
  
 

 
 

 

UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA | FACULTAD DE CIENCIAS 

                                          LICENCIATURA EN BIOQUÍMICA 

 

Evaluación de la co-inoculación  

Delftia-Sinorhizobium y el agregado de 

rizodeposiciones como biofertilizantes mejorados 

para el cultivo de alfalfa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tesina de Grado 

CÉLICA CAGIDE 

 

 

Orientadora: María Morel 

Unidad de Microbiología Molecular (IIBCE) 

Co-orientadora: Dra. Susana Castro 

Sección Bioquímica y Biología Molecular, Facultad de Ciencias, UdelaR 

Febrero, 2014 

 



  
 

 
 

 

TABLA DE CONTENIDO 

 

RESUMEN ......................................................................................... 1 

1.  INTRODUCCIÓN .......................................................................... 2 

1.1. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal .................... 2 

1.1.1. Influencia de las PGPRs en el crecimiento vegetal ..................... 2 

1.1.2. PGPRs como inoculantes microbianos ..................................... 3 

1.2. Asociación rizobio –leguminosa ................................................ 4 

1.2.1. Rizobios y FBN .................................................................... 5 

1.2.2. Interacción temprana: moléculas involucradas ......................... 6 

1.2.2.1. Flavonoides y Factores Nod ............................................ 7 

1.2.2.2. Fitohormonas ............................................................. 11 

1.2.2.3. Polisacáridos y oligosacáridos ....................................... 15 

1.2.2.4. Otros metabolitos secundarios ...................................... 16 

1.3. Mejoramiento de la simbiosis leguminosa-rizobio: co-

inoculación con PGPRs ................................................................... 17 

1.3.1. Delftia .............................................................................. 17 

1.3.2. Formulaciones mixtas comerciales ........................................ 18 

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ........................................................... 20 

2.1. Hipótesis de trabajo ................................................................ 20 

2.2. Objetivos ................................................................................ 21 

2.2.1. Objetivo general ................................................................ 21 

2.2.2. Objetivos específicos .......................................................... 21 

2.2.3. Objetivos educativos .......................................................... 21 

3. MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................... 22 

3.1. Material biológico ................................................................... 22 

3.2. Determinación de efectos antagónicos ................................... 22 



  
 

 
 

3.3. Evaluación de los efectosdel agregado deexudados producidos 

durante la interacción rizobio-JD2-alfalfa, sobre el crecimiento 

vegetal ........................................................................................... 24 

3.3.1. Obtención de exudados ...................................................... 24 

3.3.1.1. Sistema de hidroponia .................................................. 24 

3.3.1.2. Desinfección superficial de semillas ................................. 25 

3.3.1.3. Germinación y desarrollo de las plántulas ........................ 25 

3.3.1.4. Preparación de inóculo e inoculación de plántulas .............. 25 

3.3.2. Ensayo de plantas in vitro ................................................... 27 

3.3.2.1. Desinfección y pre-germinación de semillas ...................... 27 

3.3.2.2. Agregado de exudados y transferencia de plántulas a tubos 27 

3.3.2.3. Inoculación y co-inoculación .......................................... 28 

3.3.2.4. Tasa de nodulación ....................................................... 29 

3.3.2.5. Evaluación del crecimiento vegetal .................................. 29 

3.3.3. Ensayo de plantas bajo condiciones de invernáculo ................. 29 

3.3.3.1. Preparación de macetas, desinfección y siembra de semillas

 ............................................................................................. 30 

3.3.3.2. Inoculación y co-inoculación de semillas .......................... 30 

3.3.3.3. Condiciones de riego ..................................................... 30 

3.3.3.4. Raleo .......................................................................... 31 

3.3.3.5. Evaluación del crecimiento vegetal .................................. 32 

3.3.4. Análisis estadístico ............................................................. 32 

3.4. Caracterización de los exudados producidos durante la 

interacción rizobio-JD2-alfalfa ....................................................... 32 

3.4.1. Contenido de ácido indol-acético (AIA) .................................. 33 

3.4.2. Contenido de flavonoides totales .......................................... 33 

3.4.3. Contenido de fenoles totales ................................................ 34 

3.4.4. Contenido de aminoácidos libres .......................................... 34 

3.4.5. Determinación de azúcares ................................................. 35 

3.4.6. Determinación de compuestos de bajo peso molecular (CBPM) . 35 

4. RESULTADOS ............................................................................. 37 

4.1. Determinación del potencial antagonista de Delftia sp. JD2 .... 37 



  
 

 
 

4.2. Efecto de los exudados hidropónicos sobre la nodulación y el  

crecimiento vegetal de alfalfa ........................................................ 38 

4.2.1. Ensayo de plantas in vitro ................................................... 38 

4.2.1.1. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de 

alfalfa ..................................................................................... 38 

4.2.1.2. Tasa de nodulación ....................................................... 39 

4.2.1.3. Evaluación del crecimiento vegetal “in vitro” .................... 42 

4.2.2. Ensayo de plantas bajo condiciones de invernáculo ................. 47 

4.2.2.1. Evaluación del crecimiento vegetal .................................. 47 

4.3. Caracterización de los exudados producidos durante la 

interacción  rizobio-JD2-alfalfa ...................................................... 51 

4.3.1. Curvas de calibración ......................................................... 52 

4.3.2. Determinación de azúcares ................................................. 53 

4.3.3. Determinación de compuestos de bajo peso molecular (CBPM) . 54 

5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES ................................................... 56 

5.1. Capacidad antagónica ............................................................. 56 

5.2. Evaluación de los efectos del agregado de exudados producidos 

durante la interacción rizobio-JD2-alfalfa, sobre el crecimiento 

vegetal ........................................................................................... 57 

5.3 Caracterización de los exudados producidos durante la 

interacción rizobio-JD2-alfalfa ....................................................... 60 

6. PERSPECTIVAS .......................................................................... 67 

7. ANEXO ....................................................................................... 68 

8. BIBLIOGRAFÍA ........................................................................... 70 



  
 

 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 3.1. Aislamientos utilizados en el trabajo ....................................... 23 

Tabla 3.2. Tratamientos realizados en sistemas hidropónicos para la 

producción de exudados ........................................................................ 26 

Tabla 3.3. Descripción de los exudados utilizados en ensayo de plantas in 

vitro ................................................................................................... 28 

Tabla 3.4. Tratamientos y controles realizados en los ensayos de plantas in 

vitro ................................................................................................... 28 

Tabla 3.5. Tratamientos y detalle de los riegos realizados en ensayos de 

plantas en condiciones de invernáculo ..................................................... 31 

Tabla 4.1. Tasas de nodulación (número de nódulos por planta por día) de 

alfalfa por S. meliloti U143 en ensayos de inoculación simple con U143 y co-

inoculación con U143 y JD2. .................................................................. 41 

Tabla 4.2. Concentración de azúcares de exudados producidos a los cuatro 

días luego de la inoculación y co-inoculación de plantas de alfalfa................ 54 

Tabla 4.3. Compuestos de bajo peso molecular detectados GC-MS en 

exudados colectados a los cuatro días desde la inoculación de las plantas. 

Se indica sólo la presencia (+) o ausencia (-) del compuesto en estudio. ...... 55 

Tabla 5.1 Composición de AIA y Trp (µM) de exudados radiculares a los 

cuatro días de inoculación determinada por LC-MS. ................................... 63 

 



  
 

 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1.1. Reacción general catalizada por la nitrogenasa. ......................... 5 

Figura 1.2. Estructura general de flavonoides. ........................................... 8 

Figura 1.3. Estructura básica de factor de nodulación producido por 

rizobios ................................................................................................. 9 

Figura 1.4. Fases de pre-infección. ........................................................ 10 

Figura 1.5. Estructura de fitohormonas involucradas en el metabolismo 

vegetal ............................................................................................... 11 

Figura 1.6. Vías de síntesis de AIA en bacterias ....................................... 12 

Figura 1.7. Producción bacteriana de AIA en la interacción 

microorganismo–planta. ........................................................................ 13 

Figura 3.1. Sistema de hidroponía utilizado para la obtención de exudados. 25 

Figura 4.1.Estudio de la capacidad antagonista de Delftia sp. JD2 frente a 

i) Delftia sp. 3C, ii) Delftia sp. 6C y iii) Stenotrophomonas sp. JD1 .............. 37 

Figura 4.2. Plantas de alfalfa en ensayos in vitro. .................................... 39 

Figura 4.3. Cinética de nodulación por S. meliloti U143 en alfalfa inoculada 

sólo con U143 (A) y co-inoculada con JD2 y U143 (B) ................................ 39 

Figura 4.4. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de 

plantas de alfalfa in vitro en plantas control negativo (S/N) y plantas control 

positivo (C/N). (A y C) Peso seco de parte aérea/planta. (B y D) Longitud de 

parte aérea/planta. ............................................................................... 43 

Figura 4.5. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de 

plantas de alfalfa in vitro  en condiciones de inoculación con U143. (A) Peso 

seco de parte aérea/planta. (B) Longitud de parte aérea/planta. ................. 45 

Figura 4.6. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de 

plantas de alfalfa in vitro ....................................................................... 46 



  
 

 
 

Figura 4.7. Efecto de la co-inoculación y el agregado de exudados 

hidropónicos producidos por alfalfa-JD2-U143, sobre el crecimiento de 

plantas de alfalfa en invernáculo ............................................................. 49 

Figura 4.8. Efecto de la co-inoculación con JD2 y U143 y el agregado de 

exudados hidropónicos producidos por alfalfa-JD2-U143, sobre la longitud 

parte aérea/planta de alfalfa en ensayo de invernáculo. ............................. 51 

Figura 4.9. Curvas de calibración obtenidas para la cuantificación de AIA 

(A) y aminoácidos libres (B). .................................................................. 52 

Figura 4.10. Curvas de calibración para la cuantificación de Flavonoides (A) 

y fenoles totales (B) ............................................................................. 53 

Figura 4.11. Curva de calibración para la cuantificación de azúcares. ......... 53 



 RESUMEN 

 

1 
 

RESUMEN 

 

Delftia sp. JD2 es una β-Proteobacteria capaz de promover el crecimiento 

vegetal de alfalfa cuando se co-inoculan con Sinorhizobium meliloti U143 en 

condiciones gnotobióticas. Como otras Delftia spp., JD2 produce ácido indol-

acético (AIA), sideróforos y fija nitrógeno en vida libre. El objetivo de esta 

tesis fue: 1) cuantificar la presencia de algunas moléculas presentes en los 

exudados producidos por alfalfa durante la co-inoculación con JD2 y U143, y 

analizar su composición, y 2) evaluar el efecto de JD2 y del agregado de los 

exudados sobre el crecimiento de alfalfa, tanto in vitro como en 

invernáculo. Para ello se obtuvieron los exudados en hidroponia, en 

presencia de U143 y/o JD2, a los 4 días de inoculación. Estos exudados 

(libre de células) se utilizaron como suplemento en el sustrato de 

crecimiento de las plantas y se analizó su composición por GC-MS. Los 

ensayos de invernáculo, revelaron que la co-inoculación promueve el 

crecimiento de alfalfa frente a la inoculación simple con el rizobio, reflejado 

en un aumento de biomasa aérea y radicular. Además, el agregado de 

exudados potenció el crecimiento vegetal en todos los casos, en relación a 

plantas que no recibieron exudados. Por GC-MS,se detectaron azúcares, 

ácidos orgánicos, amidas y compuestos orgánicos volátiles, entre otros. No 

se detectó AIA en los exudados de plantas co-inoculadas e inoculadas. Entre 

los compuestos detectados en plantas co-inoculadas, se destacan el 

limoneno, ácido hidroxi-butírico, ácido oleico, butanodiol, nonanoico y 

amidas. Estos y otros compuestos podrían estar involucrados en la 

promoción del crecimiento vegetal evidenciado en los ensayos de 

invernáculo.



 INTRODUCCIÓN 

  

2 
 

1.  INTRODUCCIÓN 

1.1. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal 

 

Las PGPR o rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (del 

inglés: Plant Growth Promoting Rhizobacteria; Kloepper y Schroth, 1978) 

son un grupo heterogéneo de bacterias capaces de promover, directa o 

indirectamente, el desarrollo y crecimiento de algunas plantas. Esta 

promoción se puede dar tanto en vida libre como mediante asociaciones 

mutualistas con las plantas de formas epífita o endófita, infectando el 

interior de los tejidos vegetales (Podile y Kishore, 2006). El ejemplo de 

asociación mutualista más estudiado es el caso particular de la simbiosis 

entre los rizobios y las plantas de la familia Leguminosae (Fabaceae) 

(Vessey 2003; Hayat et al, 2010). 

 

1.1.1. Influencia de las PGPRs en el crecimiento vegetal 

 

Los mecanismos directos de promoción del crecimiento vegetal 

incluyen la producción de fitohormonas (auxinas, citoquininas, giberelinas, 

etc), la solubilización de fosfatos, la captación de hierro del entorno 

(mediante sideróforos), y la fijación biológica de nitrógeno (FBN, Glick et al, 

1999; Podile y Kishore, 2006). También se ha descrito la producción y 

liberación de compuestos fenólicos que estimulan la germinación de las 

semillas, así como la emergencia y establecimiento de las plántulas (Podile 

y Kishore, 2006).  

Por otro lado, los mecanismos indirectos de acción de las PGPRs se 

relacionan con la protección de las plantas frente a fitopatógenos (Compant 

et al, 2005). Dentro de los mecanismos indirectos están la producción de 

exo-proteasas, antibióticos y antifúngicos; inducción de resistencia 

sistémica en la planta; y competencia por nutrientes (por ejemplo, 
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agotamiento de hierro en la rizosfera) o por un nicho específico (Podile y 

Kishore, 2006). 

 

1.1.2. PGPRs como inoculantes microbianos 

 

Las PGPRs son microorganismos relevantes  a nivel agronómico 

debido a que aumentan la productividad vegetal a nivel de campo, y por 

consiguiente pueden ser utilizados como biofertilizantes (Ramos Solano, 

2000). 

Recientemente se ha definido el término biofertilizante como aquellos 

insumos formulados con uno o más microorganismos vivos, que aplicados 

sobre las semillas, la superficie de las plantas o en el suelo, colonizan la 

rizosfera y/o el interior de la planta y promueven su crecimiento, por 

proporcionar o aumentar la disponibilidad de nutrientes primarios a la 

planta hospedera (Vessey, 2003). 

En comparación con los fertilizantes químicos, los biofertilizantes 

presentan grandes ventajas:  

1) se asocian a un menor daño ambiental, mantienen la conservación 

del suelo desde el punto de vista de su fertilidad y biodiversidad y además 

su uso conlleva a un menor riesgo potencial para la salud humana al 

contener microorganismos no patógenos. 

2) permiten un menor costo de producción, una reducción en la 

fertilización químicay su costo de distribución y aplicación es menor (Berg, 

2009) 

3) presentan un rango de actividad mucho más específica.  

4) son efectivos en menor cantidad y generalmente no es necesaria la 

sobre-fertilización en el ciclo del cultivo para ser activos. 
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5) se multiplican por sí mismos, aunque su número puede ser 

controlado por las propias plantas así como también por las poblaciones 

microbianas nativas (Berg, 2009). 

