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Resumen

Al inicio de la década del '70, se retomaron los estudios de los microorganismos que se
asocian a las raices de los vegetales. El desarrollo de estas practicas, crearon el concepto
de biofertilizacion, que es la manera de suministrar a las plantas algun nutriente que
ellas necesitan para su crecimiento, mediante un proceso bioldgico en el que intervienen
diferentes microorganismos. En la actualidad existen diferentes tratamientos para lograr
la biofertilizacion:

1. La inoculacion de leguminosas con bacteria endosimbidticas fijadoras de nitrégeno
atmosférico; estos son microorganismos del género, Rhizobium, Bradyrhizobium, etc.
que efectdan una asociacion simbidtica con la planta, mediante la formacion de nodulos.
2. La inoculacion de gramineas con bacteria diazétrofas fijadoras de nitrégeno
atmosférico; estos microorganismos del género Azospirillum, Azotobacter, etc., no
forman una asociacion simbidtica, sino que su accionar, se produce alrededor del area
de las raices (rizosfera), produciendo sustancias promotoras del desarrollo radicular
(fitohormonas).

Estas asociaciones permiten mantener la sustentabilidad de los sistemas agricolas,
beneficiando, no sélo a los rendimientos de los cultivos, sino también a las condiciones
fisico quimicas de los suelos cultivados. En el siguiente trabajo, se presentaran los casos
de asociacion simbidtica en leguminosas y gramineas, tomando como ejemplo a los
cultivos de soja y maiz respectivamente.



Capitulo I: Introduccién general

El nitrogeno es uno de los elementos esenciales en la nutricion de las plantas. El
nitrégeno es uno de los factores limitantes mas comunes de la produccion vegetal.

En las plantas, el N es utilizado para sintetizar:
e ARN
e ADN
e Aminoacidos
e Proteinas
e Az(cares aminados
e Compuestos aromaticos heterociclicos: indol, triptofano, piridina, quinolina,
melanina, etc.

El nitrégeno en el suelo

El ciclo del nitrégeno en el suelo representa solamente una parte del ciclo total del
nitrégeno en la naturaleza. La disponibilidad de este elemento es de gran importancia
para las plantas, las que absorben nitratos y amonio que utilizan en la sintesis de las
proteinas y de otros compuestos organicos vegetales. Cuando los restos vegetales y
animales regresan al suelo, son objeto de numerosas transformaciones, en su mayoria de
caracter bioldgico. Todos estos procesos son muy dinamicos.

Las reservas de nitrogeno existentes en la biosfera son muy pequefas.
Aproximadamente el 98% del N total de la tierra se presenta en la litosfera (suelos,
rocas, sedimentos, materiales fosiles). El resto del N se encuentra casi en su totalidad en
el aire, del que constituye el 78%, presentandose en forma molecular (N,).

El contenido de nitrogeno en el suelo esta asociado con el desarrollo y evolucion de las
rocas parentales a largo plazo.

La transformacién del nitrdgeno molecular atmosférico en nitrégeno del suelo utilizable
actual o potencialmente por las plantas, se realiza principalmente seglin dos procesos: 1)
El nitrgeno puede oxidarse y pasar a la forma de 6xidos, por accion de las descargas
eléctricas, y éstos compuestos, a su vez, son trasladados al suelo por la lluvia y
depositados en él como 4cido nitroso o nitrico. La magnitud de éste proceso es pequefia
en comparacion a las cantidades de nitrégeno molecular que se convierte en organico
por medio de dicho proceso. 2) Fijacion biol6gica por medio del conjunto de reacciones
gracias a las cuales los organismos vivos integran el nitrogeno molecular en sus
estructuras como componente de diversos compuestos. Ciertos microorganismos que
viven libremente en el suelo, y otros que viven simbidticamente con determinadas
plantas (principalmente leguminosas), son capaces de realizar esta incorporacion, ambos
grupos son los principales responsables de que se mantenga a un cierto nivel el
nitrégeno contenido en el suelo.

El nitrégeno del suelo es el elemento esencial que mas varia en cantidad y puede ser
absorbido por el suelo. El contenido de nitrégeno del suelo varia segln las condiciones
de drenaje, vegetacion, material parental, topografia, cantidad de materia organica,
textura del suelo, actividad del hombre etc.



En el perfil del suelo, se observa que las cantidades de nitrégeno disminuyen a medida
que aumenta la profundidad debido a la influencia de factores anteriormente nombrados
como vegetacion, topografia y clima.

El clima tiene una influencia determinante sobre el nivel de N en los suelos a través del
efecto de la temperatura y las condiciones de humedad (régimen de lluvias) sobre el
desarrollo de las plantas y microorganismos. Las condiciones climaticas influyen
notablemente sobre el contenido de nitrégeno en los suelos. EI aumento de temperatura
disminuye el contenido de nitrégeno, debido a que aumenta la velocidad de
mineralizacion de la materia organica, apareciendo compuestos simples que son
facilmente lixiviados. Al aumentar la humedad, por efecto de las precipitaciones o riego
(a temperatura constante), el contenido de N en el suelo aumenta. Esto se debe al cese
de la actividad microbiana y a la aparicién de una mayor cantidad de vegetacion bajo
éstas condiciones.

Los suelos arenosos, de texturas gruesas poseen menor cantidad de materia organica por
lo que contienen menor cantidad de nitrogeno que aquellos de textura mas fina. En
suelos con una misma textura, topografia y drenaje, el contenido de nitrégeno puede
variar segun las practicas de manejo de los cultivos.

En el suelo el nitrogeno se encuentra en diferentes formas. El nitrogeno del suelo se
puede clasificar en organico e inorganico.

La forma predominante es el nitrégeno organico en forma proteinica, nucleica, aztcares
aminados, etc. El nitrogeno organico representa entre el 85y 95% del nitrégeno total del
suelo. El nitrégeno inorgéanico del suelo incluye las formas: NH;", NO3z', N,O y NO,
representado entre el 5 a 15% del nitrogeno total del suelo. Las formas de nitrito y
nitrato se encuentran casi exclusivamente como iones libres en la solucion del suelo. El
amonio, mayormente se encuentra como amonio cambiable y no cambiable (nativo fijo)
y una pequefia porcion en la solucion del suelo. EI amonio cambiable, los nitratos y
nitritos solo constituyen el 2% del nitrégeno total del suelo. Estas son las formas
utilizadas por las plantas.

En el suelo, el nitrogeno esta asociado al C, en funcién de la relacion C/N. Esta relacion
en condiciones de suelo normal tiene un valor entre 10 y 20, en casos extremos puede
tomar un valor de 30. En suelos con alto contenido de materia organica, el contenido de
N es alto. En cambio, valores de C/N bajos, indican la presencia de mayores cantidades
de N inorganico, especialmente de NH," fijado en los coloides. La relacion C/N y el pH
se encuentran inversamente relacionados.

El ciclo de nitrégeno en el suelo (Figura N° 1) es parte del ciclo integral del nitrégeno

en la naturaleza.

Dentro de los ecosistemas, el nitrogeno sufre varias transformaciones:
e Mineralizacion de nitrégeno organico (fertilizantes, desechos vegetales, rastrojos
de cosechas, carcasas y heces de animales, etc.) a amonio. Este proceso recibe el
nombre de amonificacion y es realizado por la microflora del suelo. Es un proceso
muy lento. Se considera que solamente el 2% del nitrégeno total del suelo es
mineralizado (en condiciones de clima templado).
¢ Oxidacion de amonio a nitrito y luego a nitrato, proceso que recibe el nombre de
nitrificacion. Microflora especifica del suelo es la encargada de este proceso como
nlos Nitrosomas y Nitrobacter entre otros.
e Absorcion de nitrato y amonio por las raices de las plantas.



e Inmovilizacion por la microflora del suelo incorporando nitrégeno mineral en sus
proteinas.
e Adsorcion o fijacion de NH,4" por arcillas y materia organica del suelo.
A su vez el nitrégeno se puede perder dentro del perfil del suelo debido a variadas
razones, las cuales seran descriptas mas adelante.

La amonificacién ocurre en dos pasos principales: 1) depolimerizacion y luego 2)
desaminacion y decarboxilacion la A través de la amonificacion, las proteinas, acidos
nucleicos y otros, son depolimerizados por enzimas proteoliticas en peptonas y
polipéptidos que luego se descompondran en aminoacidos. Esta descomposicion es
mediada por bacterias aer6bicas como Bacillus subtilis, B. cereus, B. mesentericus, B.
megaterium y Pseudomonas sp. y bacterias anaerdbicas como Clostridium putrificum,
C. tetani y C. sporogenes. También participan hongos (Tricoderma sp., Arpergillus sp.
y Penicillum sp.). Los aminoacidos resultantes pueden: 1) ser metabolizados por
microorganismos (inmovilizados), 2) adsorbidos por arcillas formando complejos
agrominerales, 3) incorporados en la fraccion de humus, 4) utilizados por las plantas o
5) seguir siendo mineralizados hasta transformarse en amonio. La amonificacién de los
aminoacidos se produce bioguimicamente a través de procesos de desaminacién y
decarboxilacién, realizado por enzimas, las cuales dan como resultado amonio y cidos
grasos (acético, lactico, butirico) y compuestos aromaticos (indol, fenol, cresol, eskatol)
en el caso de la desaminacion y en el caso de la decarboxilacion se obtiene amonio mas
aminas metiladas. EI amonio resultante del proceso de amonificacién puede: 1) ser
absorbido por las plantas, 2) adsorbido por minerales arcillosos o por la materia
organica, 3) fijado por minerales 2:1 no expandibles, 4) inmovilizados por
microorganismos, 5) lixiviado a través del perfil del suelo u 6) oxidado hasta el nivel de
nitratos.

Como se ha nombrado previamente, el NH;" (mineralizado de N orgéanico o aplicado al
suelo en forma de fertilizante) en el suelo estd sujeto a un proceso de transformacion
llamado nitrificacion, pasando de NH;" a NO, y a NOs".

Este ciclo esta a cargo de una serie de bacterias. La primera reaccion de transformacion
en nitritos es realizada por bacterias de los grupos: Nitrosomas, Nitrococcus, Nitrospira,
Nitrosoglea. El segundo paso a nitratos es realizado por bacterias del grupo Nitrobacter
y Nitrocystis. El proceso de transformacion de NO,” a NOg3™ es rapido. Se debe tener en
cuenta que el NO; es toxico para las plantas. La reaccion quimica es la siguiente:

NH;* + 20, ——— NO; + 2H,0 (Nitrosomas)
NO, + 0,502 —— NO3 (Nitrobacter)

Las condiciones Optimas para la nitrificacion se dan a temperaturas de alrededor de 25°
a 35° C, pH ligeramente acido y niveles intermedios de humedad, condiciones
reluctantes inhiben completamente el proceso.

Las pérdidas de nitrogeno del suelo son variadas y de diferentes formas. Algunas
pérdidas que se describiran a continuacion son: desnitrificacion bioldgica, volatilizacion
de amonio, intercambio y fijacion de amonio y lixiviacion.

La desnitrificacion agrupa una serie de procesos bioldgicos o abioldgicos que conducen
a la reduccién de nitratos, lo que produce pérdidas de nitrégeno del suelo que, muchas
veces, son consideradables.



La desnitrificacion bioldgica es producida por microorganismos desnitrificantes
heterotréficos, como por ejemplo: Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., Achromobacter
sp., Bacterium sp. y Bacillus sp. En su mayoria son anaerobios facultativos. En la
reaccién de desnitrificacion éstos organismos pasan de nitrato (NO3) a nitrito (NOy),
luego a hiponitrito (N2O,), monodxido de dinitrogeno (N,O) y luego a nitrégeno
molecular (N,). Estas reacciones son mediadas por enzimas como la nitratoreductasa,
que actua sobre la primer parte de la reaccién, y la nitritoreductasa y la
hiponitroreductasa. La velocidad de la desnitrificacion bioldgica depende de las
condiciones del suelo. Generalmente ocurre cuando el oxigeno es limitante y en
condiciones de alta humedad. También influyen el pH, temperatura, concentracion de
nitratos y condiciones redox. La desnitrificacion abioldgica se presenta cuando existen
condiciones muy especificas para determinadas reacciones quimicas, dentro de los
diferentes grupos nitrogenados. En funcién a estas reacciones se pierde N a la
atmosfera.
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Se llama desnitrificacion abioldgica a la volatilizacion de amonio. Resulta de reacciones
quimicas entre los diferentes componentes nitrogenados inorganicos que se encuentran
presentes en el suelo y los aplicados por fertilizantes. La volatilizacion del amonio tiene
cada vez mayor importancia debido al marcado incremento en la dosis aplicadas de N
en la fertilizacion, el uso creciente de amonio anhidro y la preferencia de la urea como
fuente de fertilizacion. Las diferentes reacciones que dan paso a la volatilizacion de
amonio son: suelos con pH mayor a 7 (en particular si la superficie se deseca
temporalmente), la descomposicion espontanea del acido nitroso en un medio acido (pH
4 6 5), descomposicion de nitritos del suelo a nitritos de amonio, reaccién entre amonio
y Oxido nitroso en condiciones de acidez y alta temperatura o cuando la urea reacciona
en el suelo.

En el caso de la pérdida de nitrégeno por intercambio y fijacion de amonio, se debe
recordar que el amonio es un cation, es decir tiene carga positiva, por lo que participa de
procesos de intercambio cationico del suelo. Los suelos que presentan minerales
arcillosos del tipo 2:1 con alta C.I.C. (Capacidad de Intercambio Catidnico), son
propensos a inmovilizar el amonio. Los iones K™y NH,4" tienen diametro similares por
lo que se pueden intercambiar de forma no reversible. Tanto el amonio como los
nitratos, poseen carga electrostatica. EI amonio tiene una carga positiva y los nitratos
carga negativa El cation amonio tiene interaccion con las particulas coloidales del suelo
y los Oxidos de Fe y Al (los cuales poseen cargas negativas). De este modo se forma una
fase intercambiable entre el NH;" adsorbido por los coloides y los 6xidos y el que se
encuentra en la solucion del suelo. Ambas porciones de NH;" se encuentran en
constante equilibro: en el momento que la planta absorbe amonio, se libera NH,;" del
complejo coloidal. EI NH," puede ser lixiviado por exceso de agua en el perfil del suelo.
Lo mismo ocurre para el caso de NOz , siempre y cuando en la superficie de los
coloides existan cargas positivas.

Otra pérdida de nitrégeno importante es la lixiviacion. Esta ocurre cuando el nitrégeno
se encuentra en forma de nitratos o amonio, los cuales se encuentran en la solucion del
suelo, la que a su vez percola por gravedad pasando a la napa freatica. La formacion de
reservas de NH;" y NO3™ es absolutamente dependiente del pH. Con valores bajos de pH
se generan cargas electropositivas donde se absorben los NO3. Existe un momento en el
cual las cargas positivas y negativas se equilibran, y los NO3™ pueden ser lavados a
través del perfil del suelo.

En contraposicién a las pérdidas de nitrégeno del suelo, encontramos a las ganancias,
dentro de las cuales las mas importantes son: fertilizacion, fijacion no bioldgica de
nitrégeno (deposicion por lluvias), fijacion bioldgica asimbidtica, fijacion biologica
simbiotica y deposicion de residuos vegetales.

La deposicion de nitrogeno por las lluvias se da por descargas eléctricas y tormentas en
la atmosfera, que hacen que el nitrogeno molecular se oxide y en las nubes reaccione
hasta &cido nitrico (HNO3"). Con las lluvias se produce una transferencia de nitrogeno,
las cantidades dependen de la intensidad de las descargas, de la cantidad de lluvia y la
contaminacion del aire.

La fijacion biologica asimbidtica de nitrogeno ocurre gracias a microoganismos libres
que tienen la capacidad de fijar nitrégeno. Son heterdtrofos con respecto al carbono,
para su desarrollo necesitan azucares, celulosa o almidén que encuentran en el suelo.
Estos microorganismos se pueden clasificar en bacterias heterotroficas aerdbicas
(Achromobacter, Azotobacter, Aerobacter, etc.), bacterias heterotroficas anaerdbicas
(Clostridium, Desulfavibrio), bacterias heterotroficas facultativas anaerobicas (Bacillus,
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Klebsiella), quimioautotroficas, algas azules-verdes (Anabaena, Anabaenopsis,
Aulosira) y bacterias fotosintéticas.

La fijacion simbidtica de nitrogeno es aquella que realizan los microorganismos que se
encuentran en asociacion con plantas u hongos. La fijacion simbidtica ocurre
generalmente en la rizosfera, pero también puede ocurrir a nivel de las hojas o los tallos.
Dentro de los organismos fijadores de nitrégeno, uno de los mas importantes es la
especie Rhizobium que se asocian con plantas de las subfamilias Papilionoideae,
Cesalpinioideae, y Mimosoideae. La vida de las bacterias se acomoda al ritmo de la
planta hospedadora. Las cantidades de N fijadas en el proceso simbi6tico son muy
diversas, con valores de 20 a 1000 Kg de N.ha™ en un ciclo de produccion. El proceso
de fijacion simbiotica con plantas es el que serd desarrollado a lo largo de todo el
trabajo. Se describird y analizara la fijacion biologica de nitrogeno en leguminosas, para
lo cual tomaremos a la soja (Glycine max) como ejemplo y en gramineas para lo cual
estudiaremos el caso particular del maiz (Zea mays).

La forma de asimilacion del nitrégeno por parte de las plantas, ya sea en forma nitrica o

amoniacal, depende de la edad de la planta y de la especie, asi como también del pH del
suelo, su composicion e incluso pluviometria.
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Capitulo I1: Fijacién Bioldgica de Nitrdégeno en Leguminosas

Introduccion

La fijacion Biologica de Nitrégeno (FBN) es el proceso por el cual algunos
microorganismos utilizan el nitrégeno contenido en el aire, reduciéndolo a amoniaco a
través de una enzima llamada nitrogenasa para la produccién de proteinas. Los
microorganismo fijadores de nitrégeno son bacterias y cianobacterias, de vida libre en el
suelo, eventualmente asociados a una planta, o viviendo en simbiosis con una planta. Se
ha reconocido que las subfamilias Papilionaceas, Mimosaceas y Cesalpinaceas poseen
la propiedad de aprovechar el nitrbgeno mediante la fijacion biologica. Las
Papilionéceas son las que presentan mayor numero de especies formadoras de nédulos
entre un 80 — 90%, las Mimoséaceas un 25% Yy las Cesalpinaceas sélo unas pocas. Entre
las tres subfamilias agrupan 12000 especies con capacidad fijadora de nitrégeno.
En la atmdsfera, el nitrégeno se encuentra en forma molecular (N2) con una
disponibilidad del 80%. Como se ha comentado anteriormente, las plantas solamente
pueden asimilar las el nitrdgeno mayormente en forma de nitratos (NO3-) y en forma de
amonio (NH4+). Para poder convertir el nitrogeno de su forma no asimilable (N2) por
las plantas a una que si lo sea, las bacterias realizan la FBN.
La energia requerida por las bacterias para desarrollar este proceso proviene de:

e Los carbohidratos del suelo cuando los microorganismos son de vida libre.

e Los exudados radiculares para aquellos asociados en la rizosfera de una planta

e Directamente de los productos de la fotosintesis de la planta huésped cuando

existe una simbiosis.

Como hemos descripto anteriormente, la FBN representa un papel de suma importancia
para las plantas, en especial para los cultivos agricolas, lo cual se analizard diversos
items mas adelante.

Existen varios organismos fijadores de nitrogenos para el caso de las leguminosas.
Algunos casos de bacterias fijadoras son nombrados en los cuadros a continuacion
(Stewart, 1977):

Tabla N° 1 — Organismos fijadores de Nitrogeno.

Organismos Fijadores Simbidticos

Microsimbionte Macrosimbionte Capacidad Fijadora de
Nitrégeno

Rhizobium Angiospermas Prom. 200 Kg. N/ha/afio
Bradyrhizobium Leguminosas (20000
especies):

90% Papilionoideae (90% | 500 Kg N/ha/afio para
Mimosoideae) algunas asociaciones.

30% Cesalpinoideae

Rhizobium (caupi) Angiospermas
Parasponia
(Zygophyllaceae)

Actinomycetos Angiospermas 40 a 200 Kg N/ha/afio
Frankia Casuarina
Coriaria
Almas, Prusia
Myricaceae
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Cianobacterias
Anabaena
Nostoc

Angiospermas
Gimnospermas:
Cycas, Bowenia
Liquenes
Musgos
Helechos

2 a5 Kg N/ha/afio

100 a 200 Kg N/ha/afio

Tabla N° 2 — Organismos fijadores de Nitrogeno libre

Fijadores Libres de Nitrogeno

Caracteristicas Fisioldgicas

Género

Capacidad fijadora de
nitrégeno

Bacterias Heterotréficas

Aerobicas

Azotobacter, Beijerinckia,
Pseudomonas, Azospirillum,
Methylococcu, Methylobacter

Fijan en presencia de 02
pero con muy baja eficiencia:
05 a 1 Kg N/ha/afo.

Aerobios facultativos

Bacillus, Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Clostridia

Fijan sélo en ausencia de O2:
1 Kg N/ha/afio.

Bacterias

Rhodopseudomonas

Fijan solo en ambientes
pobres en O2.

Autotréficas fotosintéticas

Chromatium, Rhodospirillum

Quimioautotroficas

Thiobacillus

Cianobacterias (antes algas azulverdosas)

Filamentosas con heterocistos

Anabaena, Nostoc

10 a 50 Kg N/ha/afo.

Filamentosas heterocistos

Plectonema, Trichodesmiun

Fijan solo en ambientes
pobres en O2.

Unicelulares

Gloeocaspa

Fijan en presencia de O2.

Fijacion asociativa

Rizo6sfera de
noratum

Paspalum

Azotobacter paspali

5 a 10 Kg N/ha/afio.

Digitaria decumbens

Azospirillum lipoferum
Azospirillum brasilense

Hasta 30 Kg N/ha/afo.

Oriza sativa (arroz)

Azotobacter, Beijerinckia,
Pseudomonas, Arthrobacter

20 a 50 Kg N/ha/afio.

Filosfera de Plantas

Parece ser muy baja.

Tomando la contribucion La mayor contribucion de nitrégeno fijado a los ecosistemas

terrestres proviene de las siguientes asociaciones:
¢ Asociacion Rhizobium-leguminosa que se encuentran: en sistemas cultivados o
pasturas naturales de leguminosas. Se puede estimar que el 50% del nitrégeno fijado
en la tierra proviene de las asociaciones Rhizobium-leguminosa.
e Asociaciones Oriza-Azotobacter, Beijerinckia, Pseudomonas o Arthrobacter en
sistemas inundados (arroz).
¢ Asociaciones Actomycetes-plantas en ciertos forestales de regiones templadas.

En éste momento nos ocuparemos de las bacterias Rhizobium, que viven en simbiosis
con las leguminosas. En particular se analizara la bacteria Bradyrhizobium japonicum y

su hospedador, la soja.
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Descripcién del género Rhizobium

Los Rhizobium son microorganismos capaces de inducir la formacion de ndédulos
fijadores de nitrégeno atmosférico en las raices de las plantas de la familia Leguminosae
(y en sélo otra no leguminosa, Parasponia). Algunos rizobios también son capaces de
inducir nddulos en el tallo de leguminosas (Sesbania, Aeschynomene).

Los rizobios se encuentran dentro del orden Eubacteriales y la familia Rhizobiaceae.
Son bacilos de 0,5 a 0,9 nm de ancho y 1,2 a 3,0 nm de longitud, son bacterias Gram
negativas y no esporulan. Son mdviles debido a flagelos peritricos o a un flagelo polar o
subpolar.

En la antigua clasificacion se han definido seis especies de Rhizobium, como se muestra
en la siguiente table (Tabla N° 3):

Tabla N° 3 — Clasificacidn antigua de Rhizobium.

Especies Planta Huésped
R. leguminosarum Pisum, Vicia, Lens, Lathyrus
R. phaseoli Especies de Phaseolus de clima templado
R. trifolii Trifolium
R. meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
R. japonicum Glycine max
R. lupini Lupinus, Ornithopus

Estudios taxonémicos llevan a cambiar ésta clasificacion. En sentido amplio, se divide a
los rizobios en dos grandes grupos:

¢ Rhizobium: cepas de crecimiento rapido (tiempo de generacion: de 2 a 4 horas), con
varios flagelos, acidificantes en diferentes medios. Estos rizobios generan nodulacién en
leguminosas de zonas templadas.

e Bradyrhizobium: cepas de crecimiento lento (tiempo de generacion mayor a 6 horas),
con un solo flagelo, alcalinizante de diversos medios.

A esta clasificacion se le agregdé el genero Azorhizobium, cepa capaz de formar nddulos
en tallos y raices. Fijan y asimilan nitrégeno atmosférico en cultivos puros.

Tradicionalmente su clasificacion se ha basado en el concepto de especificidad rizobio-
leguminosa: las bacterias que nodulan a la misma leguminosa se incluirian en la misma
especie. La clasificacion actual es la siguiente (Jordan 1983):

Tabla N° 4 — Clasificacién actual de Rhizobium (Jordan, 1983).

Especies Planta Huésped Crecimiento
Rhizobium meliloti Medicago, Melilotus, Rapido
Trigonella
Rhizobium Rapido
leguminosarum Trifolium
Biovar trifolii Phaseolus
Biovar phaseoli Pisum, Vicia, Lens,
Biovar veceae Lathyrus
Rhizobium loti Lupinus, Lotus, Rapido
Anthyllis, Ornithopus
Rhizobium galegae Galega Lento
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Rhizobium fredii Glycine max Lento

Bradyrhizobium Glycine max Lento
japonicum
Azorhizobium Sesbania rostrata Lento

cautinodans

Se considera crecimiento rapido cuando desarrollan colonias de 1 a 5 mm de tamafio en
un periodo de tiempo de 3 a 5 dias a una temperatura de 25° a 28°C. en un medio de
agar con extracto de levadura y manitol, y de crecimiento lento cuando para el periodo
de tiempo indicado, la colonia, no supera un milimetro de tamafio (Vincent, 1982).

La clasificacion segun la planta con la cual realizan simbiosis, es la siguiente:

Tabla N° 5 — Clasificacion de Rhizobium segun la planta con la que realizan simbiosis.

Grupo Hospedador
Grupo | Medicago, Melilotus, Trigonella
Grupo Il Trifolium
Grupo 111 Vicia, Lens, Pisum, Lathyrus, Cicer
Grupo IV Vigna, Cajanus, Canavalia, Arachis vy
parte de Phaseolus.
Grupo V Glycine
Grupo VI Parte de Phaseolus (Ph. Vulgaris)
Grupo VII Lupinus, Ornithopus

Descripcidn del género Bradyrhizobium

Las bacterias del género Bradyrhizobium son bacilos de 0,5 a 0,9 nm por 1,2 a 3 nm. Se
desplazan con un flagelo polar o subpolar. Consiste en cepas de lento crecimiento,
productoras de alcali, crecen en colonias circulares hasta 1 mm. de didmetro, opacas y
raramente traslucidas, blancas, convexas y contundencia a tener textura granulosa.

Dentro de los Bradyrhizobium han sido descriptas cuatro especies con base en el
analisis polifasico incluyendo caracterizacion fenotipica, hibridacion de ADN-ADN,
polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP) y secuenciacién de
genes de 16S rRNA amplificados por PCR, nodulacion con plantas selectivas y otros
metodos.

Tres especies B. japonicum, B. elkanii y B. liaoningense pueden nodular a la soja
(Glycine max). La Unica especie que no puede vivir en simbiosis con la soja es B.
yuanmingense, que nodula a Lespedeza cuneata.

B. japonicum, que es la especie que estudiaremos en éste trabajo, tiene un amplio rango
de plantas huéspedes, incluyendo muchas leguminosas tropicales y algunas de zonas
templadas. Algunas cepas fijan nitrégeno en vida libre bajo ciertas circunstancias. Se
distingue de B. elkanii por diferencias en algunas secuencias de ADN, en los patrones
de enzimas metabdlicas y de expolisacaridos, en su contenido de &cidos grasos y
hemoproteinas al igual que por diferencias en sus patrones de resistencia a antibiéticos.

En el siguiente cuadro se muestran algunas caracteristicas fisioldgicas y bioguimicas de
los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium.
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Tabla N° 6: Caracteristicas fisiolégicas y biogquimicas de Rhizobium y Bradyrhizobium.

Caracteristica - _Tiempo de Crecimiento —
Rhizobium Bradyrhizobium
Crecimiento en medio de
cultivo EIMarc (extracto de .
levadura-manitol-agar-rojo Rapido Lento
g J
congo)
Crecimiento en  &cidos N +
organicos
Crecimiento con ramosa + -
Crecimiento con 2% NacCl Algunas cepas de R.
(0.0025%) meliloti i
Alta afinidad por fosfato + +

(+): crecimiento (-): no crecimiento

El proceso de aislamiento de las bacterias de los nodulos incluye varios pasos para
separarlos de los contaminantes presentes, es necesaria una serie de pruebas para
caracterizar y autenticar los rizobios aislados, una vez autenticados, se puede evaluar su
efectividad potencial: capacidad de fijar N2 con leguminosas en condiciones optimas.

