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RESUMEN

El mani es uno de los cultivos regionales de Argentina, localizado actualmente en el centro-sur de
la provincia de Cérdoba, donde se concentra mas del 90% de la produccién primaria nacional, y la
totalidad del proceso industrial de la misma, con alto impacto econémico y social en la provincia. En
los ultimos anos, su cultivo se esta expandiendo a las provincias de La Pampa, San Luis y oeste de
Buenos Aires. Esta segunda edicion retiine nuevos y mas amplios conocimientos cientificos y tecno-
I6gicos aportados por sus autores, todos ellos especialistas en diferentes areas tematicas de este
sistema agricola. La mayoria de los cuales son productos obtenidos de investigaciones y experimen-
taciones desarrolladas en la principal region productora de mani. A ellos, se adicionan otros aportes
cientificos generados por investigadores en otros paises productores de esta leguminosa. Ademas
de su enfoque local, este libro proporciona un analisis profundo e integrador de los distintos factores
involucrados en la produccion de este cultivo que permite, a toda persona interesada, comprender y
generar planes tecnolégicos para su cultivo en distintas condiciones ambientales.

El libro comprende 21 capitulos organizados en 5 secciones. La primera, contiene 2 capitulos
sobre el origen, historia y evolucién del mani cultivado, y su mejoramiento genético en Argentina.
La segunda seccion, integrada por 5 capitulos, incluye los temas relacionados con el crecimiento,
desarrollo, los factores ambientales que los regulan, junto con los requerimientos hidricos, nutricio-
nales y las bacterias asociadas a la planta de mani. La seccion tres agrupa 6 capitulos que abordan
los temas relativos al manejo del cultivo, sus requerimientos edaficos, las rotaciones y sistemas de
labranza, la calidad fisiologica de las semillas, la fecha de siembra, el arreglo espacial y la pobla-
cion de plantas. Se completa con un capitulo que trata una propuesta de buenas practicas agri-
colas para este cultivo. La cuarta seccion estéd centrada en la sanidad del cultivo y en 4 capitulos
trata las enfermedades fungicas y las producidas por virus de mayor impacto regional; el control y
manejo de las malezas prevalecientes, y una sintesis de la artropofauna que afecta localmente al
mani. Por ultimo, la seccion quinta analiza la cadena agroalimentaria de este cultivo en 4 capitulos
que incluyen aspectos de la calidad comercial y alimenticia del grano; la calidad de los productos
industriales, la tecnologia y el mercado de trabajo, el mercado nacional e internacional de este
cultivo; y una cuantificacion local de la huella del carbono.

ABSTRACT

The peanut is one of the regional crops of Argentina, currently located in the central-south of the Cor-
doba province, where more than 90% of the national primary production and the entire industrial process
of the same are concentrated, with high economic and social impact in the province. In the last years,
its cultivation has extended to the provinces of La Pampa, San Luis and the west of Buenos Aires. This
second edition brings together new and broader scientific and technological knowledge provided by its
authors, all of them specialists in different thematic areas of this agricultural system. Most of them are
products obtained from research and experimentation developed in the main peanut producing region.
To them, other scientific contributions generated by researchers in other producing countries of this
legume are added. In addition to its local focus, this book provides an in-depth and integrative analy-
sis of the different factors involved in the production of this crop, which allows all interested parties to
understand and generate technological plans for their cultivation in different environmental conditions.
The book comprises 21 chapters organized in 5 sections. The first contains 2 chapters on the origin,
history and evolution of cultivated peanut, and its genetic improvement in Argentina. The second sec-
tion, consisting of 5 chapters, includes topics related to growth, development, environmental factors
that regulate them, along with the water, nutritional requirements and bacteria associated with the
peanut plant. The section 3, groups 6 chapters that deal with issues related to crop management,
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soil requirements, rotations and tillage systems, physiological quality of seeds, date of planting, spa-
tial arrangement, and plant population. It completes a chapter that deals with a proposal of good
agricultural practices for this crop. The fourth section focuses on the crop health, and in 4 chapters’
deals with fungal diseases and those produced by viruses of greater regional impact; the control and
management of prevailing weeds and a synthesis of the arthropod fauna that locally affects the pea-
nut. Finally, the fifth section analyzes the agro-alimentary chain of this crop in 4 chapters that include
aspects of the commercial and nutritional quality of the grain; the quality of industrial products, tech-
nology and the labor market, the national and international market of this crop; and a local estimate
of the carbon footprint.
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PROLOGO A LA PRIMERA EDICION (2006)

El mani es uno de los cultivos regionales tipicos que presenta la agricultura de Argentina, locali-
zado en el centro-sur de la provincia de Cérdoba, donde se concentra casi el 96% de la produccion
primaria nacional y la totalidad del proceso transformador o industrial de la misma. Ambos aspec-
tos impactan econémica y socialmente en la provincia, ya sea directa o indirectamente, no sélo por
la generacion de divisas por la exportacion de sus productos (255.695 toneladas y u$s 176.551.000
en el 2005); sino también por la generacién de trabajo a nivel predial e industrial. A ello, debe agre-
garse su impacto en otros sectores industriales ligados tanto a la produccién primaria como a la
del procesamiento; en el desarrollo de nuevas tecnologias para la obtencidn de productos de mejor
calidad que respondan a la demanda de los consumidores y que su identificacién de origen sea un
sello de diferenciacion y distincion en el comercio alimentario internacional; en el transporte de la
produccion primaria, de insumos agricolas e industriales y de productos elaborados, entre otros.

Esta importancia socio econdémica del sistema manisero se ha mantenido entre ciertos marge-
nes a través de los afos, a pesar de los cambios experimentados en la tecnologia de la produccién
primaria, en la localizacion provincial, en el destino industrial de la produccién, en la orientacion de
las actividades de las explotaciones agropecuarias y en el proceso de transformacion o seleccién
de la produccion primaria. A fin de lograr mayor sustentabilidad y estabilidad del sistema agroali-
mentario manisero asi como el incremento de los rendimientos y de la calidad de sus productos,
es necesario acrecentar los conocimientos de todos los actores involucrados en dicho sistema y
hacer un uso racional y profundo de todos los conocimientos cientifico-tecnoldgicos existentes para
que esta especie oleoproteica exprese su potencial genético al permitirsele hacer una utilizacién
eficiente de los recursos ambientales, tecnolégicos y econémicos disponibles para su crecimiento
y produccion.

Teniendo en cuenta lo expresado precedentemente, los autores, docentes e investigadores es-
pecializados en diferentes areas del conocimiento agricola, han condensado en esta publicacién
los principales conocimientos cientificos y tecnoldgicos logrados a través de investigaciones, expe-
rimentaciones, estudios de casos y observaciones desarrolladas en la principal regiéon productora
de mani-centro sur de la provincia de Cérdoba- enriquecidos con aportes cientificos obtenidos por
otros investigadores en diferentes paises productores de esta leguminosa.

Se proporciona, a la vez, un analisis profundo e integrador de los distintos factores involucrados
en la produccién de manera tal que permita, a toda persona interesada en el cultivo de mani, com-
prender y generar planes tecnolégicos para su cultivo en distintas condiciones ambientales.

El libro esta organizado en 15 capitulos distribuidos en 5 secciones: Origen, desarrollo de cul-
tivares y destino comercial del mani; Crecimiento, desarrollo y sus requerimientos; Practicas de
manejo; Proteccidn vegetal y Situacién socio econémica del sistema agroalimentario mani. En la
primera seccidn, se presentan los aspectos mas relevantes del origen, historia y evolucién como
especie cultivada, su mejoramiento y calidad alimenticia y comercial; en la segunda seccion, se
analizan los principales aspectos funcionales que generan el rendimiento del cultivo en respuesta
a los recursos ambientales; las dos secciones siguientes, integran los aspectos funcionales-am-
bientales con los tecnoldgicos, tratando de explicar las bases de sustentacién de las tecnologias de
produccion a utilizar; y, en la ultima, se analizan los cambios territoriales, productivos-tecnolégicos
y laborales ocurridos en la principal regién productora del pais y sus impactos en la cadena de valor
manisera y también se abordan aspectos centrales del mercado internacional y nacional del mani.
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Esta estructura organizativa del libro lo hace un texto de facil comprension y de referencia para
estudiantes de Ingenieria Agrondmica y de otras carreras afines, y de consulta para profesionales
y productores agricolas innovadores.

Si bien cada capitulo ha sido desarrollado por docentes e investigadores que trabajan en el
tema, éstos procuraron que el libro mantuviera una vision integradora de la cadena alimentaria
manisera, mediante la cual se intenta generar una organizacion del conocimiento y dar referencias
que ayuden a fijar criterios para el analisis del manejo y la toma de decisiones, tanto de situaciones
adversas como complejas o con problemas puntuales en el sistema productivo de mani.

Leonidas Cholaky Sobari'

Ex-Rector de la Universidad Nacional de Rio Cuarto

" In Memoriam
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PROLOGO A LA SEGUNDA EDICION

Entre los propdsitos de esta segunda edicién, destacamos actualizar y ampliar los contenidos
relativos al cultivo de mani que se ha consolidado como una cadena de valor localizada en la region
central de Argentina, con marcada preeminencia en la mitad sur del territorio provincial de Cérdoba
y extensiones pioneras en las provincias vecinas (San Luis y La Pampa).

Para ello, y como primer paso, convocamos a los colegas que hicieron su contribucion en la prime-
ra edicion del libro El cultivo de Mani en Cérdoba (2006), invitandolos en esta oportunidad a conside-
rar la revisién y actualizacion de sus respectivas propuestas. También invitamos a otros colegas para
que hicieran aportes novedosos de tematicas no incluidas en la edicién anterior. Resulté muy grato
recibir respuestas que nos manifestaban interés y compromiso de la mayoria, prontamente reflejados
en la recepcion de los primeros manuscritos.

Nos embarcamos entonces en las tareas de compilacién y edicion de los materiales tomando
como referencia la estructura organizativa de contenidos disefiada para la edicion 2006. Este trabajo
supuso, definir las secciones y asignar los capitulos a cada una de ellas siguiendo algunos criterios
previos y otros nuevos.

La resultante fue una estructura conformada por 5 secciones y 21 capitulos. La Seccion | incluye
dos capitulos que tratan sobre la clasificacién taxondmica, historia del mani en Argentina y el me-
joramiento genético del cultivo realizado localmente. La Seccién I, con cinco capitulos, aborda el
desarrollo y crecimiento del mani y los factores ambientales reguladores, los requerimientos hidri-
cos y nutricionales, y la interaccion entre cultivo y bacterias fijadoras de nitrégeno. La Seccién lll,
destinada al manejo del cultivo expone, en seis capitulos, temas de suelos, rotaciones y labranzas,
calidad fisioldgica de las semillas, fecha de siembra, densidad de plantas, madurez de arrancado, y
se completa con una propuesta de buenas practicas agricolas para el cultivo de mani. La Seccion IV
aborda la problematica de la sanidad del cultivo, con énfasis en los factores biolégicos que restringen
el rendimiento del mani (enfermedades fungicas y otras causadas por virus, malezas y artropofauna).
Por ultimo, la Seccién V trata aspectos de la cadena agroalimentaria del mani en cuatro capitulos
que abordan la calidad comercial y alimenticia de los granos, tecnologia,-y mercado laboral y comer-
cial, y concluye con un analisis y calculo de la huella del carbono del mani en Cérdoba.

Entendemos que esta obra cumple con los propdsitos fijados al comienzo de su preparacion por-
que actualiza, amplia y adiciona contenidos tematicos inherentes a esta cadena de valor como la
produccion primaria del mani, su procesamiento industrial, el comportamiento del mercado nacional
y mundial, tratados con un enfoque sistémico anclado en una base sustentable.

Elena M. Fernandez y Oscar Giayetto

Compiladores
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Capitulo 7. Bacterias asociadas a la planta de mani

Mecanismos y fisiologia de la interaccion

Jorge Angelini, Tania Taurian, Fernando Ibariez, Maria L. Tonelli, Eliana Bianucci, Maria
S. Anzuay, Lucio Valetti, Ana Furlan, Vanina Mufoz, Liliana Luduena, Evelin Carlier, Stella
Castro y Adriana Fabra

La interaccion mani-bradirizobios: modo en que las bacterias invaden los
tejidos vegetales

La infeccion de las raices de leguminosas por cepas rizobianas comprende eventos (genética-
mente determinados por la leguminosa huésped) que se desarrollan en la planta con posterioridad a
la adherencia de las bacterias a la raiz y que concluyen con la invasion del primordio nodular. En el
mecanismo de infeccion radical mejor conocido, se produce el curvado del pelo radical y la forma-
cion de hilos de infeccidn y se desarrolla en miembros de las tres subfamilias de leguminosas (Cae-
salpinieae, Mimosoideae y Papilionoideae). Para que la infeccién ocurra, los rizobios deben primero
reconocer y luego responder a la presencia de las raices de la planta huésped. Durante su creci-
miento en la rizésfera estas bacterias perciben compuestos secretados por la raiz del huésped tales
como flavonoides, isoflavonoides y betaina y responden induciendo los genes de nodulacién nod, nol
y noe. Entre las funciones de estos genes estéa la de posibilitar la sintesis y el transporte de los facto-
res Nod, los que inician muchos de los cambios observados en la planta huésped durante las etapas
tempranas del proceso de nodulacion, tales como la deformacion del pelo radical, oscilaciones de
las concentraciones de calcio intracelular, depolarizacién de la membrana e iniciacion de la division
celular en la corteza radical, dando lugar a la formacién de un primordio de nédulo (Engstrom et al.,
2002; Charron et al., 2004). Para que ello ocurra, las bacterias deben primero adherirse a laraiz de la
leguminosa huésped. En Rhizobium leguminosarum se ha descrito que este proceso requiere de dos
pasos: en el primero, la adherencia es débil, dependiente del calcio y estd mediada por una proteina
llamada rhicadhesina (Smit et al., 1989), y el segundo paso esta mediado por la sintesis bacteriana
de fibrillas de celulosa, lo que parece requerir la formacion de estructuras tipo biofilms en el extremo
de los pelos radicales (Smit et al., 1987).

La planta también participa en la etapa de la colonizacién rizobiana, en un proceso mediado por
las lectinas. Estas moléculas, que se localizan en los extremos radicales, permitirian la union espe-
cifica entre la pared celular vegetal y la superficie de las bacterias compatibles (Diaz et al., 1989).

Después del reconocimiento de los factores Nod sintetizados por rizobios compatibles, se inicia
una cascada de sefalizacion que activa en la planta numerosos genes e induce cambios morfolégi-
cos en la raiz. De este modo, los pelos radicales en crecimiento ubicados en la porciéon inmediata-
mente superior al apice radical comienzan a curvarse, atrapando una colonia bacteriana. En el pelo
radical curvado se produce la lisis de la pared celular y se desarrolla un hilo de infeccion intracelular
por invaginacion de la membrana celular. Dentro de esa estructura las bacterias se dividen, el hilo de
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infeccidn crece hacia el interior de la célula epidérmica hasta alcanzar la pared celular distal, y las
bacterias entran al espacio intercelular entre la célula epidérmica y la célula ubicada inmediatamente
debajo de ésta. En esta ultima se produce una invaginacién de modo similar a lo ocurrido al comien-
zo del desarrollo del hilo de infeccién. De esta manera se propaga esta estructura, completamente
ocupada por bacterias, hacia el interior de la raiz. La ramificacion del hilo, a medida que crece y al-
canza el primordio nodular, aumenta el nimero de células colonizadas de este 6rgano (Gage, 2004).

En lo referido a la contribucién bacteriana en la formacién del hilo de infeccién, en algunas simbio-
sis se ha observado que mutantes rizobianas incapaces de sintetizar exopolisacaridos (EPS) indu-
cen el crecimiento anormal del hilo de infeccion (Gage et al., 1996; Gage y Margolin, 2000). También
se les atribuy6 a estas moléculas un rol en la proteccidn de las bacterias contra las respuestas de
defensa de la planta. Por otra parte, los lipopolisacaridos y los beta-glucanos ciclicos han sido estu-
diados en relacién con su funcién en simbiosis (Spaink et al., 1998; Spaink, 2000).

Los componentes genéticos requeridos para la cascada de sefalizacién activada por los factores
Nod incluyen proteinas receptoras de estos factores que se ubican en la membrana plasmatica de
las células epiteliales, canales i6nicos en la membrana nuclear, una proteina quinasa calcio/calmo-
dulina dependiente (CCaMK) y reguladores transcripcionales (Oldroyd et al., 2011).

Simultaneamente con la formacion del hilo de infeccidén en las células epidérmicas, las células
diferenciadas de la corteza radical comienzan a dividirse para originar un meristema nodular. El
desarrollo coordinado de los procesos de infeccion (que ocurre en la epidermis) y de organogénesis
del nddulo (que ocurre en la corteza) es crucial para el establecimiento de simbiosis fijadoras de ni-
trégeno (Oldroyd y Downie, 2008). La rapida respuesta que se desarrolla en la corteza radical como
consecuencia de la percepcion de los factores Nod en las células epidérmicas de la raiz, indica que
es necesaria una via de comunicacion entre ambas regiones. Dado que la epidermis radical limita el
libre flujo de los factores Nod, parece poco probable que estos compuestos actiuen directamente a
nivel de las células corticales (Oldroyd y Downie, 2008).

Actualmente se conoce que un receptor de citocininas en la corteza radical seria requerido para
iniciar el proceso de organogénesis del ndédulo en Medicago truncatula y Lotus japonicus. Ello in-
dicaria que dicha hormona constituye un componente clave de este proceso y que podrian actuar
como sefal moévil comunicando a la corteza radical la percepcion de los factores Nod en la epidermis
(Ferguson et al., 2010).

La infeccién rizobiana en plantas de mani, sin embargo, esta mediada por otro mecanismo que
involucra la invasion intercelular del tejido radical y tiene lugar en la base de las raices laterales o
adventicias. Con algunas variantes, este tipo de infeccion ocurre en otras pocas leguminosas (sub)
tropicales (Sesbania, Stylosanthes, Neptunia, Aeschynomene, Mimosa, entre otras) (Boogerd y van
Rossum, 1997) que no desarrollan pelos radicales o lo hacen en poca cantidad (Sprent, 2007). En
este caso, los rizobios no penetran a través de la célula epidérmica del pelo radical sino que coloni-
zan directamente la corteza radical, en algunos casos via fisuras (“cracks”) en la epidermis que se
originan como consecuencia del desarrollo de raices laterales o adventicias (Figura 1).
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Figural. A) Etapas iniciales de la colonizacién rizobiana; B) Sitio de infeccion rizobiana en la raiz; y C) Desa-
rrollo del primordio de nddulo en las células corticales

En mani, si bien los pelos radicales en la raiz principal y las laterales son raros o estan ausentes,
se forman multiples pelos multicelulares en el angulo que se establece entre la raiz principal y la
raiz lateral, los que emergen de células epidérmicas del primordio de raiz lateral. AUn cuando se ha
observado deformacién y curvado de estos pelos, ello no constituye un requisito para la infeccion
y nodulacion (Chandler et al., 1982). Sin embargo, los pelos radicales serian esenciales para la
nodulacion y se ha observado que son colonizados por los rizobios, aunque su funcion no esta clara
(Uheda et al., 2001).

El sitio preciso de infeccidn en mani se encuentra entre una célula epidérmica y la célula basal del
pelo radical axilar de la raiz lateral. Luego, los rizobios ocupan el espacio entre las células epidérmicas
y corticales. Debajo de algunos de los pelos radicales axilares, las células basales comienzan a
aumentar su tamano y son las primeras en ser infectadas por algunas células rizobianas mientras
que otras bacterias continuan diseminandose intercelularmente. La infeccidn exitosa esta restringida
a los sitios de infeccion en los que se encuentran dichas células basales (Chandler, 1978). Todo ello
indica que la presencia de un pelo radical emergente junto con una célula basal de mayor tamario,
co-ocurriendo con la emergencia de la raiz lateral, determina la infectividad en mani.

De las leguminosas estudiadas, solo en Arachis y en Stylosanthes no han sido observadas estructu-
ras similares a los hilos de infeccion ni en pelos radicales ni en primordios de nédulos. Por el contrario,
los rizobios en mani se dispersan intercelularmente separando células corticales a nivel de la laminilla
media. La internalizacion de las bacterias ocurre en unas pocas células vegetales cuya pared celular se
encuentra estructuralmente alterada. Durante esta etapa, las bacterias son rodeadas por una membrana
derivada del huésped y se multiplican rapidamente. Luego la envoltura celular se divide de tal modo que
cada bacteria se encuentra separada y rodeada por membrana. La célula vegetal infectada también se
divide rapidamente distribuyendo de este modo las bacterias entre las células hijas. El sitio de iniciacion
del nédulo parece ubicarse en la corteza de la raiz lateral y no en la de la raiz primaria (Chandler, 1978).
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Dado el particular mecanismo de infeccion que ocurre en mani, se han realizado algunos estu-
dios con el objetivo de compararlo con la via de penetracion mas estudiada que es la mediada por
hilos de infeccién. En este sentido se ha informado que en la adherencia bacteriana a las raices de
mani jugaria un rol importante una proteina con propiedades similares a la rhicadhesina (Dardanelli
et al., 2003). Otros componentes de las células rizobianas como son los exopolisacaridos también
cumplirian un rol simbidtico ya que mutantes afectadas en la sintesis de estos compuestos inducen
la formacion de nodulos vacios (Morgante et al., 2005). Ademas, se informé que los EPS de micro-
simbiontes de mani serian necesarios para evadir la respuesta de defensa de la planta (Morgante et
al., 2007). También se conoce la estructura de los factores Nod sintetizados por rizobios que nodulan
mani (Taurian et al., 2008), se ha demostrado que estas moléculas modulan la respuesta de defen-
sa de la planta que se activa en la interaccion con los rizobios (Mufioz et al., 2014). Por otra parte,
se han identificado en los exudados de esta leguminosa los flavonoides daidzeina, genisteina y, en
concentraciones mas bajas, crisina, capaces de inducir la expresion de los genes de nodulacion
(Angelini et al., 2003).

Una de las diferencias fundamentales entre la invasioén por hilos de infeccion y la que ocurre en
mani reside en la colonizacion primaria y la entrada en los tejidos vegetales. Para el primero de los
mecanismos mencionados, la primera barrera que deben atravesar los rizobios esta a nivel epidérmi-
co (donde se ubican los receptores de los factores Nod) mientras que para el segundo se encuentra
a nivel cortical. Sin embargo, se ha informado que los factores Nod son también requeridos para la
nodulacioén de raices de mani ya que en su ausencia no se observa la division de las células corticales
que formaran el nédulo y, por lo tanto, no se inicia el proceso de organogénesis nodular que ocurre
a nivel cortical (Ibafiez y Fabra, 2011). Por otra parte, en esta interaccion se induce la expresion del
gen que codifica para la proteina CCaMK, cuya funcién seria la de censar las oscilaciones de calcio
y de este modo posibilitar la induccién de las respuestas corticales (Sinharoy y DasGupta, 2009).

Esta claro que el estudio de la invasion intercelular del tejido radical de leguminosas se encuen-
tra recién en sus comienzos y que los avances en este sentido pueden enriquecer el conocimiento
general de la infeccidn rizobiana. Un objetivo largamente sostenido por los investigadores ha sido la
comprension profunda de la simbiosis leguminosas-rizobios, lo que podria posibilitar la transferencia
de esta asociacion a otros cultivos de no-leguminosas de importancia agronémica.

Diversidad de bacterias asociadas con los nédulos de plantas de mani

A pesar de su importancia agronémica, los estudios sobre los rizobios capaces de nodular mani
son relativamente escasos. Como ejemplos se pueden citar aquellos realizados en Argentina (Ibafiez
et al., 2008; Taurian et al., 2002, 2006, 2008), Camerun (Nkot et al., 2008), Canada (van Rossum et
al., 1995), China (Yang et al., 2005; Zhang et al., 1999; Wang et al., 2013), India (Saleena et al., 2001),
Marruecos (El-Akhal et al., 2008) y Sudafrica (Law et al., 2007; Steenkamp et al., 2008).

Tradicionalmente, se ha informado que la planta de mani es capaz de establecer una simbiosis fijadora
de nitrégeno efectiva con bacterias de crecimiento lento pertenecientes al género Bradyrhizobium (Fab-
ra et al., 2010). Este género es un grupo cosmopolita con caracteristicas fenotipicas muy diversas,
que incluye microorganismos que exhiben una gran variedad de estilos de vida y propiedades me-
tabdlicas. Teniendo en cuenta su capacidad simbidtica, Bradyrhizobium es un grupo heterogéneo,
capaz de formar nédulos en leguminosas de importancia econémica (como soja y poroto), asi como
en la no-leguminosa Parasponia (Trinick, 1973). En la actualidad, existen numerosas especies
reconocidas dentro del Género. Entre ellas, se pueden citar B. japonicum (Jordan, 1982), B. elkanii
(Kuykendall et al., 1992), B. liaoningense (Xu et al., 1995), B. yuanmingense (Yao et al., 2002), B.
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betae (Rivas et al., 2004), B. canariense (Vinuesa et al., 2005), B. iriomotense (Islam et al., 2008), B.
lablabi (Chang et al., 2011), B. pachyrhiziy B. jicamae (Ramirez-Bahena et al., 2009). Ademés, se ha
propuesto transferir la especie Blastobacter denitrificans al Género Bradyrhizobium como Bradyrhi-
zobium denitrificans (van Berkum et al., 2006). Finalmente, muchos estudios indican que el Género
Bradyrhizobium contiene varias especies no descriptas aun, a nivel de genoespecies (Vinuesa et al.,
2005; van Berkum y Fuhrmann, 2000; Willems et al., 2001; Willems et al., 2003; Zhang et al., 2007).

La diversidad de microsimbiontes de mani obtenidos a partir de distintas regiones geograficas ha
sido examinada mediante analisis morfofisiolégicos y moleculares. En conjunto, todos los estudios
revelaron una elevada heterogeneidad y diversidad en la poblaciéon de micoorganismos de crecimien-
to lento nodulantes de mani.

Estudios realizados con el fin de conocer la afiliaciéon taxondmica de las bacterias de crecimiento
lento nodulantes de mani en China, han clasificado a los microorganismos como B. liaoningense, B.
japonicumy B. yuanmingense (Yang y Zhou, 2008). Mas recientemente, aislamientos de bradirizo-
bios obtenidos a partir de nédulos de plantas, de esta leguminosa, crecidas en el pais asiatico fueron
descriptos como pertenecientes a dos nuevas especies, Bradyrhizobium lablabi (Chang et al., 2011)
y Bradyrhizobium arachidis (Wang et al., 2013). Por otra parte, aislamientos obtenidos de Salaman-
ca (Espana) fueron clasificados como B. canariense (Rivas et al., 2009). Ademas, aislamientos de
ndédulos de plantas de mani provenientes del sur de Africa se han clasificado en un nuevo linaje
designado SA-3 (Steenkamp et al., 2008).

En nuestro pais, la diversidad de bradirizobios nodulantes de mani habia sido poco estudiada.
Ademas, los analisis realizados estaban basados principalmente en las secuencias del ADNr 16S
(Bogino et al., 2010), que ha demostrado ser poco informativo para la delimitacién de especies de
Bradyrhizobium debido al alto grado de conservacion existente, incluso entre distintas cepas (van
Berkum y Fuhrmann, 2000; Vinuesa et al., 2005). Sin embargo, en un trabajo reciente se analiz6 la
afiliacion taxonémica de aislamientos rizobianos nativos del &rea manisera de Cérdoba mediante la
secuenciacion del gen dnaK y la region espaciadora 16S-23S (ITS) pertenecientes al genoma basi-
co y el gen simbidtico nodA (Muroz et al., 2011). Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en
ese trabajo indican que los aislamientos nativos representan variantes localmente adaptadas de B.
yuanmingense y B. iriomotense, cuyos genes simbidticos han sido moldeados por eventos de trans-
ferencia lateral de genes. De manera interesante, las secuencias nodA obtenidas en este trabajo no
se encuentran totalmente relacionadas con las ya descriptas, pudiendo representar nuevos Clados
nodA.

Es importante sefialar que distintos autores encontraron que, ademas de los bradirizobios tradicio-
nales, microorganismos pertenecientes al Género Rhizobium también son capaces de asociarse con
nédulos de mani en Argentina (Taurian et al., 2006) y Marruecos (El-Akhal et al., 2008). Este ultimo
grupo de bacterias incluye aislamientos relacionados filogenéticamente con las especies R. giardinii
y R. tropici (Taurian et al., 2006) y R. huautlense, R. galegae (El-Akhal et al., 2008). Los aislamientos
provenientes de Argentina fueron ademas caracterizados mediante el analisis de los genes gInA,
nifH y nodC. Estos estudios confirmaron su afiliacion taxonémica y revelaron que poseen genes de
nodulacién filogenéticamente emparentados con R. tropici (Ibafez et al., 2008).

Es interesante destacar que los rizobios no constituyen el Unico componente bacteriano de
los nédulos. En un trabajo reciente, Ibafez et al. (2009) recuperaron varios aislamientos bacte-
rianos a partir de nédulos de mani esterilizados superficialmente obtenidos de plantas crecidas
en suelos de Cdérdoba - Argentina. El analisis filogenético de las secuencias demostré que
los aislamientos pertenecen al Phylum Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria e incluyen
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Pseudomonas spp., Enterobacter spp. y Klebsiella spp. Después de su conservacién en medios
de cultivo, estos aislamientos resultaron incapaces de inducir la formacién de nédulos en mani,
pero aun asi incrementaron el crecimiento de las plantas. Cuando fueron inoculados de manera
simultanea o secuencial con una cepa infectiva de Bradyrhizobium, se encontré que fueron capaces
de colonizar nddulos preformados. El analisis de los genes simbidticos demostré la presencia del
gen nifH sdélo en las bacterias pertenecientes al Género Klebsiella; mientras que el gen nodC no
pudo ser amplificado por PCR ni detectado por Southern Blot en ninguno de los aislamientos. Estos
resultados sugieren que los aislamientos constituyen bacterias oportunistas capaces de colonizar
nddulos inducidos por las cepas compatibles de rizobios. Las implicancias de este hallazgo podrian
ser significativas, especialmente si se confirma que la asociacién entre Gammaproteobacterias y los
nddulos de mani es comun en la naturaleza y si esta interaccidn posee la capacidad de promover el
crecimiento de la planta.

Otras bacterias benéficas asociadas a la planta de mani

La rizésfera y la fildsfera de las plantas son lugares que albergan una gran cantidad y diversidad
de microorganismos. En particular, la rizésfera es un habitat en donde convergen numerosas es-
pecies microbianas debido a que los exudados radicales liberados por las plantas constituyen una
importante fuente de nutrientes, especialmente de tipo carbonados. Algunos microorganismos no
tienen efectos visibles sobre las plantas, mientras que otros producen efectos adversos causando
enfermedades que resultan en la muerte o en una reduccioén de su crecimiento, lo que se traduce en
una disminucion del rendimiento de los cultivos. Por otro lado, existen microorganismos que pueden
ejercer un efecto benéfico para el crecimiento de las plantas ya sea de manera directa o indirecta
y las bacterias que poseen esta capacidad han sido denominadas bacterias promotoras del crec-
imiento vegetal o “Plant Growth Promoting Bacteria” (PGPB) (Bashan y de Bashan, 2005). Diversos
géneros bacterianos estan incluidos dentro de este grupo tales como Agrobacterium, Rhizobium,
Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Azotobacter, entre otros. (Cattelan et al., 1999). El
uso de microorganismos para promover el crecimiento de las plantas o para el control de enferme-
dades causadas por fitopatdgenos constituye un area de estudio de gran interés y que se encuentra
en constante crecimiento. Dentro del grupo de bacterias que promueven el crecimiento vegetal,
aquellas que habitan la rizésfera o “Plant Growth Promoting Rhizobacteria” (PGPR) son las mas
estudiadas. Por otro lado, otro grupo cuyo estudio ha ganado mucho interés en los ultimos afios, son
aquellas PGPB capaces de ingresar a los tejidos de las plantas y generar poblaciones endofiticas,
las cuales no so6lo se limitan a infectar raices sino también hojas y tallos (Compant et al., 2005).

Considerando el modo de accion de las PGPB es posible dividirlas en dos grandes grupos: bacte-
rias biocontroladoras, que indirectamente benefician el crecimiento de las plantas, y aquellas bacte-
rias que directamente promueven el crecimiento vegetal, mejoran la germinacion de las semillas o el
rendimiento de los cultivos (Glick et al., 1999). La produccion de fitohormonas y el aumento de la dis-
ponibilidad de nutrientes son los principales mecanismos mediante los cuales las PGPB contribuyen
directamente al crecimiento de las plantas. En particular, este ultimo ocurre por diferentes procesos
tales como fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN), mayor incorporacion de fésforo por solubilizacion
de fuentes fosfatadas insolubles presentes en el suelo e incorporacion de hierro por produccién
de sideréforos por estas bacterias (Podile y Kishore, 2006; Dardanelli et al., 2008). Se han realizado
estudios sobre la asociacion de la planta de mani con bacterias benéficas pertenecientes a ambos
grupos (Arora et al., 2001; Deshwal et al., 2003; Bhatia et al., 2008) siendo, al igual que en las demas
leguminosas, la FBN el proceso mas ampliamente estudiado (Cholaky et al., 1983; Sen y Weaver
1984; Vargas y Ramirez 1989; van Rossum et al., 1993; Castro et al., 1999; Taurian et al., 2002). Sin
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embargo, ademas de los rizobios simbiontes fijadores de nitrégeno, varios autores han reportado
otras bacterias benéficas asociadas a mani las cuales han demostrado tener diferentes propiedades
PGPB tales como actividad solubilizadora de fosfato, produccion de la fitohormona acido indol acéti-
co (AlA) y propiedades biocontroladoras (produccion de sideréforos, antibiosis) (Pal et al., 2000; Dey
et al., 2004; Kishore et al., 2005b). En particular, Anzuay et al. (2007) y Taurian et al. (2010) encon-
traron en bacterias nativas aisladas de plantas de mani de la zona productora de Cérdoba - Argen-
tina, aislamientos con capacidad de producir AlA, solubilizar fosfato inorganico insoluble y producir
siderdforos. Los géneros descriptos con mayor frecuencia asociados a mani y que ejercen efectos
benéficos directos sobre el crecimiento de esta leguminosa son Bacillus y Pseudomonas (Pal et al.,
2000; Dey et al.,, 2004; Kishore et al., 2005b, Taurian et al., 2010). Estudios de campo empleando
cepas de Bacillus (B. subtilis, B. megaterium, y B. firmus) demostraron un aumento en la emergen-
cia de las plantulas de mani, en la longitud de las raices y tallos, en el peso seco y rendimiento del
cultivo de esta leguminosa (Turner y Backman, 1991). Por otro lado, estudios realizados con bacte-
rias pertenecientes al género Pseudomonas que mostraban multiples propiedades promotoras del
crecimiento vegetal, demostraron incrementar el crecimiento de esta leguminosa en ensayos real-
izados en maceta y a campo (Pal et al., 2000). En un estudio en el cual fueron inoculadas plantas
de mani con cepas de Pseudomonas, se encontré una correlacion entre la capacidad de éstas para
aumentar el fosforo disponible con un incremento en la nodulacion, en el rendimiento del cultivo y en
otros parametros de crecimiento vegetal (Dey et al., 2004). Los autores atribuyeron a la capacidad
solubilizadora de fosfato de las bacterias el mayor niumero de nddulos observado en las plantas,
considerando que la obtencidén de los niveles elevados de energia requeridos para el proceso de
fijacion de nitrégeno resultaria de una mayor disponibilidad de fosforo para la sintesis de ATP. De
manera similar, se observé que la inoculacién de bacterias con propiedades PGPB pertenecientes a
diferentes géneros bacterianos tales como Serratia, Pantoea, Enterobacter, Bacillus, Acinetobactery
Enterococcus en plantas de mani incrementd parametros de crecimiento vegetal tales como longitud
y biomasa aérea (Taurian et al., 2010; Anzuay et al., 2011).

Una gran cantidad de bibliografia describe el uso de PGPB biocontroladoras para el control de
fitopatégenos. La utilizacidon de seres vivos y/o de las sustancias que éstos producen para el control
de patdgenos vegetales, se denomina biocontrol o control biolégico (Baker y Cook, 1985). Este térmi-
no es utilizado en referencia al control de enfermedades en plantas y también en frutos o granos en
almacenamiento (control postcosecha).