Por lo antes expuesto, el uso de biofertilizantes a gran escala para 

implementar sistemas de producción agrícola sustentables, traería grandes 

beneficios ya que constituyen un medio para reducir insumos y mejorar la 

cantidad y calidad de los recursos. 

 

1.2. Asociación rizobio –leguminosa 

 

La atmósfera contiene alrededor de un 78% de su volumen en 

nitrógeno (N), en forma de dinitrógeno (N2). Pero a pesar de su abundancia, 

el N suele ser, después del agua, un factor limitante en el crecimiento de las 

plantas. El N2 atmosférico es un gas inerte no utilizable por la mayoría de 

los seres vivos. Solamente un pequeño grupo de seres vivos, todos ellos 

procariotas, conocidos como bacterias diazotróficas, son capaces de fijar el 

N2 atmosférico, en un proceso conocido como fijación biológica del N (Hardy 

y Holsten 1977; FBN; Roesch et al, 2007).  

Las bacterias diazotróficas pueden dividirse en dos grandes grupos: 

aquellas que son capaces de fijar el N2 cuando se encuentran en asociación 

con una planta y las que realizan el proceso de FBN en condiciones de vida 

libre (Freiberg et al, 1997). Dentro de las primeras, las más estudiadas son 

las bacterias llamadas colectivamente rizobios. Entre las segundas se  

incluyen bacterias pertenecientes a los géneros Azoarcus, Burkholderia, 

Gluconacetobacter, Clostridium, Azospirillum y Herbaspirillum, entre otros 

(Vessey, 2003; Hayat et al, 2010). 

 

 

 



 INTRODUCCIÓN 

  

5 
 

1.2.1. Rizobios y FBN 

 

Una de las relaciones simbióticas más importantes desde el punto de 

vista agrícola y ambiental, es la asociación mutualista establecida entre los 

rizobios y las leguminosas. El proceso de fijación es sumamente importante 

a nivel agrícola debido no sólo a la cantidad de N2 que se fija e introduce al 

sitema suelo/planta (Lorkiewicz, 1996), sino también porque el proceso de 

FBN permite el desarrollo sustentable de vegetales, que directa o 

indirectamente son la base de la alimentación humana (Zahran, 2009; 

Morel et al, 2012). 

Las bacterias colectivamente llamadas rizobios son bacilos Gram 

negativos, aerobios y heterótrofos, que pertenecen a diferentes géneros 

dentro de las clases α- y β-Proteobacterias (ICSP, 2013; NZrhizobia, 2013). 

Todos los rizobios comparten una característica fundamental: son capaces 

de fijar el N2 atmosférico luego de establecerse en forma endosimbiótica en 

plantas leguminosas. Esta interacción rizobio-leguminosa lleva a la 

formación de estructuras características llamadas nódulos radiculares, 

donde las bacterias se diferencian en bacteroides, los cuales realizan el 

proceso de FBN.  

Durante la FBN, el N2 atmosférico se reduce a amonio (NH4
+) gracias 

al complejo enzimático nitrogenasa, que es capaz de romper el triple enlace 

del N2 en una reacción altamente consumidora de energía (Figura 1.1). El 

NH4
+ producido de este modo pasa a formar parte de aminoácidos que 

quedan disponibles para la planta, mientras que ésta le aporta fotosintatos 

a la bacteria. 

 

N2 + 8 e- + 8H+ + 16 ATP       2NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi 

 

Figura 1.1. Reacción general catalizada por el complejo nitrogenasa. Los productos finales son el NH4+, 

la forma hidratada del gas amoníaco (NH3), y el gas H2, que se pierde como tal (Taiz y Zeiger, 2006). El 

proceso demanda al menos 16 moles de ATP por cada mol de N2 fijado. 
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1.2.2. Interacción temprana: moléculas involucradas 

 

El establecimiento de una simbiosis efectiva entre las leguminosas y los 

rizobios es un proceso complejo que implica mecanismos de señalización y 

de reconocimiento altamente específicos por parte de ambos simbiontes. 

La primera etapa, la pre-infección, comienza antes de que exista 

contacto físico entre la planta y la bacteria, y en este período ambos 

simbiontes intercambian señales de reconocimiento con un alto grado de 

especificidad. Este grado de especificidad varía con el rizobio y con la 

planta, determinando el éxito de una simbiosis, en términos de FBN. El 

rizobio deberá reconocer la presencia de la planta a través de compuestos 

exudados por la raíz, y frente a los cuáles responderá induciendo los genes 

implicados directamente en la nodulación.  

Los exudados radiculares o rizodeposiciones secretadas durante la 

interacción PGPR–planta, se componen de una amplia gama de moléculas,  

que actúan en conjunto durante la interacción. Su cantidad y composición 

química está influenciada por las condiciones ambientales, genotipo de la 

planta y por las interacciones que ocurren en la rizosfera, entre otros 

factores (de la Peña et al, 2008). 

Los compuestos a base de carbono son los constituyentes principales 

de los exudados, pero los iones  y ácidos inorgánicos son también 

componentes importantes durante las interacciones rizosféricas (Badri y 

Vivanco, 2009). Las moléculas exudadas por las raíces incluyen: 

compuestos de bajo peso molecular tales como azúcares (mono y 

oligosacáridos) y metabolitos secundarios; y compuestos de alto peso 

molecular tales como polisacáridos y proteínas, que a menudo componen 

una mayor proporción de la masa total del exudado (Bais et al, 2006).  

Los metabolitos secundarios son compuestos que tienen una gran 

importancia ecológica porque participan en los procesos de adaptación de 

las plantas a su ambiente y a condiciones adversas, así como en el 
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establecimiento de simbiosis con otros organismos. Entre ellos destacan los 

flavonoides y otros compuestos fenólicos, alcaloides, aceites esenciales, 

esteroides y terpenos (Sepulveda-Jimenez et al, 2003). 

A pesar de que estos compuestos químicos son secretados por la raíz, 

muchos rizobacterias también segregan metabolitos que median las 

interacciones rizosféricas (Cai et al, 2012). 

A continuación se describen las principales moléculas-señal implicadas 

en la interacción entre el rizobio y su planta hospedera. 

 

1.2.2.1. Flavonoides y Factores Nod 

En el intercambio de señales previo a la nodulación, ocurre una 

atracción quimiotáctica de la bacteria hacia la planta, seguida por cambios 

estructurales en los pelos radiculares. Esta quimiotaxis se debe en parte a 

que la planta exuda metabolitos secundarios hacia la rizosfera, como 

aminoácidos y ácidos dicarboxílicos, que actúan como atrayentes nutritivos. 

Pero la principal contribución a la interacción son los flavonoides exudados 

por la raíz, moléculas que la bacteria reconoce específicamente y que 

actúan como señales inductoras de los genes de nodulación.  

Los flavonoides son metabolitos secundarios fenólicos de origen 

vegetal que están involucrados en la mayoría de las interacciones planta-

microorganismo conocidas. Se han encontrado más de 4000 tipos en 

plantas vasculares y una gran parte de ellos en leguminosas (Bais et al, 

2006). Si bien existen 13 subclases de flavonoides, los más estudiados son 

las flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles e isoflavonas (Figura 1.2.). 

Estos poseen como unidad básica una estructura de 15 carbonos 

provenientes del malonil-coenzima A y del p-cumaril coenzima A. La 

mayoría de los flavonoides se representan como moléculas de tipo C6-C3-

C6, con un anillo aromático y un heterociclo con oxígeno (Pérez Trueba  y 

Martínez Sánchez, 2001; Cesco et al, 2012).  
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Figura 1.2. Estructura general de flavonoides. Cambios en el anillo o en algunos de los grupos R 

determinan las diferentes sub-clases de flavonoides. Como ejemplos se muestra los flavonas, flavonoles, 

flavanoles, flavanonas, e isoflavonas (Hirsch et al, 2001; Martínez-Flórez et al, 2002). 

 

Los genes bacterianos esenciales para la infección por los rizobios se 

pueden dividir en dos clases. Una clase incluye varios conjuntos de genes 

implicados en la síntesis de las estructuras superficiales de la célula 

bacteriana, tales como los que determinan la síntesis de exopolisacáridos 

(genes exo), lipopolisacáridos (genes lps) y β-1,2-glucanos (genes ndv). La 

segunda clase se compone de los genes de nodulación (genes nol y nod). 

Los flavonoides actúan como señales inductoras de los genes nod 

(Lorkiewicz, 1996; Mandal et al, 2010), mediante el activador 

transcripcional Nod D. La expresión de los genes nod esimprescindible para 

la formación del nódulo, y la ausencia o mutación de los mismos impide o 

afecta el proceso de infección (Scheres et al, 1990). 
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La activación de los genes nod deriva en la síntesis de varias 

proteínas involucradas en la producción y secreción de un 

lipoquitooligosacárido (LCO) conocido como Factor de Nodulación, o 

FactorNod. Los Factores Nod son moléculas complejas, constituidas 

generalmente por un esqueleto de tres a cinco N-acetil glucosaminas unidas 

por enlaces β-1,4, con varias decoraciones y una N-acetilación en el 

extremo no reductor. Las sustituciones determinan la especificidad de la 

interacción entre la leguminosa y el rizobio (Figura 1.3.). 

 

 

 

Figura 1.3. Estructura básica de factor de nodulación producido por rizobios. R indica los grupos 

variables, n indica el número de repeticiones (1,2 o3)  y el sustituyente R2 es un ácido graso de cadena 

larga (Lorkiewicz, 1997) 

 

Los LCOs son responsables de inducir una serie de respuestas y 

modificaciones visibles en la planta, incluyendo la deformación de los pelos 

radicales, la formación del hilo de infección, y la inducción de sucesivas 

divisiones celulares en la capa cortical interna de la raíz, que lleva a la 

formación de los nódulos (Lorkiewicz, 1996; Downie y Walker, 1999; Hayat 

et al, 2010). La Figura 1.4. resume los primeros eventos que ocurren 

durante la pre-infección.  
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Figura 1.4. Fases de pre-infección. 1) La planta secreta flavonoides; 2) estos son reconocidos por la 

proteína receptora bacteriana NodD; 3) se produce el reconocimiento de la caja nod (secuencia de ADN 

reconocida por el factor de transcripción Nod D); 4) se activan los genes de nodulación y se sintetizan 

las proteínas NOD; 5) el rizobio responde sintetizando y secretando el factor Nod; 6) las raíces de las 

leguminosas reconocen el Factor Nod a través de receptores específicos, y se produce la formación de 

los nódulos y su infección. Extraída y adaptada de http://www.bio.miami.edu/dana/ 

226/226F08_22print.html.  

 

Son muchos los flavonoides descritos, y cada planta secreta un perfil 

específico, sin embargo, solo algunos de ellos actúan específicamente como 

inductores de la producción de un Factor Nod particular (Morel y Castro–

Sowinski, 2013). Este reconocimiento de determinados flavonoides 

constituye el primer nivel de especificidad en la interacción. Por ejemplo, en 

la simbiosis Sinorhizobium meliloti –alfalfa (Medicago sativa), el flavonoide 

secretado por las raíces de alfalfa es la luteolina, encargada de la inducción 

de los genes implicados en la síntesis del Factor Nod de S. meliloti (Morel et 

al, 2013). 

http://www.bio.miami.edu/dana/%20226/226F08_22print.html
http://www.bio.miami.edu/dana/%20226/226F08_22print.html
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1.2.2.2. Fitohormonas 

Las fitohormonas son mensajeros químicos producidos por plantas y 

algunos microorganismos, que regulan un gran número de procesos 

relacionados al  crecimiento y desarrollo vegetal, la caída de las hojas, 

la floración, la formación del fruto y la germinación. Las fitohormonas 

ejercen sus efectos mediante complejos mecanismos moleculares, que 

desencadenan cambios en la expresión génica, la regulación de las vías 

metabólicas y el cambio de flujos. Éstas actúan en bajas concentraciones 

(Ferguson y Beveridge, 2009). 

De acuerdo con su estructura y función fisiológica, las fitohormonas 

se han clasificado en varios grupos. Las más estudiadas son las auxinas, las 

citoquininas (CK), el ácido abscísico (ABA), las giberelinas (GA) y el etileno. 

Otras moléculas pequeñas que también actúan como fitohormonas son los 

jasmonatos, el ácido salicílico, los brasinosteroides, y algunas poliaminas 

(Figura 1.5.; Pieterse et al, 2009). 

 

 

 

Figura 1.5. Estructura de fitohormonas involucradas en el metabolismo vegetal  

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Abscisi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Floraci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fructificaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Germinaci%C3%B3n
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Se conocen algunos microorganismos capaces de secretar 

fitohormonas, principalmente auxinas y CKs, que actúan como moléculas 

señal coordinando cambios en la división y diferenciación celular vegetal, así 

como afectando la arquitectura tanto de raíz y como del tallo (Boiero et al, 

2007; Lopez-Bucio et al, 2007). Algunos ejemplos de bacterias productoras 

de fitohormonas incluyen representantes de los géneros Pseudomonas 

(Khakipour et al, 2008), Azospirillum (Khalid et al, 2011), Rhizobium 

(Etesami et al, 2009), Bacillus (Lim y Kim, 2009) y Delftia (Morel et al, 

2011). 

Las auxinas son compuestos formados por anillos aromáticos y 

grupos ácidos carboxílicos. Son las fitohormonas más estudiadas, y dentro 

de ellas, la acción del ácido3-indol acético (AIA) es la más caracterizada. El 

aminoácido triptófano (Trp) es el principal precursor fisiológico de la síntesis 

de auxinas en plantas superiores, así como de la biosíntesis microbiana de 

dicha fitohormona. En bacterias, existen seis vías metabólicas responsables 

de la síntesis del AIA (Figura 1.6.). Cinco de ellas tienen al Trp como 

principal precursor (Spaepen et al, 2006). 

 

 

Figura 1.6. Vías de síntesis de AIA en bacterias(Spaepenet al, 2006). IAAld, 3-indol acetaldehido; IAM, 

3-indol acetamida; IPDC, 3-indol piruvatodecarboxilasa; Trp, triptófano. 
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El AIA producido por las bacterias tiene efectos directos tanto sobre la 

planta como sobre las propias bacterias. En las bacterias actúa como 

molécula señal desencadenando la expresión de genes involucrados en la 

adhesión, adaptación y virulencia, lo que lleva a una mejor adaptación a los 

tejidos vegetales, favoreciendo la colonización de la planta (Spaepen et al, 

2006; Figura 1.7.). En la planta, el AIA de origen microbiano es 

responsable, al menos en parte, de la promoción de su crecimiento, 

principalmente debido a que induce el aumento del volumen radicular, 

incrementando de esta forma el área activa para la absorción de nutrientes 

minerales y agua, así como también sitios donde establecer interacciones 

con posibles huéspedes. 

 

 

 

 

Figura 1.7. Producción bacteriana de AIA en la interacción microorganismo–planta. Modelo propuesto 

por Spaepen et al (2006). 