El aislamiento del rizobio se inicia esterilizando la superficie del nédulo, macerandolo y
estriandolo. En cultivos in Vitro, los rizobios por lo general pueden ser facilmente
suplementados con levaduras y una fuente de carbohidratos como el manitol y
compuestos nitrogenados y cantidades menores de magnesio.

El medio de cultivo comUnmente utilizado para el aislamiento de rizobios es el EL-
MARC (Extracto de Levadura, Manitol, agar, rojo congo), que ademas contiene fosfato
dipotasico, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y carbonato de calcio.

El extracto de levadura le proporciona a las bacterias productos de degradacion de las
proteinas, sustrato para la respiracion, vitaminas y ciertos elementos. EI manitol
funciona como fuente de carbono, mientras que el rojo congo ayuda a diferenciar los
rizobios de otras bacterias, en general las colonias de rizobios presentan tension débil
con éste colorante, en tanto que las colonias de muchas otras bacterias adquieren un
color mas intenso (la coloracion varia con la concentracion de los reactivos, edad del
cultivo y la exposicion de la caja a la luz). La temperatura éptima de crecimiento de
rizobios en condiciones artificiales es de 25°C y su tolerancia al pH entra dentro de 5 a
8.

Para analizar la FBN en leguminosas, nos centraremos en el estudio de la simbiosis
entre Bradyrhizobium japonicum y la soja (Glycine max).

Caracteristicas genéticas especificas de Bradyrhizobium japonicum

B. japonicum es el unico rizobio donde se han aislado y caracterizado los genes de la
desnitrificacion napEDABC, nirK, norCBQD y nosRZDFYLX, que codifican la sintesis
de las enzimas nitrato reductasa perisplamica (Nap), nitrito reductasa (Cu-NirK), 6xido
nitrico reductasa (cNor) y éxido nitroso reductasa (Nos).

Otros aspectos importantes de la genética del género seran descriptos posteriormente.
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Descripcion breve del cultivo de Soja

Clasificacién taxondmica

Segun Melchior (1964), la soja se clasifica de la siguiente forma:
e Subreino: Cormobionta
e Division: Spermatophyta
e Subdivision: Angiospermae
e Clasi: Dicotyledoneae
e Subclase: Archichlamydae
e Orden: Rosales
e Suborden: Leguminosinae
e Familia: Leguminosae
e Subfamilia: Papilionaceae, Fabaceae
e Tribu: Phaseoleae
e Subtribu: Phaseiolinae
e Género: Glycine L.
e Subgénero: Glycine subg. Soja
e Especie: Glycine max

La soja (Glycine max) es una planta con una importante respuesta fotoperiddica, una
alta plasticidad reproductiva y produccion de semillas con elevados contenidos de
proteina y aceite.

Etapas de Desarrollo

El desarrollo comprende varios cambios cualitativos que ocurren en una planta a lo
largo de su ciclo bioldgico.

Etapa Embrional

La etapa embrional se inicia con la formacién del cigoto y prosigue con el crecimiento
de la semilla, su maduracion, germinacién y emergencia, hasta la constitucion de una
planta autétrofa, capaz de autoabastecerse de fotoasimilados.

Una vez realizada la siembra, se produce la hidratacion de las semillas, que cambian de
forma ovalada a arrifionadas. La hidratacion es la primera fase de la germinacion. Si la
semilla es viable, luego de la imbibicion ocurre la emergencia de la radicula,
desgarrando el tegumento. Entre el segundo y tercer dia de la germinacion, se extiende
la radicula unos 2 a 3 cm. hacia abajo para luego emitir ramificaciones. Mas tarde se da
el alargamiento del hipocotilo, que arrastra a los cotiledones hacia la superficie. El
gancho hipocotilar es el que realiza la fuerza para emerger sobre la superficie del suelo.
La oscuridad y la resistencia del suelo determinan la formacion del gancho, que se
endereza luego de la emergencia. Los cotiledones unidos son los que protegen al
epicotilo.

La luz provoca el enderezamiento del gancho hipocotilar, promueve la sintesis de
clorofila en los tejidos expuestos al sol, incluso los cotiledones (que quedan horizontales
a cada lado del eje caulinar).

La expansion de las hojas unifoliadas y de la primera trifoliada se da posteriormente a
los procesos nombrados. Aunque los cotiledones realizan fotosintesis, la contribucion
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de fotoasimilados es muy baja. Por éste motivo es muy importante la removilizacién de
las reservas organicas e inorganicas de los cotiledones, que sostienen a la plantula hasta
que pueda autoabastecerse. Una vez que los cotiledones finalizan la removilizacion de
sus reservas, se tornan amarillos y caen.

Cualquier dafio que sufran los cotiledones durante la primera semana luego de la
emergencia, retrasan el crecimiento inicial, pudiendo afectar el crecimiento total de la
planta.

El tiempo requerido para el establecimiento de la plantula varia con el vigor de la
semilla, el agua disponible y la temperatura ambiente. Después del estado V1 la
fotosintesis de las hojas puede sostener todos los requerimientos de la planta.

Etapa Juvenil

La etapa juvenil tiene como caracteristica principal la incapacidad para formar 6rganos
reproductivos. Esta etapa también recibe el nombre de pre-inductiva, ya que es incapaz
de recibir el estimulo fotoperiddico.

Etapa de Madurez

La planta puede recibir el estimulo fotoperiodico, transformando sus meristemas
vegetativos en reproductivos a una velocidad variables segun el genotipo y fotoperiodo.
Esta etapa es subdividida en:

1.Fase inductiva: desde que se percibe el estimulo hasta la transformacion del

meristema vegetativo a reproductivo (diferenciacion).

2.Fase posinductiva: desde la diferenciacion hasta la floracion o antesis.
La duracion de la etapa de madurez depende del grado de sensibilidad al fotoperiodo y a
la temperatura que tiene el cultivo y de las condiciones ambientales.
La induccion floral provoca la transformacion de los meristemas que diferencian hojas y
tallos (vegetativos) en meristemas diferenciadores de primordios florales
(reproductivos). La edad de la planta en la que se produce éste cambio determina el
tamarnio final de la planta y su rendimiento potencial.
La transformacion de los meristemas se inicia en la axila de una hoja del tallo principal
0 de una ramificacién. La posicion del primer nudo que cambia los meristemas de
vegetativos a reproductivos depende del habito de crecimiento del tallo. Luego que
ocurre la diferenciacion del primer nudo, comienza la diferenciacion del resto de los
nudos de la planta. Cuando se diferencian las yemas apicales del tallo y las
ramificaciones, todos los meristemas de han convertido en reproductivos, anulandose
los puntos de crecimiento, es decir que cesa la generacion de nuevas estructuras
vegetativas en la planta.

Etapa Senil
La etapa senil se da con la fructificacion. Se modifica la particion de los fotoasimilados

y se desencadenan una serie de mecanismos que llevan a la muerte de la planta, llamado
senescencia monocarpica.
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Estados de Desarrollo

Para describir las etapas de desarrollo del cultivo de soja, generalmente se utiliza la
clasificacion de Fehr y Caviness, que emplea dos escalas: una para estados vegetativos
y otra para reproductivos (como muestra la Tabla N° 7).

Los estados vegetativos (V) son identificados con nimeros, con excepcion de los dos
primeros, que caracterizan a la emergencia (VE) y a la etapa cotiledonar (VC).

Luego del estado VC, los estados se identifican con el niamero del nudo, sobre el tallo
principal, que presenta la hoja recientemente desarrollada, es decir el nudo que tiene las
hojas totalmente expandidas y el superior posee hojas cuyos bordes de los foliolos no se
tocan entre si.

Los cotiledones y las hojas unifoliadas se presentan de a pares en el primer y segundo
nudo del tallo principal en posicidn opuesta. El resto de las hojas son todas trifoliadas y
se presentan una por nudo, en posicion alterna.

El estado VE corresponde a la emergencia de los cotiledones (como indica la Figuras
N° 2); VC, cotiledones desplegados (como indican las Figuras N° 3 y 4); V1, hojas
unifoliadas totalmente expandidas (Figura N° 5); V2, segundo nudo, primer hoja
trifoliada totalmente expandida y asi sucesivamente (Figura N° 6 y 7); VVn, nimero de
nudos sobre el tallo principal con hojas totalmente expandidas. Cuando se quiere
determinar el estado fenoldgico de una parcela o lote, se considera que ha alcanzado un
determinado estado cuando el mismo se ha manifestado en el 50% de las plantas.

Figura N° 2: Soja en estadio
VE (el coleoptilo rompe la VE (cotiledones

Figura N° 3: Soja en estadio

superficie del suelo).

desplegandose).

Figura N° 4: Soja en estadio
VE (cotiledones
desplegandose).
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El tiempo de aparicion de un nuevo nudo con hoja desarrollada es de aproximadamente
cinco dias entre los estados VC y V5 y de tres dias entre V5 y R5. En este ultimo
estado, la planta cuenta con el mayor nimero de nudos.

Tabla N° 7: Estados vegetativos y reproductivos de la soja segun la clasificacion de

Fehr et al.
Estado Vegetativo Estado Reproductivo

VE | Emergencia R1 | Inicio de floracion

VC | Cotiledonar R2 | Plenitud de floracion

V1 | Primer nudo R3 | Inicio de formacién de vainas
V2 | Segundo nudo R4 | Plenitud de formacion de vainas
V3 | Tercer nudo R5 | Inicio de llenado de granos

R6 | Plenitud del llenado de granos R7 | Inicio de madurez
V(n) | (n) nudos R8 | Plenitud de madurez

estadio V1.

Figura N° 6: Plantula de soja en estadio V2.

Como se explicd anteriormente, en ésta escala se marca VVn segun el nimero de nudos
sobre el tallo principal con hojas totalmente expandidas. La Figura N° 8 muestra una
planta de soja en estado V3 y la Figura N° 9 un planta en estadio V5.

Las etapas reproductivas son: R1 (Figura N° 10) y R2 (Figura N° 11), floracion; R3 y
R4, formacion de vainas; R5 y R6, llenado de granos; R7 y R8, madurez. En los
cultivares indeterminados, el crecimiento vegetativo y la produccion de nudos continta
a través de los estados reproductivos, sobre el tallo principal, mientras que en los
cultivares de crecimiento determinado continGa el crecimiento de los nudos sobre las
ramificaciones.

A continuacion se describiran las etapas reproductivas:

e Estado R1 — Una flor abierta en cualquier nudo del tallo principal. La floracién
comienza en el tercer a sexto nudo del tallo principal y progresa hacia arriba y hacia
abajo. Las ramas empiezan a florecer pocos dias después que el tallo principal. En los
racimos, la floracion empieza desde la base hacia el apice. La aparicion de flores
alcanza su méximo entre R2,5 y R3 y se completa en R5.

e Estado R2 — Una flor abierta en uno de los dos nudos superiores. El inicio de la etapa
de acumulacion rapida y constante (lineal) de materia seca y nutrientes puede coincidir

20




con éste estado en aquellos cultivares de ciclo corto e intermedio, pero se adelanta el
cultivares de crecimiento determinado. Mientras mas largo es el ciclo de un cultivar,
mas se anticipa el inicio de ésta etapa.

Figura N° 8:
Planta en V3

Figura N° 7: Planta

’ : ., en V2
e ‘n.-":."i"""'t‘."“ ?
Dias
Estadios promedio
de duracién
Siembra a VE 10
VE aVC 5
VCaVi 5
V1aVz2 5
V2aV3 5
V3aV4 5
V4 a V5 5
V5 a V6 3
>a Vo6 3
RlaR2 0-3
R2 aR3 10
R3aR4 9
R4 a R5 9
R5 a R6 15
R6 a R7 18
R7 aR8 9

Tabla N° 8: NUmero de dias desde un estado fenologico al siguiente. Valores propuestos
por Fehr et al (*1) y observados por Asgrow 3127 en Balcarce (*7).

*1: Fher, W. R. and Caviness, C.E. 1977. Stages of soybean development. lowa St.
Univ. Special Report 80. 11pp.

*,. Baigorri, H. E. J.1997. Fotoperiodo, temperatura y radiacion: sus efectos sobre el
desarrollo y crecimiento del cultivar de soja Asgrow 3127 en Balcarce. Tesis M.S.
Universidad Nacional de Mar del Plata. Facultad de Ciencias Agrarias. 86 pp.
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Figura N° 9: Planta en V5.

Figura N° 10:
Planta en R1.

Figura N° 11: Planta en R2.

e Estado R3 — Una vaina de 5 mm de
largo en uno de los cuatro nudos
superiores, con hojas totalmente
desplegadas. Es comudn encontrar, en
un  mismo momento, Vvainas en
desarrollo, flores marchitas, flores
abiertas y yemas florales.

e Estado R4 — Una vaina de 2 cm. en uno de los cuatro nudos superiores, con hojas
totalmente desplegadas. Hay un rapido crecimiento de las vainas. Se inicia el desarrollo
de la semilla. Entre R4 y R5,5 las vainas incrementan rapidamente su pedo seco. Las
vainas alcanzan la mayor parte de su largo y ancho antes que las semillas inicien su
crecimiento (Figura N° 12).

e Estado R5 — Una vaina con una semilla de 3 mm de largo, en uno de los cuatro nudos
superiores, con hojas totalmente desplegadas (Figura N° 13, N° 14 y N° 15). Se inicia el
crecimiento rapido de la semilla, también llamado llenado de granos. Se da la
redistribucion de la materia seca y nutrientes de la planta a las semillas. Al inicio de R5,
el grado de desarrollo reproductivo varia desde flores recién abiertas a vainas
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Figura N° 12: Planta en R4.

Figura N° 14: Inflorescencia en
R5.

conteniendo semillas de 8 mm de largo (Figura N° 16). Al promediar el estado de R5,5,
(Figura N° 17) ocurren varios sucesos de importancia: la planta alcanza su maxima
altura, nimero de nudos e indice foliar; se producen las mayores tasas de fijacion
bioldgica de nitrdgeno, que luego comienzan a caer abruptamente; y las semillas inician
un periodo de rapida acumulacion de materia seca y nutrientes. Poco después de R5,5 se
hace maxima la acumulacion de materia seca en hojas, peciolos, tallos para luego
repartirse hacia la semilla. La rapida acumulacion de materia seca de la semilla continta
hasta poco después de R6,5, periodo durante el cual la semilla alcanza el 80% de su
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peso seco. Durante el llenado de granos, la semilla acumula la mitad del nitrégeno,
fosforo y potasio por redistribucion de los organos vegetativos de la planta y la otra
mitad la toma del suelo. En el caso del nitrogeno, la actividad de los nddulos
complementa la provision del suelo.

e Estado R6 — Una vaina que contiene una semilla que ocupa toda la cavidad de la
misma, en uno de los cuatro nudos superiores, con hojas totalmente expandidas (Figura
N° 18). La planta posee semillas de todos los tamafios. Se alcanza el maximo peso de
vainas. Las tasas de crecimiento de la semilla y de la planta entera alin son altas. La tasa
de acumulacion de materia seca comienza a declinar poco después de R6 en la planta
entera y poco después de R6,5 en la semilla. EI peso seco y la acumulacion de nutrientes
de hacen maximos en la planta entera poco después de R6,5 y en la semilla en R7. El
amarillamiento rapido de las hojas empieza poco después de R6 y continda rapidamente
hasta R8. El amarillamiento y caida de las hojas empieza en los nudos basales y
progresa hacia los superiores. La velocidad de éste proceso esta ligada a la cantidad de
granos y al grado de desarrollo que han adquirido los mismos. Un bajo nimero de
granos determinan la retencion de una masa importante de hojas verdes hasta el
momento de las primeras heladas. La deficiencia de potasio y la presencia de ciertas
virosis pueden provocar retencion foliar.

Figura N° 15: Detalle de floracion en Figura N° 16: Vainas formandose y
R5. totalmente desarrolladas.

e R7 — Una vaina normal ha alcanzado su color de madurez, en cualquier nudo del tallo
principal. Se considera que una semilla que ha alcanzado la madurez fisiologica cuando
cesa su acumulacion de materia seca. Se produce cuando la semilla y la vaina se tornan
amarillas. En éste estado no todas las vainas han perdido el color verde. Se considera a
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éste estado como la madurez fisioldgica. En este momento, la semilla posee 60% de
humedad.

Figura N° 17: Vainas en estado R 5,5.

Figura N° 18: Vaina en estado R®6.

Figura N° 19: Cultivo en estado R8.

e Estado R8 — El 95% de las vainas
de la planta han alcanzado el color de
madurez (Figura N° 19). Una vez
alcanzado el estado R8, con 5y 10
dias de tiempo seco, las semillas
reducen su humedad a menos de un
15%, permitiendo la cosecha. La
duracion de ésta etapa de pende de la
humedad relativa, cuanto mas alta,
mas demora el secado del grano.
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Factores que afectan el desarrollo

El fotoperiodo y la temperatura son los dos factores mas importantes que afectan el
crecimiento y desarrollo del cultivo de soja.

Fotoperiodo

Las hojas reciben el estimulo fotoperidédico que inicia la transformacion de los
meristemas vegetativos en reproductivos. La mayoria de los cultivares comerciales
pueden recibir el estimulo fotoperiédico cuando las hojas unifoliadas se encuentran
totalmente expandidas y estan desplegando la primer hoja trifoliada, ya que se estima
que la planta posee un area foliar suficiente para percibir dicho estimulo.

La soja es una especie de dias cortos con respuesta cuantitativa. Cada cultivar tiene un
fotoperiodo critico, por debajo del cual el periodo emergencia-floraciébn no ve
incrementada su duracién por efecto fotoperiodico. Con fotoperiodos mas largos que el
critico, la tasa de desarrollo de los 6rganos reproductivos se vuelve més lenta y la
floracidn se retrasa. El control fotoperiodico ocurre hasta la madurez.

El fotoperiodo varia con la latitud y la época del afio. Los diferentes tipos de genotipos
de soja exhiben un rango muy amplio de sensibilidad fotoperiodica. Existen desde
cultivares insensibles al fotoperiodo hasta aquellos con fotoperiodos criticos muy altos,
adaptados a latitudes altas. Para latitudes bajas, se utilizan cultivares que florecen con
fotoperiodos més cortos y poseen alta sensibilidad fotoperiddica. Por éste motivo existe
una clasificacion americana que divide a los cultivares en grupos de madurez (GM).
Cada GM esta adaptado a una franja latitudinal relativamente estrecha (200 Km.), como
demuestra la Figura N° 20. Si se traslada el cultivar de una zona a otra con una latitud
mas alta que la de su rango, encontrara un fotoperiodo natural mas largo, con lo cual se
favorecera el crecimiento vegetativo, retrasando la floracion y maduracion. El caso
contrario ocurre si llevamos un cultivar de latitudes mas bajas que las de su rango de
adaptacion, la planta estara expuesta a fotoperiodo més cortos, por lo que su induccién
floral se vera adelantada, dando como resultado plantas mas pequefias.

Debido a la respuesta fotoperiodica de la soja, los cambios latitudinales modifican la
longitud del ciclo de cada cultivar. Por estos motivos, existe un rango de GM adaptados
a cada region que se comportaran como ciclo corto, medio o largo. Un error en la
eleccion del GM determinara péerdidas de rendimiento de un nivel variable de acuerdo a
las condiciones climaticas.

Los requerimientos de fecha de siembra, stand de plantas, distribucion de las plantas,
condiciones de suelo y malezas son diferentes para cada uno de los ciclos (como
muestra la Tabla N° 9).

Cuando se siembran cultivares de ciclo mas corto que lo recomendado, los mismos
reducen su crecimiento y, por lo tanto, su rendimiento. Si se siembran cultivares de
ciclo mas largo que lo recomendado, se retrasa demasiado el inicio de la fructificacion,
aumentando el riesgo de heladas que afecten el llenado de granos.

Cada cultivar cuenta con una franja latitudinal en la cual con fechas de siembra de
noviembre se comporta como de ciclo corto y al sur como ciclo largo.
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Tabla N° 9: Requerimientos y caracteristicas de los cultivares de ciclo corto, medio y

largo.
Ciclo CORTO Ciclo MEDIO Ciclo LARGO
e Fecha de siembra temprana. Fechas de siembra | e Fechas de siembra tardias.
e Mayor stand de plantas. intermedias. e Menor stand de plantas.

e Mejor distribucion del stand
de plantas.

e Suelo con pocas limitaciones
fisico-quimicas.

e Mayor control de plagas y
malezas.

e Menor vuelco.

e Mayor rendimiento en
condiciones de alta fertilidad y
disponibilidad hidrica.

e Baja estabilidad de
rendimiento, debido a mayor
consumo de agua diario
promedio durante el llenado de
granos.

e Desocupan antes el lote.
Menor calidad de semilla,
debido a la mayor humedad y
temperatura ambiente durante la
madurez.

Menor stand de plantas.

Suelo con mas limitaciones
fisico-quimicas.

Menor control de plagas vy
malezas.

Mayor plasticidad en la época
y densidad de siembra.

Mayor estabilidad de
rendimiento, al retrasar su
llenado de granos hacia
periodo con menor

probabilidad de ocurrencia de
estrés hidrico.

Mayor tendencia al vuelco.
Mayor predisposicion a ser
afectados por la podredumbre
himeda del tallo (Sclerotinia
sclerotiorum).

Mejor calidad de semilla.

e Suelo con mas limitaciones
fisico-quimicas.

e Menor control de plagas y
malezas.
e Mayor
vuelco.
e Mejor comportamiento en
suelos con limitaciones fisicas
y/o quimicas.

e Mayor competencia con las
malezas por su  mayor
crecimiento.

e Mejor comportamiento ante
deficiencias en el manejo del
cultivo.

susceptibilidad al

Temperatura

Las temperaturas bajo las cuales los procesos ocurren con mayor velocidad oscilan entre
26 y 34°C de dia y 22 a 30°C de noche. Las bajas temperaturas disminuyen el numero
de primordios reproductivos y su tasa de desarrollo, estimulandose el crecimiento

vegetativo.

Otro factor que afecta al cultivo es el estrés hidrico, que reduce el nimero de estructuras
reproductivas y modifica la tasa de desarrollo hasta antesis. La magnitud de éste efecto
varia con el momento, la extension y la intensidad del estrés.
La deficiencia de nutrientes, la humedad u otras condiciones de estrés en general
alargan la duracion de las etapas vegetativas y acortan la duracion de las etapas

reproductivas.
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Crecimiento vegetativo

El crecimiento vegetativo comienza con la germinacion de la semilla y continta hasta
que finaliza la formacion de tallos, hojas y raices, aproximadamente cuando se inicia el
llenado de granos o estado R5. Se establece el sistema radical y el aparato fotosintético
que contribuiran a la formacién y crecimiento de los frutos.

Sistema radical

La soja cuenta con una raiz principal pivotante, un gran nimero de raices adventicias
muy ramificadas que salen de la base del hipocotilo.

En V2, las raices laterales proliferan rapidamente en los primeros 15 cm. de suelo y en
V5 ya se entrecruzan con las raices de los surcos vecinos (con surcos a 70 cm. de
separacion). Bajo condiciones favorables, en V6, la raiz principal y algunas
ramificaciones pueden crecer y alcanzar el metro de profundidad.
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En R1 la tasa de crecimiento radicular se incrementa pronunciadamente y se mantiene
hasta R4 a R5. Luego, las raices comienzan a deteriorarse. Desde R2 a R6, las raices
laterales mayores realizan su crecimiento en profundidad. Poco después de R6, el
crecimiento radicular cesa.

La mayor parte del peso seco del sistema radicular (80%) se encuentra en los 15 cm.
superiores del suelo, debido al mayor tamafio de la raiz primaria y al peso de la masa
nodular. Méas del 40% de la superficie absorbente de encuentra en dicha zona.

La extension del sistema radical puede variar con el manejo del suelo y el estado
estructural del mismo. El desarrollo radicular tiene relacion con la longitud del ciclo.
Uno de los factores que mas afecta la tasa de crecimiento y el patron de distribucién de
raices es el contenido de agua del suelo. Bajo condiciones de sequia, las raices crecen
lentamente en la capa superficial del suelo y mas rapidamente en las capas profundas,
con mas agua disponible.

Parte aérea

El tallo principal presenta una altura variable con un nimero de nudos que en general
oscila entre 14 y 20. La cantidad de nudos producidos a la madurez depende de la
latitud, la época y densidad de siembra y la longitud del ciclo y habito de crecimiento
del cultivar. Las ramas tienen un nimero de nudos menor que el tallo principal.

La soja presenta yemas en las axilas de los cotiledones y de las hojas unifoliadas o
trifoliadas. Dichas yemas pueden producir una rama o un ramillete floral, o permanecer
latentes. EI nimero de ramas incrementa con el espaciamiento entre surcos y la
reduccion de la densidad, dependiendo de la longitud del ciclo del cultivar y de su
habito de crecimiento. Las mayores son las inferiores y su tamafio se reduce hacia el
apice.

En los nudos de las hojas trifoliadas se encuentran tres yemas, una central y dos
axilares. La cantidad y ubicacion de los untos de crecimiento otorgan a la soja una
capacidad para recuperarse ante dafios, como el granizo. La planta puede producir
nuevas ramas y hojas despues de una destruccion total del follaje, salvo en el caso que
el tallo se corte por debajo del nudo cotiledonar, hecho que determina la muerte de la
planta.

Si la yema central hubiese producido un ramillete floral y, por algin motivo el mismo
aborta, las yemas laterales se pueden activar para formar un ramillete nuevo.

Factores que afectan el crecimiento

El fotoperiodo no solo afecta la duracion del periodo VE-R1, sino que también modifica
la duracion de los demas periodos reproductivos. Los fotoperiodos cortos reducen la
duracion de la etapa de llenado de los granos, pero incrementan la tasa de crecimiento
de las semillas.

Condiciones de estrés, como alta temperatura o deficiencia de humedad, reducen el
rendimiento, debido a una reduccién en uno o mas de sus componentes. La reduccion de
un componente puede ser compensada por otro, por lo que el rendimiento puede no ser
significativamente modificado. ElI componente afectado depende del estado
reproductivo de la planta cuando se produce el estrés. A medida que la planta avanza en
su estado de crecimiento de R1 a R5,5, su capacidad para compensar la ocurrencia de
estrés se reduce y el potencial de reduccion del rendimiento por parte del estrés
aumenta.
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Las temperaturas mas favorables para el crecimiento radical se ubican entre 22 y 27°C.
La densidad aparente del suelo afecta en forma exponencial e inversa el crecimiento de
la raiz.

Aspectos del manejo del cultivo, como el espaciamiento entre surcos, también afectan la
distribucion y crecimiento de las raices, dado que el acercamiento de la distancias entre
las hileras aumenta la biomasa radical en profundidad.

La infeccidn de las raices con Bradyrhizobium japonicum afecta el crecimiento de las
raices. En las plantas no nodulares se acentta el crecimiento de la raiz principal,
mientras que en plantas noduladas se observa una mayor distribucion tipo cabellera.
Entre los factores que inciden sobre el aborto de 6rganos reproductivos se pueden
mencionar:

a. Factores internos

e Competencia por fotoasimilados entre las flores y pequefios frutos.

e Alteracion de balances hormonales producida por el establecimiento de
los primeros frutos de la inflorescencia.

b. Factores ambientales

e Sombreado. El aborto se observa con més frecuencia en las porciones
inferiores del canopeo. Se incrementa en periodos prolongados de gran
nubosidad durante la floracion. Causa disminucion de la fotosintesis,
provocando deficiencias de fotoasimilados y de nutrientes.

e Deficiencia hidrica. Provoca cierre de estomas, determinando la
disminucion de la fotosintesis y el aumento de la temperatura foliar por
reduccion del a transpiracion. Si la deshidratacion es severa puede causar
la muerte de los embriones. Ademas, puede estimular la sintesis de
hormonas que aceleran la senescencia y la muerte de érganos.

e Temperaturas medias inferiores a 18°C o superiores a 36°C. los efectos de
temperaturas extremas pueden ser directos sobre la sobrevivencia de los
embriones o indirectos, afectando la fotosintesis, la respiracion o el
balance hidrico de las plantas. Existen cultivares que pueden soportar
limites de temperatura més altos o0 mas bajos.

e Deficiencia de nutrientes. Las deficiencias de N y P provocan falta de
fotoasimilados.

e Fotoperiodo. Dias largos estimulan el aborto de 6rganos reproductivos,
alargan el periodo reproductivo y disminuyen el traslado de asimilados
hacia las semillas.

e Insectos y enfermedades. Destruyen embriones o alteran el traslado de
fotoasimilados y agua hacia los mismos.

e Defoliacion. Sus efectos varian de acuerdo a la intensidad de la misma y
al estado de desarrollo de la planta.

Rendimiento

El rendimiento en grano puede separarse en componentes del rendimiento, cuyo
producto determinard el peso final de semillas a madurez y puede expresarse de la
siguiente manera:

R: Nr.Ng.Pg

Donde:
R: Rendimiento en granos (g/m?)
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Nr: nimero de estructuras reproductivas por unidad de superficie (nimero de frutos/ m?)
Ng: nimero de semillas por unidad reproductiva (nimero de semillas/fruto)

Pg: peso promedio de las semillas (g/semilla)

Los componentes del rendimiento se pueden visualizar en la figura a continuacion:

Figura N° 21: Componentes del Rendimiento del cultivo de Soja.

RENDIMIENTO

N° DE GRANOS PESO DE GRANOS

Nudos/m? Granos/Nudo Tasa Duracion

——

Plantas Nudos/ || Granos Vainas/
/ m? Planta || /Vaina Nudo

Los componentes del rendimiento pueden ser modificados por el genotipo, el ambiente
y el manejo.

El grado de sensibilidad de cada componente a los factores ambientales varia con el
estado de desarrollo del cultivo. La soja tiene la capacidad de compensar (dentro de
ciertos limites) reducciones en un componente del rendimiento debidas a factores de
estres.

El componente més asociado con variaciones en el rendimiento es el nimero de
semillas por unidad de area de suelo. Hay que tener en cuenta que no todo los periodos
son igualmente importantes en la determinacion del nimero final de semillas, existen
etapas mas criticas que otras. Por lo tanto, es de suma importancia determinar qué
etapas del ciclo deben estar sometidas a las mejores condiciones ambientales y de
practicas de manejo para que haya una éptima disponibilidad de recursos y una buena
capacidad de las plantas para capturarlos y utilizarlos. Las estructuras responsables de
que haya mas o menos numero de semillas por unidad de superficie se generan desde
emergencia hasta mediados del estado R5. El nimero de semillas por m? es funcién de
la fotosintesis o la tasa de crecimiento del cultivo entre R2 y R5, siendo particularmente
importante el periodo entre R4 y R5. A medida que disminuye la tasa de crecimiento del
cultivo entre R2 y R5, es menor el nimero de destinos reproductivos fijados. EI nimero
de semillas por unidad de area de suelo queda determinado durante el periodo R2-R5 y
su disminucién sélo puede ser compensada parcialmente por el aumento de peso
unitario de las semillas.

Se debe tener en cuenta que es normal que el aborto de estructuras que podrian dar
semillas, supere el 40-60% de las flores generadas. Es importante determinar si la
menor cantidad de semillas generadas se debe a una disminucién de la cantidad de
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flores o mayor porcentaje de aborto. Periodos de estres durante la floracion temprana
producen un reducido efecto sobre el nimero de semillas por m?, debido a que el cultivo
presenta gran plasticidad y puede seguir produciendo flores una vez aliviado el estrés.
Los limites de numero de semillas por vaina y tamafio de semillas estdn determinados
genéticamente.

Periodo Critico — Ubicacién e importancia

Para maximizar el rendimiento es necesario tener en cuenta el periodo critico del
cultivo, es decir la etapa durante R4 y R6. Para lograr el maximo rendimiento, debemos
asegurarnos que el crecimiento del cultivo sea maximo durante ésta etapa, cumpliendo
algunas précticas de manejo.

Para poder asegurarnos la provision de agua de suelo durante esta etapa, es
recomendable la siembra directa o la labranza con cubierta de residuos, lo que aumenta
las chances de llegar al periodo critico con buena disponibilidad de agua en el perfil. El
manejo de la densidad de plantas, también se debe tener en cuenta. Si la oferta de agua
del perfil es poca, deberemos adecuar la densidad de plantas para no provocar el
agotamiento del perfil.

Para maximizar la tasa de crecimiento del cultivo durante el periodo critico, debemos
hacer coincidir dicho periodo con el momento del afio en el que es méxima la radiacion
incidente. Debemos tener en cuenta que las deficiencias hidricas son mas importantes
que los niveles de radiacion. Para lograr éstas coincidencias, manejamos los GM vy las
fechas de siembra. En los cultivares de GM bajos (variedades precoces) debemos ubicar
el periodo critico durante la primera parte del verano cuando los niveles de radiacién
son altos. Si se realiza éste manejo se puede llegar a acortar la prefloracion reduciendo
el indice de area foliar (IAF). Si el IAF cae por debajo de valores aceptables no se
captara la maxima radiacion posible y por otro lado, si existen limitaciones hidricas y
nutricionales la expansion foliar se vera reducida al igual que las ramas dificultando la
obtencion de maximos rendimientos.

Al retrasar la fecha de siembra, retrasamos la ubicacion del periodo critico hacia
momentos con menor radiacion incidente, diminuyendo la posibilidad de maximizar el
rendimiento. Para poder disminuir el efecto de esta situacion, se siembran genotipos
precoces. Para no reducir la cantidad de nudos (por condiciones térmicas y de
fotoperiodo) se debe manejar de manera apropiada la densidad de plantas y el
espaciamiento.

En caso que las condiciones ambientales no sean adecuadas como ser falta de retencion
hidrica, baja fertilidad quimica o estructural, conviene seleccionar un cultivo de ciclo
mas largo, el cual explorara mejor el ambiente con menor radiacion incidente pero
manteniendo una alta eficiencia de intercepcion.

Manejo del cultivo de Soja

Fecha de Siembra

La fecha de siembra éptima varia segun fotoperiodos, regimenes térmicos e hidricos y
caracteristicas edaficas y sanitarias. Los cultivos deben ser manejados de manera de
optimizar su estado fisiolégico general al comienzo de su periodo critico (de R4 a R6).
En el area sojera la fecha de siembra dptima va del 15 de octubre al 10 de noviembre.
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La temperatura condiciona la fecha de siembra al determinar el periodo libre de heladas.
El periodo libre de heladas y la extension de éste periodo se relacionan con la latitud y
altitud. El periodo de siembra aumenta de sur a norte de nuestro pais.

Cuando se trata de cultivos en secano, el régimen hidrico es el que condiciona la fecha
de siembra, ya que la disponibilidad de agua es importante para la germinacion y
durante la etapa de llenado de granos. El déficit hidrico afecta la fenologia, el
crecimiento en altura y produccion de biomasa, determinando el vuelco. Por éste motivo
se recomienda modificar la fecha de siembra de un cultivar para lograr adecuado
crecimiento y evitar el vuelco.

Las caracteristicas edaficas, también afectan al crecimiento y vuelco.

Los problemas sanitarios a veces obligan a modificar las fechas de siembra para evitar
superposicién de la etapa de mayor susceptibilidad del cultivo con la de produccién de
indculo y la ocurrencia de condiciones ambientales favorables para que se produzca la
infeccion.

Para un mismo cultivar, a medida que atrasamos la fecha de siembra desde una fecha
normal (1° de Noviembre), aumenta la temperatura y se acelera el crecimiento y
desarrollo. Fechas de siembra muy tardias hacen coincidir la etapa de llenado de grano
con temperaturas y radiacion menores. El atraso en la fecha de siembra acorta la
duracion en dias del ciclo del cultivo y el periodo critico de llenado de granos, se realiza
con peores condiciones ambientales.

Si se utilizan cultivares de GM diferente, para una misma fecha de siembra, el periodo
critico se produce en momentos diferentes. EI rendimiento para una fecha de siembra,
sera mayor en el GM que coincida su periodo critico con mejores condiciones
ambientales.

Siempre se debe recordar que a menor nimero de nudos por planta, menor serd el
rendimiento obtenido. Esto ocurre si se atrasa la fecha de siembra para todos los GM y
en siembras mas tempranas en GM més cortos.

Distancia entre surcos

La eleccion del espaciamiento entre surcos depende de la fecha de siembra, la latitud,
las condiciones ambientales limitantes para el crecimiento del cultivo, la reduccion del
espaciamiento contribuye a mejorar el aprovechamiento de la radiacion, el control de
malezas e incrementa el rendimiento. El espaciamiento entre surcos optimo se reduce
con la latitud. Se debe recordar que el objetivo es lograr el 95% de intercepcién de
radiacion en R3. Normalmente la distancia entre surcos mas utilizada es 52 cm.

Las diferencias en rendimiento entre espaciamientos son menores a nulas en siembras
de noviembre. En siembras tardias (posteriores al 15 de diciembre) y tempranas
(septiembre-octubre) se obtienen mayores rendimientos con distancias inferiores a 52
cm. (siempre hablando del cultivar con el mismo GM). Reducciones del espaciamiento
permiten compensar reducciones de rendimiento por adelantos y atrasos de la fecha de
siembra.

Con cultivares de GM mas cortos y fechas de siembra muy tempranas o muy tardias, se
debe acercar la distancia entre surcos. Lo mismo ocurre en el caso que sembrar en un
ambiente no adecuado. Con cultivares de GM mas largos y en siembras normales no se
debe acercar la distancia entre surcos porque pueden generarse condiciones favorables
para enfermedades o vuelco. En fechas de siembra tardias, conviene elegir un cultivar
con un GM que pueda cumplir su periodo critico con las mejores condiciones
climaticas, ajustando la distancia entre surcos y la densidad de plantas.
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Densidad de siembra

La soja es un cultivo que posee gran plasticidad a la densidad de siembra ya que posee
una gran capacidad de compensacién a través del nimero de ramas y frutos por planta.
La densidad de plantas 6ptima es aquella que: permite un buen crecimiento evitando el
vuelco, reduce la incidencia de enfermedades y asegura una adecuada insercion de las
vainas inferiores para facilitar la cosecha y evitar pérdidas.

La densidad optima de plantas depende de la fecha se siembra, latitud, condiciones
ambientales, caracteristicas del cultivar y del espaciamiento entre surcos.

En siembras tardias 0 muy tempranas conviene aumentar las densidades de siembra. A
mayor latitud, las densidades de siembra tienden a ser mayores, reduciendo el espacio
entre surcos, como se ha descrito en el punto anterior, y de ésta manera lograr una
rapida cobertura e incrementar la eficiencia de uso de la radiacion.

Cuando el ambiente posiblemente limite el crecimiento del cultivo, es conveniente
incrementar la densidad de siembra para lograr una mejor cobertura.

Existen casos en los que se reduce la densidad de siembra para disminuir la incidencia
de enfermedades como Sclerotinia sclerotiorum.

Generalmente se recomienda aumentar la densidad de siembra a menor longitud de ciclo
y para un mismo cultivar a medida que se modifica la fecha de siembra con respecto al
mes de noviembre.

Requerimientos nutricionales

La demanda de nutrientes varia proporcionalmente con los niveles de produccion
logrados y el indice de cosecha nutricional.
A continuacion se describira los requerimientos de los nutrientes mas importantes:

e Nitrdgeno:

La demanda de nitrgeno es alta, llegando a 80 Kg./Tn de grano. Es el elemento
limitante en los cultivos de alta produccion.

Las deficiencias de éste nutriente se evidencian por reducciones en el crecimiento y
amarillamiento de las plantas. La aparicion de los primeros sintomas se da en las hojas
inferiores de las plantas.

Como ya se ha nombrado, la soja obtiene éste nutriente de dos modos diferentes:
absorcion desde el suelo y por fijacion bioldgica de nitrégeno.

Més adelante se describira con detenimiento la importancia del nitrogeno en el cultivo
de soja.

e Fosforo:

El fosforo es el segundo elemento en importancia, considerandose el segundo limitante
para la produccion. La demanda del cultivo es de 8 Kg./Tn de grano. Este nutriente es
de suma importancia para la nodulacion y la FBN.

Los requerimientos de P son méximos a los 30 dias de la emergencia de las plantulas. El
diagnostico y las correcciones de P deben realizarse al momento de la siembra o con
anterioridad. Para realizar el diagnostico de P, se recomienda calcular el contenido de P
extractable en los primeros 20 cm. de suelo mediante el método de Bray y Kurtz 1.

Dada la escasa movilidad del P, es recomendable la aplicacion de la fertilizacion
fosfatada en un lugar cercano a las raices, para que las mismas puedan alcanzarlos
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durante su crecimiento. También se recomienda la colocacion del fertilizante en bandas
angostas. Debido a que las semillas de soja son sensibles a la fototoxicidad y salinidad,
es conveniente que el fertilizante se coloque cerca de la semilla, pero no en contacto con
la misma. El contacto directo entre semilla y fertilizante puede dar lugar a la muerte de
la misma o a la reduccion de la nodulacion, por lo que se vera afectada la FBN.

En el caso de los lotes trigo/soja de segunda, la fertilizacion se puede realizar sobre el
trigo y asi la soja aprovechara el remanente.

e Azufre:

El cultivo de soja requiere alrededor de 7 Kg./Tn de grano. Este elemento se vincula con
el metabolismo de N, por lo que un déficit de S provoca menor asimilacion de N a nivel
de las hojas.

Los sintomas de deficiencia de S se asemejan a los de N, observandose un
amarillamiento en las hojas en formacidn o nuevas. La baja disponibilidad de S afecta el
numero de granos y su peso individual.

Acumulacion y traslocacion de nitrogeno

La soja presenta una alta acumulacion de proteinas en las semillas, por lo que es un
cultivo con alta demanda de nitrogeno y menor produccion de biomasa de semilla por
unidad de fotoasimilado producido. Por estos motivos anteriormente nombrados, el
nitrégeno es el nutriente critico. Si no existen limitantes mayores, el rendimiento de la
soja es funcidn directa de la capacidad de acumular nitrégeno que exhiba el cultivo.

El contenido de nitrégeno en las semillas dependerd de: la tasa de acumulacion de
nitroégeno en la planta durante el desarrollo de las semillas, la tasa de acumulacién de
nitrégeno en semillas, la longitud del periodo de llenado y la cantidad de nitrégeno
acumulado previamente en los 6rganos vegetativos, susceptibles de ser traslocados a las
semillas.

Esta leguminosa tiene la capacidad de tomar nitrogeno fijado simbidticamente gracias a
la asociacion de bacterias Bradyrhizobium japonicum con sus raices.

Las fuentes de nitrégeno para éste cultivo son:

¢ El nitrogeno presente en el suelo, que proviene de la transformacion de residuos
organicos y de fertilizantes.

e El nitrégeno atmosférico fijado por las bacterias.

El porcentaje de nitrégeno que aporta la fijacion simbiotica depende de la composicion
fisico quimica del suelo y del suministro de fotoasimilados de la planta. Condiciones de
alta disponibilidad de nitratos son inhibitorias para la fijacion de nitrégeno. La fijacion
de N es susceptible a la deficiencia hidrica en el suelo, cesando la capacidad de reducir
N atmosférico. Con episodios de sequia, el cultivo debera tomar un porcentaje mayor de
N mineral presente en el suelo. Otro factor importante que reduce la fijacion de N es la
falta de aireacion del suelo, debido a estados de compactacion fisica o a saturacion por
inundaciones.

La acumulacion de N sigue una funcion muy similar a la acumulacion de materia seca,
es decir que al principio del ciclo del cultivo la tasa de asimilacion es baja y luego va
incrementdndose hasta llegar a un maximo durante el periodo de floracion y
establecimiento de los frutos. Cuando comienza el llenado de los granos, la tasa de
asimilacion de N comienza a declinar. La acumulacion de N en las semillas es funcion
de la acumulacion de N en los tejidos vegetativos. El porcentaje de N acumulado en las

35



semillas respecto del N en el resto de la planta a la cosecha, es de alrededor del 90%,
mientras que la particion de materia seca oscila entre el 47% y el 56%.

Durante el periodo de llenado de las semillas la demanda de N es muy alta y una
importante proporcién del N foliar es removilizado hacia las mismas. Una reducida tasa
de asimilacion de N, durante el periodo vegetativo o el llenado de grano, asi como una
redistribucion incompleta del mismo, determinan pérdidas en el potencial de
rendimiento de la soja. Las semillas son el principal destino de acumulacion de
nitrégeno proveniente de la removilizacion de otras partes vegetativas.

Nutricién nitrogenada

La soja se caracteriza por acumular importantes cantidades de proteina en grano,
alcanzando valores del 40% en promedio. Para lograr éstos altos contenidos de proteina
en el grano, el cultivo debe acumular una cantidad significativa de nitrogeno.

Si no existen limitantes importantes de otra naturaleza, el rendimiento del cultivo es en
funcién directa de su capacidad de acumular N y la disponibilidad del mismo.

La soja puede cubrir sus requerimientos de N a partir del aporte del suelo, la
fertilizacion y el aire, por medio de la fijacion biol6gica de nitrgeno.

Como se ha nombrado previamente, la Fijacion Bioldgica de Nitrdgeno (FBN) es una
asociacion mutualista entre la planta y bacterias del género Bradyrhizobium. De ésta
unién se forma ndédulos a nivel de las raices. Las bacterias son capaces de transformar el
N, de la atmdsfera en NH;" asimilable por las plantas. El aporte de la FBN representa
un ahorro del N del suelo. El porcentaje de N acumulado en la planta por fijacion
bioldgica presenta una relacién inversa a la cantidad de N disponible en el suelo. Entre
el 25y el 75% de las necesidades de N son logrados por FBN. La fijacion es un proceso
costoso para la planta, en cuanto a energia. Para obtener rendimientos maximos, ambas
fuentes de N deben complementarse.

Los requerimientos de la planta de soja desde la germinacion hasta la floracion (R1) son
bajos. En ésta etapa la acumulacion de N esta definida por la tasa de crecimiento del
cultivo y es independiente de la oferta de dicho nutriente. En la etapa de fructificacion
(R3) a plenitud del llenado de grano (R6), los requerimientos son altos. Hasta el
comienzo de los estadios reproductivos el suelo puede satisfacer los requerimientos de
nitrégeno del cultivo. En las etapas de R3 a R6 es necesaria la participacion de la FBN
para suplir los requerimientos de N. La FBN comienza unos 30 dias después de la
emergencia y aumenta notablemente durante el llenado de granos, aumentando el
rendimiento en grano.

El aporte de N por fertilizante reduce el aporte de N por fijacion bioldgica. Por éste
motivo, solo se aconseja la fertilizacion nitrogenada en casos en los que el cultivo de
soja no se inocule con rizobios o cuando se evidencia deficit de N por falta de
nodulacion. Se estima que el agregado de hasta 18 Kg./ha. de N no afecta la nodulacion
ni la FBN.

Interaccion Soja-Bradyrhizobium

Inoculacion

Cuando en el suelo no se dispone de los rizobios adecuados, por el método denominado
inoculacién, se agregan artificialmente rizobios seleccionados sobre la semilla o el
suelo. El producto bioldgico con el que se realiza esto se denomina inoculante.
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Cuando se produjo la expansion del cultivo de soja, en la década del 70", en nuestros
suelos no existian las bacterias B. japonicum y B. elkanii, por lo que se considero
necesario introducirlas al suelo mediante la incorporacién de las mismas a las semillas a
sembrar, es decir inoculando las semillas (Pacheco Basurco, 1983). En los comienzos,
la mayor parte de los productos inoculantes eran importados (EE.UU.).

Debido a la amplia difusion del cultivo y la repetida inoculacion anual, los rizobios se
han naturalizado en la mayoria de los suelos sojeros. Por ésta razon es posible observar,
al examinar las raices de soja no inoculada, la presencia de nodulos en suelos donde se
implant6 un cultivo de soja sin inocular.

Para seleccionar una cepa de bacteria, aparte de la especificidad, se deben tener algunas
consideraciones basicas como: capacidad de formar nddulos (infectividad), para fijar N
(efectividad), la sobrevivencia en las semillas y en el suelo, la adaptacién o tolerancia a
situaciones de estrés, la estabilidad genética y la capacidad de crecimiento en las
condiciones de produccion.

El producto inoculante que es adicionado a la semilla debe ser capaz de dejar en el
exterior de la semilla, una carga bacteriana no menor a 80.000 rizobios por semilla. Las
bacterias seran encargadas de infectar las raices de las plantas, alcanzar un desarrollo
especifico (bacteroide) en el interior de un noddulo para luego comenzar a fijar nitrogeno
derivado del aire del suelo. Mé&s adelante se desarrollard con mayor detenimiento el
tema de inoculantes.

Los estudios comienzan en laboratorio, donde se evalta la capacidad de nodulacion.
Con las cepas preseleccionadas, se inician estudios de invernaculo a fin de determinar la
capacidad de nodulacion y de FBN. Finalmente, se realizan ensayos en condiciones de
campo en diferentes areas cultivadas con soja.

Infeccion y formacion del nédulo

La simbiosis de la soja con los rizobios no es ciclica, ya que las bacterias no se
encuentran dentro de las semillas. Para que se de las simbiosis las semillas se debe
producir la infeccién. Cuando dos miembros de una simbiosis entran en contacto se da
el “reconocimiento”.

La comunicacion entre los simbiontes comienza con la liberacion de metabolitos
secundarios contenidos en exudados de semilla 'y de la raiz de la leguminosa (soja). Los
compuestos liberados son de naturaleza flavonoides como la naringenina, geniteina y
daidzeina, acidos aldolicos y betaina. Las sustancias secretadas hacen que los rizobios
sean atraidos quimicamente hacia la region apical de los pelos radicales. Estos
flavonoides son considerados la primera molécula sefial.

Al momento que los rizobios reconocen la sefial enviada por la planta, mediante los
metabolitos secundarios, se inicia la transcripcion (proceso mediante el cual un gen o
genes codificados en el ADN se copian a ARN mensajero) de los genes de nodulacién
denominados genes nod. EI proceso de transcripcion de los genes nod de la bacteria,
involucra a una proteina de origen bacteriano llamada NodD. Cuando entra en contacto
con los flavonoides secretados por la planta, los genes nod de la bacteria modifican su
conformacién permitiendo que la enzima encargada de llevar a cabo la transcripcién de
los genes nod (ARN polimerasa) realice su funcion. La traduccion de los genes nod
(proceso mediante el cual los ARN mensajeros son traducidos a proteinas), da como
resultado la produccién de un conjunto de enzimas encargadas de la sintesis y secrecion
de los denominados factores de nodulacion (factores Nod).

Los factores Nod secretados a la rizosfera por los rizobios son reconocidos por la planta
huésped. Las concentraciones necesarias de los factores Nod para poder producir las
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respuestas en los pelos radicales de la planta van de 10° a 10™ M. Esta concentracion
varia en funcion de la respuesta inducida y de la interaccion rizobio-leguminosa. Las
plantas poseen receptores tipos cinasas para los factores Nod. Los receptores cinasas
tienen una region transmembranal y una region citoplasmatica, ésta Ultima con actividad
especifica de cinasa con capacidad de transferir un grupo fosfato.

Al ser reconocidos se suceden una serie de cambios morfologicos y fisioldgicos en los
pelos radicales de la planta. Dentro de las respuestas inducidas por los factores Nod
encontramos cambios en los niveles del influjo y eflujo de iones calcio, cloro, potasio y
protones y cambios en el pH intracelular que se convierte mas alcalino. Estas
modificaciones en los niveles idnicos de la célula son los responsables de inducir la
despolarizacién de la membrana de los pelos radicales. Debido a la despolarizacion de
las membranas se activan canales de calcio, lo que hace oscilar la concentracién de éste
ion a nivel citoplasmatico y en la region perinuclear. Los cambios de concentracion de
calcio son oscilatorios y son claves para disparar cascadas de sefializacion. Debido a la
cascada de sefales, se activan las proteinas sensibles a este i6n y capaces de fragmentar
y reorganizar el citoesqueleto y se activan cinasas que fosforilan proteinas de una
familia de factores transcripcionales llamadas proteinas GRAS.

Aparte de los cambios ya descriptos, se producen modificaciones de los
microfilamentos de actina y de los microtibulos de las células de los pelos radicales.
Hay un incremento en la expresion de un gran numero de genes de la planta, entre los
que se incluyen aquellos que codifican proteinas llamadas nodulinas. Las nodulinas
estan involucradas en el desarrollo y funcionamiento del nddulo. Hay nodulinas
tempranas y tardias. Las nodulinas tempranas se expresan en las primeras etapas de la
interaccion simbidtica, antes de la FBN. Las nodulinas tardias, como su nombre lo
indica, son aquellas trascritas en etapas mas tardias, una vez que se ha iniciado la FBN.
Los genes que codifican las nodulinas tempranas participan en la organogénesis del
nddulo iniciando con la formacion de primordios.

El primordio es el resultado de la divisién continua de las células del cértex, dando
lugar a la formacion de un grupo de células a las cuales se les ha llamado primordio de
nodulo. Todas estas respuestas enumeradas ocurren en ausencia del rizobio.

Para que la bacteria se adentre en el pelo radical y llegue al cortex de la raiz se requiere
de la formacion de una nueva estructura conocida como hilo de infeccion. La formacion
del “camino” de infeccion estd dirigida por la planta por la deformacion del
citoesqueleto que induce una invaginacion en la vacuola generando los llamados puntes
citoplasmaticos. El hilo se forma mediante el estimulo continuo del rizobio y los
factores Nod que se producen. El hilo de infeccion es una estructura tubular que se
forma con material de la pared del pelo radical previniendo de esta manera el contacto
directo entre el citoplasma de la célula vegetal y el rizobio. Los puntes citoplasmaticos
permiten la comunicacion de una célula con otra y por alli ird creciendo la bacteria. La
formacion del hilo de infeccion hace que las células de las raices dejen de crecer de
forma polar (crecimiento hacia su parte apical). Previo a la formacion del hilo, el primer
efecto morfologico producido por los factores Nod es un hinchamiento en la zona apical
del pelo. Por parte de la bacteria, se secretan glucidos ciclicos, lipopolisacaridos (LPS),
fundamentales para una correcta infeccion; succinoglucano y EPS, cruciales para la
iniciacion y posterior elongacion del canal de infeccion. La planta, a través de los pelos
radicales y las células del cortex, libera hacia el canal de infeccion, arabinogalactanos y
proteinas ricas en prolina como ENOD12 y glucoproteina matriz (MGP). Los
compuestos son almacenados en los espacios intercelulares de células no infectadas. La
MGP es una glucoproteinas constitutiva cuya expresion en el proceso de infeccion se ve
incrementada y cuya presencia es necesaria para el desarrollo del hilo de infeccion.
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El hinchamiento producido da lugar a un enroscamiento del mismo, ayudando a atrapar
a las bacterias que se encuentran localizadas en ésta zona, generando un nuevo sitio de
crecimiento. Hacia adentro del pelo se forma un tanel que crece desde el &pice del pelo
hasta la base del mismo. Las bacterias se desplazan dentro del hilo de infeccién e
incluso se dividen en su trayectoria al interior del pelo. Cuando las bacterias llegan a las
células del primordio del nédulo, son exocitadas del hilo de infeccion y al mismo
tiempo son endocitadas por las células vegetales que forman el primordio. Esto da como
resultado una nueva estructura llamada simbiosoma, que son estructuras membranales
que contienen intracelularmente a los rizobios.

Cuando los rizobios se encuentran dentro de la célula vegetal sufren diversos cambios
morfologicos como aumento del tamafio de las células y una diferenciacion de la
bacteria a un estado de bacteroide, el cual ya puede realizar FBN. Durante éste proceso,
la expresion de las nodulinas tardias aumenta.

El nédulo es un érgano nuevo producto de la interaccidn anteriormente descripta.

Genética molecular de la infeccién

Como se ha explicado en el punto anterior, la infeccidn consta de dos etapas: 1) la pre
infeccion o atraccion quimiotactica de la bacteria por la planta seguida de la induccion
de cambios estructurales en los pelos radicales y 2) cuando la bacteria entra en el pelo y
forma canales de infeccidén que van entrando a la raiz y al ramificarse y dividirse forman
el primordio del nédulo.

e Genes de nodulacién

La soja tiene la informacion genética para la infeccidén simbidtica y para la nodulacion.
El papel del rizobio, en éste caso, Bradyrhizobium japonicum, es el de disparar el
proceso. Los genes de nodulacion se definen como aquellos genes del rizobio que son
necesarios para la nodulacion.
A los genes de nodulacion se los Ilama genes nod de modo general, aunque comprenden
genes designados como nod, nol y noe. Estos genes estan agrupados en plasmidos o en
una region del cromosoma. Los plasmidos que contienen la informacion para la
asociacion de llaman plasmidos pSym y en ellos se encuentran los genes responsables
de la nodulacion (genes nod) y los de la fijacion de nitrégeno (genes nif y fix).
Se pueden distinguir cinco grupos de genes involucrados en la fijacion del nitrégeno a
nivel de la bacteria:
—Genes “nod comunes”: nod ABC. Son genes imprescindibles para la nodulacion.
Su ausencia impide el proceso de infeccion.
—Genes “nod especificos”: nodFE, nodH, nodPQ. Son los responsables de la
especificidad de huésped. Mutaciones entre ellos alteran o amplian el rango de
especificidad.
—Genes responsables de la sintesis del exopolisacarido (exo), del lipopolisacarido
(Ips), de glucanos y de polisacéridos capsulares (antigenos K). Los productos de
estos genes son importantes para la formacion de los canales de infeccion.
—Genes que permiten una ocupacién mas eficiente del nédulo.
—Genes que permiten la infeccion de un tipo determinado de genotipo de planta.

e Regulacion de la expresion de los genes de nodulacion
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La expresion de los genes bacterianos que intervienen en el establecimiento de la
simbiosis se produce como consecuencia de que la planta libera al medio flavonoides
que en la bacteria interaccionan con la proteina NodD (factor de transcripcion). El factor
NodD regula los operones y estimula la transcripcion de nodABC (genes nod comunes)
y de otros genes nod esenciales. Los operones de los genes nod estan precedidos por un
promotor que contiene una secuencia consenso llamada “caja nod” (caja de nodulacion).
La proteina NodD reconoce la “caja Nod” presente en los de tipo nod.

El factor NodD responde a la unién de flavonoides o de betainas a uno de los extremos
de su cadena peptidica. Se trata de una proteina de membrana que recibe la sefial del
flavonoide a través de la capa lipidica. Para que se produzca la infeccién la proteina
NodD tiene que ser activada y para esto tiene que interaccionar con el flavonoide
especifico. Por esto, los factores NodD son determinantes de la especificidad de
huésped. Una vez activada por los flavonoides, la proteina NodD activa la transcripcion
de los genes de la nodulacion mediante su union a las cajas nod.

La proteina NodD puede regular la expresién de otros genes nod en funcién del
nitrégeno combinado presente.

Los genes nod dejan de expresarse cuando el rizobio es liberado en el nodulo y se
transforma en bacteroide. Esto se produce porque la proteina NodD deja de
interaccionar con la “caja nod”.

e E| factor Nod

Una de las funciones de los genes nodABC es formar el factor Nod. La composicién de
las cadenas laterales de los factores Nod es especifica de cada tipo de rizobio. Los genes
nodH, nodEF, nodM y nodPQ modifican el factor Nod haciéndolo especifico. Por
ejemplo, el factor nodH codifica la sulfotransferasa que transfiere un grupo sulfato al
extremo reductor de los factores Nod, mientras que nodPQ sintetiza la forma activada
del sulfato que va a trnasferir nodH.

No se sabe donde actla el factor Nod en la planta, pero su presencia es imprescindible
para que tengan lugar los cambios de la planta durante la fase temprana de la infeccion,
aunque su sola presencia no es suficiente para que se produzca.

En la rizésfera pueden existir quitinasas y otras enzimas capaces de degradar
selectivamente factores Nod determinados. En el punto a continuacion se describira
detenidamente la estructura de los factores de nodulacion.

Estructura de los factores de nodulacion (Factores Nod)

La estructura de los factores Nod producidos por los diferentes rizobios varian en: 1) la
presencia de grupos adicionales mayormente en los extremos del oligosacarido de
quitina, 2) en el tipo de &cido graso presente en el extremo no reductor y 3) en la
longitud del esqueleto de oligosacaridos. Estas variaciones son determinantes mayores
de la especificidad del hospedador.

La estructura quimica de los factores de nodulacion es muy compleja. Los factores Nod
poseen una cadena de tres a cinco unidades de N-acetil glucosamina (quitina), unidas
por enlace B-1,4 con una sustitucion en el extremo no reductor de una cadena alifatica
de variada longitud e instauracion (C16-C20) y distintas sustituciones (acetil, carbamoil,
metil, sulfato y grupos azucares) en el extremo reductor.

Estas decoraciones del esqueleto son las que determinan la especificidad y su sintesis
esta determinada por los genes nod especificos, todos ellos inducidos por el gen Nod D
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(proteina activadora de la transcripcion), sensor de flavonoides. También se conoce a
los factores Nod como lipoquitooligosacéridos o LCO.

En la produccidén de los factores Nod participan varias enzimas. El primer paso en la
sintesis de los factores Nod es llevado a cabo por una N-acetilglucosaminiltransferasa
codificada por Nod C. La elongacion de la cadena por Nod C tiene lugar en el terminal
no reductor. La desacetilassa Nod B remueve el &cido graso N-acetilo del extremo no
reductor del oligosacarido. Finalmente una aceltiltransferasa, codificada por nod A, une
la cadena acil al carbono C-2 libre de acetilo del Terminal no reductor del oligosacarido.
La estructura basica es modificada por la accion de otras proteinas Nod que sintetizan o
afiaden varias sustituciones.

La expresién de nodABC es suficiente para la sintesis del esqueleto N-acetil-D-
glucosamina acilada. El resto de las sustituciones o decoraciones que posee la molécula
desempefian un papel més sutil en la nodulacion.

Los lipoquitooligosacaridos afectan diferentes procesos fisioldgicos en la planta:
inducen la deformacion de los pelos radicales, la ontogenia de la estructura completa
del nodulo, la division de las células corticales y la expresion de los genes nodulina,
esenciales para la formacion del hilo de infeccion. Todos estos cambios han sido
descriptos en el punto de Infeccién y formacion del nédulo.

Desarrollo del nédulo

Los nddulos formados en la simbiosis entre soja y Bradyrhizobium japonicum son
determinados, es decir que no hay un meristema permanente. Su crecimiento se basa en
la expansion en vez de en la division celular, presentando una morfologia esférica en
vez de cilindrica. Las primeras divisiones celulares en respuesta a la presencia del
rizobio son anticlinales y se producen en la hipodermis.

A continuacion se genera otro foco de division celular en el periciclo. Posteriormente ¢,
éstos dos meristemas convergen generando el primordio nodular, en el cual podemos
encontrarnos células no vacuoladas procedentes de las divisiones de la hipodermis
conformando el tejido central del nodulo, y celulas con un elevado grado de
vacuolizacion procedentes de las divisiones en el periciclo, componiendo el parénquima
nodular que rodea al tejido central. Gran parte de la actividad mitotica en la region
central del nddulo se pierde transcurridos 12 a 18 dias tras la inoculaciéon. Algunas
células de éste tejido central son invadidas a través de los canales de infeccion y pueden
ser identificadas por su gran tamafio y densidad, debidos a la elevada presencia de
simbiosomas. Los simbiosomas pueden presentar mas de un bacteroide en su interior.

El resto de las células no infectadas, presentan un tamafio inferior y con una elevada
vacuolizacion, presentan enzimas uricasas encargadas de la produccion de ureidos que
es la forma en la que se distribuyen los compuestos nitrogenados.

En el parénquima se encuentran varias capas de células separadas por espacios
intercelulares y con un alto contenido de proteinas ricas en prolina en su pared, las
cuales contribuyen a limitar la difusion del oxigeno al tejido central.

El parénquima tiene funcidén protectora y participa en la produccion de ureidos.

Estructura vy diferenciacién del simbiosoma

De forma paralela al desarrollo del nédulo, el rizobio se distribuye por el mismo a través
de canales de infeccion. El nodulo va sufriendo una serie de modificaciones que
culmina en la formacion del simbiosoma, el cual presenta una serie de caracteristicas
gue son indispensables para realizar la actividad fijadora de nitrgeno.
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En un simbiosoma se pueden distinguir los siguientes componentes:
1. Membrana peribacteoides (mpb)
2. Fluido perobacteroideo (fpb)
3. Bacteroide

Membrana peribacteroidea

Es un envoltorio absolutamente necesario para la actividad del simbiosoma, ya que sirve
de intermediario de sefiales y nutrientes entre la bacteria y la planta. Aunque tiene su
origen en la porcion de la membrana plasmatica vegetal que rodea al rizobio durante la
invasion, la naturaleza de la mpb madura se asemeja méas a la de la membrana del
tonoplasto. La razdn de éste cambio en la composicién radica en la fusion de vesiculas
procedentes tanto del aparato de Golgi como del reticulo endoplasmatico que conduce al
crecimiento de la membrana peribacteroidea. Por otro lado, esas vesiculas transportan
determinados componentes proteicos, como una H*-ATPasa, que pasan a incorporarse a
esta cubierta.

La actividad de esta proteina genera una acumulacion de H® en el espacio
peribacteoideo, y por tanto un descenso de pH que el bacteroide va a combatir
excretando el nitrdgeno fijado en forma de amoniaco que en ese ambiente se encontrara
ionizando como NH;*. Los iones de amonio pasan a través de un transportador
especifico de la mpb al citoplasma de la célula vegetal en donde el sistema GS-GOGAT
los incorpora en forma de aminoacidos. Ademas de un gradiente de pH, se genera un
gradiente electroquimico aprovechando por determinados transportadores, como por
ejemplo el de malato, con el fin de proporcionar sustratos carbonados al bacteroide.

En el simbiosoma se acumula calcio, el cual participa en la regulacion de protein-
quinasas de membrana que controlan el transporte de malato y amonio a través de la
mpb.

Fluido peribacteoideo

El fluido peribacteroideo (fpb), definido como material soluble existente entre la mpb y
el bacteroide, mantiene en contacto la superficie de ambos, estableciendo una zona que
permite la interaccion. Como se ha mencionado anteriormente, es donde se va a
acumular una alta concentracion de H* debido a la actividad ATPasa de la mpb. Desde
el aparato de Golgi se secretan proteinas al fbpcaracterfiisticas de lisosomas como
proteasas, trehalasas acidas o manosidasas, que hacen del simbiosoma un organulo con
propiedades liticas. El equilibrio en el intercambio de metabolitos entre la planta y el
microorganismo resulta vital para la simbiosis, de tal forma que, una alteracion del
mismo producida por alguno de los dos miembros de la asociacion, llevaria a una
acidificacion en el interior del simbiosoma que conduciria a la activacion de las
hidrolasas y por tanto a la muerte del simbiosoma y a la senescencia del nédulo.

La fusion de vesiculas del aparato de Golgi da como resultado material glucoproteico,
de la familia de las lectinas, al cual se lo denominé PsNLEC-1. La presencia de estas
lectinas esta relacionada con lamaduracion de la bacteria hacia bacteroide.

Fijacién bioldgica de nitrégeno por el bacteroide

La fijacion bioldgica de nitrégeno en la bacteria Bradyrhizobium japonicum se lleva a
cabo en los bacteroides que se encuentran en el citoplasma de las células del nédulo. La
enzima nitrogenasa cataliza la reaccion:
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N2+ 8H"+8e + 16 Mg-ATP —— 2 NH3 + H, + 16 Mg-ADP + 16 Pi

La nitrogenasa es un proteina de gran tamafio que consiste de dos componentes, la
proteina homodimérica que contiene Fe y es codificada por los genes nifH, y la proteina
tetramérica que contiene Fe y molibdeno (Mo), codificada por los genes nifD y nifK. La
nitrogenasa de los nddulos radicales posee una caracteristica similar a la enzima de las
bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre, incluyendo al O, y la capacidad de reducir
acetileno y N,. La formacion de H, es parte del mecanismo de la nitrogenasa, pero
representa una pérdida significativa de energia.

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia necesaria para
la fijacion bioldgica de nitrogeno.

Los principales compuestos orgénicos transportados al interior de los bacteroides a
través de la membrana peribacteroidal son los intermediarios del ciclo del acido citrico,
en particular los 4cidos de cuatro carbonos como succinato, malato y fumarato. Estos
acidos son utilizados como donadores de electrones para la produccién de ATP. El
primer producto estable que se obtiene de la fijacion de N, es el amonio, y varias
pruebas indican que la asimilacion del amonio para formar compuestos de nitrégeno
orgénico en los nddulos radicales lo lleva principalmente la planta. EI amonio también
se puede asimilar en los bacteroides y pueden ser transferidos a la planta en forma de
alanina.

Durante el proceso de simbiosis, la planta también expresa la leghemoglobina. Esta
sustancia tiene la funciéon de aportar O, a los bacteroides y controlar los niveles de
oxigeno. La leghemoglobina se localiza en el citosol de las células de la planta infectada
y es la que da el tipico color rosado de los nddulos funcionales, que en su interior son
rojizos debido a la presencia de la misma.

Nodulos activos vy no activos — Senescencia nodular

El nédulo fija nitrégeno atmosférico por un periodo de tiempo determinado después del
cual ésta actividad decrece dando lugar a la lisis y luego la muerte del mismo.

Como se ha descrito en el punto anterior, los nddulos activos pueden diferenciarse de
los no activos debido a su coloracién rosada en el exterior y rojiza en si interior. Esta
coloracion se debe a la presencia de leghemoglobina.

La senescencia nodular es un conjunto de alteraciones fisiologicas, bioguimicas y
estructurales que son inducidas por envejecimiento natural, o bien, cuando las plantas
son sometidas a estrés. Diversos organelos celulares como el aparato de Golgi,
mitocondrias, cloroplastos y la membrana celular sufren alteraciones durante la
senescencia nodular.

El retardo de la senescencia del nddulo puede incrementar el tiempo de fijacion de
nitrégeno, aumentado el rendimiento y la calidad de la semilla.

Los cambios morfoldgicos, quimicos y fisioldgicos de los nodulos varian segin su
posicion en la raiz. Los cambios estan relacionados con el pasaje de la planta de estado
vegetativo a reproductivo y las condiciones ambientales. En el caso de los nodulos
formados por Bradyrhizobium japonicum en la soja (nédulos determinados), la
senescencia comienza en la zona central de la corteza y se extiende hacia la periferia,
hasta causar el deterioro total del nédulo. En el caso de los nddulos indeterminados (por
ejemplo en la alfalfa), la senescencia se inicia en la region proximal o base del nédulo y
presenta varios periodos de senescencia y recuperacion durante la vida de la planta.
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En el caso de la soja, una vez que se inicia el proceso de senescencia es irreversible y
los bacteroides mueren. En casos como la alfalfa, que posee un ciclo perenne y los
nodulos son indeterminados, éstos sufren ciclos consecutivos de senescencia y
recuperacion. En los nodulos indeterminados, cuando ocurre la senescencia los
bacteroides salen del nédulo y vuelven a poblar el suelo.

La senescencia nodular coincide con la senescencia de la raiz, de la planta completa o
durante el llenado de granos.

El primer sintoma visible se la senescencia nodular es el cambio de color y la pérdida de
turgencia en los primeros nodulos formados. El color rosado por la presencia de
leghemoglobina para a color oscuro debido a la alteracion que sufre ésta proteina.
Durante la senescencia, los lipidos de la membrana son degradados por peroxidacion, lo
cual conlleva a la degradacion de la membrana peribacteroidea (MPB). La MPB es
degradada por radicales libres producidos por los bacteroides. También se producen
alteraciones en los reguladores de crecimiento, leghemoglobina, metabolismo del
nitrégeno, nitrogenasa, fitoalexinas, poliaminas y ferritina.

El proceso de senescencia es inducido por una sefial sistémica, como la reduccién en el
aporte de carbohidratos a la raiz o a través de un regulador hormonal producido en la
parte aérea de la planta y transportado hacia la raiz.

La principal fuente de oxigeno reactivo en los nddulos es la leghemoglobina, presente
en concentraciones de 1 a 5 mM en el citosol autooxidada. Facilita el transporte de
oxigeno a los bacteroides a flujo bajo pero constante, para prevenir la inactivacién de la
nitrogenasa. En los nodulos senescentes predomina la leghemoglobina oxidada,
mientras que en los nédulos jovenes y sanos esta presente en estado reducido. Durante
la senescencia hay presente de enzimas proteoliticas que promueven la degradacion de
las células infectadas y la disminucion de la concentracion de la leghemoglobina.

Factores que afectan la simbiosis

Los inoculantes poseen bacterias vivas por lo que deben ser protegidos del
desecamiento, altas temperaturas y luz solar directa hasta su uso. Se recomienda el
almacenamiento bajo refrigeracion (4° C) y el uso antes de la fecha de caducidad
indicada por el fabricante. Al momento de uso, el inoculante debe contener al menos 10’
células por gramo.

Cualquier evento ambiental que comprometa tanto la FBN como la mineralizacién del
N, compromete la acumulacion de éste elemento en la biomasa y, como consecuencia el
rendimiento.

Nutricion Mineral

El sistema simbiotico rizobio-soja requiere que no haya limitantes minerales, ya sea por
exceso o defecto.

e Nitrégeno

Altas concentraciones de nitratos inhiben el proceso de infeccion, el desarrollo de los
nodulos y la expresion de la actividad de la nitrogenasa. A mayor presencia de N en el
suelo, menores posibilidades hay para la FBN vy, a la inversa, a menor presencia de N
del suelo, hay mas N de la FBN.

La presencia de formas combinadas de nitrogeno limitan la FBN. Los suelos fértiles con
moderada o alta disponibilidad de formas inorganicas de N en el momento de la
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siembra, y/o importantes tasas de mineralizacion durante el ciclo del cultivo, afectan al
establecimiento de la simbiosis ya que retardan el inicio de la nodulacién y/o inhiben el
funcionamiento del sistema fijador.

El fertilizante nitrogenado puede tener un efecto beneficioso o detrimental sobre la
FBN, dependiendo de la cantidad y del momento en que se aplique. En la soja, la
absorcion del NOs™ ocurre antes de floracion, mientras que la fijacion simbidtica se
inicia luego de la absorcion de nitratos y alcanza su pico de maxima fijacion durante el
llenado de las semillas. En éste caso, la aplicacion de nitrogeno al momento de la
siembra, estimula el desarrollo vegetativo y permite que la planta alcance una buena
interceptacion de la radiacion solar y una alta capacidad de produccion de asimilados
fotosintéticos durante la fase reproductiva, que es indispensable para lograr una fijacion
eficiente de nitrogeno.

o Fdosforo

El P es un factor que limita, considerablemente, la produccion de nddulos y la actividad
especifica de los nddulos.

Las carencias de fdésforo disminuyen notablemente la formacion de nédulos y, por
consiguiente, la FBN. Se considera que para una adecuada simbiosis, los suelos deben
estar provistos con 20 ppm de P asimilable por lo menos.

Cuando la relacion C/N es baja, el limitado suplemento de C al nddulo retrasa la FBN.

¢ Potasio

El ion K* juega un papel muy importante en el proceso de FBN, por su efecto
osmorregulador en la planta y por su efecto directo en la nodulacion.

e Calcio

El calcio es importante en la FBN no solamente por su importante papel en el
fortalecimiento y en el mantenimiento de la integridad de las paredes celulares, sino
también por su papel coadyuvante en la movilizacion del P en las células. Cuando las
concentraciones de calcio en el suelo son bajas, la produccion de nodulos se retarda,
generando nddulos poco firmes e ineficientes.

El Ca™ juega un rol importante en la adhesion de las células bacterianas a los pelos
radicales y en la actividad de enzimas pectoliticas que se requieren en el proceso de
infeccion.

e Micronutrientes

La toxicidad debida al aluminio (Al) y manganeso (Mn) y las deficiencias de Cay P se
registran frecuentemente en suelos acidos tropicales. EI Al afecta gravemente a la
division celular de las bacterias y la division de las células de las raices, disminuyendo
la iniciacion de los nddulos. Se pueden tomar distintas determinaciones ante la
presencia de suelos acidos: corregir la acidez con cal y realizar una fertilizacion
fosfatada o poner las semillas en contacto con masas de cal y P. Estas son algunas de las
opciones viables.

Los micronutrientes juegan un rol importante en la FBN. La deficiencia de Mo limita la
FBN en suelos acidos. La fertilizacion con Mo puede solventar esta carencia y aumentar
el rendimiento en semillas. En suelos acidos y en presencia de Mn, éste nutriente puede
Ilegar a ser toxico, a no ser que se corrija la acidez.
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Falta de Oxigeno

La falta de oxigeno resulta una limitante importante tanto para la planta huésped como
para la FBN. Esta limitante empeora en suelos pesados, produciendo efectos mas
severos y prolongados que en el caso de cultivos en suelitos arenosos. La falta de
oxigeno induce a la respiracion anaerobica (fermentacion), y por consecuencia a la
reduccion energética, induciendo al cierre de estomas y posterior reduccion de la
fotosintesis.

Déficit Hidrico

El estrés hidrico determina una caida en la FBN, cuyo impacto sobre el rendimiento
depende de la intensidad y momento de ocurrencia. En casos extremos éste tipo de
estrés puede llegar a anular la FBN. Las siembras en condiciones secas provocan la
mortandad de bacterias y disminuyen la posibilidad de lograr una nodulacion apropiada.
La falta de agua en etapas tempranas, retrasa la aparicién de los nédulos y la falta de
agua en etapas reproductivas limita la FBN restringiendo el rendimiento. La simbiosis
es sensible a condiciones de anegamiento, ya que con solo 2-3 dias de inundacion se
puede provocar una alta mortandad de nddulos.

Acidez del suelo

Valores bajos de pH afectan la infeccién, la nodulacion y la FBN. Los suelos acidos
pueden causar toxicidad de aluminio y manganeso y deficiencias de Ca, Moy P.

Textura del suelo

Los suelos con textura extrema (arenosa o arcillosa) afectan la sobrevivencia de las
bacterias fijadoras. Las bacterias sobreviven mejor en suelos franco arenosos, franco
limosos o franco arcillo limosos.

La FBN en soja puede verse afectada en suelos arenosos de baja humedad en climas
calidos. Puede conseguirse una disminucion de la temperatura del suelo y aumento de la
nodulacion mediante riego o cubierta orgénica.

La mayor cantidad de nddulos y su ubicacion mas profunda en el perfil se da en suelos
sin laboreo o labranza minima, no asi en aquellos en los cuales se practica labranza
convencional.

Temperatura

El metabolismo de los nddulos aumenta con la temperatura. Cuando la temperatura
sobrepasa el optimo se ve afectada la sobrevivencia de las bacterias en el inoculante y
en el suelo, la infeccion de los pelos radicales, la diferenciacion en la forma de
bacteroide, la nodulacion, la estructura de los nddulos y su funcionamiento y la fijacion
de nitrogeno.

Con temperaturas cercanas a 15°C se retrasa el proceso de infeccion y la nodulacion.

Compatibilidad con plaguicidas

El tratamiento directo de la semilla con fungicidas u otros plaguicidas puede matar
muchas células de Bradyrhizobium del inoculante.
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Los fungicidas compuestos por metales pesados como mercurio, zinc, cobre o plomo no
deben ser usados conjunto con inoculantes debido a su alta toxicidad. Algunos
plaguicidas como el Captan80 Carboxin, Ceresan, Cloranil y Tiran pueden disminuir la
nodulacion y la FBN. Para que esto no ocurra, se practica la inoculacién del suelo o la
siembra de semillas no tratadas, inviables e inoculadas, o utilizando particulas inertes de
peso y tamarfio similar al de las semillas de soja junto con las tratadas.

Los herbicidas generalmente son menos toxicos que los fungicidas, aunque el acido
tricloroacético, Dalapon, Dinitramina y Nitralin reducen la supervivencia de las
bacterias y la nodulacion.

La mayoria de los insecticidas organoclorados y algunos organofosforados también
afectan la nodulacidn, en contraposicion a los nematicidas que no producen problemas
en la inoculacion.

Inoculantes

Un inoculante es un concentrado de bacterias especificas, que aplicado
convenientemente a la semilla poco antes de su sembrado.

El inoculante debe contener un nimero alto de bacterias viables especificas para la
leguminosa a ser cultivada. Los estandares minimos de calidad de inoculantes varian
segun el pais.

Inoculantes con concentraciones de por lo menos mil millones de bacterias por gramo
de producto fresco. La produccion de los inoculantes se realiza por métodos
industriales, resultando importante que el mismo no sea expuesto a temperaturas
mayores de 30-35°C durante el transporte y manipuleo.

La bacteria debe ser especifica para la planta considerada para que se puedan formar
buenos nodulos que sean efectivos en la FBN.

Tipos de Inoculantes

Existen diferentes tipos de inoculantes, los cuales se pueden agrupar en las siguientes
categorias:

e Inoculantes en polvo

Es el tipo de inoculante mas comun del mercado. El cultivo de bacterias se mezcla con
un soporte finamente molido con pH cercano a 6,5, que protege a los rizobios durante
el periodo de almacenamiento y provee mejor adhesion a la semilla. La turba neutra es
considerada uno de los mejores soportes, pero pueden utilizarse varios productos
organicos y minerales en lugar de la turba.

e Inoculantes granulados

Los microorganismos son producidos a partir de inoculantes en polvo y granulos de
arcilla. Este tipo de inoculantes se aplicaen el surco de siembra, permitiendo separar los
rizobios de las semillas que han sido tratadas con pesticidas o fungicidas.

e Inoculante liquido

El inoculante se prepara con un cultivo liquido de bacterias que se diluye
inmediatamente antes de su uso. Debe almacenarse a 4°C. Estos rizobios tienen escasa
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sobreviviencia en la semilla. Puede ser agregado a la semilla antes de la siembra o
puede ser aplicado directamente en el surco.

e Inoculantes en medios de agar

Esta formulacion ha caido casi en completo desuso. Las bacterias tienen un bajo nivel
de sobrevivencia.

e Semilla preinoculada

El proceso de inoculacion lo realiza el semillerista antes de su comercializacion. Las
bacterias sobreviven un periodo de tiempo muy corto sobre las semillas (2 a 3 dias).

Si dividimos los inoculantes en soporte liquidos y soportes pulverulentos, la
clasificacion cambia: entre los liquidos encontramos acuosos y oleosos; y dentro de los
pulverulentos estan los de soporte de turba y dolomita.

Tabla N° 10: Tipos de inoculantes para soja presentes en el mercado nacional.

Tipo de Soporte | Estéril* | Fungicida** | Vida util***
Polvo turba Si/No No 6 meses
Polvo Dolomita No No 6 meses

Liquido acuoso sin Si No 6 2 18 meses

turba
Liguido acuoso Si No 6 a 18 meses
con turba

Liquido Oleoso No Si/No 3 meses

* Se refiere a que no contiene contaminantes y sélo posee rizobios
** Hay productos que en el mismo recipiente contienen inoculante y
fungicida

*** Es el tiempo de vigencia del producto desde que es elaborado,
segun el registrado en SENASA.

Los inoculantes mas utilizados son los pulverulentos o los liquidos acuosos con turba.

Seleccion y preparacion de un soporte para inoculante

Seleccion del soporte

El principal criterio para la seleccion de un soporte es su capacidad para asegurar una
buena sobrevivencia de los rizobios, ésta caracteristica es de importancia primordial.
Para hacer una rapida seleccion deben considerarse muchas caracteristicas:

¢ Contenido de materia organica (al menor 40%)

¢ pH alrededor del punto de neutralidad (usualmente el 6ptimo entre 6y 7)

¢ Bajo contenido de sales

¢ Alta capacidad de retencion de agua en caso de ser pulvurulento

e Ausencia de productos toxicos
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Preparacion del soporte pulvurulento
1. Secado

En la mayoria de los casos, es necesario secar el soporte antes de molerlo. Esto no debe
realizarse a altas temperaturas (menos de 70°C) porque entonces la temperatura del
inoculante se incrementara cuando se mezcle con el caldo bacteriano.

2. Neutralizacion

Si el soporte es demasiado acido, debemos llevar el pH a valores entre 6 y 7, con
carbonato de calcio, tomando la precaucion de esperar cierto tiempo para el equilibrio
en el soporte. Deben evitarse agentes neutralizantes, tales como NH,OH, Na,CO3; y
K,COs.

3. Molienda

El soporte que de ser necesario se le agrega carbonato, se muele de manera de obtener
un polvo fino (200 mallas), que permiten una buena homogenizacion con el caldo
liquido de bacterias, facilitando el desarrollo de los rizobios al incrementar la absorcion
y mejora la adhesion de las particulas sobre las semillas.

4. Envasado

Después de la molienda, el soporte se coloca en recipientes que sean compatibles con
las condiciones de esterilizacion y tengan las siguientes caracteristicas:

e Permeabilidad relativa a gases (O, y CO,), de manera de asegurar una buena aeracion
para el inoculante

e Poca pérdida de vapor de agua para limitar evaporacion y secado del inoculante
durante el almacenamiento

e Resistencia durante las manipulaciones

e Facilidad de almacenamiento

e Menor costo posible

Las bolsas de polietileno (densidad media, espesor 150 micrones) retnen esas
condiciones y permiten también autoclavar el soporte, facil distribucion del caldo
bacteriano, conservar el inoculante y luego distribuir a los agricultores.

La cantidad de soporte en cada bolsa esta relacionada al uso que se le pretende dar en el
campo. Las bolsas se cierran usando un sellador eléctrico dejando el menor aire posible
en la bolsa de manera de evitar su inflado cuando se autoclavan.

Esterilizacion del soporte

El crecimiento y la sobrevivencia de los rizobios con mejores en un soporte estéril
porgque no hay competencia por espacio y sustratos, por ello el uso de soporte estéril,
por esto la produccion de un soporte estéril es imprescindible para la obtencidn de un
inoculante de buena calidad.

El método mas facil de esterilizacion consiste en autoclavar el soporte. De éste modo se
matan todas las esporas existentes. Generalmente se realizan 3 ciclos de autoclavado de
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una hora de duracion a 120°C cada 24 horas. Es esencial verificar la esterilizacion
mediante un estriado en placas de Petri. Es necesario esperar que las bolsas se enfrien
antes de poner el caldo bacteriano dentro del soporte.

Existen otros métodos de esterilizacion de soporte: irradiacion gamma, 6xido de etileno,
etc.

Preparacion de un cultivo liquido para inocular

Para producir una cantidad importante de inoculo, es necesario hacer un subcultivo a
partir de un cultivo en agar a un medio liquido.

Las siguientes operaciones conducen a la preparacion de un cultivo liquido en un
Erlenmeyer que sera utilizado para inocular un fermentador.

e Equipamiento necesario

—Agua destilada estéril.

—Tubo de ensayo con un cultivo en agar inclinado de la cepa que se quiere
multiplicar.

—Una anza de inoculacion.

—Pipetas esteériles, 5 ml.

—Un Erlenmeyer con medio de ELM (con tubo de acople en la parte inferior del
matraz se lo necesita para inocular un fermentador.

—Un agitador (orbital o0 magnético)

El Erlenmeyer debe llenarse sélo a 1/3 de su capacidad para una apropiada aeracion del
medio.

e Procedimiento

Todas las operaciones deben realizarse en un ambiente estéril con camara de flujo
laminar cerca de un mechero de Bunsen. Pasos:
1) Usando técnicas asépticas, verter 5 ml de agua destilada estéril dentro del tubo
que contiene el cultivo que se quiere multiplicar.
2) Esterilizar el anza de inoculacion sobre la llama del mechero Bunsen y dejarla
enfriar, hacer una suspension con las bacterias que estan creciendo sobre el agar.
3) Con una pipeta estéril, extraer asépticamente una alicuota de la suspension
bacteriana y colocarla en el Erlenmeyer con el medio ELM liquido.
4) Poner el Erlenmeyer el el agitador orbital en un incubador o en un cuarto con
temperatura controlada a 30°C.
5) Deben tomarse alicuotas de control para chequear el crecimiento y la ausencia
de contaminantes durante y al final del periodo de cultivo.

Fermentador

El primer paso en la produccion masiva de inoculantes es la multiplicacion de la
bacteria. Para realizar ésta tarea se utilizan fermentadores con medio liquido.

El aparato fermentador esta disefiado para esterilizarse en autoclave con el medio de
cultivo incluido. Después de enfriado y conectado a los accesorios, el medio se inocula
con la cepa elegida. El sistema de aeracidn y termorregulacion utilizado permite obtener
altas densidades bacterianas.
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El fermentador consiste en un recipiente cilindrico de acero inoxidable y una tapa
conteniendo varios accesorios.
Los volimenes y dimensiones del aparato se han definido considerando los siguientes
aspectos: la necesidad de colocar la unidad en el autoclave, el didmetro interior debe ser
relativamente pequefio para facilitar la aeracion del medio y un volumen total de 30 a 60
litros para permitir la manipulacion por dos persona.
El fermentador presenta diferentes accesorios como:
—Un bulbo metélico poroso (4) que se utiliza para airear y mezclar el caldo
—Sonda de muestreo (5) de pequeiio volumen de manera de facilitar el control de
calidad
—Tubo de salida de aire (6) con igual diametro al de entrada
—Anillo que permite cerrar herméticamente la tapa (7)
—Dos perforaciones situadas en la tapa (8 y 9) para permitir la instalacién de un
sistema de calentamiento y una sonda de control de temperatura.

Operatoria:
1) Aeracion

El aire, que entra desde un compresor (12) o desde una bomba electromagnética,
activa un medidor de flujo (13) y pasa primero a traves de un cartucho desecante
(14) y luego a través de un prefiltro (15). Luego fluye a través de un filtro de
esterilizacion autoclavado con el fermentador. El aire esterilizado (16) llega al
bulbo poroso (4) desde donde se difunde al medio.

El aire que sale del fermentador entra en un frasco de vacio donde burbujea en una
solucion antiséptica (cloruro de mercurio al 1% o liquido blanqueador apenas
diluido).

2) Sistema de muestreo e inoculacion

Un tubo acoplado a la sonda de muestreo (5) se conecta al frasco de vacio, que
tiene otro tubo lateral con un sistema de filtracion de aire. Este mismo tubo (5)
permite la inoculacion del medio cuando comienza el cultivo.

3) Regulacion de temperatura

La temperatura Optima de crecimiento esta entre 28 y 30° C. Si la temperatura
ambiente es demasiado baja para permitir un buen crecimiento de los rizobios, es
necesario calentar el medio.

Se coloca una resistencia eléctrica (10) en una de las perforaciones (8), que
contiene aceite resistente al calentamiento, en la otra perforacion (9) se coloca una
sonda de termorregulacién (11) para controlar la resistencia eléctrica. La
temperatura de crecimiento se monitorea con el dispositivo (21) en la puerta
posterior.
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4) Agitacion

En fermentadores grandes, la inyeccion de aire no es suficiente para permitir una
buena agitacidn del medio, por ello se coloca una barra magnética (22) en el fondo
del tanque. La barra rota con un agitador magnético (23).

Funcionamiento del equipo
Esterilizacion

El fermentador con el medio de cultivo se coloca en el autoclave. La esterilizacion se
realiza a 120° C durante 60 minutos.

Luego de autoclavar se realizan las siguientes operaciones: conectar el circuito de aire
comprimido (compresor de aire, medidor de flujo, desecador) a la entrada de aire, se
retiran las pinzas de ambos lados del filtro (16), se enciende el compresor de aire, se
Ilena el frasco de burbujeo (17) con solucion antiséptica y se deja que el medio se agite
hasta que se enfrie por debajo de 30° C.

No se debe llenar el frasco de burbujeo con el liquido antiséptico antes de poner el
sistema de aeracion en funcionamiento porque la depresion causada por el enfriamiento
del medio podria succionar la solucion hacia el fermentador.

Inoculacion

El cultivo inicial (500 ml de cultivo para un fermentador con un volumen util de25 litros
0 1000 ml para 50 litros de volumen atil) utilizado para inocular el fermentador se
prepara en un frasco con una salida lateral en la cual se coloca un tubo.

Después de chequear la calidad, es decir la pureza del cultivo inicial y el enfriado del
fermentador, se procede a realizar los siguientes pasos:

1) Cerca de la llama de un mechero Bunsen, quitar la cubierta protectora (aluminio) del
sistema de muestreo y el algodon, mantener el tubo cerca de la llama;

2) Esterilizar rapidamente sobre la Ilama la punta de vidrio de la sonda liberada;

3) Conectar a ésta punta el tubo del brazo lateral del frasco con el cultivo inicial del
cual la cubierta protectora y el algoddn se han retirado;

4) Cortar el aire y verter el cultivo dentro del fermentador por gravedad,;

5) Cuando el cultivo inicial ha sido transferido, realizar las operaciones descriptas a la
inversa: remover el tubo del frasco con el cultivo inicial, esterilizar la punta de vidrio
sobre la llama, conectar el sistema de muestreo;

6) Volver a inyectar aire esteril. El flujo de aire inyectado debe ser 2-3 litros de aire
por minuto para un fermentador de 2,5 litros y de 5 litros por minuto para uno de 50
litros;

7) En caso necesario encender el sistema de regulacion de temperatura.

Figura N° 22: Fermentador y accesorios.
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1 Carro manual 2 Recipiente de acero inoxidable 3 Tapa 4 Bulbo metélico poroso 5
Sonda de muestreo (e inoculacion) 6 Tubo de salida de aire 7 Anillo de cierre hermético
8 Perforacion para sistema de calentamiento 9 Perforacion para sonda de control de
temperatura 10 Resistencia eléctrica 11 Sonda de control de temperatura 12 Compresor
13 Medidor de flujo 14 y 15 Prefiltro y desecador 16 Filtro de esterilizacién 17 Frasco
de vacio 18 Solucion antiséptica 19 Frasco de muestreo 20 Filtracion de aire (salida) 21
Regulador de temperatura 22 Barra magnética 23 Agitador magnético.
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Todas las operaciones deben realizarse en condiciones de estricta limpieza, lo cual se
asegura mediante una cdmara de flujo laminar y un mechero de Bunsen.
El cultivo se inicia una vez que el medio del fermentador ha sido inoculado.

Muestreo y controles de contaminacion durante el cultivo

El caldo en el fermentador se muestra durante el crecimiento para evaluar pureza y
densidad del cultivo. Se recomienda mantener el sistema de muestreo en condiciones
asépticas en la camara de flujo laminar.

Un muestreo en condiciones estériles puede realizarse si se respetan las siguientes
instrucciones:

— Eliminar el caldo contenido en el volumen muerto de la sonda por
soplado dentro de la salida lateral del frasco de muestreo tapada con
algodon;

— Retirar con la sonda el volumen deseado de suspension bacteriana, que
entra dentro del frasco;

— Tomar una alicuota del cultivo luego de abrir el frasco cerca del mechero
Bunsen en la cdmara de flujo laminar y

— Tapar el frasco de muestreo.

Todas las operaciones deben realizarse en condiciones de estricta limpieza, lo cual se
asegura mediante una cdmara de flujo laminar y un mechero de Bunsen.
El cultivo se inicia una vez que el medio del fermentador ha sido inoculado.

Muestreo y controles de contaminacion durante el cultivo

El caldo en el fermentador se muestrea durante el crecimiento para evaluar pureza y
densidad del cultivo. Se recomienda mantener el sistema de muestreo en condiciones
asépticas en la cdmara de flujo laminar.

Un muestreo en condiciones estériles puede realizarse si se respetan las siguientes
instrucciones:

— Eliminar el caldo contenido en el volumen muerto de la sonda (5) por
soplado dentro de la salida lateral del frasco de muestreo (19) tapada con
algodon;

— Retirar con la sonda (5) el volumen deseado de suspensién bacteriana,
que entra dentro del frasco;

— Tomar una alicuota del cultivo luego de abrir el frasco cerca del mechero
Bunsen en la cdmara de flujo laminar y

— Tapar el frasco de muestreo (19).

Se pueden tomar varias muestras, si se tiene la precaucién de vaciar el frasco
completamente de manera que las muestras previas no interfieran con la actual.

Las muestras pueden usarse para determinar la densidad Optica, el nimero de rizobios
viables, o para tincidn y observacion bajo el microscopio.

Control de Calidad de un inoculante

Para controlar la calidad de un inoculante para leguminosas, se debe determinar:
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—  Si hay un ntimero suficiente de rizobios vivos en el paquete (minimo 10’ por gramo)
para asegurar por lo menos 1000 rizobios vivos en semillas pequefias y 10° — 10° en
semillas grandes.

— Si la cepa de bacteria esta adaptada al cultivar a inocular.

Métodos de Inoculacién

La eleccion del método de inoculacion apropiado, ya sea con soporte pulverulento o
liquido, es basica para incorporar el nimero adecuado de bacterias por simiente y para
disminuir la mortandad de las mismas.

Es de suma importancia leer y respetar las condiciones de uso descriptas en el producto
inoculante a utilizar. Siempre se debe controlar la fecha de vencimiento, la inscripcion
en SENASA y el nimero de lote.

Se debe lograr que todas las semillas queden cubiertas con el inoculante, a fin de que
cada una de ellas disponga del nimero de rizobios adecuado.

Los métodos de inoculacion son los siguientes:
e Inoculantes en polvo
— Aplicacién en suspension (himedo o en pasta):

Consiste en la mezcla del inoculante con 10 a 25% de una solucién de azlcar
para producir una suspension. La semilla se mezcla con la suspension hasta
obtener un revestimiento homogéneo, y luego se deja secar. Aunque la
inoculacion y la siembra se realizan el mismo dia, cuando se deben sembrar
superficies extensas, la preinoculacién de las semillas con una suspension de
azlcar al 25% permite su almacenamiento por méas de cuatro dias sin que
disminuya el nimero de células vivas por semilla y el nimero de nddulos por
planta. Con frecuencia se utilizan otros adherentes para reemplazar el azlcar
como goma arabiga libre de fungicidas y bactericidas, metiletil celulosa y la
metilhidroxipropil celulosa. El uso de aceite combustible diesel, aceite mineral o
queroseno en lugar del agua ha dado resultados deficientes.

— Aplicacidn por aspersién (semihtimedo o salpicado)

Las semillas son asperjadas inicialmente con agua azucarada y seguidamente
espolvoreadas con un inoculante seco. Como el agua es absorbida rapidamente
por la semilla, el inoculante termina por no adherirse bien. Este método es
considerado un poco mejor que el seco, el cual se explicara a continuacion.

— Aplicacién en seco o en polvo

Es el método menos eficaz de todos. Consiste en mezclar el inoculante seco con
la semilla en la tolva sembradora. Sélo una pequefia porcién de indculo puede
adherirse a la cobertura de la semilla, pero la mayor parte permanece como
polvo libre y no serd distribuido uniformemente en la siembra.

e Inoculantes liquidos
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Consiste en el mezclado directo del inoculante con la semilla. No se recomienda la
aplicacion sobre la tolva de la sembradora, porque se corre riesgo de mala distribucién
del inoculante.

La inoculacion puede realizarse empleando maquinas inoculadoras desarrolladas para
tal fin. Es imprescindible ajustar el proceso de manera tal que todas las semillas reciban
la misma cantidad de inoculante.

El proceso de inoculacion debe realizarse a la sombra y a temperaturas moderadas.
Como una importante cantidad de bacterias muere al momento de inoculacion, es
conveniente efectuar la siembra, en lo posible, antes de las 12 horas de aplicado el
producto. Si el proceso incluye el curado con fungicidas o insecticidas, los tiempos se
acortan y se recomienda sembrar no pasadas las 4 horas. La inoculacion en la
sembradora no es aconsejable bajo ningun concepto, ya que nunca se logra una
distribucion apropiada del inoculante, quedando muchas semillas sin inocular.

e [noculacion en el suelo

El inoculo es colocado en el surco, en el momento de la siembra, pero no entra en
contacto con la semilla. Los suelos inoculantes pueden ser turba granulada o liquidos, y
consistir en medios de cultivo concentrados liofilizados o concentrados o suspensiones
liguidas de inoculantes con turba en polvo. Se aplican al momento de la siembra
mediante dispositivos de la sembradora, pero no pueden ser mezclados con el
fertilizante porque la salinidad de éste mataria a la bacteria.

Este método permite la separacion de la bacteria de la semilla y la posibilidad de
agregar grandes cantidades de rizobios al suelo. La principal desventaja de éste método
es el costo de inoculacion, debido a que las cantidad de inoculante utilizada es bastante
mayor que la que se necesita para la inoculacién de la semilla.

Evaluacion de inoculantes por SENASA

Los inoculantes, denominados “fertilizantes bioldgicos” en el contexto legal, deben ser
registrados en el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA).
Este organismo sanitario tiene como objetivo principal la fiscalizacion y certificacion
de los productos y subproductos de origen animal y vegetal, sus insumos y residuos
agroquimicos, asi como la prevencion, erradicacion y control de enfermedades
animales, incluyendo las transmisibles al hombre, y de las plagas vegetales que afectan
a la produccion agropecuaria del pais. EI SENASA depende de la Secretaria de
Agricultura Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPyA) de la Republica Argentinay a su
vez, del Ministerio de la Produccion. La Coordinacion General de Agroquimicos y
Biologicos dirige las tareas relacionadas con la aprobacién, restriccion o prohibicién de
la produccion, comercializacion o el uso y participa en la fiscalizacion de la
distribucion, despacho, conservacion y condiciones de venta de productos agroquimicos
0 bioldgicos.

Dentro del &mbito de esa Coordinacion se encuentran los “fertilizantes bioldgicos”. La
normativa inicial de los procesos de inscripcion fue reglamentada por la resolucion
N°1131 del 29/12/1988 y posteriormente la Resolucion 310-94 modifica y deroga la
anterior. En esta resolucién y sus anexos, se establecen todos los requisitos para la
inscripcion, la concesion del registro, la comercializacion, la habilitacion, etc.

Las normativas vigentes establecen como requisitos minimos de concentraciéon a la
elaboracion de 1000 millones de ufc.g o ml-1 y de 100 millones de ufc.g o ml-1 al
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vencimiento, obligando ademas que los biofertilizantes suministren al vencimiento un
namero de bacterias viables minimo, que sea de 80 mil para semillas tamafio soja y de
1000 para semillas tamafio alfalfa. Sin embargo, no estan establecidos ni descritos los
métodos para realizar el control de calidad de estos parametros ademas de la pureza del
producto en cuanto a la presencia de microorganismos contaminantes.

En ésta normativa disponible existen algunos aspectos que deben actualizarse en base al
avance de las investigaciones. Los puntos mas importantes a tratar son los relacionados
con la capacidad de nodulacién por el método de porcentaje de plantas noduladas,
nimeros y métodos exigibles sobre las bacterias viables presentes en semilla u otros
métodos que permitan una mejor evaluacion de los biofertilizantes previo al empleo.
Hay que destacar que no existe en el pais reglamentacion respecto del origen de las
bacterias, como si ocurre en otros paises. Las empresas, en general, utilizan las cepas
recomendadas por el INTA, evitando entonces trabajos de seleccion de cepas y ensayos
a campo que son requeridos por el SENASA a los efectos de registrar una cepa no
conocida. Tampoco existe una normativa con la descripcion de los requisitos
cuantitativos especificos comunes para otros tipos de microorganismos, distintos a
rizobios, utilizados para la elaboracion de biofertilizantes, tales como son los casos de
formulaciones a base de Azospirillum, Pseudomonas, micorrizas, Bacillus, etc. Para
estas formulaciones, ante una exigencia de control de calidad, el fabricante debe
responder con la descripcion oportunamente efectuada del producto; por ejemplo, si se
declaré un nimero de bacterias presentes para la elaboracion de 1 x 1010 y de 1 x 109 al
vencimiento, el nimero exigible por el organismo fiscalizador sera ese.

De acuerdo a los datos de inscripcién presentes en el SENASA, se encuentran
registradas cerca de 50 firmas que presentan mas de 100 productos encuadrados como
biofertilizantes.

Actualidad y perspectivas en la Argentina

Inoculacién Soja-Bradyrhizobium - Actualidad

Después de lo analizado durante el presente trabajo, es claro que para que la soja sea un
cultivo rentable el aporte de nitrogeno no debe ser limitante. Para satisfacer tal
demanda, si se pretende continuar con el actual nivel de produccion, tanto el N
procedente de la mineralizacién de la materia organica del suelo, como el aportado por
fertilizantes quimicos deben ser considerados como recursos no renovables. La Unica
fuente de N para la soja que puede ser identificada con el concepto de sustentabilidad es
la Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN).

En la actualidad, no se dispone de estimaciones de la tasa de fijacion de N en toda la
regién productora de soja en el pais. Resultados obtenidos en el SE bonaerense, indican
que hasta rendimientos de 5000 kg ha-1, el cultivo fija alrededor de 30% del N total que
acumula en su rendimiento bioldgico (Gonzélez et al, 1997). No hay informacién de
esta naturaleza para las nuevas area puestas bajo cultivo. Sin embargo, no hay duda que
gran parte de la produccion de soja de la Argentina se construye sobre la actividad de
bacterias del genero Bradyrhizobium, asociadas a la soja. Si se efectda una estimacion
cautelosa, que considere que, en la integral de la superficie cultivada, la tasa de aporte
de la FBN equivale al 50% del N total acumulado por el cultivo, ésta arroja una cifra de
1,6 millones de toneladas de N ingresadas por esta via. Este valor supera la totalidad del
consumo anual de fertilizantes en la Argentina (Melgar, 2005)
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Con respecto al cultivo de soja, la tasa de adopcién de la técnica de inoculacion se
puede considerar alta en nuestro pais. Una encuesta realizada por cuenta de una empresa
productora de inoculantes en 2003, indica que el 79% de los productores inocula
siempre sus cultivos de soja y el 93% de los técnicos asesores recomienda esta practica.
La encuesta revela, también, que el 90% de la superficie sembrada se inocula. En 2004,
una segunda encuesta establece que el 87% de la soja se inocula, tanto sea de primera
como de segunda y que el 94% de los productores conoce cudles son los beneficios de
la inoculacion; asimismo, pone de manifiesto que el 78% de los productores elige los
inoculantes liquidos, que dominan el mercado argentino.

Como se ha explicado en un capitulo anterior, la calidad de los inoculantes es
muestreada y analizada por organismos como el INTA y SENASA. Cuando la calidad
del inoculante es muy buena y la aplicacion ha sido satisfactoria, puede ocurrir que el
desarrollo de las bacterias no sea adecuado. Esto se puede deber a que el cultivo esta
siendo implantado en suelos sin historial sojero y de inoculacion. En el sudeste de
Buenos Aires, donde todavia es posible hallar algunos lotes que no registran historia de
cultivo de soja, estas fallas pueden generar una disminucion de rendimiento del orden de
1000kg de grano ha-1 en siembra directa y 500kg de grano ha-1 bajo labranza
convencional (Calvifio, 2004), en comparacion con cultivos crecidos en suelos con
historia sojera, en los cuales la poblacién rizobial naturalizada enmascara la falla.

Aun utilizando inoculantes de excelente calidad y una técnica de inoculacion muy
buena, un estrés hidrico ocurrido inmediatamente después de la siembra, mata las
bacterias que aun no han iniciado el proceso de nodulacion vy, si este se prolonga,
promueve la autorregulacion de la planta para evitar la formacion de nédulos. Una vez
establecido el sistema nodular, la ocurrencia de estrés hidrico durante el ciclo puede
provocar, si es extremo, la abscisién de los nddulos ya formados y, si es moderado, el
compromiso de la actividad de la enzima nitrogenasa, disminuyendo el rendimiento del
cultivo, a través del control de la FBN, ademas de hacerlo por un efecto directo sobre el
metabolismo de la planta (Racca, 2003).

La alta temperatura del suelo puede ser responsable de problemas en la nodulacion en
parte del norte del pais. A partir de 45 °C, la nodulacion se inhibe. Cuando la
temperatura extrema interactla con sequia, la situacion empeora. La defensa contra
temperaturas de suelo extremas, asociadas 0 no a condiciones de sequia se aborda con la
eleccion del sistema de labranza. En este sentido, la siembra directa, a través de la
acumulacién de rastrojo en superficie, provee una herramienta perfecta para ello,
mejorando la disponibilidad de humedad, promoviendo la inmovilizacion de N en el
suelo y generando incrementos en la tasa de fijacion de N y en el rendimiento en
condiciones tropicales.

El cultivo de soja responde al agregado de fésforo (hasta alrededor de 13-15 ppm de P
(Brayl)) (Ferraris et al., 2002). Se sabe que existe una fuerte interaccion entre una
nutricion fosforada bien balanceada y la capacidad de fijacion de N, si bien el P no
influye en forma directa en el proceso. Del mismo modo que con el P, S actua sobre la
nodulacion y el azufre también lo hace. Si la planta registra déficit de S, se autorregula
para formar menos nodulos.

Respecto de la fertilizacion, es imprescindible, en un pais que dedica 15 millones de
hectareas al cultivo se soja, crear conciencia de la necesidad de considerar la
sustentabilidad del sistema. Aun en aquellas zonas donde el nivel de P en el suelo se
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sitla en la actualidad por encima de los niveles de respuesta, se deberia considerar
efectuar fertilizaciones de mantenimiento, que eviten el paulatino desgaste total del P
del sistema ya que, una vez producida, es dificil de revertir en términos de la inversion
necesaria en fertilizante. Asimimo, prestarse atencion a la eventual deficiencia de S.

Las estrategias para paliar los problemas asociados a la inoculacién incluyen la
utilizacion de protectores bacterianos. Inicialmente fueron desarrollados para poner en
practica la técnica de preinoculado, pero se utilizan con éxito en inoculaciones antes de
la siembra y aseguran una mayor supervivencia de las bacterias sobre la semilla. En esas
situaciones, hay que considerar seriamente la no utilizacion de biocidas, ya que éstos
influyen negativamente sobre las bacterias formadoras de noédulos. En suelos con
rizobios naturalizados (que cuentan con una vasta historia sojera), el uso de fungicidas
no produce una pérdida sustancial de masa nodular, porque las bacterias permanecen
fuera del alcance de la influencia del biocida, contribuyen a definir el sistema nodular.

Una alternativa interesante que esta siendo probada es la inoculacion en la linea de
siembra, que deposita directamente el inoculante en el fondo del surco, generando una
capa de suelo enriquecido de bacterias justamente en el sito donde la radicula de la soja
comienza crecer. Las ventajas de esta técnica son: facilidad y rapidez en la operacion,
eliminacién de algunos riesgos ambientales que atentan contra la supervivencia de los
rizobios sobre la semilla, mejor localizacion de las bacterias para iniciar la nodulacién y
localizacion del inoculante con independencia de la de los biocidas.

Hoy en dia, algunos organismos de investigacion, se encuentran en la busqueda de
nuevas tecnologias para aumentar el rendimiento de la soja inoculada. Uno de los
aspectos estudiados es, la adicion de factores Nod producidos por las bacterias, a los
inoculantes. La suplementacion de inoculantes con inductores de nodulacion, en general
de naturaleza flavonoide, producidos por las plantas de soja.

Los microbiologos, siguen estudiando la biodiversidad de los bradyrizobios en el suelo
y esperan encontrar cepas de bacterias nodulantes para la soja, adaptadas a cada
ambiente, resistentes a algunas de las condiciones extremas, como salinidad, acidez y
altas temperaturas. Los suelos de la region pampeana argentina, por sus contenidos de
materia organica y cationes y sus caracteristicas de textura y pH resultan amigables para
la naturalizacion del género Bradyrhizobium, la seleccion de cepas, debera enfrentar,
antes de poder ser utilizada, el desafio que impone el fendbmeno de competencia que
ejerce la flora rizobial naturalizada en el suelo.

El desafio es incrementar el rendimiento del cultivo, aprovechando el recurso renovable
que implica la FBN, balanceando P y S donde corresponda, utilizando la siembra directa
a conveniencia, para disminuir la temperatura del suelo donde ésta sea un problema y
mejorar la economia del agua. Esto no solamente favorecera el incremento de la tasa de
fijacion de N y el rendimiento; utilizada con consistencia, esta estrategia también
protegera al suelo de la degradacion, Gnica manera de asegurar que en la Argentina se
puedan seguir cultivando con soja, de manera sustentable, 15 millones de hectareas
anuales.

Rendimiento de soja con y sin inoculacion con Bradyrhizobium
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Los incrementos en los rendimientos asociados a la inoculacion en los cultivos de soja
son variables y dependientes del suelo, por su capacidad de suministro de N por
mineralizacion y de la presencia o no de bacterias capaces de fijar N2 proveniente de
cultivos anteriores.

Por ejemplo, para el sudeste la provincia de Buenos Aires, se citan diferencias de 500 a
1000 kg de grano por hectarea por fallas en nodulacion en lotes en los que nunca se
cultivo soja (Calvifio, 2004). En trabajos realizados en la provincia de Entre Rios, se
han encontrado incrementos que van desde alrededor de 100 a 300 kg (en lotes en los
que se ha realizado cultivo de soja con anterioridad) hasta 1400 kg por hectarea en lotes
de bajos contenidos de materia organica y en los que nunca se cultivo soja.

Los aumentos en los rendimientos estan asociados a una mayor disponibilidad de N para
el cultivo debido al aporte de este elemento que brinda la asociacion soja-rizobio,
aunque las plantas noduladas consumen parte de los fotosintatos que producen para
mantener la bacteria asociada simbioticamente. EI N que aportan al cultivo estas
bacterias esté relacionado a la masa nodular formada por la asociacion.

Segun diversos estudios y ensayos, se detect6 que la acumulacién de materia seca aérea
y de masa radical es mayor en los casos de soja inoculada con Bradyrhizobium que en
aquellos que no se ha realizado ningun tipo de biofertilizacion (siempre tomando las
mismas condiciones a campo).

Estimando el aporte de nitrdgeno proveniente por FBN, el aporte de los nodulos por
inoculacion es del 22 al 52%.

Si se realizan curvas de acumulacion de materia seca entre un cultivo de soja no
inoculado (testigo) y otro tratado con Bradyrhizobium, se puede observar que hasta el
estadio V5 no hay diferencias significativas en la acumulacion de materia seca (siempre
teniendo en cuenta similares situaciones medioambientales). A partir de éste momento
(V5), las curvas comienzan a separarse y se comienza a notar una diferencia entre la
acumulacion de N en los cultivos inoculados y los que no.

La respuesta al rendimiento de granos se correlaciona con la biomasa nodular en forma
positiva y en forma negativa con el numero de nédulos. Esto indica que con pocos
nodulos grandes (en general mas eficientes) existe mayor probabilidad de alto
rendimiento y en cambio son escasas las posibilidades de conseguirlo cuando las plantas
tienen muchos nddulos chicos (de moderada eficiencia o ineficientes). El perfil ideal de
nodulacion eficiente en soja se estima en no mas de 40 nodulos por planta y no menos
de 500 mg de biomasa de nodulo por planta. Para lograrlo se requiere un manejo
racional del cultivo (genotipo, nutricion, sanidad, etc.) (Perticari y col. 2000).

La relacion costo/beneficio promedio es muy alta (mayor a 1:17). El costo de la
inoculacion promedio historico es equivalente a 14-16 kg de soja. Se considera a esta
tecnologia dentro de las denominadas de costo cero. Se ha evaluado en los ultimos afios
los niveles de presentes a nivel productivo, el promedio nacional estaria superando al
50% (Perticari y col. 2000).
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Capitulo I11: Fijacién Bioldgica de Nitrégeno en Gramineas
Introduccion

La fijacién del nitrdgeno atmosférico y su explotacion econdmica en la agricultura
moderna, no se reduce exclusivamente a la asociaciébn Leguminosa-
Rhizobium/Bradyrhizobium. Existen otras asociaciones importantes que han demostrado
un potencial econdémico alto, como el caso de la asociacion maiz-Azospirillum.

La fijacion bioldgica del nitrogeno atmosférico consistente en la reduccion de N, a
NH," por la enzima nitrogenasa.

Las asociaciones entre las plantas C4, como el maiz, y las bacterias se Ilaman
rizocenosis asociativas, por no formarse en la asociacion microbio-planta, estructuras
especializadas en las raices. Entre éstas asociaciones se encuentra la formada por
plantas C4 y Gluconacetobacter, Azoarcus, Herbaspirillum y Azospirillum. En estos
casos, las bacterias fijan nitrégeno a expensas del exudado radical que aprovecha al
colonizar los espacios intercelulares del cortex de la raiz.

En el caso particular de Azospirillum, esta demostrado que el efecto beneficioso de la
asociacion es debido mayoritariamente a la capacidad que posee la bacteria de producir
fitohormonas que determinan un mayor desarrollo del sistema radical y, por tanto la
posibilidad de explorar un volumen méas amplio del suelo.

Diversos organismos que habitan el suelo son capaces de fijar nitrogeno aerobicamente.
La mayoria de las bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno son filogenéticamente
alfa-, beta- 0 gammaproteobacterias.

Tabla N° 11: Caracteristicas de los distintos géneros de bacterias fijadoras de nitrégeno
de vida libre.

Géneros de bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre

Caracteristicas | Género

Gammaproteobacterias

Bacilos grandes, producen quistes,
principalmente aislados en suelos neutros o Azotobacter
alcalinos

Bacilos grandes, no producen quistes,

e . Azomonas
principalmente acuéticas

Alfaproteobacterias

Bacilos microaeroéfilos, asociados a plantas Azospirillum

Bacilos con forma de pera y largos cuerpos
lipidicos en cada extremo, produce secreciones

. . Beijerinckia
mucosas en gran cantidad, habitan en suelos |
acidos
Betaproteobacterias
Pequefias células curvadas, no producen

. Azoarcus
quistes
Células curvadas muy finas, no producen _
. Azovibrio
quistes
Bacilos muy finos o vibrios, no producen .
. Azospira
quistes
Células enrolladas de hasta 50 nm de largo, no
. Azonexus
producen quistes
Bacilos, forman colonias abundantes vy .
Derxia

arrugadas
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Las proteobacterias son uno de los principales grupos de bacterias patdgenas de vida
libre, e incluyen muchas de las bacterias responsables de la FBN. Son Gram negativas,
con pared celular formada principalmente de lipopolisacaridos. Muchas se mueven
utilizando flagelos. La mayoria de las proteobacterias son anaerobias, pero hay algunas
excepciones. La nutricion es usualmente heterétrofa, pero existen algunos grupos que
pueden realizar fotosintesis. Las proteobacterias se clasifican en cinco grupos,
usualmente considerados clases, los cuales se diferencian por sus secuencias de ARNTr.
Las clases se denominan segun las letras griegas que van desde alpha a épsilon.

Segun lo expuesto en el cuadro anterior pasaremos a describir algunos rasgos de cada
una de las clases nombradas:

o Alfaproteobacterias: abarcan la mayoria de los géneros fotétrofos, pero también varios
géneros que metabolizan componentes C1, simbiontes de plantas y de animales y un
grupo de patégenos peligrosos como Rickettsiaceae.

« Betaprotobacterias: abarcan varios grupos de bacterias aerobias o facultativas que son
altamente versatiles en sus capacidades de degradacion. También contienen géneros
quimiolitréficos y algunos fotétrofos.

o Gammaproteobacterias: abarcan varios grupos de bacterias importantes para la ciencia
y la medicina tales como Enterobacteriaceae, Vibrionaceae y Pseudomonadaceae. Este
grupo incluye patégenos importantes como Salmonella, Yersina, Vibrio, Pseudomonas
aeruginosa.

Las principales bacterias de vida libre que realizan FBN incluyen a Azotobacter,
Azospirillum y Beijerinckia. Como se ha descripto con anterioridad, las bacterias
fijadoras de nitrégeno de vida libre tienen una baja eficiencia en la fijacion de nitrogeno
(0,5 a 1 Kg N/ha/afo). En cambio cuando se asocian con plantas su capacidad fijadora
aumenta (hasta 30 Kg N/ha/afo).

La alfa proteobacteria Azospirillum brasilense es un microorganismo diazotréfico del
suelo capaz de colonizar la rizésfera de muchos cereales y gramineas economicamente
importantes. Inicialmente, solo se consideraba el beneficio que aportaba a ciertas
gramineas inoculadas se debia Unicamente a su capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico, luego de diversas experimentaciones se llega a la conclusion que el mayor
beneficio aportado a los cultivos es por la mayor captacion de nutrimentos minerales
presentes en el suelo como consecuencia de un incremento del sistema radical de las
plantas infectadas. EI mecanismo que produce este efecto es la liberacion de ciertas
fitohormonas por parte de la bacteria en cuestion, principalmente el AlA (&cido indol-3-
acetico).

Descripcién del Familia Azospirilliceae v la género Azospirillum

El Familia Azospirilliceae constituye un importante grupo de organismos aerobios que
se comportan como microaerofilicos, es decir que pueden vivir en un ambiente con baja
concentracion de oxigeno, cuando fijan nitrégeno.

Fueron descriptos por Beijerinck desde 1922, pero recibieron poca atencion hasta 1976,
cuando se aislaron en raices de pasturas tropicales.

Son bacterias Gram negativas, con forma de vibrio o espirilo, de 1 micron de diametro,
con flagelos peritricos de corta longitud de onda, empleados para desplazarse en
superficies solidas o un flagelo polar para nadar.
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Se desarrollan tanto en condiciones aer6bicas como anaerdbicas (con aporte de nitratos
y una fuente de C organico). Son preferencialmente microaerofilicos en presencia o
ausencia de N-combinado en el medio.

No poseen ningln tipo de proteccion de la nitrogenasa.

El crecimiento es rapido con amonio y oxigeno y més lento con N. Sin N combinado,
el desarrollo es rapido en medio semisolido, formando una densa pelicula debajo de la
superficie, donde encuentran la tensién de oxigeno apropiada. A medida que la demanda
de oxigeno se incrementa la pelicula se desplaza hacia la superficie. Esta sensibilidad al
oxigeno hizo que por mucho tiempo no fueran descriptos como activos fijadores.

Se han descripto cinco especies: A. brasilense, A. lipoferum, A. amanzonense, A.
halopreferans, y A. irakense.

Algunos azospirilos son denitrificantes, reduciendo los nitratos a nitritos y hasta
productos gaseosos.

Estos organismos son considerados responsables de la estimulacion del crecimiento en
importantes cultivos y pasturas naturales.

Descripcion breve del cultivo de Maiz

Clasificacién taxondmica

Segun Goodman (1988), la clasificacion del maiz es la siguiente:

e Division: Magnoleophyta
e Subdivision: Angiospermae
e Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Poales

Suborden: Poaceae
Familia: Poaceae
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Andropogoneae
Género: Zea

Especie: Zea mays

El maiz (Zea mays) es una especie perteneciente a la familia de las gramineas que no se
encuentra en estado silvestre. Segun Galinat (1988), el maiz deriva del teosinte y fue
domesticado, cambiando su genotipo, en un periodo entre 7.000 y 10.000 afios atras en
el sur de México. A partir del descubrimiento de América, el cultivo de maiz fue
introducido en el viejo mundo, donde rapidamente se convirtié en un factor clave de la
alimentacion humana y animal.

Posee una gran productividad, excelente palatabilidad y alto contenido nutricional. El
maiz ha ido reemplazando a otros cereales en la alimentacion animal. Este cultivo tiene
una gran cantidad de usos industriales como la produccion de almidéon, edulcorantes,
alcohol, jarabes, acetona, aceites, etc.

El maiz es el tercer cultivo en importancia en el mundo, después del trigo y del arroz en
cuanto a volumen de produccion.

La planta de maiz es muy eficiente en cuanto a produccion de biomasa. De una semilla
que pesa alrededor de 300 mg se obtiene, en un lapso de 2,5 meses, una planta de mas
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de 2 metros de altura y de alrededor de 70 dm? de &rea foliar. El maiz supera
ampliamente al girasol y la soja en produccion de biomasa.

Estados de desarrollo del cultivo del maiz

En el cultivo de maiz, la obtencion de granos cosechables al final de la estacion de
crecimiento es el resultado de dos procesos simultaneos e interdependientes:
crecimiento y desarrollo. El crecimiento es el aumento en el nimero y tamafio de las
células que forman los distintos érganos y el desarrollo es la sucesion progresiva de las
etapas que conducen a establecer la morfologia propia del 6rgano adulto a medida que
avanza el ciclo ontogénico.

La escala fenoldgica més utilizada para describir el ciclo del cultivo de maiz es la de
Ritchie y Hanway (1982). En ella se pueden distinguir dos grandes etapas, la vegetativa
y la reproductiva. Las subdivisiones numéricas de la etapa vegetativa, identificadas con
la letra V, corresponden al nimero de hojas totalmente expandidas. La etapa
reproductiva comienza con la emergencia de los estigmas (R1) y finaliza con la
madurez fisioldgica de los granos (R6). Las subdivisiones de la etapa reproductiva
corresponden a distintos momentos del llenado del grano.

Tabla N° 12: Etapas fenoldgicas del maiz segin Ritchie y Hanway (1982)

Etapas fenoldgicas del maiz (Ritchie y Hanway, 1982)

Estados vegetativos

Estados reproductivos

VE: Emergencia

R1: Emergencia de estigmas

V1: Primera hoja

R2: Cuaje (ampolla)

V2: Segunda hoja

R3: Grano lechoso

Vn: Enésima hoja

R4: Grano pastoso

VT: Panojamiento

R5: Grano dentado

R6: Madurez Fisioldgica

Simultaneamente a los cambios externos descriptos por la escala en cuestion, el
meristema apical y las yemas axilares también sufren modificaciones. Cuando las
plantas presentan entre cuatro y seis hojas completamente expandidas (alrededor de un
cuarto a un tercio del total de hojas), el meristema apical finaliza la diferenciacion de
hojas y comienza a diferenciar las espiguillas estaminadas correspondientes a la panoja.
A esta altura del desarrollo queda determinado el numero de hojas y el area foliar
potencial que puede alcanzar la planta.

Escala de etapas fenologicas de Ritchie y Hanway

Como se ha descripto anteriormente, Ritchie y Hanway (1982) han desarrollado una
escala de clasificacion de las etapas fenoldgicas del maiz:

Etapa DAS* Caracteristicas de importancia

VE 5 El coleoptilo emerge de la superficie del suelo.

V1 9 Es visible el cuello de la primera hoja.

V2 12 Es visible el cuello de la segunda hoja.

Vn Es visible el cuello de la hoja nmero “n” (“n” es el nimero definitivo

de hojas que tiene la planta, generalmente fluctGa entre 16 y 22, pero
para la floracién se habran perdido las 4 a 5 hojas de mas abajo)

RO 57 Antesis o floracion masculina. El polen se comienza a liberar.
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R1 59 Son visibles los estigmas.

R2 71 Etapa de ampolla. Los granos se llenan con un liquido claro y se puede
ver el embrién.

R3 80 Etapa lechosa. Los granos se llenan con un liquido blanco lechoso.

R4 90 Etapa pastoso. Los granos se llenan con una pasta blanca. EI embrién
tiene aproximadamente la mitad del ancho del grano.

R5 102 Etapa de madurez. La parte superior de los granos se llenan con almiddn

sélido y, cuando el genotipo es dentado, los granos adquieren la forma
dentada. En los tipos tanto cristalinos como dentados es visible la “linea
de leche” cuando se observa el grano desde el costado.

R6 112 Madurez Fisiol6gica. Una capa negra es visible en la base del grano. La
humedad del grano es generalmente de alrededor del 35%.

DAS*: numero aproximado de dias después de la siembra en tierras tropicales, donde las
temperaturas maximas y minimas pueden ser de 33°y 22° C, respectivamente. En los ambientes
mas frios, los tiempos se amplian.

Tabla N° 13: Descripcion de etapas fenoldgicas segun Ritchie y Hanway (1982).

VE: En el estado de VE la radicula es la primera en salir del grano hinchado por la
humedad absorbida. Luego le sigue el coleoptilo con la plimula encerrada y luego tres o
cuatro raices seminales (sistema radicular seminal). El estado VE se logra por la
elongacion rapida del mesocdtilo, el cual empuja al coleoptilo en crecimiento a la
superficie del suelo. Bajo condiciones de calor y humedad, la emergencia de la planta se
presentard dentro de los cuatro o cinco dias después de la siembra, pero bajo
condiciones de frio y sequia, se puede retrasar dos semanas o0 mas. Con la emergencia y
la exposicion de la punta del coleoptilo a la luz del sol, se detiene la elongacion del
coleoptilo y mesocotilo (Figura N° 23). Este proceso sera descripto posteriormente.

El sistema radicular nodal es iniciado alrededor de la ésta etapa, y el primer grupo de
raices nodales empieza la elongacién desde el primer nudo durante la etapa V1. Desde
la etapa V1 hasta alrededor de la etapa R3, un grupo de raices nodales empieza el
desarrollo en cada nudo superior en el tallo hasta siete o diez nudos en total. El sistema
radicular nodal se convierte en el principal proveedor de agua y nutrientes para la planta
hasta la etapa vegetativa V6.

Figura N° 23: Vista de la semilla de
maiz desde Siembra a Emergencia de
la plantula.
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V3: Los pelos radicales estdn creciendo de las raices nodales y el crecimiento del
sistema radicular seminal ha cesado su crecimiento (Figura N° 24 y N° 25). Todas las
hojas y primordios de mazorcas que la planta producird eventualmente se han iniciado.
Alrededor de V5, la iniciacion del primordio de la mazorca se completa y una
inflorescencia pequefia se inicia en el apice del tallo. La iniciacion de la punta del &pice
del tallo esté justo arriba de la superficie del suelo.

Figura N° 24: Planta de maiz en estado V3.

Figura N° 25: Vista
de sembradio de
maiz en estado V3.

V6: El punto de crecimiento y la inflorescencia estan por encima de la superficie del
suelo y el tallo esta empezando un periodo de aumento pronunciado de elongacion
(Figura N° 26). Debajo de la superficie del suelo, el sistema radicular nodal es el
principal y méas importante para el abastecimiento de la planta. Algunos brotes de

mazorcas se hacen visibles. En la etapa de V8 es comun la pérdida de las dos primeras
hojas basales.

Figura N° 26: Planta de maiz en
estado V6.

V9: Las mazorcas potenciales son visibles con la diseccion de la planta (Figura N° 27).
Se desarrolla una mazorca en cada uno de los nudos que se encuentran por encima de la
superficie del suelo, excepto en los Gltimos seis a ocho nudos debajo de la panoja. Solo
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se desarrollaran una o dos espigas hasta la cosecha. La panoja se desarrolla rapidamente
y el tallo se alarga rapidamente. El crecimiento del tallo se presenta debido al

alargamiento de los entrenudos. Hacia la etapa V10, el tiempo entre la aparicion de las
nuevas etapas foliares de acorta.

Figura N° 27: Planta de maiz en estado V9

V12: El nimero de dvulos (granos potenciales) de cada mazorca y el tamafio de la
misma queda determinado en la ésta etapa (Figuras N° 28 y N° 29). El nimero de
hileras de granos por mazorca ya ha sido establecido, pero la determinacién del nimero
de granos por hilera no se completa hasta alrededor de una semana después de la
aparicion de los estigmas alrededor de la etapa V17.

Figura N° 28: Planta de
maiz en estado V12.

Figura N° 29: Numero
de hileras determinadas
en la mazorca en
plantas en estado V12.

V15: A partir de éste momento comienza el periodo critico para la determinacion del
rendimiento de grano (Figura N° 30). El desarrollo de la espiga principal ha
sobrepasado al de las espigas laterales inferiores. Los pelos de la mazorca comienzan a
crecer rapidamente. Hacia la etapa V17, los brotes de la mazorca superior hacen visibles
sus puntas en las vainas de las hojas que las envuelven.
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Figura N° 30: Planta
de maiz en estado
V15.

Figura N° 31: Planta
de maiz en estado
V18.

V18: Los dvulos de los pelos de la mazorca comienzan a diferenciarse desde la base de
la mazorca hacia arriba (Figura N° 31 y N° 32). Las raices de anclaje comienzan a
crecer de los nudos que se encuentran sobre la superficie del suelo. Estas ayudan al
anclaje de la planta y a soportar el peso de la mazorca. Las raices nodales nutren a la
planta durante los estadios reproductivos.

Figura N° 32: Raices nodales en planta de
maiz en estado V18.

VT: Esta etapa se inicia cuando la Ultima rama de la inflorescencia es visible
completamente pero los pelos de la mazorca no han emergido (Figuras N° 33 y N° 34).
La etapa VT se inicia dos a tres dias antes de la salida de los pelos. Durante ésta etapa la
planta de maiz obtiene su altura maxima y se inicia la liberacion del polen.
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Figura N° 33: Planta de maiz en estado VT.

Figura N° 34: Evolucion
de la espiga en una planta de maiz. La Gltima espiga representa a la de una planta en
estado VT.

R1: Esta etapa comienza cuando cualquiera de los pelos de la mazorca son visibles fuera
de las chalas (Figura N° 35). La polinizacion se presenta cuando los pelos de la mazorca
estan humedos y pueden atrapar el polen que cae sobre ellas. La liberacién de polen
generalmente se da hacia el final de la mafana, principio de la tarde. Un grano de polen
capturado toma alrededor de 24 horas para crecer dentro de los pelos receptores hacia el
6vulo donde ocurre la fertilizacion. Generalmente son necesario dos a tres dias para que
todos los pelos de la mazorca sean expuestos y fertilizados. Los pelos de la mazorca
crecen entre 2,5 a 3,8 cm. por dia y contintan su crecimiento hasta que son fertilizadas.
Durante ésta etapa (R1) los granos se encuentran recubiertos completamente por las
glumas, paleas y lemnas. EI material interno del grano es claro y tiene muy poco liquido
presente. EI embrion no esta visible. EI peddnculo y las chalas alcanzan su tamafio
completo entre R1y R2.

Figura N° 35: Pelos de la
mazorca en plantas de maiz en
estado R1.

R2: Los granos presentan una coloracién blanca por fuera y tienen forma de ampolla
(Figura N° 36). El endosperma contiene abundante fluido interno de color claro y un
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embrion diminuto. Los pelos de la mazorca completan su funcién y comienzan a
tornarse amarronadas, secandose.

R3: El grano se ve de color amarillo en su exterior, y su liquido interior es de color
blanco lechoso debido a la acumulacién de almidén. El embrion estd creciendo
rapidamente. La mayoria de los granos se encuentran por fuera de las capas protectoras
(glumas, paleas y lemnas). Los pelos de la mazorca se secan.

R4: Continda la acumulacion de almidén en el endosperma. El liquido interior se torna
mas espeso que en la etapa anterior, adquiriendo una textura pastosa. Los granos
comienzan a secarse en la base en la cual se unen con la mazorca.

R5: Todos o casi todos los granos estan dentados. Los granos se encuentran en proceso
de secado desde su base.

Figura N° 36: Evolucion del
crecimiento de la mazorca.

R6: Todos los granos de la
mazorca han alcanzado su
méaxima acumulacion de materia
seca (Figura N° 37 y N° 38). La
capa dura de almiddn ha avanzado completamente hasta formarse una capa de abscision
negra o color café. Las chalas y muchas hojas ya no se encuentran verdes aunque la
cafia puede estarlo.

Figura N° 37: Mazorca de maiz en
estado R6.

Figura N° 38: Cortes laterales de un
grano de maiz en estadio R6. Se
puede observar la parte superior,
media y baja del grano.
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Crecimiento

La semillay el embrién

El grano de maiz maduro esta compuesto por tres partes principales:

o La cubierta de la semilla o pericarpio

e El endosperma amilaceo

e El embrién.

Cada una de las tres partes del grano cumple una funcion definida. El pericarpio protege
la semilla, tanto antes como después de la siembra, limitando o impidiendo la entrada de
hongos o bacterias que podrian invadir el grano. Si el pericarpio resulta dafiado, puede
ocurrir que la germinacion se retrase debido a que organismos patdgenos invadan el
interior de la semilla.

El endosperma es la principal reserva de energia del grano. Este ocupa el 80% del
volumen del grano. Esta compuesto por: 90% de almidon, 7% de proteinas y pequefias
cantidades de aceites, minerales y otros quimicos. Su funcion principal es proporcionar
energia a la planta joven hasta que sus raices estén bien afianzadas y sus hojas puedas
realizar fotosintesis en cantidad suficiente para satisfacer los requerimientos de la
plantula.

El embrion estd formado por dos partes principales: el eje embrionario y el escutelo
(cotiledon). En el grano maduro, el eje embrionario se convierte en plumula (parte
foliar), un esbozo de 5 a 6 hojas y una radicula.

La germinacion

El grano de maiz se debe sembrar en suelo himedo y calido. Cuando la semilla se pone
en contacto con la humedad, absorbe agua a través de su cubierta y el grano comienza a
hincharse. Los cambios quimicos activan el crecimiento en el eje embrionario, la
radicula se alarga y sale de la cubierta en dos o tres dias. Poco después, la plimula
comienza a alargarse y se inicia la formacion de nuevas hojas dentro de la plantula.
Luego de la aparicion de la primera raiz, comienzan a aparecer otras raices mas
pequefas llamadas seminales, que sirven para afirmar la plantula y absorber agua y
sustancias nutritivas. Estas raices no son permanentes, sino que son reemplazadas por
las raices definitivas dando origen la corona de la planta.

Entre el punto de insercion de la semilla y la corona aparece un trozo tubular, de color
blanco, semejante a un tallo llamado mesocétilo. Para que se forme la plantula, es de
suma importancia que el mesocétilo se alargue. Cuando se siembra a una profundidad
de 5 a 8 centimetros, el mesocétilo se alarga hasta llegar mas o menos a la mitad de la
distancia que lo separa de la superficie. El alargamiento del coledptilo cubre la distancia
restante y hace que las partes foliares salgan de la tierra.

El coleoptilo es firme y puntiagudo y puede abrirse camino a traves del suelo. Cuando
éste se rompe a mayor profundidad de 3 cm. desde la superficie del suelo, la hoja
expuesta es muy ancha y sin rigidez, lo que impide que la plantula aparezca por sobre la
superficie del suelo, provocando la muerte de la misma.

La Emergencia
El coledptilo brota entre seis y ocho dias después de la siembra. A penas inciden rayos

de sol sobre el coledptilo, el mismo se rompe y se despliegan dos hojas verdaderas.
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En buenas condiciones de crecimiento salen del verticilo algunas hojas, abriéndose a
una velocidad aproximada de una hoja cada tres dias. El sistema radical primario se
encuentra totalmente desarrollado.

La germinacion y la implantacion son las primeras etapas criticas en la vida de la planta
de maiz. Si el suelo estd muy frio, hUmedo o seco, es posible que la germinacion se
retrase o que la plantula muera antes de la implantacion.

La planta joven no es demasiado exigente y posee gran capacidad para recuperarse de
los primeros retrocesos.

Desarrollo vegetativo

Una vez afianzada, la planta de maiz inicia la formacion del sistema radicular y la
estructura foliar que utilizara posteriormente para producir inflorescencias y el grano.
Las hojas nuevas se producen en un dnico punto de crecimiento situado en el &pice del
tallo. Durante las primeras tres a cuatro semanas luego de la siembra, éste punto
permanece enterrado debajo de la superficie del suelo. A medida que la planta crece,
poco antes del surgimiento de la panoja, aparecen hojas nuevas.

De cinco hojas embrionarias en la semilla, la planta normal de maiz produce hasta 20 o
30 hojas, todas en el punto de crecimiento y antes del desarrollo de la panoja.

El sistema radicular se desarrolla rdpidamente durante ésta etapa de crecimiento. Las
raices seminales pierden importancia. El sistema radical permanente se forma desde la
corona. Las raices primarias contindan hundiéndose y ramificandose, mientras que se
forman sucesivas raices adicionales en los nudos del tallo por encima de la corona. Los
nudos que producen raices debajo de la tierra se corresponden con los nudos situados
encima, que originan hojas. Las raices seminales dejan de crecer antes de V3. A partir
de VE, se desarrollan las raices nodales y a partir de V18, aparecen raices en los nudos
ubicados por encima de la superficie del suelo.

Después del surgimiento de la panoja, de los nudos inferiores brotan verticilos radicales
que penetran en el suelo.

La etapa vegetativa no es la mas importante para la determinacion del rendimiento del
cultivo. Las diferencias entre variedades, efectos de temperatura y otros factores
ambientales, inciden en la prolongacion de éste periodo que en cualquier otra etapa del
crecimiento y del desarrollo. A pesar de los dafios que pueda sufrir la planta en ésta
etapa, ésta tiene una gran capacidad de recuperacién, siempre que las condiciones
posteriores sean favorables.

Etapa reproductiva

El punto de crecimiento que hasta el momento presenta forma circular o hemisférica, se
alarga hasta formar un cilindro de apice redondeado. En pocos dias éste punto de
crecimiento se desarrolla en una panoja embrionaria.

La planta comienza una etapa de crecimiento vertical veloz, los entrenudos inferiores
del tallo comienzan a alargarse y el sistema radical comienza a tener una gran actividad.
Con posterioridad a la iniciacion de la panoja, cuando la planta tiene alrededor de siete a
nueve hojas expandidas, se produce el comienzo de la diferenciacion de los primordios
florales de la yema axilar que dard origen a la espiga. Si bien las yemas axilares se
diferencian acropetamente (es decir, las yemas mas viejas son las basales), la primera
cuyo meristema cambia de estado vegetativo a reproductivo es la yema superior. Esta
yema generalmente esta ubicada en la axila de la quinta a séptima hoja por debajo de la
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panoja. Al igual que para el meristema apical, una vez que la yema axilar es inducida a
diferenciar 6rganos florales, cesa la diferenciacién de estructuras vegetativas (en este
caso las chalas), comenzando la formacion de espiguillas con flores pistiladas. La
diferenciacion reproductiva de las yemas axilares continda en sentido basipeto pudiendo
haber simultdneamente hasta siete yemas en estado de diferenciacion floral. Las yemas
correspondientes a las cuatro a cinco hojas basales, cuyos entrenudos nunca se elongan,
permanecen en estado vegetativo y pueden dar lugar a ramificaciones (macollos), segln
el genotipo, el ambiente y la densidad de siembra. Las hojas ubicadas por encima de la
correspondiente a la espiga superior, no presentan yemas axilares visibles.

Dentro de cada yema axilar que ha entrado en fase reproductiva, queda determinado
tempranamente el nimero de hileras de espiguillas de la futura espiga, mientras que la
diferenciacion de espiguillas procede acropetamente sobre cada hilera.

La diferenciacion de espiguillas sobre hileras contindia hasta una o dos semanas antes de
la aparicion de los estigmas, fuera de la envoltura de las chalas. La finalizacion de la
diferenciacion se manifiesta por un cambio en el aspecto del domo apical. Esto suele
coincidir con el comienzo de la elongacion de los estigmas de las espiguillas del tercio
inferior de la espiga. En ese momento queda determinado el total de espiguillas
diferenciadas, y con ello el nimero potencial de granos que puede tener la planta.

La elongacion de los entrenudos contintia hasta la aparicion de los estigmas. Alrededor
del momento de floracion también queda determinado el indice de area foliar maximo y
la altura maxima de las plantas. EI orden de elongacién de los entrenudos se elongan
simultdneamente. A temperatura constante, la duracion del periodo de elongacion de
cada entrenudo aumenta acrépetamente hasta el entrenudo correspondiente a la espiga,
resultando cada entrenudo mas largo que su inmediato anterior, excepto el entrenudo de
la espiga. Este Gltimo presenta el mayor periodo de elongacion pero mas corto que los
dos adyacentes al mismo. La longitud de los entrenudos comienza a disminuir
nuevamente a partir del inmediato superior a la espiga, aunque la maxima longitud le
corresponde al pedunculo de la panoja.

El panojamiento

El panojamiento consiste en la emergencia de la panoja (inflorescencia masculina), a
través del cogollo formado por las hojas superiores, y se completa al expandirse la
ultima hoja.

Cuando surge la panoja, y puede verse el apice del vastago correspondiente a la espiga,
comienza a disminuir la velocidad de crecimiento de la planta y se inician las etapas
finales de preparacion para la floracion. Aproximadamente una semana antes de la
liberacion del polen, todos los entrenudos, excepto dos o tres superiores, ya tienen su
largo total y la planta ha alcanzado su altura definitiva.

Luego de la emergencia total de la panoja ocurre la antesis, que se define como la
aparicion de las anteras de las flores en las espiguillas de la panoja y el comienzo de la
liberacion del polen. Este fendmeno no progresa en sentido basipeto: comienza en el eje
principal y finaliza en las ramificaciones basales de la panoja. Esta maduracion
progresiva del desarrollo floral de la panoja resulta en un periodo de varios dias de
liberacion de polen, a pesar de que cada flor individual libera polen, generalmente, s6lo
por un dia. La liberacién de polen ocurre exclusivamente durante las horas de luz, con
un maximo entre las 9 y las 11de la mafiana, para descender rapidamente hasta finalizar
por completo a la puesta del sol.
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La floracion de la espiga

La espiga diminuta empieza a formarse al costado del punto de crecimiento, apenas una
semana a diez dias después de iniciada la panoja. La floracién femenina consiste en la
emergencia de los estigmas fuera de la envoltura de las chalas. Los estigmas de las
flores que son fecundadas cesan su crecimiento inmediatamente, mientras que los de las
no fecundadas contindan creciendo hasta 15 dias después de su aparicion. La
receptividad de los estigmas decae marcadamente a partir de los siete dias de su
aparicion, tornandose nula a los 14 dias de su emergencia. Los estigmas de las flores no
fecundadas se diferencian de aquellos cuya base ha sido atravesada por el tubo polinico,
porque no se desprenden del ovario aunque muestren sintomas de senescencia. La
emergencia de los estigmas es también un proceso progresivo. Los estigmas de una
espiga toman de cuatro a ocho dias en emerger, en una secuencia que sigue al patrén
general de diferenciacion y desarrollo de la inflorescencia. En consecuencia, el periodo
de emision de polen y de aparicidn de estigmas en el cultivo se extiende por varios dias.

Polinizacion

La polinizacién ocurre cuando el polen de las flores estaminadas de la panoja se adhiere
a los estigmas de las flores pistiladas de la espiga. Dado que tanto la liberacion de polen
como la receptividad de los estigmas son limitadas, cuanto mayor sea la sincronia floral
en el desarrollo de la panoja y la espiga, mayor sera la posibilidad de fecundacion en
condiciones de campo. Si no existen restricciones ambientales, la aparicion de estigmas
ocurre en general poco después del comienzo de la antesis (uno o dos dias después),
aungue en algunos genotipos el proceso puede invertirse.

Las situaciones de estrés, como sequia, baja irradiacion, deficiencias minerales y alta
densidad, pueden postergar ligeramente la liberacién de polen, pero provocan un
importante retraso de la floracion femenina afectando el nimero final de granos por
espiga.

Fecundacién y formacion de los granos

La unién del nicleo espermético masculino, proveniente del tubo polinico, con el huevo
femenino y los nucleos polares pone en marcha la formacion del grano embrionario de
maiz. Dicha union se llama fecundacién y tiene lugar en cada una de las estructuras
femeninas.

Debido a ésta fecundacion se forman dos partes del grano en formacion: el embrién vy el
endosperma amilaceo.

El nimero de ovarios fecundados en un cultivo queda determinado al finalizar la
liberacion de polen. EI nimero de granos por planta puede disminuir durante el periodo
de cuaje segun la temperatura ambiente, ya que el periodo de cuaje puede extenderse
entre 10 y 20 dias despues de la floracion. EI nimero de granos por planta, que es el
principal determinante del rendimiento, queda establecido en este momento.

Durante los primeros dias posteriores a la fecundacion se producen cambios visibles en
la espiga. Los estilos se marchitan y toman un color castafio. A la semana, aparecen
sobre las mazorcas unas vejigas acuosas, que son los granos en formacion. Luego, los
granos crecen rapidamente, el embrién toma forma.

Si bien cada planta pudo haber llegado a diferenciar espiguillas en seis o siete yemas
axilares, s6lo una a dos espigas por planta dara granos. EI nimero de espigas por planta
depende del genotipo y el ambiente.
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Llenado de granos

El periodo de llenado de granos transcurre desde el momento de la fecundacion hasta la
formacion de una capa de abscisién en la base de los mismos, denominada “capa
negra”. La capa negra es la necrosis de los haces vasculares que conectan al grano con
los tejidos maternos. El periodo de llenado de grano presenta tres fases diferentes segin
su tasa de acumulacién de materia seca. Las fases son las siguientes:

e Primera fase: coincide con el periodo de cuaje de los granos y presenta una muy baja
tasa de llenado. En ésta etapa tiene lugar una activa division celular, que da lugar a la
formacion de las células endospermaticas.

e Segunda fase: recibe el nombre de llenado efectivo de granos o fase de crecimiento
lineal. Durante ésta etapa se realiza la maxima tasa de llenado y suele representar mas
de la mitad del periodo total de Ilenado. Los granos se llenan de una sustancia lechosa,
casi fluida, con gran cantidad de azlcares que contienen cuerpos formadores de almiddn
y proteinas. Estas sustancias van sufriendo cambios: los azlcares desaparecen y son
reemplazados primero por dextrinas gomosas y luego a almidén mas seco. El primer
lugar de deposito del almidon seco es en la parte superior del grano o corona.

o Etapa final: es una etapa de crecimiento no lineal. Tiene una duracion de una a dos
semanas. La tasa de llenado declina progresivamente hasta hacerse nula, completandose
el crecimiento del grano alcanzando la madurez fisioldgica.

A medida que pasa el tiempo de maduracion, se puede observar a través del grano, una
banda definida que separa la zona amilacea en maduracion de la region lechosa inferior
donde se continGan depositando sustancias de reserva. Aumenta la materia seca y
disminuye el porcentaje de humedad.

Al alcanzar la madurez fisioldgica queda determinado el peso final del grano y por lo
tanto el rendimiento en grano del cultivo.

El grano sélo alanza el peso seco maximo cuando la humedad llega a un nivel inferior a
28 - 35%. A partir de este momento, la maduracion de la espiga y del grano se da
solamente por la pérdida de humedad. Si no se dispone de un buen sistema de secado y
almacenamiento, el grano no esta listo para la cosecha, desde el punto de vista
bioldgico, no ha completado su maduracion. Con éste contenido de humedad todavia se
puede generar un proceso de descomposicion y debe secarse mucho mas, para poder
almacenarlo fuera de riesgo. Los granos se secan al 13% de humedad para evitar el
deterioro microbiano, especialmente el de origen fungico, potencialmente generador de
micotoxinas. En los granos de maiz hay alta incidencia de aflatoxinas (toxinas
generadas por la hongo Aspergillus flavus, nomius, parasiticus, etc.). A partir del 15%
de humedad existe el peligro de crecimiento fungico.

La velocidad de pérdida de humedad luego de la madurez fisioldgica depende mas de
las condiciones climaticas que de cualquier otro factor.

El grano se seca desde la corona hacia abajo, de manera que la parte préxima a la
mazorca es la mas himeda durante la mayor parte del periodo de secado. Por lo tanto, el
porcentaje de humedad tiende a ser mayor en la espiga completa que en el grano.

El periodo de maduracion no es un periodo crucial para el rendimiento final, aunque
desde el punto de vista practico el maiz no esta seguro hasta luego de su cosecha.

Factores que controlan el crecimiento

La duracién de cada una de las etapas de desarrollo puede sufrir una gran variabilidad
debido a distintos factores. El desarrollo del maiz esta influido por el genotipo,
temperatura y fotoperiodo. Las restricciones en la provision de recursos edafoclimaticos
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como la deficiencia de agua, luz y nutrientes, también pueden provocar modificaciones
en el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Fotoperiodo

El maiz es una especie cuantitativa de dias cortos. La velocidad de progreso hacia la
floracion se reduce con incrementos en el largo del dia cuando se excede el fotoperiodo
critico, entre 12 y 13 horas.

El fotoperiodo afecta directamente la iniciacion de la diferenciacién de la panoja en el
apice, sin influir sobre el desarrollo en otras etapas.

El meristema apical es insensible al fotoperiodo durante la etapa juvenil temprana de su
fase vegetativa, ya que diferencia los primordios foliares por influencia de la
temperatura. Durante la etapa inductiva, el meristema sigue diferenciando hojas, pero la
planta se vuelve sensible al estimulo fotoperiodico, comenzando a diferenciar
estructuras reproductivas. Cuanto mas corto es el fotoperiodo, menos durara la fase de
desarrollo.

La iniciacion de la formacion de la panoja marca el fin de la produccion de hojas, el
total hojas iniciadas es el resultado del tiempo transcurrido hasta la induccion floral y de
la velocidad de iniciacion de primordios foliares durante dicho lapso.

Temperatura

La temperatura tiene efecto en la duracion de las etapas fenoldgicas. La relacién entre
temperatura y desarrollo sustentd la elaboracion del célculo del tiempo térmico para
poder predecir el momento de ocurrencia de distintos sucesos basados en la
acumulacion de grados dias. El calculo de tiempo térmico es el siguiente:

tt= 2" (Tas— Thp)

e T, es la temperatura media del aire o del suelo
e Ty s la temperatura base para la etapa considerada
e n es el numero de dias utilizados en la sumatoria.

El resultado suele definirse en grados-dia necesarios para cumplir una etapa
determinada.

La temperatura maxima en la que puede desarrollarse el maiz es 40 a 44° C, mientras
que la temperatura base es de 8° C. A mayor temperatura, l0s procesos ocurren con
mayor velocidad.

La germinacion de la semilla depende de la temperatura y la humedad edafica. La
temperatura regula también la aparicion de las hojas. La velocidad de aparicion de
puntas de hojas es constante a partir de la segunda hoja, en condiciones de temperatura
uniforme. La emergencia de cada punta visible de hoja requiere de 36 a 40 grados-dia.
Existe una estrecha relacion entre la velocidad de aparicion de hojas totalmente
expandidas y la temperatura.

La duracion del periodo entre el cambio de estado del apice y la emergencia de la
panoja, esta determinado por el nimero de hojas a desplegar y la velocidad de aparicion
de hojas. A mayor nimero de hojas, mayor sera la acumulacion de unidades térmicas
necesarias para completar la fase, y cuanto mayor sea la temperatura del periodo, mas
rapido se desplegaran sus hojas. La influencia de la temperatura sobre la duracién de la
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fase de induccién a floracion se ejerce a través de dos procesos independientes: su
incidencia sobre el numero final de hojas y la velocidad de aparicién de hojas. El factor
modulador del desarrollo es la temperatura.

Los genotipos de maiz de ciclo largo presentan mayor nimero total de hojas debido a su
mayor requerimiento térmico para completar el periodo hasta el cambio de estado del
apice. Este tipo de maices, poseen mayores requerimientos térmico total para desplegar
sus hojas, incrementando la acumulacion de grados-dia necesaria para alcanzar la
floracion.

La diferenciacion de espiguillas en la espiga también estd controlada por la temperatura.
Las diferencias genotipicas en la duracion de éste periodo modifican el nidmero de
espiguillas diferenciadas, dando como resultado espigas de distinta longitud.

La madurez fisioldgica también depende de la temperatura. Altas temperaturas, aceleran
el proceso de llenado, dando como resultado un peso final de grano bajo.

Rendimiento vy periodo critico

Existen diferentes formas de expresar el rendimiento del maiz. Una de ellas consiste en
multiplicar el nmero de granos producidos por su peso medio. EI nimero de granos por
unidad de superficie de cultivo es funcién del nimero de granos por espiga, el numero
de espigas por planta y el nimero de plantas por unidad de superficie, es decir su
densidad. Se debe tener en cuenta, que el peso medio de los granos es el resultado del
efecto combinado que ejercen dos factores: la duracién del periodo efectivo de llenado y
la tasa de llenado.

Tanto el numero de granos como el peso medio de los mismos son variables que
responden a los cambios que experimentan las condiciones ambientales y fisiologicas
del maiz. La realidad es que el rendimiento del maiz esta ligado a la cantidad de granos
logrados por unidad de superficie.

Existen momentos especificos del ciclo, en los cuales una disminucion de la tasa de
crecimiento producen importantes mermas en el rendimiento, como por ejemplo la
floracién, ya que en durante ésta etapa se determina el niamero de granos por unidad de
superficie. La tasa de crecimiento del cultivo en floracion es indicadora de la capacidad
del cultivo de maiz para fijar granos.

Durante la floracion se fija el nimero de espigas fertiles por planta. Cada planta
diferencia varias espigas, pero solo una o dos logran un desarrollo normal. El aborto de
estructuras esta relacionado con el estado fisioldgico de la planta en floracion. El aborto
o detencion del crecimiento de la segunda espiga ocurre durante o apenas después de la
emergencia de las barbas en la espiga superior.

Los aumentos en la densidad de plantas reducen el nimero de espigas logradas por
planta. Las condiciones desfavorables durante la prefloracion y floracion aumentan el
porcentaje de aborto de espigas. En una situacion de alta competencia entre plantas, el
periodo de una a tres semanas previas a la floracion es critico, ya que se establece el
peso por planta. Las plantas sometidas a competencia que no superen el umbral de
crecimiento para fijar una espiga, seran estériles. Por éste motivo es importante lograr
un plantel de plantas uniforme.

Las espigas comienzan a diferenciarse tempranamente en la planta, pero sélo se
determina el nimero final de las mismas en el periodo de floracion.

El numero de granos por espiga se determina en posfloracion. El desarrollo inicial del
grano depende del suministro de asimilados a la espiga durante dicha etapa. Cuanto
mejores sean las condiciones ambientales durante la etapa de posfloracion, menor sera
el porcentaje de aborto, y por lo tanto mayor el nimero final de granos por espiga. La
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disminucion en el nimero de granos por planta debido al sombreado, alrededor de
floracién, se debe al aborto de espiguillas y granos después de la emisidn de estigmas.
Generalmente los granos que abortan, son los mas jovenes, ubicados en la punta de la
espiga.

El numero de hileras por espiga esta afectado por el genotipo, mas que por las
condiciones ambientales. Si bien el genotipo es importante, se puede ver afectado por la
temperatura durante la etapa que va desde la fase de iniciacion de la yema de la espiga
hasta el comienzo de la diferenciacion florar. Por lo tanto, para un determinado
genotipo, la determinacién del nimero de granos por espiga es funcion de la
supervivencia de las espiguillas y de granos, mas que el nimero total de espiguillas.

La panoja y el tallo compiten con la espiga por los fotoasimilados, por lo que la
reduccién de la competencia interplanta por despanojado produce un mayor nimero de
granos por unidad de superficie.

El maiz tiene crecimiento determinado, lo que hace que el cultivo tenga escasa
plasticidad, lo que le confiere baja estabilidad en produccién de granos por unidad de
superficie ante disminuciones de estructuras reproductivas en floracion.

El periodo alrededor de la floracion es clave para la determinacion del ndmero de
espigas por unidad de superficie y del nimero de granos por espiga. El cultivo de maiz
debe ser manejado de forma tal que alcance en ésta etapa un estado fisiolégico éptimo:
alta tasa de crecimiento y elevada particion a espigas de los asimilados disponibles.

Peso de los granos

Las primeras dos semanas pasadas la floracion, el grano fecundado acumula poco peso.
Es ésta primera etapa hay gran actividad mitotica en la que se determina el numero de
células endospermaticas y la cantidad de granulos de almidon.

En la segunda etapa, el grano crece en forma lineal y acumula més del 90% de su peso.
La tasa de crecimiento del grano es funcion directa de la temperatura.

La duracion efectiva de la etapa de llenado se define como el cociente entre el peso final
del grano y la tasa de crecimiento de los granos durante la etapa lineal de acumulacién
de peso. La duracién del periodo es en funcién de la fuente fotosintética disponible y de
la temperatura. Si la provision de fotoasimilados es pobre, se reduce la duracion de la
etapa, aunque el maiz posee reservas que removiliza supliendo la escasez de
fotosintatos. Cuando la provision de asimilados disminuye por debajo de un
determinado umbral, cesa el crecimiento del grano, formandose una capa negra de
abscision indicando la madurez fisioldgica.

Si las fuentes no son el limitante durante el llenado, la duracién de ésta etapa depende
estrictamente de la temperatura.

El maiz posee una reducida capacidad para compensar un bajo nimero de granos con
mayor peso de los mismos. Esta poca plasticidad en el peso de los granos torna critica a
la etapa de llenado.

Para obtener altos rendimientos, el maiz debe lograr un éptimo estado fisiologico en
floracion. Las tasas de crecimiento deben ser altas, por lo que se debe lograr una
cobertura total del suelo y alta eficiencia de conversion de radiacién interceptada en
biomasa.

El control temprano de malezas, asegura que no habra competencia en los estadios
criticos y que el cultivo llegara a floracién con un estado fisioldgico 6ptimo.
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Condiciones desfavorables durante el llenado de granos adelantan la madurez
fisiolégica y reducen el peso de los granos. La tasa de crecimiento del grano es mas
estable y responde a la temperatura.

Manejo del cultivo de Maiz

Fecha de Siembra

La eleccion de la fecha de siembra puede variar por diferentes razones como:
oportunidad de labranza, disponibilidad de insumos, adversidades climaticas o
bioldgicas, etc. La modificacion de la fecha de siembra, modifica las condiciones
ambientales a las que se va a ver expuesto el cultivo a lo largo de la estacién de
crecimiento.

El periodo de siembra del maiz tiene lugar a principios de primavera, durante los meses
de septiembre y octubre, variando la fecha 6ptima de siembra segun la zona del pais y el
cultivar seleccionado. Siembras muy tempranas permiten un mejor desarrollo del
cultivo, pero hay que contemplar que una helada tardia puede afectar al cultivo en
estado de nacimiento o emergencia.

Cuando la siembra se retrasa, las mayores temperaturas ambiente por las que pasa el
cultivo provocan un aceleramiento de su desarrollo.

Se efectua la siembra cuando la temperatura del suelo alcance un valor de 12°C. Se
siembra a una profundidad de 5 cm.

Cuando se atrasa la siembra, el efecto combinado de temperatura alta y fotoperiodo
creciente, se modifica el total de hojas diferenciadas. Las mayores temperaturas
aceleran la velocidad de aparicion de las hojas, acortando el tiempo en el cual cada hoja
se despliega, reduciendo asi el tiempo necesario para llegar a floracion. El acortamiento
del tiempo entre la emergencia y la floracion, reduce el aprovechamiento de la oferta
estacional de radiacion solar. Sin embargo el retraso de la siembra posibilita el rapido
establecimiento de un canopeo eficiente en la intercepcion de la luz incidente durante la
etapa vegetativa.

Las siembras tardias resultan en: altas tasas de crecimiento del cultivo durante su etapa
vegetativa debidas a la eficiente intercepcion y utilizacion de los elevados valores de
radiacion incidente; bajas tasas de crecimiento del cultivo durante el periodo
reproductivo, debidas a una baja eficiencia de conversién y menores niveles de
radiacion incidente.

El retraso de la siembra, desplaza el periodo reproductivo del cultivo hacia otofio, donde
existen condiciones de menor radiacion y temperatura, lo que incide negativamente en
los procesos que determinan el rendimiento. Las condiciones del ambiente, limitan la
produccion de materia seca en el periodo de floracion e incrementa el aborto de
estructuras reproductivas en desarrollo.

Por estos motivos, se llega a la conclusion que las siembras tardias favorecen el
crecimiento vegetativo mientras que las siembras tempranas favorecen el crecimiento
reproductivo.

El maiz generalmente se siembra con una distancia entre hileras de 70 cm, como la
mayoria de los cultivos denominados de "escarda".

La semilla de maiz es un hibrido comercial, y por lo tanto no puede ser produccion
propia del establecimiento. El hibrido comercial es obtenido por empresas semilleros a
través del cruzamiento de lineas genéticas seleccionadas. La produccién de granos
obtenida de estas semillas hibridas no puede volver a ser utilizada como semilla porque
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el cultivo resultante tendria gran variabilidad de tamafio de plantas y rendimientos, vy,
por lo tanto la produccién seria muy erratica. Por ello el productor debe realizar la
compra de la semilla para su siembra.

Densidad de siembra

La produccion de materia seca de un cultivo estd directamente relacionada con el
aprovechamiento de la radiacion solar incidente, siendo importante la radiacion
incidente durante los momentos criticos de determinacion del rendimiento.

El manejo correcto de la cantidad de plantas por unidad de superficie, asegura la
obtencion de coberturas vegetales adecuadas y uniformes, lo que posibilita lograr una
intercepcion eficiente de la radiacion incidente. Por éste motivo la eleccion de la
densidad es un importante factor de produccion.

La intercepcion de luz por parte del canopeo esta estrechamente relacionada con el
indice de area foliar, hasta valor critico de IAF que permite interceptar el 95%de la
radiacion incidente, y que asegura las maximas tasas de crecimiento del cultivo. La
cantidad de plantas necesarias para lograr el IAF critico es funcion del area foliar.

La planta de maiz pose una baja plasticidad en area foliar ante variaciones en la
densidad, ya que tienen reducida capacidad de macollaje y de expansion foliar.

En densidades bajas el cultivo no llega a desarrollar suficiente area foliar para lograr el
IAF critico.

El incremento en la densidad de plantas permite obtener mayor cobertura
anticipadamente dentro del ciclo del cultivo, alcanzando el IAF critico antes de tiempo.
Esto favorece a la produccion de biomasa o rendimiento bioldgico. La produccién total
de materia seca por unidad de &rea se incrementa con el aumento de la densidad de
plantas, pero luego de un determinado valor de densidad, el aporte de plantas
adicionales es compensado por la reduccién en el peso individual de las mismas por
incremento de la competencia entre ellas.

La intercepcion de radiacion por el cultivo es funcion de la densidad de plantas y del
arreglo espacial de las mismas.

Requerimientos nutricionales

El nitrégeno y el fésforo son los dos macronutrientes mas limitantes para la produccion
de maiz. Ambos nutrientes condicionan el establecimiento y el mantenimiento de la
capacidad fotosintética del canopeo y la determinacion de la capacidad de los destinos
reproductivos. El IAF, la senescencia de las hojas y la actividad fotosintética dependen,
en gran medida, de éstos nutrientes.

La produccion de biomasa del cultivo de maiz es, en general, un indicador de las
condiciones exploradas por el cultivo y el modo en que ellas afectaron su capacidad
para la captura y uso de los recursos ambientales. Sobre el amplio rango de condiciones,
a medida que aumenta la captura de un recurso, aumenta la produccion de materia seca
del cultivo.

La tabla a continuacion, muestra el requerimiento y extraccion en grano de los
nutrientes esenciales para producir una tonelada de maiz.
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Nutriente Requerimiento | Indice de | Extraccion

(Kg/Ton) Cosecha (Kg/Ton)
Nitrogeno 22 0.66 14.5
Fésforo 4 0.75 3.0
Potasio 19 0.21 4.0
Calcio 3 0.07 0.2
Magnesio 3 0.28 0.8
Azufre 4 0.45 1.8

Gr/Ton Gr/Ton

Boro 20 0.25 5
Cloro 444 0.06 27
Cobre 13 0.29 4
Hierro 125 0.36 45
Manganeso | 189 0.17 32
Molibdeno |1 0.63 1
Zinc 53 0.50 27

Tabla N° 14: Requerimientos y extraccion de nutrientes para la produccion de una
tonelada de maiz (en grano).

¢ Nitrégeno

El nitrogeno es el nutriente mas deficiente para la produccion de maiz. ElI N influye en
el rendimiento y también en la calidad, ya que de él depende el contenido en proteinas
del grano.

La absorcion del N tiene lugar, especialmente, en las cinco semanas que transcurren
desde diez dias antes de la floracion hasta veinticinco o treinta dias después de ella.
Durante estas 5 semanas la planta extrae el 75% de sus necesidades totales. La demanda
de nitrégeno aumenta marcadamente a partir del estado de 5-6 hojas desarrolladas.

La cantidad de nitrogeno a aplicar depende de las necesidades de produccién que se
deseen alcanzar asi como el tipo de textura del suelo. La cantidad aplicada va desde 20 a
30 Kg de N por ha.

Cuando la planta padece deficiencias de N, disminuye el vigor y las hojas se tornan
pequefias, las puntas de las hojas toman color amarillo, que poco a poco se va
extendiendo a lo largo de la nervadura central, dando lugar a una especie de dibujo en
forma de V. La deficiencia de nitrogeno no es facil de detectar en las etapas tempranas
de crecimiento y los sintomas severos para vez aparecen antes que la planta haya
Ilegado a la altura de la rodilla.

Al acentuarse la carencia de N, la hoja entera amarillea, y paulatinamente van
poniéndose amarillas las hojas por encima de la primera. Las mazorcas procedentes de
plantas que han sufrido falta de nitr6geno tienen las puntas vacias de grano.

e Fésforo

Como se ha descripto en el cuadro anterior, el cultivo de maiz requiere de 4 Kg de
fosforo para poder producir una tonelada de grano. El fosforo es absorbido,
mayormente, en las primeras etapas del ciclo del maiz. Por eéste motivo, ante un faltante
del nutriente, se recomienda la fertilizacién a la siembra. Para que sea interceptado
facilmente por las semillas, se recomienda la fertilizacion en bandas al costado y por
debajo de la semilla.
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El diagnostico de la fertilizacion fosfatada se basa en el analisis de muestras de suelo
del horizonte superficial utilizando un extractante adaptado a los suelos del area en
evaluacién. En la region pampeana, en general, el extractante utilizado es Bray 1 (Bray
y Kurtz, 1945).

La dosis recomendada depende del nivel de P Bray, del rendimiento esperado y de la
relacion de precios grano/fertilizante, entre otros.

La respuesta de los cultivos a la fertilizacion fosfatada depende del nivel de P disponible
en suelo, pero también es afectada por factores del suelo, del cultivo y de manejo del
fertilizante. Entre los factores del suelo, se destacan la textura, la temperatura, el
contenido de materia organica y el pH; mientras que entre los del cultivo deben
mencionarse los requerimientos y el nivel de rendimiento. La efectividad de los
fertilizantes fosfatados depende también de los niveles adecuados de otros nutrimentos,
como el nitrogeno y el potasio. Existe una influencia positiva de las fuentes
nitrogenadas amoniacales (urea y sulfato de amonio) sobre la asimilacion del fésforo,
especialmente cuando se colocan en bandas junto con el fertilizante fosfatado. El exceso
de fosforo puede inducir deficiencias de zinc, particularmente en suelos de pH alto. El
fésforo tiende a ser inmovilizado por diversos componentes del suelo, mayormente en
suelos acidos o alcalinos. En suelos acidos se puede reducir la inmovilizacion mediante
aplicaciones de cal, que conllevan a la adicion de calcio. Un efecto adicional del
encalado es el de acelerar la mineralizacion de la materia organica, con aumento ulterior
en la disponibilidad de nutrimentos. Las cales denominadas dolomiticas suministran,
ademas del calcio, apreciables cantidades de magnesio al suelo.

Las deficiencias de fosforo en la planta, aparecen cuando las mismas son jovenes. El
sintoma se presenta como una mancha de color rojizo en las hojas. EI P también
controla el tamafio del tallo y la formacion de la mazorca. Una muy buena indicacion de
la deficiencia de fésforo es la presencia de tallos retorcidos y deébiles que no tienen
mazorcas 0 éstas son deformes y pequerias.

e Potasio

El potasio es absorbido intensamente durante la etapa juvenil de la planta de maiz. En la
mayor parte de los suelos las pérdidas de potasio son relativamente pequefias. A menos
que se trate de suelos con texturas muy gruesas, se recomienda la aplicacion de
fertilizantes potésicos totalmente en la siembra, en forma de bandas enterradas a un lado
y por debajo de la semilla.

Las fuentes comunes de fertilizantes potésicos incluyen el cloruro de potasio, el sulfato
de potasio, el nitrato de potasio, y férmulas compuestas.

Las deficiencias de potasio aparecen como una “quemadura” en el filo de las hojas méas
cercanas al suelo. Otro sintoma, puede ser la presencia de coloracion café oscura en el
interior de los nudos del tallo (lo que se observa cortando longitudinalmente el tallo).

Nutricidn nitrogenada

Como se ha explicado previamente, el nitrdgeno es un elemento indispensable para el
desarrollo del cultivo de maiz. Este macronutriente participa en la sintesis de proteinas
y es vital para toda la actividad metabdlica de la planta. Su deficiencia provoca
reducciones severas en el crecimiento del cultivo, basicamente por una menor tasa de
crecimiento y expansion foliar que reducen la captacion de la radiacion
fotosinteticamente activa
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El maiz requiere alrededor de 20 -25 kg/ha de nitrégeno (N) por cada tonelada de grano
producida. La oferta de nitr6geno para cubrir las necesidades nitrogenadas proviene de
varios componentes:

e Nitrdgeno de nitratos disponible a la siembra (N-NO3- disponibles de 0-60 cm).

« Nitrégeno mineralizado de la materia organica: la cantidad de nitrégeno mineralizado
durante el ciclo del cultivo varia segun temperatura, humedad y tipo de suelo. A modo
orientativo, se puede considerar alrededor del 2.5% del Nt (nitrogeno total del suelo)
determinado en el estrato de 0-30 cm.

« Nitrogeno del fertilizante: en el caso de que el nitrégeno inicial medido por analisis de
suelos a la siembra (nitratos) y el nitrdgeno mineralizado desde la materia organica
humificada sean inferiores al requerido por el cultivo se debera fertilizar la diferencia
para mantener el balance en equilibrio (oferta de nitrégeno=demanda de nitrégeno).

En el caso de ser necesaria la fertilizacion, la cantidad de fertilizante a utilizar, calculada
a partir de un procedimiento denominado “criterio de balance”, deberé ser ajustada por
la eficiencia de fertilizacion. La magnitud de la eficiencia, depende del tipo de
fertilizante y del manejo del mismo (fuente, tecnologia de aplicacién, momento de
fertilizacion, etc.) EI manejo del fertilizante deberia contemplar qué perdidas de
nitrégeno se pueden presentar y disefiar la estrategia de fertilizacién que minimice la
incidencia global de las mismas. Las pérdidas de nitrogeno que deben ser consideradas
para estimar la dosis de fertilizante a agregar se caracterizan brevemente a continuacion:
e Volatilizacion de amoniaco: Esta pérdida se genera en aplicaciones de urea o
fertilizantes que contienen urea en su composicion o aplicaciones de fertilizantes
amoniacales en suelos con pH elevados. Cuando la urea se hidroliza en el suelo, se
incrementa el pH alrededor de los granulos del fertilizante alcanzando pH de 8.5
desplazando el equilibrio del amonio hacia el amoniaco, que se pierde como gas. La
enzima que cataliza la hidro6lisis de la urea en el suelo es la ureasa. La concentracion de
esta enzima es muy superior en los rastrojos que en suelo. Por ello, la aplicacion de urea
sobre residuos incrementaria la tasa de pérdida de nitrégeno por esta via, siempre que el
ambiente sea predisponente. Los otros factores que predisponen la pérdida por
volatilizacion son la temperatura (mayores a 15-18 °C), dosis de nitrégeno, vientos, pH
del suelo, etc. Una vez incorporado el fertilizante (ya sea por un implemento agricola o
por las lluvias y/o riego) la magnitud de la pérdida se reduce significativamente. En
aplicaciones de fertilizantes en V6 hay que tener en cuenta las condiciones ambientales
mencionadas para decidir la fuente de fertilizante a utilizar y/o la dosis de nutriente a
aplicar.

e Lixiviacioén de nitratos: Esta pérdida es el lavado de nitratos por el agua de percolacién
del suelo por debajo de la zona de aprovechamiento de las raices. Para que se genere la
misma es necesario un flujo vertical de agua en el perfil del suelo saturado provocado
por lluvias intensas o el riego. Esta pérdida resulta mas importantes en suelos arenosos
por la mayor movilidad vertical de los nitratos. Teniendo en cuenta que estamos frente a
un ciclo climatico humedo, los prondsticos meteorologicos de corto plazo a nivel local
deberian considerarse en las decisiones de fertilizacion a campo. Existen varios factores
que inciden en forma integral en la magnitud de las pérdidas de nitrogeno por
lixiviacion de nitratos: tipo de suelo (textura, permeabilidad, etc.), cobertura de residuos
0 de cultivos; disponibilidad de nitratos en el suelo; intensidad de la lluvia y/o riego;
etc. En términos generales, un excedente o balance positivo de agua en el sistema suelo-
planta determina una salida neta de nitratos fuera del sistema suelo-planta. La estrategia
de manejo del fertilizante deberia procurar aplicar el nitrégeno escapando a los eventos
de lluvias intensas o en etapas en donde el cultivo comienza a consumir agua y
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e Desnitrificacion: Este proceso es poco relevante en maiz. Se presenta en condiciones
de excesos hidricos prolongados en el suelo que generan anaerobiosis que promueven la
reduccion de los nitratos a Oxidos de nitrdgeno y en casos extremos a nitrogeno
molecular (N2). La desnitrificacion es mediada por una serie de bacterias del suelo del
género Bacillus sp. y Pseudomonas sp. Las bacterias toman las moléculas de nitratos
como aceptores de electrones para su propia respiracion reemplazando al oxigeno.
Situaciones de anegamiento generan condiciones de déficit de oxigeno, promoviendo
entre otros procesos, la actividad bacteriana de desnitrificacion. La reaccion quimica
involucrada es:

NOs &> NO; &> NO > N,O(gas) > N (gas)

Los factores que inciden directamente en las cantidades de N perdidas por éste proceso
son:
- Disponibilidad de nitratos: a mayor contenido de nitratos en el suelo, la
magnitud de la pérdida aumenta. Suelos de mayor fertilidad o fertilizados
previamente a la existencia de condiciones predisponentes promueven el proceso.
- Contenido hidrico del suelo: es el principal factor influyente ya que regula las
condiciones de Oxido-reduccion en el suelo. Con elevados contenidos hidricos
mayores al 70-80% del agua util durante periodos prolongados son predisponentes
a la ocurrencia de desnitrificacion.
- Contenido de materia organica: esta relacionado a la poblacion bacteriana del
suelo, y el contenido de sustrato que provee a las bacterias de la energia
(compuestos de carbono) para su supervivencia. La mayor fertilidad por contenido
de materia organica es una condicion predisponente.
— Temperatura: todo proceso bioldgico esta promovido por la temperatura. Son
esperables mayores pérdidas en primavera-verano que en otofio invierno.
— Textura del suelo: suelos arcillosos poseen mayores pérdidas desnitrificacion
que los arenosos, ya que en los primeros, tanto la actividad biol6gica como la
fertilidad quimica del suelo suelen ser mayor. En general, suelos mas arcillosos
poseen mayores niveles de materia organica y por ende mayor actividad
microbiana (mas sustratos carbonados)
— pH: una reaccion del suelo neutra o ligeramente alcalina, promueven la
desnitrificacion por el efecto sobre la actividad bioldgica bacteriana del suelo.

El nitrégeno es un nutriente indispensable a considerar en el manejo de nutricion del
cultivo de maiz. El analisis del balance de nitrogeno en el sistema suelo-planta es el
criterio conceptual a tener una primera aproximacion a las necesidades de fertilizacion
nitrogenada del cultivo. De los componentes de este esquema de diagndstico de la
fertilizacion, el nitrogeno mineralizado y la magnitud de las pérdidas de nitrégeno son
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los parametros mas variables y més dificiles de cuantificar. Para ello, es muy importante
tener en cuenta la informacion local proveniente de la experimentacion efectuada por
asociaciones e institutos de investigacion para basar las decisiones de fertilizacion en
bases técnicas que permitan optimizar el aprovechamiento del nitrégeno agregado.

Interaccion Azospirillum - Maiz

El maiz es un cereal que requiere la aplicacion de fertilizante nitrégenado. Debido al
deterioro y empobrecimiento de los suelos de la region pampeana, hoy en dia la
necesidad de reponer parte de los nutrientes extraidos en las sucesivas cosechas es
fundamental para mantener la sustentabilidad de la actividad. Para reponer los nutrientes
del suelo, existen dos posibilidades: la fertilizacion quimica y la fertilizacion biologica.
Con eésta ultima, se evita la contaminacion ambiental, se ahorra en el costo de
produccion y se alarga la vida Gtil del recurso suelo.

Para optimizar el empleo del fertilizante nitrogenado, es el aislamiento, seleccién e
inoculacién del maiz a la siembra con bacterias benéficas de raiz (BBR) o también
Ilamadas Rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (RPCP, en inglés
PGPR: Plant Grownth Promoting Rhizobacteria), las cuales aumentan la absorcion
radical del nitrégeno por estimulacion fitohormonal. Las BBR causan un efecto similar
al observado cuando el maiz se fertiliza con la forma de N recomendada para esa
variedad y region. Los resultados muestran un efecto positivo de las BBR sobre el
crecimiento del maiz en términos del incremento en su peso seco, por ciento de proteina
y nitrégeno total, en comparacion con el maiz sin inocular y fertilizado con nitrato de
amonio.

Una estrategia para minimizar la fertilizacion, es la utilizacién de promotores de
crecimiento como los microorganismos. Este tipo de bacterias, como Azospirillum sp.
es capaz de producir hormonas tales como las auxinas (promotoras del crecimiento
vegetal), citocininas (fomentan y favorecen el crecimiento de las yemas laterales) y
giberelinas (induce a la germinacion de las semillas y controlan el crecimiento vegetal)
en la rizésfera de la planta inoculada, aumentado la masa radical de la planta. Este
aumento de raices, permite a los cultivos un mejor anclaje temprano de las plantas y
mayor exploracion del perfil del suelo, posibilitando una mayor absorcion de agua y
nutrientes.

La inoculacién de los suelos se hace utilizando turba molida como portador,
conteniendo 109 bacterias de Azospirillum por gramo de turba que se aplica antes o
poco después de la siembra. EI aumento de cosecha alcanza un maximo en suelos que
reciben un 30-50% menos de fertilizante nitrogenado del normalmente recomendado
para estos cultivos.

Asociacién bacteria-planta - Quimiotaxis

La asociacion que se establece entre la planta y las bacterias benéficas de la raiz es
favorable para ambas. La bacteria ejerce el efecto benéfico de fijar nitrégeno y
promover el crecimiento de la planta, mientras que la planta le suministra nutrientes
para que ésta pueda vivir. Azospirillum es una bacteria fijadora de nitrogeno que
prolifera en y sobre raices de maiz, trigo, cebada, avena y otros cereales y plantas
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forrajeras constituyendo una rizocenosis no nodulante que lleva a un aumento del
namero de espigas y de biomasa vegetal.

Las dos formas bésicas de interactuar entre la planta hospedadora y las bacterias BBR 0
PGPR son: 1) rizosférica y 2) endofitica. Las bacterias son capaces de colonizar la
rizosfera, la superficie de las raices o incluso los espacios intercelulares superficiales de
las plantas. Las plantas cambian fisica y quimicamente la composicion del suelo,
generando la induccion de la capacidad de colonizacion de la rizésfera por parte de las
bacterias.

Los exudados radicales, conformados por diversas sustancias (carbohidratos, proteinas,
aminoacidos, &cidos organicos, vitaminas, etc.), crean un ambiente nutricional
enriquecido que favorece el crecimiento bacteriano. Algunos de las modificaciones
sufridas en la rizosfera, son los cambios en el pH del suelo, potencial hidrico, presion
parcial de oxigeno, etc.

La quimiotaxis bacteriana es el proceso de atraccion/repulsion mediante el cual la
bacteria se desplaza hacia concentraciones Optimas de un atrayente o bien, en contra de
un repelente que se encuentra en los exudados radiculares de las plantas. Las
caracteristicas bacterianas que participan del proceso de colonizacion de la raiz son la
motilidad del microorganismo y los componentes de su superficie tales como flagelos,
pili, y el antigeno O de los lipopolisacaridos (LPS) de la membrana celular.

El proceso de migracion de los microorganismos se encuentra bajo la influencia de un
gradiente quimico. El desplazamiento de la bacteria se da por rotacion flagelar que le
permite moverse en la direccién requerida. Los exudados de la raiz de la planta (maiz),
provocan una respuesta quimiotactica sobre la bacteria. El flujo de electrones a través de
una cadena redox y cambios en el potencial de membrana son sefiales positivas en la
respuesta de ésta bacteria. Los compuestos aromaticos, especialmente el benzoato, son
los principales atrayentes de Azospirrillum hacia la raiz.

Los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos contribuyen al crecimiento y la supervivencia
de las bacterias en la planta, favoreciendo la colonizacion. También ayudan a la
creacion de un microambiente favorable, actuando de barrera para los compuestos
defensivos de la planta y modulando las reacciones del hospedador.

Azospirillum brasilense es una bacteria endofitica, es decir que tiene la capacidad de
vivir dentro de los tejidos de las plantas sin ocasionarle dafios. Esta bacteria reside
dentro de los espacios intercelulares o en el interior de las células huésped. La entrada
de la bacteria en la planta, se da en los lugares donde ha ocurrido dafio epidérmico de
raiz lateral o aparicion radicular, a través de aberturas naturales.

La cantidad de nitrégeno aportado directamente del microbio a la planta es pequefia
debido a que el microbio exporta a la planta una parte minima del nitrégeno fijado (sélo
el 5%), por lo que el cultivo se beneficia indirectamente a través del suelo adonde va a
parar el resto del nitrogeno. La bacteria promueve el crecimiento de la planta mediante
la secrecion de fitohormonas de crecimiento, incrementan la capacidad radical de
absorber nitratos y permiten el aprovechamiento del amonio excretado. La bacteria en
estudio posee los siguientes beneficios:

« Estimula el crecimiento y produccion vegetal

« Aumenta la fijacion biolégica de nitrégeno

« Solubiliza las fuentes nutritivas

« Raices y pelos absorbentes en mayor cantidad, mejor desarrollados y sin enfermedades
« Mejora la estructura y fertilidad de los suelos
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« Crea una barrera protectora contra hongos y bacterias patdgenas en la raiz de la planta
« Producen enzimas que solubilizan los fosfatos y los hacen méas accesibles a la planta,
asi como factores que facilitan la absorcion de oligoelementos

« Se ha demostrado que resisten mejor las condiciones de sequia y los climas aridos ya
que se forman alginatos en las raices de las plantas

« Mayor indice de germinacion de semillas

e Las nuevas cepas de Azospirillum son capaces de fijar un 72,64% mas de nitrogeno
atmosférico

« Reduccidn considerable de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados.

En la relacién simbidtica de la soja con Bradyrhizobium japonicum se forma una
estructura de fijacién de N llamada nédulo. En cambio, en el caso de Azospirillum con
maiz, no se forma una asociacion simbiotica, sino que el accionar de la bacteria es
alrededor de las raices. La bacteria actia como tal y no se convierte en otra forma, como
ocurre en el caso de la soja, al formarse el bacteroide y luego el nddulo.

Produccidn de fitohormonas - Biosintesis

Como ya se ha explicado en los puntos anteriores, Azospirillum es una bacteria que ha
mostrado un mejoramiento del crecimiento de la planta y la produccion de granos por la
inoculacion de la planta de maiz. Esto se atribuye a su capacidad de producir
fitohormonas, asi como también su capacidad para fijar nitrégeno.

La inoculacién con Azospirillum modifica el sistema radicular por un mecanismo o
mecanismos ain no completamente establecidos, sin embargo éste se atribuye al menos
en parte, a la produccion por la bacteria de sustancias que regulan el crecimiento vegetal
(auxinas, giberelinas y citocininas), conduciendo a un incremento en el nimero de
raices laterales y pelos radicales, aumentando la superficie disponible para la absorcion
de nutrientes y el flujo de protones en la membrana de la raiz, lo que promueve la
captacion de agua y minerales.

Los primeros mecanismos propuestos para la promocion bacteriana del crecimiento
vegetal han sido relacionados con el metabolismo del nitr6geno, a traves de la fijacion
biol6gica en condiciones de vida libre o por el incremento de la actividad nitrato
reductasa en condiciones endofitica. Los principales mecanismos propuestos para
explicar la promocion del crecimiento vegetal, estd relacionado con su capacidad para
producir o metabolizar compuestos del tipo fitohormonas, tales como acido indol
acetico, citocininas, giberelinas, y etileno, asi como de otras moléculas reguladoras del
crecimiento vegetal, tales como el acido abscisico (ABA) y la diamina cadaverina
(CAD).

Auxinas

Las auxinas son compuestos fitoreguladores que tienen la capacidad de inducir la
elongacion de las células del tallo en la regién subapical y reproducir el efecto del acido
indol 3 — acético (AlA). Las auxinas estan vinculadas a procesos de orientacion del
crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz y gravedad, diferenciacion de tejidos
vasculares, dominancia apical, iniciacion de las raices laterales y adventicias,
estimulacion de la division celular y elongacién de tallos y raices.

Existen, al menos tres vias metabodlicas para la biosintesis del acido indol acético (AlA)
a partir de triptofano (Trp), denominadas via del indol 3-piruvico (AIP), &cido 3-
acetamida (AIM) y la via de la triptamina (Tam). Ademas existe una via que no requiere
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de este precursor para la biosintesis del AIA y que se denominada via independiente del
Trp.

Existe un patron de biosintesis de AIA caracteristico de la interaccion planta-
microorganismo que depende especificamente de rol ecofisiologico de la especie
bacteriana que interactia. En el caso particular de Azospirillum sp., sintetiza AIA de
manera inducible a través de la via del IPA.

La magnitud de expresion de cada via depende fundamentalmente de las condiciones de
crecimiento bacteriano. La sintesis depende de la disponibilidad del Trp en el sustrato.
Si el aminoé&cido Trp se encuentra disponible, la via predominante es la del acido indol-
3-piruvico (IPA) y de manera secundaria la via de la indol 3-acetamida (IAM).

A nivel genoma, el gen bacteriano de mayor importancia en éstos procesos es el
llamado “ipdC”. Este gen es regulado por el nivel de auxinas. El promotor del gen ipdC
contiene un elemento de respuesta a auxinas (AuxRE).

La via de la indol 3-acetamida (IAM) involucra la accion de dos grupos de enzimas:
Trp-monooxigenasas responsables de la oxidacion del Trp a indol 3-acetamida y AIM-
hidrolasas responsables de la subsecuente hidrdlisis del precursor a AlA.

Una tercera via de menor importancia ha sido descripta, es la via de la Triptamina,
donde ocurre la conversion inicial del Trp a triptamina, catalizada por enzimas tipo
Trpdecarboxilasas, seguida de la conversion a indolacetaldehido por aminaoxidasas.

En el caso de Azospirillum brasilense el 90% de la sintesis de AIA se da por las vias de
IAM, AIP y 10% por la via independiente del Trp.

La respuesta de la planta al AIA exdgeno puede variar de benéfica a deletérea,
dependiendo de la concentracidn incorporada en los tejidos de la planta. En este sentido,
algunos autores consideran que el aumento del contenido endégeno de la hormona por
la actividad microbiana del suelo 6 sobre la planta, podria suplementar transitoriamente
los niveles sub-Optimos del hospedador y modificar parcialmente el metabolismo
celular con la consecuente promocion del crecimiento.

El aumento excesivo del contenido de auxinas, pone en marcha un mecanismo
homeostatico para reducir la concentracion endogena de la hormona. Este mecanismo
involucra la traslocacion xilematica de conjugados desde la raiz a la parte aérea y un
rapido catabolismo de auxinas mediado por AIA oxidasas.

La interaccion planta-bacteria comienza en la rizosfera, donde la mayoria de los
sustratos necesarios para el crecimiento microbiano y el AIA son sintetizados. La
presencia de AIA y compuestos derivados en los exudados vegetales, es suficiente para
que Azospirillum incremente la expresion del gen ipdC con el consecuente aumento de
la sintesis de AIA, siempre que las cantidades de precursores (como el triptofano) sean
suficientes. El resultado, se traducira en un incremento del contenido enddgeno de la
hormona que dara inicio a la respuesta celular, que desencadenara una cascada de
sefializacion que tendrd como sitio primario de actividad la pared celular y el nicleo.
Desde el punto de vista fisiologico, la capacidad de Azospirillum sp. para sintetizar
auxinas y transferirlas al tejido vegetal determinaria dos tipos de respuesta, dependiendo
del tipo de planta inoculada. Azospirillum sp. es incapaz de inducir la formacién de
nodulos como ocurre en el caso de las leguminosas, la aplicacion exdgena de auxinas
sintéticas en concentraciones superfisiolégicas en raices de gramineas, induce la
formacion de estructuras tumorales denominadas paranodulos que son efectivamente
colonizadas por Azospirillum. Dentro de éstas estructuras, la bacteria fija nitrégeno de
manera eficiente.

En las gramineas, el crecimiento de la raiz es uno de los parametros fisioldgicos de
mayor interés a la hora de caracterizar y seleccionar una cepa promotora del crecimiento
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vegetal. El rapido establecimiento de la planta en el suelo, mediado por la elongacion de
la raiz principal 6 por la proliferacion de las raices laterales y adventicias, resulta
ventajoso desde el punto de vista adaptativo, porque aumenta su capacidad de anclarse
al suelo y obtener agua y nutrientes del ambiente en un estadio critico del desarrollo
vegetal. La bacteria Azospirillum brasilense, causa un incremento del nimero de raices
laterales que las plantas y esto se correlaciona con la identificacion de altos niveles de
AlA en cultivos. Estos compuestos producidos en forma continua y en baja
concentracion en el exterior de raices 0 en el interior de la planta proveen de una dosis
hormonal constante que resulta suplementaria y beneficiosa para el crecimiento vegetal
y un sistema mejorador a la aplicacion exogena de formas sintéticas en el suelo
cultivado.

Giberelinas

Las giberelinas (GAs) constituyen un amplio grupo de compuestos naturales (acidos
diterpenos tetraciclicos) que regulan diversos procesos en el crecimiento y desarrollo de
las plantas, como la germinacion, el alargamiento caulinar, la floracion y la
fructificacion. Desde el punto de vista estructural, las giberelinas libres se dividen en
dos grandes grupos: aquellas que poseen un complemento completo de atomos de
carbono, (GAs-C20) y aquellas en las que el C20 se pierde (GAs-C19). Todas las GAs
estan carboxiladas en el C7, con la excepcion de GA12-aldehido y pueden tener
presentes una (GA4), dos (GAL), tres (GA8) 0 cuatro (GA32) funciones hidroxilo. La
posicion en la molécula que presenta hidroxilacion (OH), representa unos de los puntos
mas importantes en la determinacién de la actividad bioldgica. La hidroxilacion de los
C3y C13 en sus posiciones B y o respectivamente, produce la activacion de la molécula,
mientras que la hidroxilacion del C2 en su posicion R tiene efecto fuertemente negativo
sobre su actividad bioldgica. Ademas de las formas libres, se han identificado formas
conjugadas endogenas que incluyen: éter glucosidicos (GA-G), donde la glucosa se une
a la estructura de la GA por un grupo hidroxilo, y los ésteres glucosidicos (GA-GE),
donde la glucosa se une a la molécula de la hormona por medio de un grupo carboxilo
del C7.

Sobre las mas de 130 GAs conocidas en la actualidad, 13 son especificas de hongos,
100 son exclusivas de plantas y 13 son ubicuas. En los microorganismos, la produccion
de GAs y auxinas incrementa rapidamente al comienzo de la fase estacionaria de
crecimiento sugiriendo un reordenamineto celular disparado por la disminucion de la
fuente de C o N en el medio. Fulchieri and Frioni (1994) observaron que plantas de
maiz inoculadas con cepas de Azospirillum sp. en el centro de Argentina, mostraban un
significativo incremento en el peso seco de raices, parte aérea y semillas con respecto a
sus controles sin inocular y en una combinacion planta-bacteria que presupuso la
existencia de una interaccién especifica entre ambas. La respuesta de crecimiento es
atribuida por lo menos a tres mecanismos bacterianos de promocion: la fijacion de
nitrégeno atmosférico, la produccién de fitohormonas tipo auxinas y giberelinas y el
efecto indirecto de la interaccion de Azospirillum sp. con la comunidad rizosfeérica.
Varios ensayos de inoculacion a campo, muestran que un 60-70 % de las experiencias
realizadas fueron exitosas, con un incremento significativo de la produccion entre un 5-
30% en cultivos de interés agrondmico (Bashan and Olguin 1997).
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Citocininas

Son un grupo de compuestos naturales que regulan la division y diferenciacion celular
en tejidos no meristematicos de plantas superiores. Quimicamente son purinas, en su
mayoria derivadas de la adenina. Estas fitohormonas se han asociado a un gran nimero
de procesos fisioldgicos y celulares entre los que se detallan el retardo de la senescencia
por acumulacion de la clorofila, la formacion de 6rganos en una gran variedad de
cultivos de tejidos, el desarrollo de la raiz, la formacion de pelos radicales, la
elongacion de la raiz, la iniciacion del tallo, la expansion de las hojas. Son compuestos
que en presencia de concentraciones éptimas de auxinas, inducen la division celular en
cultivos o tejidos vegetales.

Muchos microorganismos de la rizésfera, entre los que se detallan bacterias y hongos,
son capaces de sintetizar citocininas en cultivos definidos. Al menos el 90 % de las
bacterias aisladas de la rizosfera de cultivos de interés agronémico, son capaces de
producir compuestos tipo-citocinas. Como resultado de la intima relacion entre estos
organismos y la superficie de la raiz, la produccion exdgena de esta hormona, puede
tener un profundo efecto sobre el crecimiento de la planta. Al igual que las auxinas, la
produccion microbiana de esta hormona, podria el suplementar el contenido endégeno
de la planta y en ciertos casos promover el crecimiento vegetal o resultar fitotoxica. La
carencia de informacién a nivel de la sintesis de citocininas en cultivos de Azospirillum
se debid a la complejidad del analisis de estas hormonas, lo cual ha sido determinante
en la discontinuidad de esta tematica. Desde el punto de vista fisioldgico, existe poca
informacion que pueda relacionar en forma directa el efecto de la inoculacion con
Azospirillum sp., la promocion del crecimiento vegetal y la produccién de citocininas.
La aplicacion exdgena de auxinas, citocininas y giberelinas produjo cambios en la
morfologia de la raiz comparables a los obtenidos por la inoculacién.

Etileno

Junto con auxinas, giberelinas y citocininas, el etileno es una hormona de composicion
gaseosa, muy importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas. El etileno es una
molécula muy simple y simétrica, compuesta por 2 atomos de C (unidos en doble
ligadura) y 4 atomos de H, soluble en agua. Es muy activo y puede ejercer sus efectos
fisiolégicos a concentraciones muy bajas en el tejido vegetal (0.1 ppm). Todos los
tejidos de la planta tienen capacidad de sintetizar esta hormona, pero la magnitud de su
expresion se asocia al estado de crecimiento y desarrollo de los mismos, siendo mas
activa en aquellos tejidos en activa division celular, que se encuentran bajo condiciones
de estrés o en estado de senescencia. La capacidad de las plantas de sintetizar etileno,
depende de una gran variedad de compuestos, que incluyen metionina, acido linolénico,
propanol, R-alanina, etionina, etanol, glicerol, acidos organicos y hasta glucosa y
sacarosa, que son precursoras de la hormona. La metionina era el precursor natural por
exelencia. En el caso de la sintesis microbiana, los precursores son muy variados pero la
L-metionina es el sustrato mas utilizado.

La regulacion de la produccion de etileno también depende de las enzimas que catalizan
la biosintesis de esta hormona: S-adenosil-L-metionina (SAM) sintetasa, 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) sintetasa y ACC oxidasa. La SAM
sintasa cataliza la primera reaccion de la biosintesis a partir de metionina, La segunda
reaccién es catalizada por la ACC sintasa y determina la hidrélisis de la SAM para
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formar ACC y 5 -metiltioadenosina. Finalmente la ACC oxidasa comanda la conversion
de ACC a Etileno, CO2 y cianuro.

El estadio de un 6rgano influye en la tasa de sintesis de esta hormona, la cual aumenta
su accion en etapas donde las células estan en divisién, maduracion ¢ senescencia.
Existe una asociacion directa entre una alta tasa de respiracion y la presencia de etileno,
esto produce un alto contenido de etileno en los tejidos senescentes o dafiados.

La aplicacion de altas dosis de auxinas, puede estimular la sintesis de etileno. La adicion
exogena de auxinas induce la sintesis de etileno en tejidos vegetativos, pero no en
frutos. La formacion de etileno esta directamente relacionada con una condicion de
estrés de los tejidos por bajas temperaturas, exceso de calor, inundacion, sequia, etc.

Azospirillum puede sintetizar etileno, pero la produccion depende de la presencia de
metionina en el medio. La produccion de etileno se evidencia en cambios morfol6gicos
como el aumento de la masa radicular y el aumento de actividad de la ACC-sintasa, una
de las enzimas clave de la ruta de sintesis de esta hormona. El limitante para la
biosintesis de etileno es la conversion de la S-adenosilmetionina (SAM) a 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC), catalizada por la ACC sintasa. La
expresion y la actividad de esta enzima, asi como la produccion de etileno, incrementan
por la adicion de AIA (acido indol3acético) exdgeno. Esto indica que el aumento de
etileno, en parte se debe a una interaccion entre el AIA producido por la bacteria en la
via de sintesis del etileno. A pesar de que Azospirillum estimula el crecimiento de
plantas, no produce ACC deaminasa, por lo que no pueden regular los niveles de etileno
en tejido vegetales. El exceso de etileno puede ser toxico para la planta.

Acido Abscisico

El acido absciciso es una hormona vegetal, involucrada en diferentes procesos
fisioldgicos del crecimiento y desarrollo de la planta, como la dormicién de yemas y
semillas, la maduracion de frutos y en situaciones de estrés ambiental desfavorables
como déficit hidricos o estres salinos. El &cido abscisico (ABA) se forma en plastidios,
tanto de hoja como de raiz.

La alternativa de sintesis mas aceptada es la ruta metabdlica de los carotenoides y su
posterior clivaje para dar xantoxina y ABA. Este tipo de sintesis se da especialmente en
plantas bajo condiciones de estrés hidrico y salino. EI ABA esta relacionado con la
capacidad de las plantas para adaptarse a condiciones de estrés, a través de distintos
procesos fisioldgicos y moleculares que incluyen: alteraciones en la expresion de genes
relacionados con estrés hidrico y cierre de estomas. