agroquímicos se vio afectada por 

impedir el crecimiento bacteriano (MT) o bien por la dificultad en solidificar el agar en las 

concentraciones de 0,3% y 0,5% (FM). 

4.5.3 Efecto de fungicidas sobre la composición lipídica de los rizobios de estudio 

Como se ha podido observar existe una respuesta dispar del crecimiento de las 

bacterias en presencia de los agroquímicos MT y FM. Por lo tanto, para poder establecer el 

papel que los lípidos puedan tener en la supervivencia y la movilidad en un ambiente 

químicamente adverso fue necesario realizar un nuevo planteo de crecimiento y acción de los 

fungicidas. 

Cada rizobio fue crecido en medio YEM y cuando se alcanzó una D.O. 600 nm de 0,6 

(108 UFC/ml) el cultivo se dividió en 3 partes iguales: la primer porción fue utilizada como la 

condición control, a la segunda fracción se le agregó MT a una concentración de 0,2% (dosis 

de campo) y a la última parte se le adicionó FM al 0,1% (dosis de campo). Cada uno de estos 
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tratamientos se dejó creciendo 24 horas en agitador orbital a 30 °C y 150 rpm. 

Posteriormente, se procedió a la centrifiigación de los cultivos para el análisis de lípidos 

celulares, según se detalla en el punto 3.10 de materiales y métodos. Estas modificaciones 

metodológicas han permitido no solo la obtención de una biomasa necesaria para el estudio de 

los lípidos, sino un tiempo de contacto entre las bacterias y los agroquímicos suficientes para 

evidenciar algún cambio en la composición de lípidos bacterianos. De las cepas de estudio, el 

análisis del perfil de ácidos grasos no fue realizado sobre la cepa de referencia USDA4438 a 

causa de la alta variabilidad de datos obtenidos, lo que impidió realizar el análisis 

correspondiente y comparativo con las otras cepas bacterianas. 

Los picos mayoritarios que se encontraron en todas las condiciones y cepas ensayadas 

fueron el AG saturado palmítico (16:0) y el AG insaturado cis-vaccénico (18:1 Al!). El 

comportamiento no fue homogéneo en las diversas cepas y la bacteria de referencia utilizada 

en Argentina (C145) solamente modificó su composición lipídica cuando fue expuesta a FM, 

en comparación con las células del ensayo control, donde se observó un aumento (18%) de la 

concentración del AG saturado palmítico (16:0) y una disminución (4,6%) del AG insaturado 

cis-vaccénico (18:1 Al 1) (tabla 2). Cuando las células fueron expuestas a MT, no se 

registraron cambios estadísticamente significativos en ninguno de los dos AG mencionados 

anteriormente. La cepa SEMIA6144 no evidenció cambio alguno en los AG detectados en 

presencia de los fungicidas ensayados. Este comportamiento variable también fue observado 

sobre las cepas nativas de bradyrizobios, donde la cepa 15A no presentó cambios en la 

composición lipídica en presencia de los dos fungicidas, mientras que Pc34 modificó su perfil 

lipídico cuando se lo expuso a MT (tabla 2), observándose una disminución del 25% en la 

concentración del AG palmítico (16:0) y un aumento del 8% del AG cis-vaccénico (18:1 

M1). 

La composición de AG de los diferentes bradyrizobios evaluados en la condición 

control concuerda con lo descripto por Paulucci y col. (2011), quienes detectaron diversos AG 

en simbiontes de maní y diferente grado de insaturación cuando fueron sometidos a estrés 

salino. En nuestro trabajo experimental, el comportamiento de las cepas ensayadas mostró no 

ser homogéneo en diversos aspectos, ya que no todas las bacterias fueron afectadas por los 

agroquímicos de igual forma. 

Las dos cepas sensibles a los fungicidas fueron C145 y Pc34. Siendo C145 sensible a 

FM, mostrando una modificación en la concentración de los dos AG medidos, con un 
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aumento del AG saturado palmítico (16:0) y una disminución del AG insaturado cis-

vaccénico (18:1 M1) con la consecuente disminución de la relación I/S (AG 

insaturados/saturados). Por otro lado, la cepa nativa Pc34, cuando fue expuesta a MT, 

modificó de forma opuesta a C145 su composición de AG, aumentando la concentración del 

AG saturado y disminuyendo la del insaturado, de esta manera se observó un aumento de la 

relación I/S (tabla 2). 

Los resultados obtenidos en cuanto a la composición de AG de diferentes cepas de 

Bradyrhizobium expuestas 24 h a dosis utilizada a campo de los fungicidas MT y FM, 

indicarían que las cepas utilizan como mecanismo adaptativo para soportar este tipo de 

situaciones, un cambio en el grado de insaturación de los AG componentes de los fosfolípidos, 

para mantener las propiedades biológicas de la membrana que garanticen la viabilidad y 

funcionalidad celular. Los cambios en la composición de AG frente a estreses ambientales han 

sido descriptos para varios organismos (Suutari y Laakso, 1994) y variaciones en el grado de 

insaturación de los AG como respuesta a modificaciones en las condiciones del medio ambiente, 

por ejemplo la temperatura, han sido informados por muchos autores para diversos 

microorganismos y pueden ser considerados como una respuesta adaptativa universal (Russell y 

Fukanaga, 1990; Suutari y Laakso, 1994). 

Analizando todos los datos obtenidos vinculados al objetivo 2 de esta Tesis Doctoral 

podemos inferir que, en presencia de dos fungicidas utilizados en el cultivo de maní en 

nuestra región a valores de dosis de campo, se observa una respuesta diferencial en cuanto a la 

sensibilidad, crecimiento y viabilidad de los rizobios frente a los productos químicos. Esto 

podría implicar que su presencia tanto en la semilla como en el surco de siembra, afecte el 

valor de células viables necesario para lograr una interacción exitosa. Sumado a ello es 

factible que aquellas bacterias que puedan tolerar el accionar de los productos químicos, al 

presentar modificaciones en la composición lipídica de sus membranas, tengan afectado 

distintos procesos tales como su diálogo molecular, la colonización y entrada a la raíz, entre 

otras, lo cual podría acarrear una fallida nodulación y en consecuencia se afecte el proceso de 

FBN del maní. 
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Tabla 2 Efecto de los fungicidas MT y FM sobre la composición de ácidos grasos de los 
lípidos de Bradyrhizobium. 

Cepa Condiciones 
de cultivo 

Acidos Grasos (%) I/S 

16:00 18:1A1149 
Control 20,1±0,9 79,9±0,4 4 

C145 MT 17,8±0,5 82,2±2,0 4,6 
FM 23,8±0,1* 76,2±0,1* 3,2 

Control 21,4±0,5 78,4±0,8 3,7 
SEMIA6144 MT 18,1±0,2 81,8±1,4 4,5 

FM 19,2±1,4 80,7±1,4 4,2 

Control 24,1±5,6 75,9±4,0 3,1 
15A MT 22,7±4,6 77,3±1,1 3,4 

FM 20,1±3,8 79,9±2,3 4 

Control 24,7±1,0 75,2±2,5 3 
Pc34 MT 18,5±1,8* 81,4±3,5* 4,4 

FM 21,6±0,1 78,3±1,1 3,6 

Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANOVA, test 
LSD Fisher,p<0,05. * indica que las diferencias son estadísticamente significativas. 
I/S: relación AG insaturados/saturados. 

4.6 Ensayos de co-inoculación de Bradyrhizobium-Azospirillum sobre maní 

Numerosos trabajos vinculados a la inoculación de leguminosas han sido realizados 

con el empleo de un microorganismo. Sin embargo, en los últimos años adquirió importancia 

la inoculación mixta utilizando dos o más microorganismos (Dardanelli y col. 2008; Sanchez 

y col. 2014). La bacteria con capacidad de promover el crecimiento vegetal Azospirillum, es 

una rizobacteria fijadora de nitrógeno de vida libre y afecta de manera positiva a distintas 

leguminosas. Son escasos los reportes donde se informe de algún efecto de Azospirillum 

cuando está en presencia de raíces de maní y a su vez frente a un rizobio simbionte de la 

misma. Asimismo y considerando los datos bibliográficos reportados y los resultados previos 

aquí informados, existe una respuesta dispar por parte de los rizobios de maní en eventos 

asociados a la interacción temprana con maní como lo es la movilidad, la formación de 

biofilm, la quimiotaxis y la adhesión. Si a esta vasta respuesta se la vincula con los estudios 

de tolerancia y funcionalidad de componentes de la membrana a productos químicos, la 

81 



Capítulo 4 Resultados y discusión 

obtención de resultados que puedan orientarnos a una estrategia de biofertilización óptima se 

torna compleja. 

Preponderando el papel que tienen las rizobacterias sobre los cultivos, la necesidad de 

producir combinaciones de microorganismos adecuadas para potenciar su papel beneficioso y 

el desafio a futuro de mayor producción de alimentos, hemos planteado como un objetivo de 

esta Tesis Doctoral determinar la influencia de la co-inoculación bradyrizobios-Azospirillum 

sobre parámetros de crecimiento y nodulación asociados al maní. Para el abordaje de este 

objetivo se han tomado como referencia los trabajos publicados por Dardanelli y col (2008, 

2010), Star y col. (2012) y Volfson y col. (2013), que emplean diferentes combinaciones de 

rizobios y Azospirillum sobre poroto, soja y arveja. 

4.6.1 Preparación del ensayo de co-inoculación en condición de invernadero 

El experimento se llevó a cabo según lo indicado en el apartado 3.12 de materiales y 

métodos. Los rizobios empleados para este ensayo fueron los previamente utilizados en los 

estudios de movilidad. Las plantas de maní fueron inoculadas con un dosis de 109 UFC/ml 

(Dardanelli y col. 2009) y de 106 UFC/m1 para A. brasilense Az39 (aislada y recomendada por 

el INTA), según lo referenciado en Dardanelli y col. (2008). Luego de 32 días de ensayo las 

plantas fueron cosechadas y diferentes parámetros fisiológicos del crecimiento de las plantas 

fueron analizados, tal como se presentan a continuación. 

4.6.1.1 Determinación de valores de longitud de tallo y raíz de plantas inoculadas 

A los 32 días de ensayo las plantas de maní inoculadas con diferentes combinaciones 

microbianas, fueros recolectadas y tratadas según el apartado 3.12 de materiales y métodos. 