 



 INTRODUCCIÓN 

  

14 
 

Otras hormonas sintetizadas tanto por plantas como bacterias son 

capaces de promover la división celular, el desarrollo radicular y la 

germinación de semillas (Hayat et al, 2010). Además de estos efectos, las 

CKs, al igual que el AIA liberado por los microorganismos, desempeñan un 

papel importante en la simbiosis rizobio–planta. Ambas hormonas se han 

relacionado con la organogénesis del nódulo (Ariel et al, 2012; Op den 

Camp et al, 2011; Oldroyd y Downie, 2008; Murray et al, 2007; Tirichine et 

al, 2007). Las GA están asociadas con modificaciones morfológicas de las 

planta por extensión del tejido vegetal, particularmente del meristemo 

(Salisbury, 1994). Algunas rizobacterias, como por ejemplo algunas 

Azospirillum spp., son capaces de sintetizar GAs, siendo este uno de sus 

mecanismos de promoción del crecimiento vegetal (Bottini et al, 1989; 

Cassan et al, 2001). 

Muchas rizobacterias producen etileno, un potente regulador del 

crecimiento vegetal, que en bajas cantidades es capaz de promover la 

formación de raíces, y estimular la germinación y floración. El etileno está 

implicado en la maduración, abscisión de flores y hojas, senescencia y 

dormancia, entre otros efectos. Sin embargo, en exceso y en ciertas 

condiciones, es perjudicial para la planta ya que puede detener el 

crecimiento vegetal, inhibir la elongación de raícesy demanera 

adversa,acelerar la senescencia de flores, causar la maduración prematura 

y abscisión de flores y frutos y acelerar el proceso de envejecimiento 

(Vessey, 2003; Jordan y Casaretto, 2006; Podile y Kishore, 2006; Hayatet 

al, 2010). Algunas rizobacterias promueven el crecimiento vegetal mediante 

la disminución de los niveles de etileno en plantas, a través de la acción de 

una enzima que desamina al precursor inmediato del etileno, el ácido 1-

aminociclopropano-1-carboxílico (ACC): la enzima ACC desaminasa (Glicket 

al, 1998). 

 

 

http://www.efn.uncor.edu/dep/biologia/intrbiol/auxinas.htm#Senecencia
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1.2.2.3. Polisacáridos y oligosacáridos 

Los polisacáridos y oligosacáridos son componentes esenciales en la 

comunicación microorganismo–planta (Upadhyay et al 2011). Los 

polisacáridos extracelulares bacterianos, entre los que se incluyen los 

exopolisacáridos (EPS), los lipopolisacáridos (LPS), los polisacáridos 

capsulares (CPS) y los β-glucanos cíclicos, se acumulan en la superficie 

celular bacteriana. Estos poseen variadas funciones, tales como la 

protección contra el estrés (Qurashi y Sabri, 2012; Upadhyay et al, 2011), 

la adhesión a superficies bióticas y abióticas (Tsuneda et al, 2003) y la 

inhibición de la respuesta de defensa de las plantas en las interacciones 

microorganismo-planta (Kyungseok et al, 2008). 

En el caso de la simbiosis leguminosa-rizobio, los polisacáridos y 

proteínas producidas por los rizobios juegan un papel fundamental en la 

interacción física entre la planta y la bacteria. En particular, los EPS 

bacterianos son sumamente importantes en el proceso de invasión 

radicular, en la formación e infección de los nódulos, y en el desarrollo del 

bacteroide dentro de los mismos. Esto se ha demostrado con mutantes de 

rizobios que carecen de EPS. Estos mutantes no invaden ni forman canales 

de infección en sus leguminosas hospederas (Bomfeti et al, 2011). Los LPS 

son componentes importantes de las membranas de bacterias Gram-

negativas y en rizobios cumplen diferentes roles durante las etapas 

endosimbióticas de la interacción. Además, al igual que los EPS, se 

relacionan con la adaptación y sobrevivencia de los rizobios bajo diferentes 

condiciones ambientales, posiblemente debido al enmascaramiento de la 

superficie bacteriana, evitando de ese modo el desencadenamiento de una 

respuesta de defensa en la planta (Fischer et al, 2003). 

En el caso de alfalfa y S. meliloti, este último produce dos diferentes 

exopolisacáridos capaces de promover la simbiosis: i) el succinoglicano 

(también conocido como EPS I) y ii) el galactoglucano (o EPS II) (Rinaudi y 

Giordano, 2009). Dependiendo de la concentración de fosfatos del 

ambiente, S. meliloti produce uno u otro. De este modo, las bajas 

concentraciones de fosfatos (condiciones típicas de los suelos; Bieleski, 

1973) estimulan la producción de EPS II, mientras que bajo condiciones de 

http://www.monografias.com/Fisica/index.shtml
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alta concentración de fosfatos (como las que se encuentran en los nódulos), 

se induce la producción de EPS I (Israel, 1987). 

 

1.2.2.4. Otros metabolitos secundarios 

Como ya se mencionó antes, además de los flavonoides, las plantas 

producen una serie muy diversa de compuestos de bajo peso molecular, 

entre los que se incluyen alcaloides, esteroides y terpenos, entre otros. 

Algunos de estos metabolitos secundarios se encuentran comúnmente en 

las plantas, pero otros son específicos de sólo unas pocas especies y/o se 

producen en condiciones particulares.  

Algunas rizobacterias pueden producir compuestos orgánicos volátiles 

(COVs) como señales que estimulan el crecimiento de las plantas 

(Gutierrez-Luna et al, 2010). Por ejemplo, Bacillussubtilis y Bacillus 

amyloliquefaciens, producen acetoína y 2,3-butanodiol, CVOs involucrados 

en el diálogo microorganismo–planta y considerados relevantes en la 

promoción del crecimiento vegetal por estas bacterias (Ryu et al, 2003). 

Otros grupos importantes de compuestos de bajo peso molecular que 

se encuentran entre los exudados radiculares son los aminoácidos y algunos 

compuestos nitrogenados alifáticos, como las poliaminas. Éstos tienen 

varios efectos sobre el crecimiento, la división y la diferenciación celular a 

bajas concentraciones y son secretados tanto por bacterias como por 

plantas. Entre los aminoácidos más relevantes destacan la fenilalanina y la 

tirosina, intermediarios metabólicos en la biosíntesis de numerosos 

compuestos fenólicos, y el Trp como el precursor de la síntesis de AIA (ver 

punto 1.2.2.1.). Las poliaminas, a pesar de encontrarse en niveles de 

concentración altos en relación al resto de las fitohormonas, se consideran 

reguladores del crecimiento vegetal. Se les han descrito varias funciones 

biológicas en plantas, entre ellas, la regulación de la división y proliferación 

celular, el desarrollo floral, la senescencia y la maduración de frutos. Debido 

a su naturaleza policatiónica, que les permite unirse a los grupos fosfatos 

son capaces de alterar la expresión génica y de generar cambios 

conformacionales en los ácidos nucléicos (Jordan y Casaretto, 2006). 



 INTRODUCCIÓN 

  

17 
 

Además, actúan como fuente o reserva de N para plantas y bacterias. Las 

poliaminas junto a los L-aminoácidos tirosina, lisina, fenilalanina y 

triptófano, son precursores biosintéticos de los alcaloides relacionados con 

la defensa vegetal (Valdés y Balbín, 2000; Azcón-Bieto y Talón, 2000; Bais 

et al, 2006; Bertin, 2003). 

 

1.3. Mejoramiento de la simbiosis leguminosa-rizobio: co-

inoculación con PGPRs 

 

Se ha constatado que es posible mejorar el proceso simbiótico 

rizobio-leguminosa mediante la inoculación combinada (o co-inoculación) 

con rizobios y otros PGPRs (Morel et al, 2012). Por ejemplo, durante la co-

inoculación de alfalfa con S.meliloti y Azospirillum brasilense, este último 

incrementa el exudado de los flavonoides, aumentando la velocidad de 

nodulación, el número de nódulos por planta y el rendimiento vegetal 

(Itzigsohn et al, 1993). Otras PGPRs conocidas por su potencial como co-

inoculante son algunas Pseudomonas spp. (Marek-Kozaczuk et al, 2000), 

Azospirillum spp. (Itzigsohn et al, 1993; Burdman et al, 1997; German et 

al, 2000) y Bacillus spp. (Camacho et al, 2001).  

 

1.3.1. Delftia 

 

Las bacterias del género Delftia son β–Proteobacterias que 

pertenecen a la familia Comamonadaceae (Wen et al, 1999). Hasta el 

momento se han identificado D. acidovorans (Wen et al, 1999), D. 

tsuruhatensis (Shigematsu et al, 2003), D. lacustris (Jørgensen et al, 2009) 

y D. litopenaei (Chen et al, 2012). Entre los aislamientos reportados se han 

descrito funciones tan variadas como la capacidad de degradar 

peptidoglucano (Jørgensen et al, 2009), de degradar tereftalatato de 
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polietileno (PET, Shigematsu et al, 2003), o de producir y acumular poli β-

hidroxibutirato (Chen et al, 2012).  

Varias bacterias de este género se han reportado como PGPRs, 

específicamente como promotoras del crecimiento de plantas de arroz (Han 

et al, 2005), canola (Berg, 2009) y algunas leguminosas (Ubaldeet al, 

2012; Morel et al, 2011; Han et al, ,2005). Estas bacterias son capaces de 

fijar el N atmosférico en vida libre, producir AIA y sideróforos, y de cooperar 

durante la interacción rizobio–leguminosa promoviendo el crecimiento 

vegetal. 

El aislamiento Delftia sp. JD2en particular, es capaz de promover el 

crecimiento de alfalfa, trébol blanco (Trifoliumrepens) y soja (Glycinemax) 

cuando se co-inocula con los rizobios específicos para dichas plantas. 

Durante la co-inoculación de alfalfa y trébol blanco con rizobios y JD2 se 

produce un aumento de la tasa de nodulación y del rendimiento vegetal 

comparado con la inoculación simple, tanto en ensayos llevados a cabo en 

condiciones gnotobióticas como en invernáculo(Morel et al, 2011; Ubalde et 

al, 2012). 

 

1.3.2. Formulaciones mixtas comerciales 

 

Existen en el mercado formulaciones mixtas que contienen más de un 

microorganismo promotor, aunque la mayoría de ellas no se han diseñado 

para leguminosas (Figueiredo et al, 2008). Uruguay no cuenta con este tipo 

de formulaciones mixtas  comerciales aunque sí existen en la región. 

Nitrasoil Argentina S.A., produce un inoculante para soja, llamado “Bio-

Enhance”, que contiene Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum 

brasilense. Esta formulación estimula la producción de señales químicas en 

la rizósfera, entre la raíz y las bacterias, en respuesta a la interacción de 

ambos organismos (www.nitrasoil.com.ar). Por otro lado, Signum® es un 

bio-preparado, desarrollado por Rizobacter Argentina S.A., diseñado como 

generador de señales moleculares que activan de manera temprana 

procesos metabólicos en las bacterias y las plantas, permitiendo maximizar 
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el desarrollo de las leguminosas (http://www.rizobacter.com.ar). Más que 

explotar a la bacteria per se, éste último preparado innovador explota a las 

sustancias que se secretan cuando las bacteria está en contacto con la 

planta. La comercialización de  inoculantes mixtos que incluyen bacterias 

del género Delftia se resumen, hasta donde conocemos, a solo uno 

(BioBoost +, BRETTYOUNG™, www.brettyoung.ca).  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis de trabajo 

En base a que: 

i) en condiciones gnotobióticas, Delftiasp.JD2 promueve el desarrollo 

de alfalfa y la infectividad del inoculante nacional (S. meliloti U143) en 

ensayos de co-inoculación (Morel et al, 2011); 

ii) el diseño de nuevas formulaciones derivadas de bacterias PGPRs 

contribuye a la mejora del crecimiento de plantas agrícolas;  

iii) la co-inoculación con PGPRs (o alguno de sus productos) puede 

tener un efecto positivo en la estimulación del crecimiento de leguminosas;  

iv) el establecimiento de las praderas de leguminosas es relevante 

para el área agrícola-ganadera del país,  

se propone la siguiente hipótesis de trabajo: 

 

Los metabolitos relacionados con la actividad promotora del 

crecimiento vegetal de alfalfa producidos en condiciones de co-inoculación 

con S. meliloti U143 y Delftia sp. JD2, pueden utilizarse como suplementos 

de riego en formulaciones bacterianas para aumentar el rendimiento 

vegetal.  
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2.2. Objetivos 

 

2.2.1. Objetivo general 

 

Analizar la composición y el potencial de las rizodeposiciones de 

alfalfa obtenidas en condiciones de co-inoculación con S. meliloti U143 y 

Delftia sp. JD2 en el establecimiento de una simbiosis más eficiente en este 

cultivo.  

 

2.2.2. Objetivos específicos 

i) Analizar la composición parcial de los exudaos de alfalfa obtenidos en 

condiciones de co-inoculación con S. meliloti U143 Delftia sp. JD2, 

durante los primeros cuatro días de la interacción planta-

microorganismo. 

 

ii) Evaluar el efecto del uso de los exudados como suplemento de riego, 

sobre las plantas de alfalfa creciendo en condiciones 

gnotobióticas. 

 

iii) Evaluar el efecto del uso de los exudados como suplemento de riego, 

sobre las plantas de alfalfa en condiciones de invernáculo. 

 

2.2.3. Objetivos educativos 

Adquirir entrenamiento en el manejo de plantas, la determinación de 

moléculas por métodos cromatográficos y espectrofotométricos, así como 

entrenarse en el trabajo en condiciones asépticas.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Material biológico 

El aislamiento bacteriano en el cual se basó el presente trabajo (JD2) 

pertenece al género Delftia, y fue obtenido de muestras de suelo con altos 

niveles de metales pesados (Morel et al, 2011). Además, se empleó el 

rizobio capaz de nodular alfalfa, S. meliloti U143 (rizobio que forma parte 

del inoculante comercial). En la Tabla 3.1. se describen todos los 

aislamientos que fueron utilizados a lo largo del trabajo.   

Las semillas de alfalfa utilizadas fueron de la variedad Crioula Grupo 

8. 

 

3.2. Determinación de efectos antagónicos 

 

Dado que Delftia sp. JD2 es una bacteria promotora del crecimiento 

vegetal, no solo de alfalfa sino también de trébol y soja (Morel et al, 2011; 

Ubalde et al, 2012), se evaluaron los posibles efectos antagónicos de la 

misma sobre el crecimiento de los rizobios que nodulan estas leguminosas. 

Se testeó además el antagonismo sobre otros aislamientos provenientes de 

suelo y rizósfera, presentes en la colección del laboratorio. El antagonismo 

se determinó siguiendo la metodología básica del ensayo de difusión en 

agar con discos, mediante el enfrentamiento dual de JD2 y un aislamiento 

del suelo por vez (Hewitt y Vincent, 1989).  

Se prepararon cultivos frescos en medio TY (Anexo) de Delftia sp. 

JD2 y de los diferentes aislamientos de suelo: Stenotrophomonas sp. JD1, 

Delftia spp. 3C y 6C, Agrobacterium sp. 3B, R. leguminosarum bv trifolii 

U204, A.brasilense Sp7, S.meliloti 1021, E. coli DH5α, Pseudomonas spp. 

αp271 y αc119 (Tabla 3.1.).  
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Tabla 3.1. Aislamientos utilizados en el trabajo 

 

Microorganismo Características de interés Referencia bibliográfica 

Delftia sp. JD2 

Productor de AIA y sideróforos. Fijador de N2en 

vida libre. Promotor 

del crecimiento vegetal de alfalfa y trébol 

Morel et al, 2011; Ubalde et al, 

2012 

Stenotrophomonas sp. 

JD1 

Resistente a Cr (VI) y Pb(II). Sin capacidad 

promotora del crecimiento informada 
Morel et al, 2009  

Agrobacterium sp. 3B 
Resistente a Pb (II). Sin capacidad promotora 

del crecimiento informada 

Ubalde, comunicación 

personal 

Delftia sp. 3C 
Productor de AIA y sideróforos. Promotor 

del crecimiento vegetal de trébol 
Ubalde et al, 2012  

Delftia sp. 6C 
Productor de AIA y sideróforos. Promotor 

del crecimiento vegetal de trébol 
Ubalde et al, 2012   

Sinorhizobium meliloti 

U143 

Fijador de N2 en asociación 

simbiótica con alfalfa 
Castro-Sowinski et al, 2002  

S. meliloti 1021 
Fijador de nitrógeno en asociación 

simbiótica con alfalfa 
Fisher y Long, 1992 

Bradyrhizobium elkanii 

U1301 

Fijador de N2 en asociación 

simbiótica con soja 
Núñez, 2012 

B. elkanii U1302 
Fijador de N2 en asociación 

simbiótica con soja 
Núñez, 2012 

Rhizobium 

leguminosarum bv trifolii 

U204 

Fijador de N2 en asociación 

simbiótica con trébol (rizobio del inoculante 

nacional) 

Rodríguez Blanco et al, 2010 

AzospirillumbrasilenseSp7 Fijador de N2 en vida libre; productor de AIA Fallik et al, 1989 

Escherichia coli DH5α 
Microorganismo sin capacidad promotora 

del crecimiento vegetal 
Sambrook et al, 1989 

Pseudomonas sp. α c119 Agente de biocontrol 

Yanes, L. comunicación 

personal  

Pseudomonas sp. α p271 Agente de biocontrol 

Yanes, L. comunicación 

personal 
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Se inocularon mediante siembra en superficie 100μL de una 

suspensión bacteriana de los aislamientos cuya susceptibilidad frente a JD2 

se iba a evaluar en placas conteniendo medio TY sólido. Se impregnaron 

discos de papel (Whatman N°2) estériles con 15μL de una suspensión 

bacteriana del aislamiento JD2 y se secaron bajo flujo de aire en cámara de 

flujo laminar. Posteriormente, los discos se colocaron sobre las placas 

sembradas con los diferentes aislamientos. Como control negativo se 

utilizaron discos de papel estériles impregnados en medio TY. No se utilizó 

control positivo por no disponer de alguna cepa frente a la cual JD2 

presentara  antagonismo conocido. La presencia de halos de inhibición del 

crecimiento alrededor de los discos, se consideró una respuesta cualitativa 

antagónica entre la cepa ensayada. 

 

3.3. Evaluación de los efectosdel agregado deexudados producidos 

durante la interacción rizobio-JD2-alfalfa, sobre el crecimiento 

vegetal 

Con el propósito de evaluar el efecto de los exudados producidos 

durante la interacción entre S. meliloti U143-Delftia sp. JD2-alfalfa sobre el 

crecimiento de esta leguminosa, se obtuvieron exudados en sistema de 

hidroponia y se utilizaron en ensayos de plantas, tanto en condiciones 

controladas como en invernáculo. 

 

3.3.1. Obtención de exudados 

3.3.1.1. Sistema de hidroponia 

Se trabajó con frascos de vidrio totalmente transparentes, 

conteniendo 450 mL de  solución salina Howieson (Howieson et al, 1993; 

Anexo), un soporte de acero inoxidable y una gasa cubriendo al mismo 

(Figura 3.1.). 
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Figura 3.1. Sistema de hidroponía utilizado para la obtención de exudados. A. Fotografía de uno de los 

tratamientos. B. Representación gráfica del sistema. a. Medio nutriente de crecimiento; b. soporte de 

acero inoxidable y c. gasa. 

 

3.3.1.2. Desinfección superficial de semillas 

Las semillas de alfalfa se lavaron con agua destilada estéril y se 

trataron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 20%, durante 15min en 

agitación. Luego de repetidos lavados con agua estéril, se dejaron en 

reposo en agua estéril por 15-20min.  

 

3.3.1.3. Germinación y desarrollo de las plántulas 

Las semillas desinfectadas se transfirieron a los soportes de acero 

cubiertos con gasa (Fig. 3.1.; aproximadamente 230 semillas por soporte). 

Los frascos se incubaron durante cinco días en cuarto de plantas a 22ºC, 

bajo un fotoperíodo de 16h de luz y 8h de oscuridad. La luz se suministró a 

través de tres tubos del tipo “Gro-lux” (Gro-luxTM, Sylvania) fluorescentes 

de 36W.  

 

3.3.1.4. Preparación de inóculo e inoculación de plántulas 

Las plántulas de alfalfa con cinco días de crecimiento se transfirieron 

a nuevos frascos con medio Howieson fresco, para ser inoculadas con 

 

 

B A 

a 

c b 
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suspensiones bacterianas. Se realizaron controles en placa con medio rico 

LB (Anexo) por estriado de los líquidos hidropónicos para descartar posible 

contaminación, previo a la inoculación.  

Se preparó un pre-inóculo a partir de los aislamientos S. meliloti 

U143 y Delftia sp. JD2 conservados en glicerol (20%) a -80°C. Para ello, se 

prepararon cultivos frescos, en medio líquido, transfiriendo 50µl de la 

suspensión bacteriana almacenada en glicerol, a 5mL de medio TY. Se 

incubó en agitación (200rpm) a 30°C por 24 horas. Posteriormente, para la 

preparación del inóculo, se tomaron 500µL de cada cultivo fresco, se 

transfirieron a 50mL de medio TY y se incubó en agitación a 30°C por 24 

horas. Se colectaron las células mediante centrifugación durante 10min a 

12.000 rpm y 4°C y el pellet celular se re-suspendió en buffer fosfato 

50mM. La inoculación se realizó directamente sobre los medios de 

hidroponia. Las concentraciones bacterianas finales utilizadas fueron de 

1x107 y 1x106 UFC/mL para el rizobio y JD2, respectivamente (Morel et al, 

2011). 

Los tratamientos de inoculación se describen en la Tabla 3.2. Se 

realizaron tres réplicas biológicas y cada tratamiento se realizó a su vez por 

triplicado. 

 

Tabla 3.2.Tratamientos realizados en sistemas hidropónicos para la producción de exudados 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamientos Descripción 

Control negativo Alfalfa sin inocular 

U143 Alfalfa inoculada con U143 

COINO Alfalfa co-inoculada con JD2 y U143 
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3.1.1.5. Recolección y filtración de exudados 

 

A los cuatro días posteriores a la inoculación, se recolectaron y 

filtraron los líquidos de hidroponia conteniendo las secreciones vegetales y 

bacterianas producidas durante ese período. En una primera instancia, se 

filtraron utilizando papel Whatman N°2 de 8µm, para eliminar restos 

vegetales. Con el fin de esterilizar la solución hodroponica se filtraron por 

vacío con discos de membrana de nylon de 0,45µm. Para asegurar la 

esterilidad de los líquidos hidropónicos antes de su uso, se filtraron con 

filtros de poliestersulfona de 0,22µm. 

Previamente a la filtración se realizaron controles en placa en medio 

TY y TY suplementado con Cr (VI), de los líquidos hidropónicos, para 

verificar la presencia de JD2 [resistente a Cr (VI)], y descartar posible 

contaminación. Además, se realizaron controles de contaminación luego de 

la filtración para verificar la esterilidad de los líquidos. Los exudados 

estériles destinados a ensayos de plantas se almacenaron hasta dos días a 

4ºC mientras que aquellos que se utilizarían para su caracterización química 

se concentraron por liofilización. 

 

3.3.2. Ensayo de plantas in vitro 

3.3.2.1. Desinfección y pre-germinación de semillas 

Las semillas de alfalfa se desinfectaron como se describió en el punto 

3.3.1.2.Posteriormente se germinaron en placas conteniendo agar/agua 

(0,8%) durante 24h a 30ºC y oscuridad. 

3.3.2.2. Agregado de exudados y transferencia de plántulas a tubos 

Las semillas pre-germinadas se transfirieron a tubos de vidrio (20cm 

largo; 2,2cm diámetro; 2 semillas por tubo) conteniendo 20mL de medio 

Jensen con agar al 0.8% (Anexo). Previo al pasaje de las plántulas, se le 

agregó a los tubos con Jensen 2,5mL de exudados producidos en los 
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sistemas hidropónicos (ver punto 3.3.1.). Los detalles de los exudados 

agregados se detallan en la Tabla 3.3. 

 

Tabla 3.3.Descripción de los exudadosutilizados en ensayo de plantas in vitro 

 

 

3.3.2.3. Inoculación y co-inoculación 

Las plántulas se inocularon y co-inocularon con 100µL de suspensión 

bacteriana, preparadas como se describió en el punto 3.3.1.4. Las 

concentraciones finales de U143 y JD2 fueron de 1x107y 1x106 células por 

semilla pre-germinada, respectivamente. 

Los tratamientos realizados se detallan en la Tabla 3.4. Los 

tratamientos fertilizados con N (tomados como control positivo) recibieron 

KNO3 a una concentración final de 0,05%. 

 

Tabla 3.4.Tratamientos y controles realizados en los ensayos de plantas in vitro 

 

 

 

 

Exudados 

agregado 

Descripción del líquido hidropónico utilizado en el agregado de 

exudados 

Exudados U143 Exudados producidos por U143 y alfalfa a los 4 días de su inoculación 

Exudados COINO 
Exudados producidos por JD2, U143 y alfalfa a los 4 días de suco-

inoculación 

Exudados aa Exudados producidos por alfalfa sin inocular 

s/exudados Medio Howieson 

Tratamientos Descripción 

S/N(Control negativo) Alfalfa sin inocular 

C/N (Control positivo) Alfalfa sin inocular, fertilizada con N 

U143 Alfalfa inoculada con U143 

COINO Alfalfa co-inoculada con JD2 y U143 



 MATERIALES Y MÉTODOS 

  

29 
 

 

 

Cada tratamiento (Tabla 3.4.) se realizó en cada una de las cuatro 

condiciones detalladas en la Tabla 3.3., constando de 14 tubos (28 plantas) 

por variable de exudado. En total, se realizó un total de 224 (4x4x14) tubos 

por ensayo. Las plántulas se incubaron en cuarto de plantas a 22ºC, bajo un 

fotoperíodo de 16h de luz y8h de oscuridad por 30-35 días. El ensayo 

completo se realizó dos veces. 

3.3.2.4. Tasa de nodulación 

En aquellos tratamientos en que las plantas fueron inoculadas con 

rizobio se contó diariamente el número de nódulos por planta. Se realizaron 

curvas de tasa de nodulación (número de nódulos por planta en función de 

los días post-inoculación). En plantas que no fueron inoculadas se constató 

durante todo el ensayo la ausencia de nódulos. 

3.3.2.5. Evaluación del crecimiento vegetal 

A los 30-35 días de inoculación se cortó la parte aérea (PA) de las 

plantas de alfalfa y se midió la longitud del tallo principal. Posteriormente, 

se determinó el peso fresco (PF) de la PA. Para determinar el peso seco 

(PS), las plantas se secaron a 60°C durante 48 horas hasta peso constante.  

Las variables evaluadas fueron: longitud de la PA (cm), PF de PA y PR 

(mg) y PS de PA y PR (mg). 

 

3.3.3. Ensayo de plantas bajo condiciones de invernáculo 

Los ensayos en invernáculo se desarrollaron de forma paralela a los 

in vitro, con un diseño completamente al azar, con ocho tratamientos que 

recibieron las soluciones hidropónicas producidas en condiciones de co-

inoculación conteniendo las secreciones de JD2, U143 y alfalfa.  
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3.3.3.1. Preparación de macetas, desinfección y siembra de semillas 

Se utilizaron macetas conteniendo 600g de sustrato, que consistió en 

una mezcla de tierra:arena:vermiculita en una proporción 2:2:1.Las 

semillas se desinfectaron siguiendo las indicaciones mencionadas en el 

punto 3.3.1.1. Se transfirieron cinco semillas por maceta. 

 

3.3.3.2. Inoculación y co-inoculación de semillas 

Las semillas se inocularon al momento de la siembra con 100uL de 

suspensiones bacterianas de U143 y JD2 según el tratamiento 

correspondiente (Tabla 3.5.). El inóculo se preparó como se describió en el 

punto 3.3.1.4. La concentración utilizada de U143 y de JD2 fue de 1x107 y 

1x106 células por semilla, respectivamente. Se realizaron controles sin 

inocular, con y sin el agregado de N (KNO3 a una concentración final de 

0.05%). Cada tratamiento constó de seis macetas. 

3.3.3.3. Condiciones de riego 

El día previo a la siembra, las macetas correspondientes a los 

tratamientos con exudados, se regaron con 100mL de soluciones 

hidropónicas libres de células, producidas en condiciones de co-inoculación. 

El resto de los tratamientos fueron regados con agua.  

Durante el cultivo, las plantas se regaron cada ocho días y de forma 

alternada, con 100mL de medio Jensen diluido al décimo, solución de 

hiperfosfato (N, P2O5, K2; 0,29,0) (1g/L), y N como KNO3 a una 

concentración final de 0.05% (sólo en tratamientos fertilizados). 
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Tabla 3.5.Tratamientos y detalle de los riegos realizados en ensayos de plantas en condiciones de 

invernáculo 

Tratamiento Descripción 

Agregado 

inicial 

Riego alternado a lo largo del 

cultivo 

Exudados KNO3 Jensen  Hiperfosfato 

S/N (Control 

negativo) 
Alfalfasin inocular y sin fertilizar + - + + 

C/N (Control 

positivo) 

Alfalfa sin inocular, fertilizadas con N 

todo el ciclo 
+ + + + 

Control mínimo N 
Alfalfa sin inocular, fertilizada una 

vez al inicio con N 
+ + + + 

JD2 
Alfalfainoculada con JD2, sin 

fertilización 
+ - + + 

JD2 N 
Alfalfa inoculada conJD2, y 

fertilizadas con Ntodo el ciclo 
+ + + + 

JD2mínN 
Alfalfa inoculada con JD2 y 

fertilizada una vez al inicio con N 
+ + + + 

U143 
Alfalfainoculada conU143, sin 

fertilización 
+ - + + 

COINO 
Alfalfaco-inoculada con  U143 yJD2, 

sin fertilización 
+ - + + 

(+) y (-) Indica que la condición de riego fue realizada o no, respectivamente 

 

3.3.3.4. Raleo 

Luego de 10 días desde la siembra, se realizó un raleo de plantas, 

dejando por maceta las tres plantas en el mejor estado de desarrollo. 
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3.3.3.5. Evaluación del crecimiento vegetal 

El experimento se mantuvo bajo condiciones de invernáculo por 50 

días. Al momento de la cosecha se procedió de igual forma que en 3.3.2.5. 