Los principales patégenos de rizosfera incluyen hongos, nematodos, bacterias y virus. Entre ellos,
los hongos representan un grupo relevante de fitopatégenos y son los mas estudiados en mani. En
la mayoria de los agroecosistemas, los fitopatdégenos de rizosfera pueden constituir un factor impor-
tante que reduce el rendimiento de cultivos de interés agrondmico. Las pérdidas en el rendimiento del
cultivo de mani en la region productora de la provincia de Cérdoba, como consecuencia del efecto
deletéreo de fitopatdogenos fungicos, es debida principalmente a Sclerotinia sclerotiorum, S. minor
(tizdn), Sclerotium rolfsii (marchitamiento por hongo blanco), Fusarium solani (podredumbre parda
de la raiz), Aspergillus niger (Podredumbre negra de la corona) y Thecaphora frezii (Carbon) (March
y Marinelli, 2005). Los fitopatdgenos fungicos de la fildsfera también pueden causar enfermedades
y pérdidas econdmicas en este cultivo: Phaeoisariopsis personata (mancha foliar tardia) (Kishore et
al., 2005a), Cercospora arachidicola, Cercosporidium personatum (viruela), Sphaceloma arachidis
(sarna), Puccina arachidis (Roya del mani), Colletotricum truncatum (antracnosis), Phoma arachidi-
cola (mancha difusa), Phyllosticta arachidis-hypogaea (mancha foliar), Leptosphaerulina crassiasca
(quemadura), Botrytis cinerea (tizén por Botrytis) (March y Marinelli, 2005).
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El control de los patdgenos fungicos por bacterias biocontroladoras puede ser el resultado de
la competencia por nutrientes y nicho, por la interferencia de la sefial de “quorum sensing” del pa-
tégeno, la antibiosis o la induccién de resistencia sistémica en la planta hospedadora (Sturz et al.,
2000; Lugtengberg y Kamilova, 2009). Se han desarrollado diversos ensayos en el laboratorio, en
microcosmo y a campo con el fin de evaluar la efectividad de los agentes de control biol6gico. Kisho-
re et al. (2005b) obtuvieron aislamientos bacterianos pertenecientes al género Pseudomonas de la
rizosfera, filésfera, geocarpdsfera, hojas, raices y enddfitos de semillas de mani, los cuales fueron
efectivos en la supresion de la podredumbre de la corona causada por el fitopatégeno Aspergillus ni-
ger. Mas aun,el sobrenadante de cultivo libre de bacterias de estas cepas mostré actividad fungicida,
induccion de la deformacién del micelio e inhibicién de la formacion de esporas. En ensayos en in-
vernadero con este grupo de cepas, aquellas pertenecientes a P. aeruginosa fueron las mejores bio-
controladoras de la podredumbre del collar, probablemente debido a sus multiples propiedades tales
como la colonizacién efectiva de la rizésfera, produccion extracelular de antibidticos, produccion de
enzimas liticas y sideréforos y a la activaciéon de la respuesta de defensa de la planta. Ademas, en
otro estudio, Kishore et al. (2005c) demostraron que estas cepas también inhibian la actividad de
enzimas hidroliticas producidas por el hongo fitopatégeno S. rolfsii, reduciendo asi la severidad de la
podredumbre del tallo. Por otra parte, Bhatia et al. (2008) seleccionaron dos cepas de Pseudomonas
spp. fluorescentes que poseian actividad antifingica contra Macrophomina phaseolina (podredum-
bre) en ensayos in vitro. Ademas, ambas cepas mostraron las capacidades de producir sideréforos,
acido indol acético, acido cianhidrico (HCN), solubilizar fosfatos e incrementar la germinacién de
semillas. Cuando dichas bacterias fueron utilizadas como inoculantes de mani en ensayos a campo,
se observd un aumento en la cantidad de grano cosechado y una disminucion de la sintomatologia
de enfermedad. Sin embargo, los intentos por comercializar cepas de Pseudomonas spp. para el
control biolégico de enfermedades han fracasado en cultivos extensivos, generalmente debido a la
falta de viabilidad de estas bacterias a largo plazo. Por tal motivo, la comercializacion de bacterias
biocontroladoras esta tendiendo a la utilizacion principalmente de Bacillus spp. esporulados (Kloepper
et al., 2004).

A partir de estudios realizados in vitro con aislamientos bacterianos epifitos y endéfitos obteni-
dos de plantas de mani sanas cultivadas a campo de la zona productora de Cérdoba - Argentina,
se concluyd que la fuente preponderante de potenciales agentes de biocontrol de enfermedades
fungicas pareciera estar constituida por una poblacién de bacterias Gram positivas. En su mayoria
pertenecen al género Bacillus y residen en el exterior de los tejidos de esta leguminosa. El efecto
antagonista de estos aislamientos puede atribuirse a su capacidad de inhibir el crecimiento fungico,
competir por nutrientes y nicho y/o producir sideroforos (Tonelli et al., 2010). En un estudio posterior
se analizé una coleccién de bacterias epifitas y enddfitas aisladas de plantas de mani afectadas por
hongos fitopatégenos (S. minor y F. solani) en la zona manisera. El analisis comparativo de estas
dos poblaciones indicé una reduccion del nimero de aislamientos bacterianos obtenido cuando los
hongos responsables de la enfermedad estaban presentes (Luduefia, 2009). En coincidencia con
los resultados obtenidos en plantas sanas, la mayoria de las bacterias aisladas de plantas enfer-
mas eran Gram positivas y las de mayor potencial biocontrolador también fueron identificadas
como Bacillus spp (Luduefia et al., 2009). A diferencia de los aislamientos provenientes de plantas
sanas, la mayoria de las bacterias biocontroladoras provenientes de plantas enfermas mostraron
las tres actividades biocontroladoras analizadas (antibiosis, produccién de sideréforos e indice de
superposicion de nicho).

Tonelli (2011) encontré que los sobrenadantes libres de células de cepas de Bacillus spp., aislados
de plantas de mani y seleccionados por su actividad inhibitoria de crecimiento fungico, mostraron
actividad hidrolitica B-1,3-glucanasa, lipasa, pectinasa, proteasa y celulasa. Por su parte, Manjula et
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al. (2004) probaron el efecto de la enzima parcialmente purificada a-1,4-N-acetylglucosaminidase
(NAGase) producida por el agente de biocontrol B. subtilis AF1 sobre hojas de mani. En presencia
de la NAGase, la germinacion de esporas de Puccinia arachidis y la incidencia de la enfermedad se
redujo en un 96% y 60%, respectivamente. A su vez, los aislamientos de mani B. circulans GRS243
y S. marcescens GPS5 mostraron actividad quitinolitica y fueron capaces de controlar la enfermedad
mancha foliar tardia cuando se pulverizaron manualmente sobre hojas de este cultivo que habian
sido suplementadas previamente con quitina coloidal (Kishore et al., 2005d).

Otro mecanismo involucrado en la actividad biocontroladora directa es la produccion de antibié-
ticos. En sobrenadantes libres de células de cultivos de aislamientos del género Bacillus, obtenidos
de plantas de mani cultivadas a campo, se determiné la produccion de los antibidticos surfactina,
fengicina e iturina A (Tonelli, 2011) los que podrian estar involucrados en la capacidad biocontrola-
dora de dichos aislamientos.

Entre los metabolitos involucrados en la inhibicién del crecimiento fingico por parte de agentes de
biocontrol, los sideréforos son de gran relevancia. La capacidad de producir estos compuestos de
bajo peso molecular frente a condiciones limitantes de hierro (Hofte et al.,1993), confiere al antago-
nista una ventaja competitiva frente al patdégeno (Duijff et al., 1999). A ello, se suma que estas molé-
culas han sido vinculadas a la induccion de resistencia sistémica en la planta (Leeman et al., 1996).

La competencia por nutrientes y nicho, la produccion y secrecion al medio de enzimas hidroliticas,
antibiéticos y siderdforos representan mecanismos directos de control biolégico. Un mecanismo de
biocontrol indirecto, denominado induccion de resistencia sistémica (ISR) resulta de la respuesta
producida por la planta a compuestos volatiles y no volatiles, sintetizados por las PGPB e implica una
cascada de reacciones de defensa (Kloepper et al., 1992). La informacion acerca de la participacion
de la ISR en la proteccion de mani frente a fitopatdgenos es controversial. Zhang et al. (2001) pro-
baron, en ensayos en invernadero y a campo, la ISR elicitada en mani por bacterias (inductoras en
otros cultivos) y por inductores quimicos (acido salicilico, salicilato de sodio, acido isonicotinico, acido
benzotiadiazol-7-carbdnico S-metil éster y acido DL-B-amino-n-butirico), contra la mancha foliar tar-
dia causada por Cercosporidium personatum. Ninguno de los inductores evaluados, bioldgicos o qui-
micos, mostraron resultados consistentes que indicaran proteccion contra el ataque del fitopatégeno.
Por el contrario, Kishore et al. (2005c) probaron el efecto de la inoculacion de las bacterias Serratia
marcescens GPS5 y Pseudomonas aeruginosa GSE18 contra Phaeoisariopsis personata, causante
de la mancha foliar en mani. Ambas cepas pulverizadas sobre las hojas redujeron la frecuencia de
las lesiones e incrementaron la actividad de las enzimas quitinasa, 3-1,3-glucanasa, peroxidasa (PO)
y fenilalanina amonio liasa (PAL), involucradas en la defensa vegetal. En otro estudio, Madhaiyan et
al. (2006) demostraron que plantas de mani previamente tratadas con la bacteria Methylobacterium
spp. Y luego infectadas con los fitopatdégenos S. rolfsii o A. niger, mostraron elevados niveles de
actividad enzimatica 3-1,3-glucanasa, PO y PAL y reduccion del indice de podredumbre causada
por dichos patégenos. En coincidencia con estos resultados, Tonelli et al. (2011) mostraron que la
inoculacion de la bacteria biocontroladora Bacillus sp. CHEPS5, previo al enfrentamiento con S. rolfsii,
agente causal del marchitamiento por hongo blanco en mani, disminuy6 la severidad de la enferme-
dad, manteniendo mayores niveles de clorofila y produccién de biomasa en comparacion con plantas
tratadas sélo con el fitopatégeno. Ademas, Bacillus sp. CHEPS indujo sistémicamente el aumento de
la actividad de la PAL, siendo mayor la actividad especifica de esta enzima en plantas que, previo al
ataque con S. rolfsii, fueron inoculadas con la bacteria biocontroladora.

Entre los microorganismos biocontroladores descriptos para el cultivo de mani es importante des-
tacar el rol de hongos benéficos como los pertenecientes al género Trichoderma. Ensayos en inver-
nadero y a campo demostraron que la aplicacion de T. harzianum ITEM3636 y T. longibrachiatum
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ITEM3635 en semillas de mani redujo la incidencia de la podredumbre parda de la raiz causada por
F. solani. Mas aun, el efecto de proteccién contra este fitopatégeno no fue alterado cuando las se-
millas de mani fueron tratadas con especies de Trichoderma y el fungicida Vitavax Flo (Carboxim y
Thiram) (Rojo et al., 2007). Estos resultados sustentan la idea de que la aplicacion de estos agentes
de biocontrol y del fungicida Vitavax Flo en forma conjunta, representa una alternativa interesante en
el manejo integrado de la podredumbre parda de la raiz de mani en el area manisera de Argentina.

Influencia del estrés hidrico sobre la fisiologia y la bioquimica de plantas de
mani

El déficit hidrico es otro de los factores limitantes mas importantes de la productividad del mani. La
mayoria de los estudios estan enfocados a dilucidar las respuestas de las plantas a esta condicion,
sin embargo, la reversibilidad de los efectos es menos conocida. Este proceso es esencial para la
supervivencia de las mismas e implica tanto la reconstruccion de las estructuras dafiadas como el
restablecimiento del metabolismo normal (Moreira et al., 1990).

En plantas de mani expuestas a estrés hidrico, el contenido relativo de agua (CRA) es probable-
mente la variable mas indicativa del estado hidrico de la planta por su estabilidad y sensibilidad a
los cambios (Wright y Nageswara Rao, 1994; Clavel et al., 2005). El potencial osmético es otro para-
metro capaz de reflejar el estado hidrico de la planta en condiciones de estrés. Las plantas pueden
disminuir su potencial osmético por acumulacion activa de solutos en el interior de la célula o por des-
hidratacion de los tejidos. En el primer caso, se dice que las plantas son capaces de realizar ajuste
osmotico mientras que en el segundo, la acumulacion de solutos es una consecuencia indirecta de
la salida de agua. Asi, el grado de ajuste osmético de la planta en condiciones de estrés varia desde
0,1 MPa (Black et al., 1985) a 0,7 MPa (Stirling et al., 1989) con un amplio rango de posibilidades
intermedias dependiendo del genotipo. Estudios realizados en plantas de mani del cultivar Grano-
leico (Criadero “El Carmen”, General Cabrera, Cérdoba) en el estado fenolégico R1 de acuerdo a la
clave fenoldgica de (Boote y Ketring, 1990) mostraron una disminucién de los valores de CRA y de
potencial osmoético en hojas cuando fueron mantenidas bajo suspension de riego durante 14 dias en
condiciones de invernaculo. La disminucion observada en el potencial osmaético no se correlacioné
con el ajuste osmético, aun cuando se observo una acumulacion significativa de azucares solubles
en la planta. Es interesante destacar que la rehidratacién en un corto periodo de tiempo revirtio la
condicion hidrica a los valores controles (Furlan et al., 2012).

Uno de los efectos del déficit de agua en el suelo es la reduccién del crecimiento de hojas y vas-
tago debido a alteraciones en el estado de agua de la planta, en la fotosintesis y expansion de las
hojas, mientras que el crecimiento de la raiz suele verse estimulado como estrategia para incremen-
tar la superficie de explotacion del recurso (Wright y Nageswara Rao, 1994). Asi, en condiciones de
estrés, la raiz principal es muy vigorosa y desarrolla en profundidad, absorbiendo agua de las capas
mas profundas del suelo (Nageswara Rao et al., 1988). Painawadee et al., (2009) informaron un in-
cremento en el peso seco radical de plantas de mani relacionado a una mayor densidad y longitud.
De este modo, la capacidad del mani para mantener un sistema radicular viable durante periodos
de estrés hidrico contribuiria a la tolerancia del cultivo a esta condicién desfavorable (Reddy ef al.,
2003).

En condiciones de estrés hidrico, una de las respuestas fisiolégicas fundamentales de la planta es
la acumulacién de la hormona acido abscisico (ABA), componente clave en la regulacion de respues-
tas esenciales para la adaptacion al estrés, actuando como una sefial a larga distancia (raiz-hoja) del
potencial agua en el suelo. Las respuestas inducidas por ABA incluyen cambios en la conductancia
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estomatica asociados con la reduccion en la transpiracion y en la incorporacion de CO,, acumulacion
de osmolitos y expresién de genes especificos. Por tal motivo, ABA es definido como la principal
hormona de estrés debido a su rapida acumulacién bajo estas condiciones y a su participaciéon en
mecanismos fisioldgicos y bioquimicos que ayudan a la supervivencia de las plantas (Zhang et al.,
2006). Un paso limitante en la sintesis de ABA es el clivaje oxidativo del compuesto cis-epoxicarote-
noide que es llevado a cabo por la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED). Rong-Wan
y Li (2006) demostraron que la expresién del gen (AhNCED1) en plantas de mani es inducido por
la deshidratacion. Asi, en respuesta al déficit hidrico, el transcripto (AhRNCED1) y ABA enddgeno se
acumulan predominantemente en hojas vy tallos, lo que sugiere la produccion adicional de ABA en
hojas de mani.

Entre las respuestas bioquimicas a la condicion de estrés se encuentra la produccion de especies
reactivas del oxigeno (EROs) con moderada (O,", radical superoxido; H,O,, peroxido de hidrégeno) o
elevada (‘OH, radical hidroxilo; 'O, oxigeno singlete) reactividad quimica. Las EROS son productos
del metabolismo aerdbico normal y fotosintesis y median procesos como la interacciéon con microor-
ganismos patdgenos y benéficos (Mittler et al., 2004), entre otros. Cuando la produccion de EROs
supera la capacidad de la célula para eliminarlas puede causar un estrés oxidativo, que se manifiesta
por la oxidacion de lipidos (cuantificado a través del contenido de malondialdehido —MDA-), proteinas
y ADN. Frente a estas condiciones, las plantas estimulan la sintesis de antioxidantes no enzimaticos
como el ascorbato (vitamina C) y el glutation (GSH) y de enzimas antioxidantes tales como superéxido
dismutasa (SOD) para la dismutacion de O, a H,0O, (Bowler et al., 1992), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX) y glutation peroxidasa (GPX), para la reduccion de H,O, a H,O (Asada, 1999; Mi-
ttler, 2002) y la glutatién reductasa (GR) responsable de la reduccion del glutation oxidado (GSSG)
a GSH. La actividad de esta ultima enzima resulta fundamental para mantener una elevada relacion
GSH/GSSG, controlando el estado redox de la célula. El balance entre la produccién de EROs y la
actividad de las enzimas antioxidantes determina el inicio de la sefalizacién oxidativa y/o muerte
celular (Moller et al., 2007).

Soave et al. (2011) clasificaron a 50 genotipos de mani como sensibles o tolerantes al estrés hidri-
co considerando el contenido de MDA, clorofila, indice de cosecha y rendimiento, concluyendo que
el cultivar Granoleico, entre otros, es tolerante a dicho estrés. Furlan ef al. (2014) analizaron algunas
de las respuestas fisiologicas y bioquimicas de las plantas de mani cv. Granoleico al estrés hidrico.
Los resultados obtenidos mostraron un incremento en la produccion de O,y H,O, con el consiguien-
te dano oxidativo a biomoléculas (lipidos y proteinas) y la induccién de las enzimas antioxidantes
en nodulos revelando un estado de estrés oxidativo. Ademas, se observé un aumento significativo
en los niveles de la fitohormona ABA en hojas y raices de plantas, lo que podria constituir un factor
clave para evitar la pérdida de agua (Furlan et al., 2013). En esta leguminosa, la rehidratacién de
las plantas es capaz de revertir los niveles de los bioindicadores de estrés hidrico y oxidativo (ABA,
azucares solubles y EROs) y el daio a biomoléculas (lipidos y proteinas) en un corto periodo (72 h)
(Furlan et al., 2012).

Es conocido que el estrés hidrico afecta la nodulacién, el crecimiento de los nédulos (biomasa) y
la FBN en diferentes leguminosas, incluyendo al mani (Hungria y Vargas, 2000; Giller, 2001; Pimratch
et al.,, 2008a). Los efectos del estrés hidrico en el funcionamiento del nédulo podrian resumirse en: a)
disminucion del ingreso de compuestos carbonados al nédulo a través del floema, b) modificacion de
la permeabilidad al oxigeno debido a alteraciones en la morfologia de células corticales y espacios
intercelulares; y c) cese de la produccién de compuestos nitrogenados por autorregulacion negativa
debido a la acumulacion de los mismos en el nédulo (Serraj et al., 1999). La informacion acerca del
efecto del estrés hidrico sobre la FBN en mani es controversial. Autores como Venkateswarlu et al.
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(1989) han observado que en mani dicho proceso es extremadamente sensible a periodos de défi-
cit hidrico. Sinclair et al. (1995) informaron que cultivares de mani susceptibles a estrés hidrico no
mostraron diferencias en las tasas de FBN, excepto cuando el estrés fue severo. Furlan et al. (2012)
mostraron una disminucién en el nimero y peso seco de nédulos y en el contenido de N en plantas
de mani cultivar Granoleico bajo un estrés hidrico severo. Del mismo modo, Nambiar y Dart (1983) y
Pimratch et al. (2008b) encontraron que la reduccion en la tasa de FBN en mani era proporcional a la
severidad del estrés impuesto, mientras que DeVries et al. (1989) mostraron que el mani fue menos
sensible al estrés hidrico que soja, poroto y arveja.

Impacto del Cadmio sobre el mani y los microorganismos simbiontes:
mecanismos bioquimicos y fisiolégicos involucrados en la estrategia de
tolerancia

Los microorganismos y las plantas en su ambiente natural estan expuestos a diferentes contami-
nantes entre ellos, los metales pesados. Estos estan presentes naturalmente en los suelos, pero en
los ultimos afos la polucién ambiental por metales y metaloides es cada vez mas intensa como con-
secuencia del aumento de una variedad de actividades antropogénicas: vertido de aguas residuales
urbanas, aplicacion de fertilizantes, uso de pesticidas, operaciones en la industria minera, etc., que
estan afectando progresivamente a mas y diversos ecosistemas (Pinto et al., 2004). Uno de los
metales pesados mas perjudiciales para la naturaleza, aun en bajas concentraciones es el cadmio
(Cd). En la corteza terrestre, este metal se encuentra en cantidades muy bajas (< 1 mg/kg) (Roberts,
1996). En suelos agricolas, las principales fuentes de Cd provienen del uso de fertilizantes a base de
fosfatos, lodos y residuos industriales. En particular, el aporte de Cd por los fertilizantes fosfatados es
considerado uno de los problemas mas graves de contaminacién en paises que tienen una intensa
economia de exportacion agricola como Australia. Hasta el afio 2001, en Argentina, no existia una le-
gislacion que regulara las concentraciones de Cd en los suelos. En 2002, por decreto reglamentario
831 (1993) de la Ley Nacional 24051 de residuos, determinaron los niveles guia o valores permitidos
de Cd en los suelos. En esta ley se expuso que el contenido de Cd en los suelos agricolas, de uso
residencial e industrial no debiera sobrepasar los 3,5 y 20 mg Cd kg™ suelo, respectivamente. Un
dato relevante es que las concentraciones de Cd en los suelos podrian superar dicho limite debido
a malas practicas de las actividades humanas (mineria, uso excesivo de fertilizantes, etc.), o bien
como consecuencia de la naturaleza del suelo y de las condiciones climaticas. Numerosos paises
poseen legislaciones que regulan la concentracion de Cd en fertilizantes y su aplicacién, y son muy
rigurosos en cuanto a su cumplimiento. Sin embargo, en Argentina no hay regulacién que establezca
el maximo contenido permitido de dicho metal en los fertilizantes, por lo que la aplicacion reiterada
de éstos a base de fosfatos puede resultar en un grave problema para el ambiente.

Los estudios tendientes a conocer el efecto del Cd sobre el crecimiento de la planta de mani en
ensayos de invernaculo son escasos, y existe aun menos bibliografia sobre ensayos realizados a cam-
po. Si bien las plantas incorporan metales del suelo, la eficacia de su captacion es dependiente de la
disponibilidad, la que a su vez depende de muchos factores tales como pH, contenido de materia or-
ganica en el suelo, etc. (Greger, 2004). En Australia, se encontraron altas concentraciones de Cd en el
tegumento y en el grano de mani (0,67 mg kg™), lo cual es un grave problema para el consumo humano
(Bell et al., 1997). En Argentina, el contenido de Cd en el tegumento alcanzé valores de 0,3 mg kg’
(Spahn et al., 2002). Por otra parte, Inga ef al. (2003) analizaron los niveles de Cd en granos de mani
provenientes de la region manisera de Cordoba - Argentina, los valores hallados (0,04 mg kg™') fueron
inferiores a lo establecido por las regulaciones internacionales de la Unién Europea (0,5 mg kg™).
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Estudios realizados por investigadores de EE.UU. en suelos de Peru, Africa y EE.UU. demostraron
que en el suelo persiste al menos el 80% del Cd proveniente de impurezas de los fertilizantes fosfa-
tados aplicados (Kponbleku y Tabatabai, 1994). Es asi que el manejo no adecuado de las practicas
agricolas, aplicando fertilizantes fosfatados de forma desmedida, impactaria negativamente no sélo
en los microorganismos del suelo y en el rendimiento del mani sino que afectaria de manera consi-
derable a la salud humana por el consumo de granos contaminados con el metal.

Es conocido que la toxicidad por metales pesados se debe en parte al estrés oxidativo producido
por las EROs generadas a través de diferentes mecanismos dependiendo del metal de que se trate.
El Cd no experimenta cambios redox y por lo tanto, a diferencia del Fe o Cu, no actia directamente
en la generacion de EROs. Sin embargo, puede actuar como prooxidante a través de la alteracion de
los sistemas de defensa antioxidante. El estrés oxidativo producido por el Cd se manifiesta por dafios
a lipidos y proteinas tales como la peroxidacion lipidica y la formaciéon de grupos carbonilo. Los mi-
croorganismos Y las plantas poseen sistemas de defensa antioxidante (enzimatico y no enzimatico)
para mantener el estado redox y mitigar el dafio causado por el estrés oxidativo. Por otra parte, las
plantas han desarrollado distintas estrategias para protegerse de la toxicidad del Cd que involucran
a la raiz como primera barrera de defensa mediante la inmovilizacion del metal y el secuestro del Cd
intracelular por fitoquelatinas (PCs) y la posterior compartimentalizacion en la vacuola. Las PCs son
polipéptidos de composicién (yGlu-Cys)n-Gly, donde n=2-11, y su sintesis se induce en presencia
del metal usando al glutation como sustrato. Los ensayos tendientes a conocer el efecto del Cd en
plantas de mani cv Granoleico mostraron que el metal produce alteraciones en el crecimiento depen-
diendo de la concentracion aplicada al medio de cultivo (Figura 2). A 10 uM Cd, el contenido de H,0,,
la oxidacién de lipidos y proteinas en raices y hojas asi como el contenido de clorofila de las hojas
no se encontraron alterados. También, se determiné que el metal se halla acumulado mayormente
en raices y so6lo una pequefia parte es traslocada a las hojas. Dado que se identificaron diferentes
tipos de fitoquelatinas en raices, resulta probable que estas moléculas actien previniendo un dafio
extensivo del metal sobre los lipidos y proteinas en hojas y raices. Se propuso entonces que las PCs
podrian cumplir un rol importante en el mecanismo de defensa de la planta secuestrando el Cd intra-
celular y limitando posiblemente el dafio oxidativo a macromoléculas (Bianucci et al., 2012a).
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Figura 2. Plantas de mani expuestas a distintas concentraciones de cadmio (uM): a) 0, b) 10, c) 20 y d) 40.

En la interacciéon simbidtica leguminosa-microorganismo, es altamente sensible a la toxicidad por
metales pesados y, en particular, la presencia de Cd en el suelo reduce la formacion y funcionalidad de
los nédulos (Porter y Sheridan, 1981; Balestrasse et al., 2004). Investigaciones sobre el efecto del Cd
en microorganismos simbiontes de mani revelaron una respuesta diferencial del crecimiento indicando
que existen variaciones especificas de cepa que influyen en la tolerancia al metal (Bianucci et al., 2011).
Asi, las cepas tolerantes mostraron un aumento significativo del contenido de glutatiéon (GSH), por lo
que se puede inferir que este tiol se encuentra involucrado en la defensa antioxidante favoreciendo el
crecimiento bacteriano. Asimismo, la mayor actividad de las enzimas glutation reductasa (GR) y gluta-
tién peroxidasa (GPX) encontrada en la cepa tolerante (Bradyrhizobium sp. NLH25) permite mantener
una elevada relacion GSH/GSSG intracelular, siendo ésta una de las posibles causas de la tolerancia al
metal (Bianucci et al., 2012b). Especificamente en la simbiosis mani-Bradyrhizobium sp., la adicion de
10 uM Cd al medio de cultivo produjo una disminucion significativa del nimero y peso seco de nddulos
asi como en el contenido de N en las plantas inoculadas con la cepa sensible (Bradyrhizobium sp.
SEMIAGB144) o con la cepa tolerante (Bradyrhizobium sp. NLH25). Por lo tanto, la disminucion en el
contenido de N de la parte aérea podria estar relacionada no sélo con el efecto negativo que produce
el metal sobre la funcionalidad de los nédulos sino que, ademas, podria ser consecuencia de la dismi-
nucion en la viabilidad de los microorganismos frente al Cd, lo cual se reflejé en el menor nimero de
ndédulos observado. Los nddulos inducidos por la cepa tolerante o sensible presentaron similar acumu-
laciéon del metal y un incremento en la produccion de EROs. Estos resultados ponen en evidencia que el
Cd impacta negativamente en el proceso de nodulacion de las plantas de mani siendo mas afectada la
interaccion simbidtica establecida con la cepa sensible al metal (Bianucci et al.,2013).
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Implicancia del estrés oxidativo en la senescencia de nédulos de mani

La FBN requiere un cuidadoso balance de las relaciones de oxigeno debido a la alta demanda
energética del proceso y el riesgo asociado de la generacién de EROs. Especificamente, la activi-
dad del complejo nitrogenasa es extremadamente demandante de ATP y por lo tanto de O, (16 ATP
por cada N, fijado), el cual inactiva irreversiblemente la enzima nitrogenasa. En el nodulo el O, esta
principalmente ligado a la leghemoglobina, aunque también se encuentra, en muy bajos niveles, de
forma libre proveyendo de este modo condiciones de microaerofilia para la actividad fijadora. Los
mecanismos por los cuales se genera EROs en los nédulos incluyen la autooxidacion de la leghe-
moglobina, las fuertes condiciones reductoras y la oxidacién de enzimas tales como la nitrogenasa,
ferredoxina e hidrogenasa (Becana et al., 2000).

En algunas leguminosas (poroto, soja y lupino) se ha demostrado que durante la senescencia
nodular disminuyen los niveles de las proteinas totales (parametro indicador de senescencia) y de
moléculas implicadas en la defensa antioxidante y se incrementa la formacion de pigmentos verdes
como consecuencia de la oxidacion de la leghemoglobina (Becana et al., 2000; Puppo et al., 2005).
Numerosas referencias bibliograficas indican un aumento de O, y H,O,a medida que avanza la se-
nescencia (Porcel et al., 2003; Hérouart et al., 2002; Muglia et al., 2008) y, como consecuencia, se
produce la oxidacion de lipidos y proteinas (Evans et al., 1999; Matamoros et al., 2003) generando
un estrés oxidativo.

Carlier et al. (2013) estudiaron la senescencia nodular natural de mani mostrando que a los 25 dias
post-inoculacion (dpi) el 100% de los nédulos analizados eran rojos, indicando una activa fijacion de
N. Estos valores disminuyeron alcanzando un 54% a los 60 dpi y un 39% a los 80 dpi. El contenido
de proteinas solubles totales de dichos nédulos también disminuyé a los 80 dpi. Por el contrario, no
se observaron alteraciones en la produccion de EROS ni en la oxidacién de lipidos. En base a estos
resultados se puede inferir que la senescencia natural en los nédulos de mani parece comenzar a
los 80 dpi (de modo similar a lo que ocurre en otras leguminosas), pero que dicho proceso no estaria
acompanado por un estallido oxidativo.

Las practicas fitosanitarias y su relacién con la diversidad de
microorganismos del suelo asociados al cultivo de mani

Las poblaciones de microorganismos que habitan el suelo en el cual se desarrollan los cultivos
agricolas y la rizésfera, estan sujetas a varios factores que influyen en su densidad, composicion y
actividad. Entre ellos se incluyen las practicas agricolas que pueden afectar directa o indirectamente
a las comunidades microbianas y a las interacciones que ellas establecen con los cultivos. Las altas
tasas de fertilizantes inorganicos y pesticidas aplicados no sélo causan dafios en el habitat, sino tam-
bién en las densidades de bacterias y hongos del suelo, promoviendo o suprimiendo el crecimiento
y la actividad microbiana y generando cambios detectables en la estructura poblacional del suelo
(Kremmer y Means, 2009; Girvan et al., 2004).

Hay numerosas referencias bibliograficas que demuestran el efecto adverso de los agroquimicos
sobre los microorganismos de importancia agricola. En general, los estudios que se realizan se
basan en el recuento de microorganismos de grupos ecolégicos especificos o totales, determina-
cion de actividades enzimaticas como la actividad nitrogenasa, efectos sobre la interaccion entre
microorganismos y plantas y aproximaciones moleculares sobre la influencia en la diversidad micro-
biana de suelos (Doneche et al., 1983; Agarwal et al., 1986; Martinez-Toledo et al., 1997; Shu-Kang
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et al., 2001). Torres et al. (2009) demostraron que dosis altas de insecticidas como Metilparation,
Carbofuran y Lambdacialotrina tuvieron un efecto inhibitorio de la actividad biolégica y la biomasa
bacteriana en los primeros dias de aplicacion. Por su parte, Lagos Caballero et al. (2007) evaluaron
el efecto del herbicida Atrazina sobre poblaciones del suelo y los resultados indicaron que a lo largo
del tiempo el herbicida producia una disminucién en el nimero de bacterias amonificantes, desnitrifi-
cantes, nitrificantes y Nitrobacter. Fabra et al. (1998) demostraron que el fungicida Mancozeb causa
una disminucién del 50% en la viabilidad del microsimbionte de mani Bradyhizobium sp USDA 3187
y afecta la interaccion simbidtica.

Angelini et al. (2013) informaron un efecto negativo de las practicas fitosanitarias convencionales
en el cultivo de mani sobre la abundancia y diversidad de microorganismos fijadores de nitrégeno
de vida libre, asi como sobre la actividad nitrogenasa del suelo. Sin embargo, no se observaron al-
teraciones en la abundancia de bacterias solubilizadoras de fosfatos por accion de dichas practicas
agricolas (Anzuay et al., 2009).

Acompafando a estos estudios, se ha observado un incremento de los controles de registro y
aprobacion de sustancias quimicas para ser utilizadas en la agricultura incluyendo, en algunos pai-
ses, mediciones de los efectos en la microflora del suelo. Asi por ejemplo, la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos, en las guias de registros de pesticidas, requiere informacion refe-
rida a estudios de los efectos de dichas sustancias quimicas sobre funciones microbianas en suelos
(Barbera, 1998). Comprender el efecto de estos agroquimicos sobre la diversidad microbiana del
suelo y su funcionamiento podria contribuir a mejorar la calidad del suelo y a desarrollar agroecosis-
temas sustentables.

Respuesta del cultivo de mani a la inoculacion

El mani es una leguminosa con altos requerimientos de nitrégeno. La aplicacion de inoculantes
para este cultivo depende de la fertilidad del suelo y de los cultivos que lo preceden. Las leguminosas
poseen un mecanismo de regulacién que limita la FBN cuando la planta puede satisfacer su deman-
da desde otra fuente. En consecuencia es posible suponer que en condiciones de baja disponibilidad
de nitrégeno en el suelo, la proporcion del nutriente aportada por la FBN seria mayor y lo inverso
ocurriria en condiciones de alta fertilidad (Castro et al., 2006).

La variabilidad de los rendimientos de grano en el cultivo de mani se puede atribuir a una inade-
cuada nutricion nitrogenada como consecuencia de una baja disponibilidad de N en el suelo y una
pobre FBN de cepas rizobianas nativas, aun cuando éstas inducen la formacién de nédulos. Los
beneficios de la inoculacién con cepas eficientes han sido demostrados para diversas leguminosas
(Reddy et al., 1981; Cholaky et al., 1983; Reddy et al., 1998). La respuesta del cultivo de mani a la ino-
culacién es variable. Castro et al. (2006) informaron que en un suelo con alta fertilidad, ain cuando
la inoculacién no incremento el rendimiento del cultivo de mani, la asociacion simbidtica aporto, en
promedio, el 27% del N acumulado por las plantas. Resultados similares fueron obtenidos por otros
autores (Fabra et al., 2000; Bogino et al., 2005) en contraste con otros estudios en los que se deter-
mino una respuesta a la inoculacion (Diaz-Zorita et al., 2004; Lanier et al., 2005; Zapata et al., 2014;
Balifia y Diaz-Zorita, 2006). En cuanto a la técnica de inoculacion, se obtuvieron mayores beneficios
cuando la misma se realizd en surco, en comparacion con la inoculacion de semillas (Lanier et al.,
2005).
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El conocimiento de los antecedentes del cultivo de los suelos a inocular es relevante. Diversos tra-
bajos indican una mayor respuesta en sitios sin antecedentes de cultivo de mani que en aquéllos con
rotacion manisera (Lanier et al., 2005; Balifia y Diaz-Zorita 2006; Jordan et al., 2006). En ensayos a
campo realizados en la campana 2007/2008 en tres localidades (Pizarro, Chajan y Huinca Renanco)
ubicadas al sur - suroeste de la provincia de Cérdoba, se observé que, en Chajan, la inoculacién con
cepas nativas de Bradyrhizobium sp. no indujo variaciones en el rendimiento, en relacién a la mues-
tra sin inocular. En Pizarro, se observé un incremento en el rendimiento del 30% y del 20% de mani
tipo confiteria. En Huinca Renancd, se determiné un aumento en el rendimiento de 380 kg ha™, aun-
que no fue estadisticamente significativo. La falta de respuesta en Chajan probablemente se deba al
estrés hidrico sufrido por el cultivo durante el llenado de fruto. En Pizarro, donde se observé mayor
respuesta, el suelo es arenoso, muy pobre en materia organica y el nimero de nédulos formados en
plantas sin inocular fue muy reducido o nulo (Valetti et al., 2008).

En algunos casos, las cepas indigenas ineficaces son mas competitivas que la introducida (Godar
et al., 2010). La persistencia en el suelo de cepas efectivas de rizobios inoculados, depende de su
competitividad para la formacién de nédulos, en relacién con la poblacion nativa de rizobios. En nu-
merosos trabajos se ha encontrado que el numero de nddulos ocupados por las cepas inoculadas
es bajo, lo que indicaria su escasa competitividad. Esta caracteristica constituiria una de las causas
de la falta de respuesta a la inoculacién (Castro et al., 1999; Bogino et al., 2005; Castro et al., 2006;
Bogino et al., 2008). De alli que, en la produccién de inoculantes, resulta necesario realizar una
adecuada seleccion de cepas no soélo altamente eficaces en la fijacion de nitrdgeno atmosférico
y capaces de sobrevivir en las condiciones ecoldgicas de la zona que se introducen, sino también
altamente competitivas, incrementando como consecuencia el rendimiento de mani.
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