Los valores del largo de tallo y raíz de cada planta tratada se muestran en la figura 22. 
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Figura 22 Efecto de la inoculación de bradyrizobios y A. brasilense Az39, sobre el largo de 
tallo (A) y de raíz (B) de plantas de maní de 32 días de crecimiento. Los datos se 
corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones duplicadas independientes. ANOVA, test 
LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias son 
estadísticamente significativas. 

El panel A muestra las diferencias en los valores de largo de los tallos de las plantas 

crecidas en las diversas condiciones de inoculación. Los resultados no fueron homogéneos y 

los tratamientos con mayores medidas fueron, el co-inoculado SEMIA6144-Az39, 
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SEMIA6144 y USDA4438-Az39. En todos los casos se observó un aumento en la longitud 

del tallo de los tratamientos co-inoculados comparados con las inoculaciones simples, aunque 

no siempre las diferencias fueron estadísticamente significativas. Todos los tratamientos a 

excepción de los inoculados con 15A y Pc34 presentaron diferencias con el control sin 

inocular y el inoculado únicamente con A. brasilense Az39. Cuando se analizó la longitud de 

raíz, que se encuentra graficada en el panel B de la figura 22, las diferencias entre el control 

sin inocular y los tratamientos inoculados fueron menores, resultando los co-inoculados Pc34-

Az39 y SEMEA6144-Az39 los únicos tratamientos que presentaron diferencias. 

4.6.1.2 Determinación de valores de peso seco de parte aérea y raíz de plantas inoculadas 

Analizando en conjunto todos los resultados de peso seco de parte aérea (figura 23 

panel A), podemos apreciar al comparar los datos con el control sin inocular, un efecto 

positivo de todas las inoculaciones a excepción de A. brasilense Az39. No se observó 

diferencias entre las co-inoculaciones y los tratamientos de inoculación simple, a excepción 

del valor obtenido por C145 que aumentó de forma significativa el peso de parte aérea cuando 

se co-inoculó. Dentro de las inoculaciones simples SEMIA6144 obtuvo los mayores valores 

sin presentar diferencias estadística con USDA4438 (figura 23 panel A). Si bien la disparidad 

entre las inoculaciones simples y las co-inoculaciones no fue estadísticamente significativa, se 

puede apreciar una tendencia de aumento en las medias de los pesos secos de parte aérea de 

todos los tratamientos co-inoculados. El efecto en el peso seco de las raíces no fue 

generalizado como en la parte aérea. Los tratamientos C145, USDA4438, Pc34 y 

SEMIA6144-Az39 no presentaron diferencias con el control sin inocular, los tratamientos que 

obtuvieron medias de peso seco de raíz superior a la del control, no presentaron diferencias 

entre ellos (figura 23 panel B). 
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Figura 23 Efecto de la inoculación de rizobios y A. brasilense Az39, sobre el peso seco de 
parte aérea (A) y de raíz (B) de plantas de maní de 32 días de crecimiento. Los datos se 
corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones duplicadas independientes. ANOVA, test 
LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias son 
significativas estadísticamente. 
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4.6.1.3 Determinación de parámetros de nodulación de plantas inoculadas 

Al analizar el efecto de los tratamientos, sobre el número de nódulos presentes en la 

raíz principal (barras azules) de las plantas de maní, no se pudo observar un comportamiento 

homogéneo ni una respuesta generalizada de la co-inoculación (figura 24 panel A). Los 

tratamientos inoculados con las cepas SEMIA6144, USDA4438 y la nativa 15A generaron 

mayores valores que la inoculación simple con la cepa de referencia C145. Las co-

inoculaciones no presentaron diferencias con las inoculaciones simples de sus respectivas 

cepas de bradyrizobios, a excepción de 15A la cual disminuyó el número de nódulos de forma 

estadísticamente significativa. La inoculación del maní influenció el número de nódulos de 

raíz lateral (barras rojas), presentando diferencias entre los tratamientos. En las inoculaciones 

simples, las cepas nativas (15A y Pc34) presentaron un número superior al de las cepas de 

referencia. El número de nódulos de los tratamientos co-inoculados de las cepas de referencia 

C145 y USDA4438 fueron similares al de la cepa nativa 15A sola o co-inoculada; 

SEMIA6144 y Pc34 no mostraron diferencia entre el inoculado simple y el co-inoculado. Al 

analizar el número total de nódulos de los diversos tratamientos (figura 24 panel B) la cepa de 

referencia USDA4438 y la nativa 15A presentaron un mayor número de nódulos que el 

tratamiento inoculado unicamente con la cepa recomendada por el INTA C145. Cuando se 

agregó a los inoculantes la bacteria A.brasilense Az39, si bien se registró un aumento en el 

número de nódulos, no fue estadísticamente significativa. Dentro de las co-inoculaciones 

USDA4438-Az39 fue la única que presentó diferencias con la cepa de referencia C145 co-

inoculada. 
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Figura 24 Efecto de la inoculación de bradyrizobios y A. brasilense Az39, sobre el número 
de nódulos de raíz principal y lateral (A), el número total de nódulos (B) y el peso seco de 
nódulos totales (C) por planta de maní de 32 días de crecimiento. Los datos se corresponden a 
la media ± SD de 3 repeticiones duplicadas independientes. ANOVA, test LSD Fisher, 
p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias son significativas 
estadísticamente. 

Los valores de peso seco de nódulos de los tratamientos inoculados con las cepas 

nativas fueron superiores al de las cepas de referencia (figura 24 panel C). De igual manera 

que en los parámetros medidos anteriormente, la co-inoculación genera una tendencia de 

aumentar estos valores, aunque no siempre es estadísticamente significativa. 

Los resultados de este ensayo muestran que de los dos rizobios nativos aislados por 

nuestro laboratorio, la cepa 15A mostró un efecto positivo e incluso superior a C145, cepa 

que el INTA recomienda para la inoculación del maní. Las co-inoculaciones en general 

marcaron una tendencia de mejora en los parámetros bajo estudio, los cuales no siempre 

fueron estadísticamente significativos debido a la variabilidad de los datos dentro de cada 

tratamiento. Esta variabilidad puede deberse al empleo de diferentes lotes de semillas, al 

soporte sobre el cual se realiza el ensayo, entre otros. 

A modo de ejemplo en la figura 25 se pueden observar las diferencias de coloración, 

longitud y peso de las plantas inoculadas en comparación con el control sin inocular. 
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Figura 25 Efecto de las diferentes estrategias de inoculación sobre plantas de maní de 32 días 
de crecimiento, con las cepas de referencia de Bradyrhizobium C145 y A. brasilense Az39 en 
comparación con el control sin inocular. 

4.6.1.4 Análisis estadístico multivariado de componentes principales 

A los fines de situar las diferentes variables medidas en los ensayos de inoculación de 

invernadero en un marco que permita su explicación con mayor rigurosidad, se llevó a cabo 

un análisis estadístico multivariado de componentes principales. 

El Análisis de Componentes Principales es una metodología multivariada que explica la 

estructura de varianza y covarianza mediante combinaciones lineales de las variables del 

sistema, reduciendo así el volumen de información. Geométricamente, las combinaciones 

lineales representan la selección de un nuevo sistema de coordenadas, obtenido por la rotación 

del sistema original, en el cual los ejes indican las direcciones con máxima variabilidad, 

dando una descripción más simplificada de la estructura de covarianza. Las componentes son 

aquellas combinaciones no correlacionadas cuyas varianzas son tan grandes como sea posible; 

cada componente sintetiza la máxima variación restante que poseen los datos, o sea, aquella 
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que no ha sido explicada por las anteriores componentes. Las componentes principales 

dependen solamente de la matriz de covarianza, o de la matriz de correlación, de las variables 

originales y su desarrollo no necesita un modelo estadístico para explicar la estructura 

probabilística de los errores, pero sí puede suponerse una distribución multinormal de la 

población (Di Rienzo y col. 2001; Balzarini 2003). 

La finalidad de realizar el análisis de componentes principales para nuestra experiencia 

estuvo orientada principalmente a demostrar la influencia de las diferentes estrategias de 

inoculación sobre los parámetros de crecimiento y nodulación. En este sentido, se plantearon 

como observaciones o casos a los tratamientos de inoculación. Por otro lado se tuvieron en 

cuenta las variables relacionadas a parámetros de crecimiento (longitud y peso seco radicular 

y aéreo) y las vinculadas a parámetros de nodulación (número de nódulos y peso seco de los 

mismos). 

La figura 26 muestra claramente la influencia de los tratamientos inoculados con 

respecto al control y a la inoculación simple con A. brasilense Az39. Se observó una 

agrupación de los tratamientos co-inoculados a excepción de SEMIA6144-Az39, las 

inoculaciones simples no presentaron una distribución homogénea y parecen contribuir en 

menor medida a los parámetros cuantificados respecto a las estrategias de co-inoculación. 

En cuanto a la correlación entre variables, no se observaron correlaciones nulas o 

negativas, presentándose la mayor correlación entre el peso seco de nódulos totales y el 

número de nódulos de raíz lateral y totales. Los parámetros de nodulación se encontraron más 

relacionados con los pesos secos de parte aérea y raíz que con la longitud de tallo y raíz. 

Se produjo un distanciamiento muy marcado de los tratamientos inoculados respecto al 

control sin inocular, dentro de los tratamientos de inoculación simple se destaca que el 

tratamiento con A. brasilense Az39 es el que menos impacta en los parámetros medidos, en 

comparación con el resto de los rizobios, sugiriendo que el N aportado por los rizobios es un 

parámetro nutricional clave para el desarrollo de la planta de maní 

El análisis realizado permite explicar el 88% de la variabilidad total del ensayo, 

deducido de los valores estadísticos obtenidos para las componente principal 1 y 2 (PC1 y 

PC2). 
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Figura 26 Gráfico bi-plot obtenido con el programa estadístico InfoStat versión 1.0. Las líneas rectas corresponden a la correlación 
obtenida entre las longitud de tallo (Long tallo), longitud de raíz (Long raíz), peso seco parte aérea (PS aéreo), peso seco raíz (PS raíz), 
nódulos raíz principal (Nod RP), nódulos raíz lateral (Nod RL), peso seco de nódulos totales (PS nod totales) y número de nódulos totales 
(Nod totales). Los puntos aislados representan los diferentes tratamientos de inoculación aplicados. PC1: Componente principal 1, PC2: 
Componente principal 2. 
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En la década pasada, Vessey (2003) subrayó que la mayoría de los efectos 

beneficiosos de las cepas PGPRs utilizadas como biofertilizantes proceden de su influencia 

sobre la regulación del crecimiento vegetal, puesto que postuló que lo que ocurre 

esencialmente en estos casos es simplemente una modificación de la morfología y fisiología 

de la planta, como por ejemplo, cambios en la arquitectura de la raíz y pautas de asimilación. 

Este es el caso de las bacterias del genero Azospirillum, definida como promotora del 

crecimiento vegetal por inducir el desarrollo radical de plantas leguminosas y no leguminosas, 

debido a la síntesis de fitohormonas que estimulan el crecimiento vegetal (Dobbelaere y col. 

2001). Asimismo, es conocido que Azospirillum ejerce otro tipo de efectos sobre las plantas 

que dan lugar igualmente a una promoción del crecimiento de la misma, como es el caso del 

incremento del número y perfil de flavonoides presentes en los exudados, fenómeno 

demostrado previamente (Burdman y col. 1996; Dardanelli y col. 2008). Nuestros ensayos 

experimentales asociados a la interacción entre rizobios nativos o de referencia de maní en 

conjunto con A. brasilense Az39, indican que algunos de esos resultados previamente 

obtenidos por otros autores, podrían ocurrir en la interacción con maní. Por otra parte, cabe 

destacar el efecto del rizobio nativo 15A, que muestra un buen potencial como candidato a 

formulaciones comerciales a futuro, para el cultivo de esta leguminosa de alto impacto en 

nuestra región. 

4.6.2 Ensayos a Campo 

Marcados incrementos en el rendimiento de maní han sido logrados en base a buenas 

prácticas de inoculación con Bradyrhizobium sp. Sin embargo, este efecto fue observado en 

áreas cultivadas con maní por primera vez en la década del 70 (Walker y col. 1976). 

La co-inoculación entre rizobios y Azospirillum o alguna otra PGPR ha mostrado 

incrementar significativamente el número total de nódulos de diversas leguminosas, actividad 

reductora de acetileno, contenido total de N y contenido de macro y micronutrientes, 

comparado con la inoculación simple con rizobios (Sarig y col. 1986; Burdman y col. 1998; 

Rodelas y col. 1996, 1999). No obstante, este aspecto no ha sido documentado para el cultivo 

de maní. 

El hecho de introducir las cepas como inoculantes en el ecosistema suelo, permite hacer 

inferencias de mayor contundencia en cuanto a su contribución al desarrollo del cultivo de 

maní, dado que es en el suelo cuando la cepa se expone a las diversas condiciones 
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ambientales, compite con una población rizobiana firmemente establecida, interacciona con 

otros residentes habituales del ecosistema y es sometida a las influencias de las actividades de 

labranza humanas, tales como la aplicación de productos químicos. Es por ello que 

considerando la multiplicidad de factores que afectan la interacción rizobio leguminosa, se 

dispuso llevar a cabo la experiencia a campo. 

4.6.2.1 Análisis químico de los suelos experimentales 

Como punto de partida se realizaron análisis de suelo a los fines de conocer las 

condiciones que presentaban los campos experimentales y de este modo poder establecer 

alguna conexión con los resultados obtenidos en cada ensayo. Así, muestras de suelo de cada 

campo fueron analizadas obteniéndose los resultados mostrados en la tabla 3. 

Tabla 3. Análisis de suelos experimentales. 

Chaján Dalmasio Vélez Sarfield 

Materia Orgánica (%) 1,93 2,10 

Nitratos (ppm) 102,33 159,9 

Fósforo (ppm) 26,5 42,70 

pH 6,26 6,78 

Datos informados por Laboratorio integral agropecuario Rio Cuarto 

Los contenidos de nitrato, fósforo y particularmente materia orgánica, son variables 

dependientes del manejo de los suelos y están relacionados a la productividad de los mismos, 

por esto, son considerados como indicadores de la calidad de un suelo (Uberto y col. 2002). 

Los valores de estos tres parámetros en los suelos experimentales son considerados medios 

(Bohn y col. 1993) con excepción del valor de nitrato para ambos campos que es un valor de 

nitrato medio a alto. 

Las plantas involucradas en procesos de FBN tienen mayores requerimientos de fósforo 

(Junglc 1998), esto se basa en las exigencias de ATP para el funcionamiento de la nitrogenasa 

y el fósforo necesario en la transducción de seriales, biosíntesis de membrana y desarrollo y 

función del nódulo (Ribet y Drevon 1996; Al Niemi y col. 1997). Dada la amplia necesidad 

de este nutriente para la simbiosis es importante la disponibilidad del mismo en los suelos. 

El contenido de materia orgánica del suelo no sólo provee de nutrientes, sino que 

además es el principal agente que promueve la formación y estabilidad de agregados del 
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suelo, contribuyendo al mantenimiento de su estructura y a la compartimentalización del 

espacio y distribución de los nutrientes (Brady y Weil 1999). Estas propiedades permiten que 

las cepas inoculadas tengan mayores posibilidades de supervivencia en los micronichos 

creados en estos tipos de suelos. 

La acidez de un suelo es un factor importante para el crecimiento y desarrollo de los 

rizobios. Se ha comprobado que la supervivencia rizobiana puede ser afectada cuando el pH 

es inferior a 5,5 (Brockwell y col. 1991; Da y Deng 2003). Los valores de pH encontrados en 

los suelos experimentales presentan valores superiores a los considerados negativos. 

4.6.2.2 Ensayo a campo, campaña 2010-2011 

A fin de corroborar si nuevas estrategias de inoculación puedan ejercer un incremento 

significativo en la producción de maní, se decidió evaluar, si los resultados observados a nivel 

de invernadero con diversas combinaciones de cepas de referencia recomendadas por el 

INTA, podían reproducirse en el campo. Los tratamientos fueron: control sin inocular, 

inoculación simple con A. brasilense Az39, Bradyrhizobium C145 y el co-inoculado C145-

Az39. Las dosis de inoculación fueron 1,5 1 de inoculante por ha de C145 y 11 de inoculante 

por ha de Az39. Los inoculantes comerciales (Nifrasoil) empleados contenían 

aproximadamente 1 x 109 UFC/ml. El ensayo se realizó en un campo experimental ubicado en 

la localidad cordobesa de Chaján ( 33°30'19.38"S 65° 3'23.65"0 ), el cual presenta historia 

previa de cultivo de maní. La dirección técnica estuvo a cargo del Ing. Guillermo Cerioni 

(Facultad de Agronomía y Veterinaria UNRC). 

En la tabla 4 se puede observar que el mayor rendimiento expresado como peso de cajas 

por hectáreas se observó en el ensayo co-inoculado, donde se obtuvo 663 kg más de cajas por 

ha que el control sin inocular, lo que representa un aumento del rendimiento del cultivo del 

18,9%. Si comparamos el rendimiento de la inoculación simple con la co-inoculación, el 

segundo tratamiento obtuvo 444 kg más de rinde que cuando se inoculó únicamente con 

C145. 

Los resultados de este primer ensayo a nivel de campo nos permitieron conocer el 

comportamiento de este cultivo frente a la dosis de co-inoculación empleada y poder ahora 

emplear otras combinaciones en búsqueda de una mejor opción de biofertilización. 

Tabla 4 Efecto de la inoculación de maní en el rendimiento de frutos (cajas). Los valores son 
expresados como Kg ha-1
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Tratamientos 
Peso por hectárea 

Kg 
Diferencia con control 
Kg 

Sin inocular 3515 

Az39 3527 12,3 0,3 

C145 3735 220,3 6,3 

Co-inoculación 4179 663,8 18,9 

Datos obtenidos de la cosecha de una superficie de 1 ha por tratamiento. 

4.6.2.3 Ensayo a campo, campaña 2013-2014 

El experimento se realizó en un campo ubicado en la localidad cordobesa de Dalmasio 

Vélez Sarfield (32° 34' 34" S, 63° 36' 47" 0), que cuenta con historia previa de siembra de 

maní pero no de inoculación. 

Tomando de referencia los datos preliminares del comportamiento de las mezclas de 

rizobacterias en invernadero (apartado 4.6.1) y de un ensayo a campo (apartado 4.6.2.2), se 

diseñó una serie de experiencias a los fines de evaluar la actividad de las cepas utilizadas 

como inoculantes en un medio dinámico e influenciado por múltiples factores. De acuerdo a 

los resultados de eficiencia obtenidos en el laboratorio se decidió comparar las cepas nativas 

15A y Pc34 con la cepa C145 recomendada por el INTA, donde las mezclas de rizobacterias 

con Az39 se realizaron a las dosis detalladas en el punto 3.13 de materiales y métodos. Las 

valoraciones se efectuaron sobre plantas de 60 días de crecimiento y a cosecha, 

aproximadamente 150 días desde la siembra. En la figura 27 se puede observar la parcela 

experimental a los 60 días post siembra, en el cual se realizó el ensayo de inoculación. 
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Figura 27 Campo experimental ubicado en la localidad cordobesa de Dalmasio Vélez 
Sarfield 60 días post siembra. 

4.6.2.3.1 Parámetros de crecimiento y nodulación de plantas de 60 días 

Las figuras 28 y 29 muestran respectivamente los datos que se obtuvieron sobre los 

parámetros de crecimiento y nodulación de maní al inocular en forma simple o doble con las 

rizobacterias en estudio. 
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Figura 28 Efecto de la inoculación de bradyrizobios y A. brasilense Az39, sobre el largo de 
tallo (A) y peso seco de parte aérea (B). Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 
repeticiones independientes. ANO VA, test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras 
indican que las diferencias son estadísticamente significativas. 

En general se observó un comportamiento uniforme de los datos en los tres tratamientos 

para la longitud del tallo (figura 28 panel A), presentándose diferencias significativas con el 

control pero no entre ellos. Cuando se analizó el peso seco de la parte aérea no hubo 

diferencias con el control (figura 28 panel B). Al analizar el número de nódulos de los tres 

tratamientos co-inoculados, no se registraron diferencias entre ellos, pero si con el control sin 

inocular (figura 29). Destacamos que las plantas del ensayo control si bien no fueron 

inoculados, presentaron nódulos los cuales han sido generados por interacción con cepas 

nativas del suelo. Por otro lado, el comportamiento de las mezclas de rizobacterias fue 
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diferente en los nódulos laterales presentando únicamente diferencias estadísticamente 

significativas con el control, el tratamiento Pc34-A.brasilense Az39 con un valor que triplicó 

al del control (datos no mostrados). Si evaluamos el comportamiento de los tratamientos en el 

número total de nódulos, las cepas nativas 15A y Pc34 presentaron mayores recuentos que el 

control, no siendo así para la cepa de referencia C145, la cual no obtuvo diferencias 

estadísticamente significativas con el control sin inocular (figura 29). 
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Figura 29 Efecto de la inoculación de bradyrizobios y A. brasilense Az39, sobre el número 
total de nódulos por planta. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones 
independientes. ANO VA, test LSD Fisher,p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que 
las diferencias son estadísticamente significativas. 

4.6.2.3.2 Parámetros de crecimiento y nodulación de plantas a cosecha 

A los 150 días de crecimiento de las plantas de maní en el campo, material vegetal 

recogido de una superficie de 1 m2 fue cosechado y analizado para determinaciones de peso 

seco de parte aérea, número y peso seco de nódulos y peso seco de cajas (figura 30 y 31). 

Se mantuvo la tendencia observada en los parámetros medidos a los 60 días, 

contemplándose una mayor valoración de los datos en el ensayo donde se empleó la cepa 

nativa 15A. Los resultados de peso seco de parte aérea se encuentran representados en la 

figura 30 (panel A), la que muestra que el tratamiento co-inoculado 15A-A.brasilense Az39 

fue el único que presentó diferencias con el control, duplicando prácticamente el peso. 
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Al estudiar el efecto de los tratamientos sobre el número de nódulos presentes en la 

raíz principal, se evidenció que los tres tratamientos presentaron diferencias con el control, 

siendo los de mayor número, las co-inoculaciones con 15A y C145, que triplicaron el 

recuento de nódulos del control (datos no mostrados). El efecto de la inoculación del maní 

sobre el número de nódulos de raíz lateral presentó un comportamiento similar al de los 

nodulos de raíz principal, con la diferencia que la cepa Pc34 no presentó diferencias con el 

control, mientras que los otros dos tratamientos superaron ampliamente el número de nodulos 

del control (datos no mostrados). 

Al considerar el número total de nódulos de los diversos tratamientos, los tres 

presentaron diferencias con el control (figura 30 panel B), donde la cepa nativa 15A mostró el 

mayor número de nódulos (> 300) comparado con el control (90). La cepa de referencia 

obtuvo un recuento similar al de 15A sin presentar diferencias estadísticas con el mismo. 

Cuando se estudió el peso seco de los nodulos de los diversos tratamientos y el control (figura 

30 panel C), el único tratamiento que presentó diferencias estadísiticamente significativas con 

el tratamiento sin inocular fue el co-inoculado con la cepa nativa 15A cuyos nódulos fueron 

de un tamaño mayor que los que presentaban el resto de los tratamientos. 
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Figura 30 Efecto de la inoculación de bradyrizobios y A. brasilense Az39, sobre peso seco de 
parte aérea (A), número total de nódulos (B) y el peso seco de nódulos (C). Los datos se 
corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANOVA, test LSD Fisher, 
p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias son estadísticamente 
significativas. 
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Al procesar el material vegetal recolectado en el campo se evidenció que el suelo 

utilizado para el ensayo presentó una elevada carga fúngica debido a que una alta proporción 

de las cajas de las plantas de maní se encontraban vacias. A pesar de la contaminación se 

pudo calcular las diferencias en el peso seco de las cajas entre los tratamientos, ya que cada 

bloque de ensayo presentó la misma carga fungica. Los tres tratamientos presentaron una 

respuesta similar con valores de peso seco de las cajas que duplican al valor registrado por las 

plantas del control sin inocular (figura 31). 
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Figura 31 Efecto de la inoculación de bradyrizobios y A. brasilense Az39, sobre peso seco de 
cajas. Los datos se corresponden a la media ± SD de 3 repeticiones independientes. ANO VA, 
test LSD Fisher, p<0,05. Letras diferentes en las barras indican que las diferencias son 
estadísticamente significativas. 

En resumen, se pudo observar un efecto positivo de la co-inoculación con respecto al 

control sin inocular en todos los parámetros medidos, nuevamente se apreció en el ensayo a 

campo el potencial de la cepa nativa 15A, que resulta de interés para en un futuro utilizarla en 

bioformulaciones para maní. 

4.6.2.3.3 Análisis Multivariado de plantas a cosecha 

El objeto de la realización del análisis de componentes principales para el ensayo a 

campo estuvo orientado principalmente a la demostración de la influencia de diferentes 

estrategias de co-inoculación sobre los parámetros de crecimiento y nodulación. En este 

sentido, se plantearon como observaciones o casos a los tratamientos de co-inoculación. Por 

otro lado, se consideraron las variables relacionadas a los parámetros de crecimiento (peso 
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seco aéreo y de cajas) y las vinculadas a parámetros de nodulación (número de nódulos y peso 

seco de los mismos). 

La figura 32 muestra claramente la influencia de los tratamientos co-inoculados con 

respecto al control sin inocular en el ensayo a campo a cosecha. Los tratamientos 15A-Az39 y 

C145-Az39 fueron los que más influenciaron los parámetros cuantificados. En cuanto a la 

correlación entre variables, no se observaron correlaciones nulas o negativas, presentándose la 

mayor correlación entre el número de nódulos y el peso seco de parte aérea. Los parámetros 

de nodulación fueron positivos con respecto al peso seco de cajas aunque de menor magnitud 

comparado con el peso seco de parte aérea. Se produjo un distanciamiento muy marcado de 

los tratamientos co-inoculados respecto al control sin inocular. 

El análisis realizado permite explicar el 99% de la variabilidad total del ensayo 

deducido de los valores estadísticos obtenidos para las componente principal 1 y 2 (PC1 y 

PC2). 
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Figura 32 Gráfico bi-plot obtenido con el programa estadístico InfoStat versión 1.0. Las líneas rectas corresponden a la correlación 
obtenida entre las peso seco de parte aérea (PS aéreo), nódulos raíz principal (Nod RP), nódulos raíz lateral (Nod RL), peso seco de 
nódulos totales (PS nod totales), numero de nódulos totales (Nod totales) y peso seco de cajas (PS cajas). Los puntos aislados representan 
los diferentes tratamientos de inoculación aplicados. PC1: Componente principal 1, PC2: Componente principal 2. 
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CAPÍTULO 5. CONCLUSIONES 

1. Las cepas de Bradyrhizobium sp. simbiontes de maní de referencia (C145, 

SEMIA6144 y USDA4438) como las nativas (15A y Pc34), tienen capacidad de 

movilidad swimming y swarming al 0,3 y 0,5% de agar respectivamente, movilidad 

influenciada por la variación genotípica y ambiental. El estudio de microscopia 

electrónica de barrido confirmó que todos los rizobios estudiados en esta Tesis 

Doctoral pueden diferenciar sus células vegetativas a células swarm. 

2. Las diferencias encontradas en este trabajo referido a movilidad bacteriana, no 

tendrían relación con las velocidades de crecimiento diferenciales entre las cepas en 

estudio debido a que los tiempos de generación son similares (Bogino y col. 2010). 

Esto indicaría que la variabilidad en la movilidad entre las cepas estudiadas podría 

deberse a diferencias genéticas, a pesar de que todas las cepas compartan una 

característica en común como la capacidad de nodular las raíces de plantas de maní. 

3. Las cepas de Bradyrhizobium sp. simbiontes de maní de referencia (C145, 

SEMIA6144 y USDA4438) como las nativas (15A y Pc34) responden con una 

quimiotaxis positiva a la presencia de exudados de semilla 

4. Los fungicidas Carboxin + Tiram y Fludioxonil + Metalaxil tienen un efecto variable 

sobre la viabilidad, movilidad y composición de ácidos grasos de los rizobios en 

estudio. Carboxin + Tiram provoca la inhibición del crecimiento de todos los rizobios 

en estudio sin observarse efecto de Fludioxonil + Metalaxil. 

5. La exposición de las cepas de Bradyrhizobium a los fungicidas Carboxin + Tiram y 

Fludioxonil + Metalaxil (dosis de campo) por 24 horas, provocó un cambio en el 

grado de saturación de los ácidos grasos de C145 y Pc34. Este sería un mecanismo 

adaptativo para mantener las propiedades biológicas de la membrana que garanticen la 

viabilidad y la funcionalidad celular. Las cepas SEMIA6144 y 15A frente a estos 

agentes químicos mostraron una mayor tolerancia. 

6. En los ensayos de invernadero, los tratamientos co-inoculados entre Bradyrhizobium 

sp. y A. brasilense Az39 presentaron una tendencia positiva en cuanto a los parámetros 

de crecimiento vegetal evaluados. 

7. En los ensayos a campo, el tratamiento co-inoculado presentó el mayor rendimiento 

comparado con las inoculaciones simples. Dentro de los tratamientos co-inoculados, 

las plantas tratadas con el formulado realizado con la cepa nativa 15A, obtuvo los 
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mejores valores de rendimientos a cosecha, estableciéndose como una cepa potencial 

para la utilización en el cultivo de maní. 

8. La aplicación de una cepa nativa adecuada sumado a una correcta estrategia de 

biofertilizacion redunda en un incremento de la nodulación y producción de la plantas 

de maní. 

9. En vista de la constatación de que varios efecto biológicos, ambientales y químicos 

afectan de manera directa o indirecta la morfología y producción del maní, se 

concluye que el incremento del crecimiento de Arachis hypogaea está influenciada por 

la técnica de inoculación, donde específicamente la co-inoculación resultó ser la mejor 

combinación tanto en invernadero como en campo. El efecto de la inoculación con 

diferentes cepas de bradyrizobios no fue homogéneo, esto puede deberse a la gran 

variabilidad que presentaron las cepas en los eventos de interacción temprana y la 

respuesta frente a agroquímicos. En consecuencia, en la figura 33 se esquematiza un 

modelo que reseña la influencia que puede acarrear la sumatoria de los diferentes 

factores aquí estudiados. 

Eventos de 
interacción 
temprana 

Modifican 

Variabilidad genética 
de los rizobios 

Efecto del ambiente 

Agroquímicos 

Bradyrizobios 

Co-inoculación 

Azospirillum 

Inoculación 
en surco 

Inoculación 

de maní 

--> --> 

Cambios en el grado de 
saturación de los ácidos 
grasos de Bradyrizobios 

simbiontes de maní 

Inoculación 
en semilla 

Incremento del crecimiento 
de plantas de Arachis 
hypogaea y mayor 

producción de maní 

Figura 33 Modelo interactivo que refleja los efectos conjuntos derivados de la 
biofertilización sobre el crecimiento y producción del cultivo de maní. 
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