 

3.3.4. Análisis estadístico 

Los datos fueron sometidos a análisis estadístico univariado (ANOVA). 

En aquellos casos en que el conjunto de datos no mostraron distribución 

normal (test de Shapiro Wilk W) u homogeneidad de varianza (test de 

Levene), se aplicaron pruebas no paramétricas (test de Kruskal Wallis). Se 

utilizó el paquete estadístico PAST software versión 1.56 (Hammer et al, 

2001). La significancia estadística fue determinada con un p=0,05. 

 

3.4. Caracterización de los exudados producidos durante la 

interacción rizobio-JD2-alfalfa 

 

Con el propósito de caracterizar los exudados producidos durante la 

interacción S. meliloti U143-Delftia sp. JD2- alfalfa, se obtuvieron estos 

exudados de un sistema de hidroponia (ver punto 3.3.) y se analizaron 

tanto por métodos espectrofotométricos convencionales como por 

cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (GC-MS).  

Se caracterizaron los exudados producidos en hidroponía durante 

cuatro días por: i) plantas sin inocular, sin N (S/N, control negativo); ii) 

plantas  sin inocular, fertilizadas con N (C/N, control positivo); iii) plantas 

inoculadas con JD2 (Exudados JD2); iv) plantas inoculadas con U143 

(Exudados U143) y v) pantas co-inoculads con U143 y JD2 (Exudados 

COINO). 

 Se partió de 400mL de exudados para su caracterización los cuales 

fueron liofilizados y posteriormente  resuspendidos en 500µL de agua ultra 

pura, luego se filtraron por discos de membrana de nylon de 0,45µm.  
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3.4.1. Contenido de ácido indol-acético (AIA) 

Para detectar y cuantificar el contenido de AIA en los exudados se 

utilizó el reactivo de Salkowski, preparado a base de ácido sulfúrico (H2SO4) 

y cloruro férrico (FeCl3) (Glickmann y Dessaux, 1995). El reactivo empleado 

permite la oxidación de los compuestos indólicos por sales férricas, 

formándose una coloración rosada con un máximo de absorbancia a 540nm. 

Para su detección se adicionó reactivo de Salkowski a la muestra en una 

relación 1:1, se incubó a temperatura ambiente durante 60min y luego se 

midió absorbancia a 540 en espectrofotómetro (UV-Visible 

spectrophotometer UV-1603, Shimadzu). Se realizó una curva de 

calibración (rango de concentraciones  0, 2.5, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 75 y 

100µg/mL de AIA) empleando un patrón de AIA (solución madre de 5mM 

preparada en etanol). Se utilizó como control positivo y negativo a los 

sobrenadantes de Delftia sp. JD2 y Stenotrophomonas sp. JD1 crecidos en 

medio TY suplementados con Trp, respectivamente.  

 

3.4.2. Contenido de flavonoides totales 

Para determinar el contenido de flavonoides totales en los exudados 

se utilizó el ensayo colorimétrico con tricloruro de aluminio (AlCl3).La 

técnica se basa en la formación de un complejo estable entre flavonas y 

flavonoles con el AlCl3con un máximo de absorbancia a 415nm (Jurd,1962).  

Para ello se mezclaron en placas de ELISA 25µL de la muestra en etanol al 

80%, 75µL de etanol al 95%, 75µL de AlCl3 al 0,7% y 75µL de acetato de 

potasio (KCH3CO2) 0,07%. Se incubó a temperatura ambiente en oscuridad 

por 30min y se midióabsorbancia a 415nmen un lector de placas 

(Varioskan®, Thermo Scientific).Se utilizó un patrón de quercetina (solución 

madre de 1mg/mL preparada en etanol 80%) para realizar la curva de 

calibración (rango de concentraciones 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 

70, 80, 100 y 150µg/mL).  
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3.4.3. Contenido de fenoles totales 

El contenido de fenoles totales se determinó por espectrofotometría 

(Singleton y Rossi, 1965). El método se basa en la oxidación en medio 

básico de los grupos hidroxilos de los fenoles presentes en la muestra por el 

reactivo de Folin-Ciocalteu; con un máximo de absorción a 760nm. Para su 

determinación se mezclaron en placas de ELISA, 18µL de muestra, 280µL 

de agua destilada y 35µL de reactivo Folin-Ciocalteu. Luego de 8min en 

reposo se adicionó 18µL de Na2CO3 al 20%. Se incubó a temperatura 

ambiente y oscuridad durante 60min y se midió absorbancia a 760nm en un 

lector de placas (Varioskan®, Thermo Scientific).Para realizar la curva de 

calibración se empleó un patrón de ácido pirogálico (solución madre de 

1mg/mL preparada en agua) en un rango de concentraciones de 4, 8, 12, 

16, 20, 24, 28, 32, 40 y 50µg/mL.  

 

3.4.4. Contenido de aminoácidos libres 

Dado que los aminoácidos se encuentran entre los compuestos  

involucrados en la comunicación planta-bacteria y que el precursor directo 

de la síntesis de AIA es el triptófano, se cuantificó el contenido de 

aminoácidos libres de los exudados. Para ello, se cuantificaron los grupos 

amino utilizando el método colorimétrico de TNBS a 420nm (Goodwin y 

Choi, 1970). Para ello se mezclaron 75µL de muestra, 750µL de buffer 

borato de sodio (Na2B4O7.10H2O) 0,1M pH 9,2  y 300µL DE TNBS. Se incubó 

a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 min. Luego se adicionaron 

300µL buffer ácido (KH2PO4 2M + Na2SO4 18mM). La lectura de absorbancia 

a 420nm se realizó en un lector de placas (Varioskan®, Thermo Scientific). 

Se realizó una curva de calibración en un rango de concentraciones de 30, 

50, 75, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 155  y 170µg/mL, empleando una 

solución madre de glicina de 172µg/mL preparada en agua. Esta técnica no 

permite diferenciar entre aminoácidos, sino sólo cuantificar aminoácidos 

totales presentes en los exudados. De esta forma, los aminoácidos totales 

quedarían expresados en equivalentes de glicina por mL de exudado. 
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3.4.5. Determinación de azúcares 

Para determinar el contenido de azúcares se utilizó el ensayo de 

Anthrona (Morris, 1948). Este método se basa en la conversión de azúcares 

en medio ácido en derivados furfuraldehídos, quienes reaccionan con 

anthrona, desencadenando una reacción colorimétrica con un máximo de 

absorbancia a 620nm. Para ello se mezclaron 3 volúmenes de solución de 

Anthrona 0,2% (preparada en ácido sulfúrico 95%) con 1 volumen de 

muestra. Se calienta durante 10 min a 80-90°C y luego se deja enfriar a 

temperatura ambiente durante 30min aproximadamente. La lectura de 

absorbancia a 620 nm se realizó en espectrofotómetro (UV-Visible 

spectrophotometer UV-1603, Shimadzu). Se realizó una curva de 

calibración a partir de un patrón de glucosa, entre concentraciones de 20, 

25, 30, 35, 40, 50, 60 y 100µg/mL. 

 

3.4.6. Determinación de compuestos de bajo peso molecular (CBPM) 

Para la extracción de los CBPM, se precipitaron proteínas y azúcares 

en los exudados acuosos. Para la precipitación, se mezclaron los exudados 

con tres volúmenes de acetona-etanol (1:1), y se mantuvo en frío (-20ºC) 

por 24 horas. Luego de una centrifugación (10000rpm, 4ºC, 15min), se 

obtuvo el sobrenadante que se secó por vacío en un evaporador centrífugo 

a vacío. A continuación, los residuos secos se resuspendieron en 

acetonitrilo. La derivatización se realizó mediante un proceso de sililación 

(volatilización) utilizando 100uL de N-metil-N-(trimetilsilil) 

trifluoroacetamida (MSTFA), (Serandour et al, 2008). La reacción se llevó a 

cabo a 70ºC por 20min, seguido de incubación a temperatura ambiente. 

Luego de una centrifugación (10min, 14000rpm), las muestras quedan 

listas para su inyección en el GC-MS. El análisis cromatográfico se llevó a 

cabo en el equipo GCMS-QP 2010 ULTRA (Shimadzu), equipado con un 

auto-inyector (AOC-20i, Shimadzu), una columna HP-5MS (0.25μm×30m, 

Agilent) y un flujo de gas Helio de 28.9mL por min. La temperatura inicial 

del horno fue de 80ºC, mantenida por 2min, luego se incrementó a 290ºC 
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(8ºC/min), se mantuvo por 3min, finalmente se incrementó a 310ºC 

(20ºC/min) y se mantuvo por 10min adicionales. La temperatura del 

inyector y detector fue de 300ºC. La determinación de los compuestos 

presentes en los exudados (aminoácidos libres, ácidos grasos, etc.) se 

realizó  por comparación con la base de datos de espectros de masa (NIST 

and Wiley libraries). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Determinación del potencial antagonista de Delftia sp. JD2 

 

Se evaluó in vitro la capacidad de Delftia sp. JD2 de inhibir el 

crecimiento de otros aislamientos bacterianos del suelo.  

En la Figura 4.1. se muestran los resultados de antagonismo positivo, 

evidenciado por la formación de un halo de inhibición del crecimiento 

bacteriano alrededor del disco conteniendo JD2. Se observó inhibición del 

crecimiento de Delftia spp. 3C y 6C (halos de inhibición menores a 1mm y 

muy transparentes), sugiriendo el posible efecto antagónico de JD2 frente a 

estos aislamientos. Al no contar con un control positivo reconocido, los 

resultados presentados en esta sección son preliminares. 

No se observó inhibición del crecimiento de los restantes aislamientos 

ensayados (Tabla 3.1), sugiriendo la ausencia de efecto antagónico de 

Delftia sp. JD2 sobre dichos aislamientos (ej. Stenotrophomonas sp. JD1; 

Figura 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Estudio dela capacidad antagonista de Delftia sp. JD2 frente a i) Delftia sp. 3C, ii) Delftia sp. 

6C y iii) Stenotrophomonas sp. JD1 (ejemplo de ausencia de antagonismo). Cada placa presenta tres 

discos impregnados con JD2 y un control negativo (-), indicado con una flecha. 

 i) ii) iii) 
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4.2. Efecto de los exudados hidropónicos sobre la nodulación y el  

crecimiento vegetal de alfalfa 

 

4.2.1. Ensayo de plantas in vitro 

 

La respuesta de las plantas de alfalfa frente a los exudados 

hidropónicos colectados a los cuatro días luego de la inoculación o co-

inoculación, fue variable, dependiendo del exudado y del tratamiento de 

inoculación. Los resultados de estos ensayos se muestran a continuación.  

 

4.2.1.1. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de alfalfa 

 

Luego de 30 días de crecimiento, se evaluó la promoción del 

crecimiento vegetal de las plantas mediante las tasas de nodulación, así 

como  medidas de PS y PF y longitud de PA. En la Figura 4.2 se muestra la 

apariencia de las plantas en uno de los ensayos (o réplica biológica) 

realizados. 

Se realizaron dos réplicas biológicas de cada tratamiento, mostrando  

en ambos casos la misma tendencia por tratamiento, por lo cual a 

continuación se muestran los resultados de uno de los ensayos. 
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Figura 4.2. Plantas de alfalfa en ensayos in vitro. En la parte superior de las figuras se indica la 

condición de exudados agregados: a. exudados U143, agregado de exudados de alfalfa y U143; b. 

exudados COINO, agregado de  exudados producidos en condiciones de co-inoculación; c. exudados aa, 

agregado de exudados producidos por alfalfa; d. s/exudados, agregado de Howieson; y en la inferior el 

tratamiento de inoculación: S/N, plantas con déficit de N y sin inoculación;  C/N, plantas fertilizadas con 

N y sin inocular; U143, plantas inoculadas con U143; COINO, plantas co-inoculadas con JD2 y U143.  

 

4.2.1.2. Tasa de nodulación 

Las curvas de tasa de nodulación y las tasas de nodulación se 

muestran en la Figura 4.3. y Tabla 4.1., respectivamente.  

 

Figura4.3. Tasa de nodulación por S. meliloti U143 en alfalfa inoculada sólo con U143 (A) y co-

inoculada con JD2 y U143 (B). (■) s/exudados, medio conteniendo sólo Howieson; (●) exudados aa, 

adicionado de exudados de alfalfa; (▲) exudados U143, adicionado con exudados de alfalfa y U143;(▼) 

exudados COINO, adicionado con exudados producidos en condiciones de co-inoculación.  
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-Plantas inoculadas sólo con U143 (Figura 4.3A) - 

Los nódulos activos (rosados) aparecieron 8 días después de la 

inoculación de las plantas (entre uno y dos nódulos por planta), en todas las 

condiciones ensayadas. En todos los casos su número aumentó hasta el día 

20, alcanzando un número máximo de nódulos similar al final del ensayo. La 

única excepción fue el tratamiento de plantas crecidas en ausencia de 

exudados (s/exudados), el cual mostró la mayor tasa de nodulación (Tabla 

4.1.), sugiriendo un posible efecto inhibitorio de las moléculas presentes en 

los exudados (producidos tanto en presencia como ausencia de inoculación) 

sobre la nodulación por U143. 

 

-Plantas co-inoculadas (Figura 4.3 B) -  

Al igual que en las plantas inoculadas sólo con U143 se evidenció la 

aparición de nódulos a los 8 días posteriores a la inoculación, y su número 

aumento hasta los 20 días, excepto para los tubos suplementados con 

exudados obtenidos en condiciones de inoculación con U143. En este último 

caso, el número de nódulos por planta fue máximo a los 15 días y fueron las 

plantas que mostraron mayor número de nódulos por planta a lo largo del 

tiempo. Al final del ensayo, todas las plantas (excepto aquellas que no 

recibieron el agregado de exudados) presentaron el mismo número de 

nódulos por planta. Sin embargo, las plantas que crecieron en presencia de 

exudados obtenidos de la co-inoculación de alfalfa, presentaron mayor tasa 

de nodulación (exudados COINO; Tabla 4.1). Las plantas crecidas en 

presencia de exudados de alfalfa sin inocular o inoculada con U143, 

mostraron una tasa de nodulación menor, incluso a la tasa presentada por 

plantas crecidas en ausencia de exudados, sugiriendo una vez más que la 

alfalfa produce y secreta sustancias que podrían estar involucradas en la 

inhibición de la nodulación. Esto podría estar relacionado con la secreción de 

sustancias que autorregulen una hipernodulación ineficiente. 
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-Comparación entre los tratamientos inoculados y co-inoculados (Tabla 

4.1.)  

Comparando los resultados obtenidos para plantas inoculadas y co-

inoculadas, pero sin el agregado de exudados al sustrato de crecimiento de 

las plantas, se detectan diferencias en las tasas de nodulación, siendo 

mayores siempre en aquellas plantas co-inoculadas, comparado con las 

plantas sometidas a inoculación simple.  

Analizando solamente los diferentes tratamientos con plantas co-

inoculadas, se puede apreciar nuevamente una disminución de la tasa de 

nodulación cuando se agregan exudados de alfalfa producidos en presencia 

o ausencia de U143. Sin embargo, este efecto no se observa cuando se 

agregan exudados de alfalfa producidos en condiciones de co-inoculación, 

donde se registra la mayor tasa de nodulación. Estos resultados sugieren el 

efecto positivo de la co-inoculación con JD2 y U143 al momento de 

establecerse la asociación entre el rizobio y la planta, y la posible ventaja 

del agregado de exudados de alfalfa producidos en condiciones de co-

inoculación. 

 

Tabla 4.1.Tasas de nodulación (número de nódulos por planta por día) de alfalfa por S. 

meliloti U143 en ensayos de inoculación simple con U143 y co-inoculación con U143 y JD2. 

Las tasas de nodulación fueron calculadas entre los días 8 y 10. 

 

Exudados agregados 

N° de nódulos/planta /día 

Inoculación simple con U143 Co-inoculación con U143 y JD2 

s/exudados 0,46 0,56 

exudados aa 0,24 0,41 

exudados U143 0,20 0,44 

exudados COINO 0,21 0,60 
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4.2.1.3. Evaluación del crecimiento vegetal “in vitro” 

Debido a la gran cantidad de tratamientos realizados y a la 

complejidad de los ensayos realizados in vitro, los resultados se analizarán 

por bloques, comparando por un lado los tratamientos de inoculación y co-

inoculación y por otro, los tratamientos con el agregado de los diferentes 

tipos de exudados. No se realizó un análisis estadístico que relacione ambas 

variables: inoculación y agregado de exudados. 

 

-Plantas control (Figura 4.4.) – 

En las plantas control sin el agregado de fertilización nitrogenada, se 

detectó que el agregado de exudados producidos en condiciones de 

inoculación y co-inoculación promueven el crecimiento de alfalfa, sugiriendo 

que en estas condiciones se producen moléculas capaces de promover el 

crecimiento vegetal (Figura 4.4 A). Sin embargo, este efecto no se 

evidenció cuando se analizan los resultados de longitud de PA (Figura 4.4B). 

En términos generales, el agregado de exudados no tiene efecto 

sobre las plantas de alfalfa fertilizadas con nitrógeno, pero sin inoculación 

(Figura 4.4C y D). 
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Figura 4.4. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de plantas de alfalfa in vitro en 

plantas control negativo (S/N) y plantas control positivo (C/N). (A y C) Peso seco de parte aérea/planta. 

(B y D) Longitud de parte aérea/planta. Las condiciones de agregado de exudados fueron: exudados 

U143, agregado de exudados de alfalfa producidos en presencia de U143; exudados COINO, agregado 

de exudados de alfalfa producidos en presencia de U143 y JD2 ; exudados aa, agregado de exudados 

producidos por alfalfa; s/exudados, agregado de Howieson. Letras iguales indican tratamientos sin 

diferencias significativas (p=0,05).  

 

-Plantas inoculadas sólo con U143 (Figura 4.5.) – 

Los resultados obtenidos al comparar las plantas inoculadas con U143 

muestran que el agregado de exudados de alfalfa-U143 (exudados U143) al 

medio tiene un efecto positivo en el crecimiento de la plantas. A pesar de 

que no se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre este 

tratamiento y las plantas crecidas en ausencia de exudados (s/exudados), 

el incremento observado en la biomasa aérea fue del 11,8% (Figura 4.5 A).  
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Por otro lado, el agregado de exudados producidos en condiciones de 

co-inoculación (Exudados COINO) tiene un efecto negativo sobre el 

crecimiento vegetal, sugiriendo la secreción de moléculas inhibitorias del 

crecimiento. 

Sólo se observaron diferencias  significativas en la longitud de PA 

debido a la presencia de exudados de alfalfa-U143 (Figura 4.5B). 

 

-Plantas co-inoculadas con U143 y JD2 (Figura 4.6.) – 

Al contrario de lo que ocurre con las plantas inoculadas con el rizobio, 

en aquellas co-inoculadas se observó un efecto positivo tanto por el 

agregado de exudados de alfalfa inoculada (exudados U143) como de alfalfa 

co-inoculada (exudados COINO), comparado con las plantas que no 

recibieron exudados (s/exudados)(Figura 4.6A).  

El agregado de exudados de alfalfa inoculada con U143 incrementó 

un 20% la biomasa aérea respecto a la obtenida con plantas crecidas en 

ausencia de exudados (Figura 4.6A).  

No se observaron diferencias en el PS de PA entre las plantas crecidas 

en ausencia y presencia de exudados únicamente de alfalfa (exudados aa). 

Este resultado y los anteriores, sugieren la presencia de compuestos claves 

en la promoción del crecimiento vegetal, en los exudados producidos en 

presencia de U143 y/o de JD2, en las condiciones ensayadas.  

No se observaron diferencias en la longitud de la PA entre las plantas 

co-inoculadas (Figura 4.6B). 
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Figura 4.5. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de plantas de alfalfa in vitro  en 

condiciones de inoculación con U143. (A) Peso seco de parte aérea/planta. (B) Longitud de parte 

aérea/planta.Las condiciones de agregado de exudados fueron: exudados U143, agregado de exudados 

de alfalfa producidos en presencia de U143; exudados COINO, agregado de exudados de alfalfa 

producidos en presencia de U143 y JD2 ; exudados aa, agregado de exudados producidos por alfalfa sin 

inoculación; s/exudados, agregado de Howieson. Letras iguales indican tratamientos sin diferencias 

significativas (p=0,05).  
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Figura 4.6. Efecto del agregado de exudados sobre el crecimiento de plantas de alfalfa in vitro en 

condiciones de co-inoculación con U143 y JD2. (A) Peso seco de parte aérea/planta. (B) Longitud de 

parte aérea/planta.Las condiciones de agregado de exudados fueron: exudados U143, agregado de 

exudados de alfalfa producidos en presencia de U143; exudados COINO, agregado de exudados de 

alfalfa producidos en presencia de U143 y JD2 ; exudados aa, agregado de exudados producidos por 

alfalfa; s/exudados, agregado de Howieson. Letras iguales indican tratamientos sin diferencias 

significativas (p=0,05).  
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4.2.2. Ensayo de plantas bajo condiciones de invernáculo 

 

Se evaluó en forma paralela al ensayo in vitro, el efecto de la co-

inoculación con JD2 y U143, y el agregado de exudados producidos en 

hidroponia por alfalfa en condiciones de co-inoculación, sobre el crecimiento 

vegetal de alfalfa en ensayos de macetas en invernáculo.  

 

4.2.2.1. Evaluación del crecimiento vegetal 

 

Luego de 50 días de crecimiento se cortó, secó y pesó  la PA y PR de 

las plantas. Estos resultados se muestran en la Figura 4.7. 

 

-Efecto de la inoculación y co-inoculación sobre la biomasa aérea de las 

plantas– 

En ausencia de exudados (s/exudados), se observó un aumento del 

15% en el PS de la PA de plantas co-inoculadas frente a las plantas 

inoculadas con rizobio e incluso de un 30% respecto a las plantas 

inoculadas con JD2 (Fig. 4.7 A). Sin embargo, a pesar de estos aumentos, 

el análisis estadístico de los resultados de PS de PA no mostró diferencias 

significativas entre estos tratamientos. La excepción fue el tratamiento de 

plantas inoculadas con JD2 y con fertilización nitrogenada (JD2N) que, en 

ausencia de exudados, fueron las que presentaron mayor PS de PA (Figura 

4.7A).  
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-Efecto de los exudados sobre la biomasa aérea de las plantas- 

Comparando entre sí los tratamientos de plantas que crecieron en 

presencia y ausencia de exudados, se observó en todos los casos un 

aumento del rendimiento en PS de PA debido a los exudados. Sin embargo, 

el análisis estadístico entre los tratamientos de plantas crecidas con 

exudados, no desprendió diferencias estadísticamente significativas entre 

los mismos (Figura 4.7A).  

Las plantas inoculadas con U143 y crecidas en presencia de 

exudados, mostraron un aumento del 47% en la producción de biomasa 

aérea, comparado con el mismo tratamiento de plantas inoculadas pero sin 

exudados en el sustrato (Figura 4.7A). De forma similar, las plantas 

inoculadas con JD2, presentaron un 51% de aumento en la biomasa de PA 

debido a la presencia de exudados en el sustrato.  
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Figura 4.7. Efecto de la co-inoculación y el agregado de exudados hidropónicos producidos por alfalfa-

JD2-U143, sobre el crecimiento de plantas de alfalfa en invernáculo. (A) Peso seco parte aérea/planta y 

(B) Peso seco de parte radicular/planta. Las condiciones fueron: s/exudados, agregado de Howieson; y 

exudados COINO, exudados producidos en condiciones de co-inoculación. Se muestran únicamente los 

tratamientos de inoculación: COINO, plantas co-inoculadas con JD2 y U143; U143, plantas inoculadas 

con U143; JD2N, plantas inoculadas con JD2 y fertilizadas todo el ciclo con N y JD2, plantas inoculadas 

con JD2. Iguales letras indican tratamientos sin diferencias significativas (p=0,05).  
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-Efecto de la inoculación y co-inoculación sobre la biomasa radicular– 

En ausencia de exudados, se observaron diferencias significativas en 

los resultados de PS de PR entre los diferentes tratamientos (Figura 4.7B). 

El tratamiento que mostró la mayor biomasa radicular fue el nitrogenado 

seguido por el tratamiento sometido a co-inoculación (Fig. 4.7B). En este 

último, se determinó una diferencia significativa en el rendimiento, con un 

33% de incremento en relación al tratamiento inoculado con el rizobio. 

 

-Efecto de los exudados sobre la biomasa radicular de las plantas- 

Al igual que se observó con la PA, la presencia de exudados en el 

sustrato de crecimiento derivó en un aumento en la biomasa radicular de 

las plantas (Figura 4.7B). 

Las plantas inoculadas con S. meliloti U143 y crecidas en presencia 

de exudados mostraron un incremento en el crecimiento radicular del 56% 

en relación a las plantas también inoculadas con U143 pero sin exudados en 

el sustrato de crecimiento. Para el caso de las plantas co–inoculadas, 

también se observó un incremento del 17% en el PS de PR debido a los 

exudados. El análisis estadístico de los datos indicó diferencias significativas 

para estas relaciones (Figura 4.7B). 

La longitud de la PA no mostró diferencias entre las plantas crecidas 

en presencia y ausencia de exudados (Figura 4.8.). 
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Figura 4.8. Efecto de la co-inoculación con JD2 y U143 y el agregado de exudados hidropónicos 

producidos por alfalfa-JD2-U143, sobre la longitud parte aérea/planta de alfalfa en ensayo de 

invernáculo. Las condiciones fueron: s/exudados, agregado Howieson; y exudados COINO, agregado de 

exudados producidos en condiciones de co-inoculación. Se muestran únicamente los tratamientos de 

inoculación: COINO, plantas co-inoculadas con JD2 y U143; U143, plantas inoculadas con U143;  JD2N, 

plantas inoculadas con JD2 y fertilizadas todo el ciclo con N y JD2, plantas inoculadas con JD2.Iguales 

letras indican tratamientos sin diferencias significativas (p=0,05). 

 

Tanto para PA como PR, JD2 no promueve el crecimiento vegetal de 

alfalfa cuando esta no tiene una fuente adicional de nitrógeno, hecho que ya 

había sido reportado en trabajos anteriores. 

 

4.3. Caracterización de los exudados producidos durante la 

interacción  rizobio-JD2-alfalfa 

 

A excepción de los azúcares totales, no se logró detectar 

espectrofotométricamente ninguna de las moléculas analizadas en los 

exudados, para ninguno de los tratamientos. Sin embargo, sí se logró 

detectar algunas moléculas componentes de los mismos por GC-MS. Siendo 

esta última técnica más sensible que las técnicas espectrofotométricas es 

posible afirmar que la concentración de los componentes analizados fuera 

muy baja como para ser detectados por espectrofotometría. 
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Se muestran a continuación las curvas de calibración realizadas en 

paralelo al análisis espectrofotométrico de los diferentes compuestos y los 

resultados obtenidos por GC-MS.  

 

4.3.1. Curvas de calibración 

 

En la Figura 4.9A, se muestra la curva de calibración construida para 

la determinación de AIA, utilizando ácido indol-acético como estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9. Curvas de calibración obtenidas para la cuantificación de AIA(A) y aminoácidos libres (B). 

 

Para la cuantificación de aminoácidos libres se realizó la curva de 

calibración que se muestra en la Figura 4.9B, utilizando Glicina como 

aminoácido estándar.  

Si bien se lograron detectar flavonoides mediante la técnica 

colorimétrica con AlCl3, los resultados no fueron concordantes entre los 

triplicados. Se observaron incluso problemas de suspensión de las muestras 

(muestras turbias), sugiriendo posibles interferencias debido a la técnica 

utilizada. Las curvas de calibración realizadas para la cuantificación de los 

flavonoides totales y fenoles se muestran en la Figura 4.10. 
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Figura 4.10. Curvas de calibración para la cuantificación de Flavonoides (A) y fenoles totales (B), 

utilizando estándares de Quercetina y Ácido pirogálico, respectivamente. 

 

4.3.2. Determinación de azúcares 

 

La concentración de azúcares en los exudados se determinó por el 

ensayo de Anthrona, empleando una curva de calibración a partir de 

glucosa como estándar (Figura 4.11.). La concentración azúcar para cada 

exudado se detalla en la Tabla 4.2.  

 

 

Figura 4.11. Curva de calibración para la cuantificación de azúcares. El patrón utilizado fue Glucosa. 
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Se detectaron cambios en la concentración de azúcares de los 

exudados entre los diferentes tratamientos. La mayor concentración de 

azúcares se encontró en los exudados del tratamiento de plantas fertilizadas 

con nitrógeno y la menor en los tratamientos con déficit de nitrógeno. Por 

otro lado, las inoculaciones simples y la co-inoculación presentaron valores 

similares de producción de azúcares. Si bien la determinación se hizo por 

triplicado, cada medida representa una réplica biológica distinta y solo se 

muestra una de ellas en la Tabla 4.2. Por pertenecer a diferentes ensayos o 

réplicas biológicas, los valores no son promediables ni se puede calcular con 

ellos la desviación estándar de los datos. Este hecho imposibilita realizar 

con ellos un análisis estadístico que marque diferencias reales significativas. 

 

Tabla 4.2. Concentración de azúcares de exudados producidos a los cuatro días luego de la inoculación 

y co-inoculación de plantas de alfalfa 

 

 

 

 

 

 

4.3.3. Determinación de compuestos de bajo peso molecular (CBPM) 

 

Los exudados producidos durante la interacción microorganismo - 

planta a los 4 días de inoculación, mostraron un perfil de compuestos de 

bajo peso molecular muy variado (Tabla 4.3.). 

En los exudados se detectaron principalmente azúcares, ácidos 

orgánicos, amidas y COVs. En aquellos  producidos en condiciones de 

inoculación y co-inoculación se detectaron, además de los compuestos 

anteriormente nombrados, otros compuestos que podrían tener mayor 

relevancia en la interacción planta-microorganismo tales como: limoneno, 

Exudados 

Concentración de azúcar (µg/ml 

de exudado  producido) 

COINO 1,2 

U143  1,5 

JD2  1,2 

S/N  0,4 

C/N  2,7 
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ácido hidroxi-butírico, ácido oleico, butanodiol, ácido nonanoico, ácido 

benzoico y varias amidas. El limoneno se detectó solo en exudados 

obtenidos en condiciones de inoculación y co-inoculación; mientras que el 

ácido nonanoico se detectó solo en exudados obtenidos en condiciones de 

inoculación con JD2.  El ácido benzóico, el ácido hidróxi-butírico y el ácido 

oleico sólo fueron detectaron en exudados COINO. 

Tabla 4.3. Compuestos de bajo peso molecular detectados GC-MS en exudados colectados a los cuatro 

días desde la inoculación de las plantas. Se indica sólo la presencia (+) o ausencia (-) del compuesto en 

estudio. 

Compuesto 
 

Grupo 
COINO JD2  U143 S/N 

Limoneno terpeno + - + - 

Benzenopropanoico Fenol (fenilpropanoide) + + + + 

Butanodiol COV (alcohol) + + + + 

Ácido bórico ácido + + + + 

Ácido fosfórico oxoácido + + + + 

Ácido acético Ácido carboxílico + + - + 

Ácido benzoico Ácido carboxílico + - - - 

Ácido hidroxibutírico Ácido carboxílico + - - - 

Ácido adípico (o hexanodioico) Ácido dicarboxilico + + + + 

Ácido malónico Ácido dicarboxílico - + - - 

Ácido propanóico (o propiónico) Ácido graso saturado + + + + 

Ácido nonanoico Ácido graso saturado + + - - 

Ácido miristico Ácido graso saturado + + + + 

Ácido palmítico Ácido graso saturado + + + + 

Ácido esteárico Ácido graso saturado + + + + 

Ácido oleico Ácido graso monoinsaturado + - - - 

Isopropilmálico Derivado de ácido carboxílico + + + + 

Monopalmitin Derivado de ácido graso  + + + + 

Hexanamida 
Amida derivada del ácido 

hexanoico (o caproico) 
+ - + - 

Urea Diamida + + + + 

Amida sin identificar Amida - + - - 

Silanamina Amina + + + + 

Amina sin identificar Amina - - + - 

pentano o heptano Alcano + + + + 

propano Alcano - + - + 

bromosilanos Compuesto bromado + + + + 

Arabinosa monosacárido - + - - 

Inositol polialcohol - + - - 

Glucitol polialcohol - + - - 
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5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

5.1. Capacidad antagónica 

 

En el presente trabajo se evaluó la capacidad antagonista de JD2 

frente a diversos aislamientos bacterianos. Entre los aislamientos 

evaluados, Delftia sp. JD2 fue capaz de inhibir el crecimiento de las otras 

dos Delftia spp.,  pero no interfirió con el crecimiento de los rizobios de 

soja, alfalfa, ni trébol. Si bien no siempre las observaciones realizadas en 

laboratorio, en condiciones in vitro, se corresponden a lo que sucede en 

condiciones de campo, donde interaccionan muchos más factores (planta, 

suelo, actividad de otros microorganismos, supervivencia, capacidad de 

colonización, etc.), este estudio sugiere que una formulación comercial a 

base de rizobios, podría incluir también a Delftia sp. JD2 como co-

inoculante.   

Si bien existen numerosos antecedentes de estudios realizados sobre 

antagonismo en otras bacterias, principalmente bio-controladoras 

(Schippers et al, 1987), este es el primer estudio realizado con una bacteria 

del género Delftia como potencial inhibidor. Los mecanismos de inhibición 

del crecimiento podrían ser tan variados como complejos. Entre los más 

reportados están la producción de compuestos extracelulares como las 

proteasas, sideróforos, antibióticos, peróxidos, etc. (Schippers et al, 1987; 

Podile y Kishore, 2006; Hayat et al, 2010). Si bien la técnica utilizada 

durante este trabajo no permite determinar si la sustancia inhibidora es 

liberada al medio de cultivo, se podría comprobar si la difusión del 

sobrenadante libre de células de JD2 también provoca la aparición de halos 

de inhibición en las otras Delftia spp.  La determinación del mecanismo de 

inhibición no fue parte del objetivo general de esta tesis aunque se podría 

abordar en trabajos futuros.  

Los ensayos de antagonismo aquí realizados se basaron solamente en 

la presencia o ausencia de un halo de inhibición sin importar su tamaño. 
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Para que los resultados sean más confiables, se deberían realizar ensayos 

de difusión en disco con medidas de diámetro de la zona del halo 

correlacionadas con la determinación de Concentración Inhibitoria Mínima 

(CIM) de JD2 y con cepas susceptibles y resistentes a la misma. 

  

5.2. Evaluación de los efectos del agregado de exudados producidos 

durante la interacción rizobio-JD2-alfalfa, sobre el crecimiento 

vegetal 

 

El efecto positivo de la sola co-inoculación JD2-U143 sobre el 

crecimiento de plantas de alfalfa fue confirmado en los ensayos de 

invernáculo durante este trabajo. Hasta donde conocemos, este es el primer 

reporte de promoción del crecimiento de alfalfa en condiciones de macetas 

en invernáculo, sometidas a co-inoculación (rizobio-Delftia). Además, los 

ensayos in vitro confirmaron el efecto positivo sobre la nodulación. 

El efecto de la inoculación por fijadores de nitrógeno en leguminosas, 

así como el efecto sinérgico de la co-inoculación con U143 y JD2 en alfalfa 

están ya confirmados y reportados (Morel et al, 2012). Experimentos de 

inoculación realizados en trébol demostraron que la inoculación con 

aislamientos de Delftia spp. aumenta significativamente la biomasa vegetal, 

hasta valores similares a los obtenidos cuando se inocula con Rhizobium 

leguminosarum bv trifolii U204 (Ubalde et al, 2012). También ha sido 

reportado que JD2 puede funcionar como una bacteria colaboradora de 

rizobios durante la co-inoculación de alfalfa o trébol en condiciones 

gnotobióticas, mejorando así el rendimiento de la planta (Morel et al, 2011).  

El empleo de inoculantes mixtos en los cultivos agrícolas, en general, 

se asocia a una mayor asimilación de nitrógeno, comparado con cultivos 

sometidos a inoculantes simples (Dardanelli et al, 2008; Volpin et al, 1996; 

Itzigsohn et al, 1983).  

Se han reportado muchos ejemplos de bacterias y hongos 

micorríticos que aumentan la absorción de nutrientes por las plantas y 
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favorecen la FBN (Morel et al, 2012; Silveira, 1992). El ejemplo más 

conocido es la inoculación con Azospirillum, debido a su capacidad de fijar 

nitrógeno en vida libre, producir fitohormonas y sideróforos (Perotti y 

Pidello, 1999). Según algunas experiencias reportadas para PGPRs, en 

general, el incremento del rendimiento de leguminosas co-inoculadas se 

asocia con una mayor FBN, redundando en un aumento de la producción 

vegetal. En el presente trabajo, se observó in vitro la mayor tasa de 

nodulación en aquellas plantas  co-inoculadas. Sin embargo, esta mejora en 

la nodulación no se acompañó de un aumento en la producción vegetal, ni 

en el peso seco ni en la longitud de parte aérea de las plantas de alfalfa. 

Para llegar a una conclusión definitiva acerca de la promoción de 

crecimiento vegetal de alfalfa sería interesante determinar el contenido de 

nitrógeno y clorofila. 

Por otro lado, el agregado de nitrógeno provoca, además de una 

inhibición de la FBN por los rizobios, un aumento en la biomasa aérea, 

debido a la alta disponibilidad de este nutriente. En este trabajo, las plantas 

sin el agregado de nitrógeno (S/N) presentaron medidas de PS de PA 

comparables con las plantas inoculadas con U143 e incluso en algunos 

casos, con plantas fertilizadas con nitrógeno. Este resultado inesperado, si 

bien contradice lo antes expuesto, puede explicarse metodológicamente: 

hubo un cambio en la fuente de agar utilizada en la preparación del medio 

Jensen de los ensayos in vitro. Los ensayos in vitro previos a este trabajo se 

realizaron siempre utilizando una fuente de agar con bajo y conocido 

contenido de N (Difco). Sin embargo, para los ensayos aquí discutidos se 

utilizó un agar comercial del cual se desconoce el contenido de N (Sigma). 

Este hecho puede explicar al menos en parte el considerable crecimiento de 

estas plantas. Cabe resaltar que el cambio de agar y el posible efecto que 

pudo haber tenido en el desarrollo de las plantas, afectó por igual a todas 

ellas y no solo al control negativo.  

En relación al agregado de exudados al medio de crecimiento, se 

observaron diferencias entre las plantas que crecieron sin nitrógeno 

agregado en presencia de exudados de alfalfa inoculada (U143) y co-

inoculada (U143-JD2), respecto a las que crecieron en ausencia de los 
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mismos. Por otro lado, el agregado de exudados de alfalfa sin inocular no 

afectó la producción de biomasa aérea de las plantas. Mark et al (2013) 

recientemente reportaron la eficiencia en el uso de metabolitos producidos 

por rizobios para mejorar el efecto de los co-inoculantes a base de 

Bradyrhizobium spp. y Azospirillum brasilense, en soja y maíz. Sin 

embargo, hasta el momento no se conocen reportes acerca de la utilización 

de exudados producidos durante la interacción PGPR-rizobio-planta como 

parte del riego o como fertilización previa a la siembra.  

Las plantas control positivo recibieron fertilización nitrogenada, la 

cual les permitió un mayor crecimiento, respecto a las restantes plantas, 

debido a la inmediata disponibilidad de este nutriente para su asimilación. El 

agregado de exudados al medio afectó a estas plantas de forma negativa, 

siendo menor el crecimiento en aquellas plantas que crecieron en presencia 

de exudados de alfalfa sometidos a co-inoculación (U143-JD2) e inoculación 

simple (U143). Como era de esperar, ninguna de estas plantas presentó 

nodulación, pero aún con nitrógeno agregado crecieron menos. Una de las 

posibles causas es que la planta invierta energía en procesos que se activan 

durante la nodulación por percibir señales de los compuestos presentes en 

los exudados, a pesar de que no se haya inoculado la bacteria.  Otra de las 

posibles causas es la presencia en los exudados de compuestos que inhiben 

de alguna forma la asimilación del nitrógeno. 

La presencia de exudados producidos durante la interacción JD2-

rizobio-alfalfa en el sustrato de crecimiento determinó una mayor tasa de 

nodulación de las plantas co-inoculadas, respecto a las que crecieron en 

ausencia de exudados. Sin embargo, ni el rendimiento en PS, ni la longitud 

de PA fueron mayores en este tratamiento. 

Los tratamientos de plantas que crecieron en presencia de exudados 

exhibieron una velocidad de nodulación diferente a la observada en plantas 

que crecieron en su ausencia. Todas las plantas co-inoculadas y crecidas en 

presencia de exudados mostraron una tasa de nodulación mayor que 

aquellas que crecieron en su ausencia.  
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Al ser la simbiosis leguminosa-rizobio un proceso tan complejo, se ve 

influenciado por un gran número de factores, tanto ambientales como 

genéticos propios de la planta y del rizobio. La cantidad, el tamaño y el 

momento de aparición de los nódulos, entre otros, son caracteres que 

dependen de la planta huésped y de la bacteria (Pogliani–Iglesias, 2001). 

En este trabajo se encontró que las plantas co-inoculadas y crecidas en 

presencia de exudados COINO (producidos en condiciones de co-

inoculación), presentaron el mayor número de nódulos por planta por día. 

Este resultado confirma el efecto positivo de la co-inoculación sobre la 

asociación rizobio-leguminosa (Morel et al, 2011). Además, sugiere un 

efecto positivo del agregado de exudados producidos durante la interacción 

JD2-rizobio-alfafla (exudados COINO) sobre el crecimiento vegetal. 

Paralelamente, se evaluó en condiciones de invernáculo, la 

producción de materia aérea en plantas y crecidas en presencia de 

exudados.  

Las plantas fertilizadas con concentraciones sub-óptimas de nitrógeno 

e inoculadas con JD2, mostraron el mayor desarrollo radicular en 

comparación con el resto de los tratamientos. Bajo déficit de nitrógeno y 

ausencia de exudados, JD2 indujo un incremento del sistema radicular. Un 

efecto similar fue reportado para bacterias del género Azospirillum por Okon 

y Labandera-Gonzalez (1994), quiénes reportaron que Azospirillum 

promueve el crecimiento vegetal de trébol bajo condiciones limitadas de 

nitrógeno, aunque el mayor rendimiento se observó cuando las plantas son 

fertilizadas. Sugieren además, que esta promoción se debe 

mayoritariamente a la producción de AIA por Azospirillum. 

 

5.3 Caracterización de los exudados producidos durante la 

interacción rizobio-JD2-alfalfa 

 

Varios microorganismos del suelo, comunes en la rizósfera, son 

capaces de producir metabolitos secundarios  que tienen un pronunciado 
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efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (Arshad y 

Frankenberger, 1992). Los compuestos exudados por plantas y 

microorganismos son una mezcla de diversos compuestos químicos de 

naturaleza muy particular y  que forman parte de un diálogo químico en la 

rizosfera.  

La mayoría de las técnicas utilizadas para el estudio de las señales de 

comunicación se basan en el cultivo en hidroponia, ya que permite la 

recolección de los exudados y su concentración para la posterior evaluación 

e identificación de las sustancias secretadas, tanto por las plantas como por 

los microorganismos (Bais et al, 2006).Generalmente, los extractos 

tomados de los líquidos de hidroponia, que contienen los exudados 

radiculares y bacterianos, se concentran, liofilizan y resuspenden en 

solventes polares o apolares para el posterior análisis de composición 

(Vivanco et al, 2004). En este trabajo se intentó caracterizar, sin éxito, la 

composición de los exudados hidropónicos producidos en condiciones de 

inoculación de alfalfa, por técnicas de espectrofotometría clásicas. Estas 

técnicas suelen tener una sensibilidad baja. Generalmente, el metabolito 

debe estar presente por encima de determinada concentración o ser 

concentrado lo suficiente para poder ser detectado y cuantificado por 

colorimetría.  

Las técnicas más utilizadas para el análisis de composición química de 

exudados radiculares son las cromatográficas, y dada la baja concentración 

con la que suelen encontrarse los metabolitos, éstas se acoplan a 

espectrometría de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry, Vivanco et al, 

2004). La MS es una técnica instrumental universal y selectiva, 

altamente sensible y que permite la identificación casi inequívoca de una 

sustancia (Romero González et al, 2007). Su amplia utilización para la 

determinación de estructuras orgánicas suele acompañarse además de 

técnicas de espectrofotometría. Pero lo más remarcable de la MS es su 

sensibilidad, llegando a detectar en algunas condiciones, señales de 

compuestos en pMol, por lo que es ideal para la determinación de trazas en 

muestras químicas. Durante el desarrollo de esta tesina, se lograron 

caracterizar los exudados producidos en hidroponia a los cuatro días de la 

inoculación por GC-MS. Esta técnica además, aportó información variada 



 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

  

62 
 

sobre los compuestos químicos presentes en las muestras, desde su masa 

molecular, su fórmula global y, a partir del patrón de fragmentaciones, la 

estructura molecular. Además, permitió analizar comparativamente los 

perfiles químicos  frente a distintas condiciones de inoculación en alfalfa. De 

esta forma, se obtuvo información sobre distintas clases de compuestos 

químicos, como flavonoides, terpenos, etc., en los exudados radiculares, de 

forma similar a lo presentado por otros autores (Bais et al, 2006; 

O´Callaghan et al, 2000). Existen además otros métodos de estudio más 

costosos, como es el caso  del  análisis proteómico (Washburn et al, 2001). 

A pesar de que los resultados de AIA y Trp, obtenidos por métodos de 

detección espectrofotométricos fueron nulos, seguramente debido a la baja 

concentración presente en los exudados, se cuenta con datos 

proporcionados por el equipo de investigación de nuestro laboratorio, 

obtenidos por cromatografía líquida acoplada a MS (LC-MS), que permiten 

realizar algunas aproximaciones. Parte de estos resultados, que no forman 

parte de esta tesina, se muestran en la Tabla 5.1. 

Los resultados de la Tabla 5.1. evidencian altos valores de Trp en los 

tratamientos de plantas inoculadas y co-inoculadas, detectados mediante 

LC-MS en exudados hidropónicos producidos a los cuatro días de la 

inoculación. Las plantas inoculadas con U143 fueron las que presentaron los 

mayores valores de Trp y niveles muy bajos de AIA, mientras que las 

plantas co-inoculadas e inoculadas con JD2, mostraron bajos valores de Trp 

y ausencia de AIA. 

El AIA es utilizado por bacterias para interactuar con las plantas como 

parte de su estrategia de colonización, incluyendo la fitoestimulación y 

previniendo los mecanismos basales de defensa de las plantas. Por otra 

parte, se ha indicado que el AIA también actúa como molécula de 

señalización bacteriana y por lo tanto puede tener un efecto directo sobre la 

fisiología bacteriana (Spaepen et al, 2006 ). 

Algunos resultados preliminares no presentados en esta tesina 

(Morel, comunicación personal) indican que la producción de AIA aumenta 

en etapas posteriores a los cuatro días de interacción, mientras que el Trp 

http://www.sciencedirect.com.proxy.timbo.org.uy:443/science/article/pii/S094450131300164X#bib0550
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disminuye. Dado que el Trp es el inductor principal de la síntesis de esta 

fitohormona, todo parece indicar que el Trp producido a los cuatro días 

desde la inoculación de las plantas explica la posterior aparición de AIA en 

los exudados. Además, esto podría explicar el mayor desarrollo radicular y 

rendimiento vegetal evidenciado en invernáculo a los 50 días de 

crecimiento. 

 

Tabla 5.1 Composición de AIA y Trp (µM) de exudados radiculares a los cuatro días de 

inoculación determinada por LC-MS. 

 

 

 

 

Los metabolitos secundarios presentes en los exudados intervienen 

como señales químicas en muchas  interacciones microorganismo–planta, 

tanto benéfica como patogénica. Muchos compuestos atrayentes, tales 

como los azúcares, ácidos orgánicos, aminoácidos o aminas probablemente 

participan en las etapas iniciales de la asociación planta-bacteria (López de 

Victoria y Lovell, 1993). En este estudio, se logró detectar e identificar por 

GC-MS compuestos de bajo peso molecular que incluyen varias aminas y 

ácidos orgánicos, que podrían estar participando en la promoción del 

crecimiento vegetal.  

Los flavonoides son compuestos de señalización en exudados  

radiculares y su importancia depende en gran medida de la interacción 

específica en la que participan. Por ejemplo, en las simbiosis leguminosa-

rizobios, estos son quimio-atrayentes de bacterias de la rizosfera e 

inductores específicos de los genes que regulan la nodulación, interviniendo 

en la síntesis de los Factores Nod. Macchiavelli y Brelles-Mariño (2004) 

observaron una mayor nodulación cuando trataron raíces y semillas de 

Medicago truncatula con Factores Nod antes de la inoculación de las plantas 

 Exudados Día 4 AIA Trp 

Exudados COINO - 0,15 

Exudados JD2 - 0,16 

Exudados U143 0,009 0,39 
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con rizobio. En este trabajo, se intentó analizar los compuestos fenólicos 

(principalmente flavonoides) en los exudados radiculares utilizados y a 

pesar de que no se logró detectar flavonoides, la elevada tasa de nodulación 

en las plantas co-inoculadas y crecidas en presencia de exudados de alfalfa-

U143-JD2 sugiere su presencia en dichos exudados. Algunos autores 

sugieren  que la presencia de Pseudomonas spp. (Parmar y Dadarwal, 

1999) y Azospirillum spp. (Volpin et al, 1996) induce la síntesis de 

flavonoides por las raíces de garbanzo, frijol y alfalfa, en experimentos de 

co-inoculación con sus rizobios. Sin embargo, no sería necesaria la 

presencia de las bacterias para la inducción, ya que, la aplicación de  

exudados libres de células, genera un efecto similar al que ocurre durante la 

co-inoculación bacteriana (Star et al, 2011; Dardanelli et al, 2008; Burdman 

et al, 1996; Volpin et al, 1996). 

La detección de flavonoides en plantas, en exudados radiculares y en 

otros fluidos biológicos puede realizarse con diferentes métodos, pero la 

técnica analítica más utilizada para la separación y detección es la LC 

(Stalikas, 2007). En este trabajo se utilizó GC para la identificación de los 

compuestos presentes en los exudados. La principal desventaja de esta 

técnica a la hora de detectar flavonoides es la baja volatilidad de los 

compuestos fenólicos (Stalikas, 2007). Esto puede explicar porqué no se 

detectó ningún flavonoide por GC-MS a pesar de la extremada sensibilidad 

de la técnica y de las altas concentraciones que se esperan encontrar de 

flavonoides en las secreciones radiculares.  

Los CBPM incluyen una gran variedad de compuestos volátiles que 

están directamente involucrados en los procesos metabólicos primarios de 

crecimiento y desarrollo de las plantas (Ryu et al, 2003). En general, los 

COVs de origen vegetal se producen principalmente por tres rutas 

biosintéticas: la vía de los ácidos grasos/lipoxigenasa (proporciona  

productos de degradación de ácidos grasos como el ácido oleico, linoleico y 

linolénico), la ruta del ácido shikímico (alcoholes aromáticos y compuestos 

fenólicos volátiles) y la ruta que da origen a los terpenos e isoprenoides por 

la vía del mevalonato (Marín-Loaiza y Céspedes, 2007). Muchos de los 

compuestos detectados por GC-MS en los exudados analizados en este 

trabajo son producidos por estas vías biosintéticas, y presentan funciones 

http://www.sciencedirect.com.proxy.timbo.org.uy:443/science/article/pii/S094450131300164X#bib0485
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reportadas como antioxidantes, antimicrobianos, moléculas relacionadas al 

Quorum Sensing, entre otras relacionadas a la comunicación planta-

microorganismo. 

Se detectaron en todos los tratamientos, azúcares, ácidos orgánicos, 

amidas y COVs, entre otros. Los compuestos más relevantes en plantas co-

inoculadas fueron: el limoneno, el ácido hidroxi-butírico, ácido oleico, 

butanodiol, ácido nonanoico y varias amidas. Cabe destacar que no se 

diferenció entre COVs de origen vegetal de aquellos de origen bacteriano. 

Se ha reportado que algunas PGPRs secretan una mezcla de COVs 

que juegan un papel importante en las interacciones planta-bacteria de la 

rizósfera (Groenhagen et al, 2013; Blom et al, 2011). En este estudio, es 

significativa la detección de butanodiol, un COV detectado en exudados 

hidropónicos producidos durante la co-inoculación de alfalfa con U143 y 

JD2. Muy poco se conoce aún sobre las moléculas volátiles responsables de 

los mecanismos de percepción vegetal y los cambios inducidos en la planta 

(Bailly y Weisskopf, 2012). Los escasos estudios existentes en su gran 

mayoría se relacionan a Arabidopsis thaliana. Cho et al. (2008) por ejemplo, 

reportaron la producción de 2R, 3R–butanodiol por Pseudomonas 

chlororaphis, compuesto involucrado en la inducción de tolerancia sistémica 

a la sequía en A. thaliana. Groenhagen et al (2013) analizaron el efecto de 

los COVs producidos por Burkholderia ambifaria sobre el crecimiento de A. 

thaliana y algunos hongos fitopatógenos. Blom et al (2011) describen un 

completo abanico de COVs producidos por bacterias y que promueven el 

crecimiento de Arabidopsis e inducen en la planta resistencia contra 

fitopatógenos. Entre los COVs reportados se encuentran el 2,3- butanodiol y 

la acetoína. Por otro lado, Bailly y Weisskopf (2012) describen al detalle el 

estado de las investigaciones sobre el efecto de los COVs bacterianos sobre 

el crecimiento vegetal. Los efectos propuestos para los COVs sobre las 

plantas van desde un incremento en biomasa vegetal hasta la muerte de la 

planta.  

Se ha comprobado que los terpenos, como el limoneno detectado en 

exudados de alfalfa-U143-JD2, son los principales responsables de la 

actividad antimicrobiana de los aceites esenciales. Su efecto antimicrobiano 
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está basado en su habilidad para dañar las membranas. En función de sus 

características lipofílicas, interactúan con las enzimas de la membrana e 

interfieren en procesos vitales como la ósmosis, la síntesis de esteroles y 

fosfolípidos (Luciniet al, 2006). Se conoce que el cineol reduce la división 

celular y que el limoneno, el α-pineno y el β-pineno inhiben el consumo de 

oxígeno, actuando de esta forma como antimicrobianos (Peñuelas et al, 

1996).  

En resumen, se verificó el efecto promotor del crecimiento de alfalfa 

debido a la co-inoculación con Delftia sp. JD2 y S. meliloti U143.  A su vez, 

el agregado de exudados producidos en condiciones de co-inoculación  

incrementó el efecto promotor del crecimiento vegetal. Dentro de los 

compuestos detectados en los exudados se destacan: precursores de 

fitohormonas como el Trp; compuestos de bajo peso molecular reportados 

como antioxidantes, antimicrobianos, moléculas relacionadas al Quorum 

Sensing y a la comunicación microorganismo-planta. La presencia de estos 

compuestos respalda el efecto positivo evidenciado sobre el crecimiento 

vegetal de alfalfa cuando se suplementan con exudados producidos en 

condiciones de co-inoculación. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

Para verificar el efecto positivo del suplemento con exudados en los 

sustratos de crecimiento de plantas de alfalfa, se hace necesaria la 

realización de al menos una réplica biológica mas in vitro y en condiciones 

de invernáculo que corroboren los resultados obtenidos hasta el momento. 

Además, se debería establecer también cual es la mejor relación de 

microorganismos y exudados que promuevan la mayor productividad 

vegetal. Las medidas de PS de PA y PR, deberían también complementarse 

con estudios del contenido de nitrógeno total y clorofila. En caso positivo, 

estos resultados servirían para el futuro desarrollo de una formulación 

agrícola comercial con o libre de células para mejorar el rendimiento de 

cultivos en campo.    
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7. ANEXO 

 

Composición de medios de cultivo y solución Buffer 

*extracto de levadura 

 

 

 

 

 

 

Medio Jensen Howieson Solución Micronutrientes 

CaHPO4 -----------------1 g K2SO4-------------- cf 1mM H3BO3 --------------- 0,2 g 

K2HPO4 (anh. 5%)-----4 mL KH2PO4---------- cf 0,2 mM MnSO4.H2O -------- 0,15 g 

MgSO4 (anh. 5%)------2 mL CaSO4------------- cf 1 mM ZnSO4.7H2O ------- 0,02 g 

NaCl (anh. 1%)--------20 mL MgSO4.7H2O-----cf 0,2 mM MoO4.H2O -------- 0,008 g 

FeCl3 (6 H2O 3,4%)----5 mL FeSO4-----------cf 0,02 mM CuSO4.5H2O ------ 0,008 g 

H2O dest -----------1000 mL Soluc. Micronut.------1 mL/L c.s.p----------------100 mL 

Soluc. Micronut-------- 1mL/L   

pH 7   

Agar---------------------0,8%     

      

Medio LB Medio TY alto Ca YEM 

Triptona--------------- 10g Triptona ---------------- 5 g Manitol --------------- 10 g 

YE*--------------------- 5g YE -----------------------3 g K2HPO4------------- 0,50 g 

NaCl -------------------10g CaCl2 2,5%------------7 mL MgSO4.7H2O---------0,20g 

H2O c.s.p --------1000 mL H2O c.s.p ----------1000 mL NaCl------------------- 0,1 g 

 Agar------------2 g/ 100 mL YE---------------------0,75 g 

  H20 mq---------------csp 1L 

  Agar ------------------16 g/L  

      

Buffer Fosfato 

Solución Stock 

A: Solución NaH2PO4.H2O 0,2 M (27,8g  en 1000 mL) 

B: Solución Na2HPO4.7H2O 0,2 M (53,63g en 1000mL) 

pH 7 : 39,0 mL sol.A + 61,0 mL sol.B en un total de 200mL 
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*Para preparar Cas aminoácidos desferrados al 10%, se deben disolver 10g de 

CASaminoácidos en 100mL de agua bidestilada y mezclar en igual volumen de una solución 

de 8-hidroxiquinolina al 3 % en cloroformo, agitar hasta que el color azul intenso del 

complejo férrico del agente quelante desaparece de la capa de cloroformo. El proceso se 

repite únicamente con cloroformo para eliminar las trazas de 8-hidroxiquinolina. 

 

 

 

 

 

Medio CAS 

Autoclavar: Solución 10X MM9: 

NaOH 5,3 g KH2PO4------------------------- 0,3 g 

PIPES 30,2 g NaCl -----------------------------0,5 g 

Solución 10X MM9 0,1 L NH4Cl -----------------------------1 g 

Agar 15 g agua destilada c.s.p -------------0,1 L 

Agua destilada 0,75 L Solución CAS-HDTMA: 

Ajustar pH 6,8 Disolver: 

Enfriar a 50°C y añadir: ChromeAzurol S------------ 60,5mg 

MgCl2 1M----------------------- 1mL agua destilada----------------- 50mL 

CaCl2 100mM----------------- 1mL Agrega : 

Tiamina 500µg/mL --------------4mL 10mL de 1mM FeCl3. H2O en 10mM 

ác. Nicotínico 500µg/mL --------4mL Añadir a solución HDTMA: 

aa CAS (10% desferrados)* --30mL HDTMA-----------------------72,9mg 

solución CAS-HDTMA ------------0,1L agua destilada----------------- 40 mL 
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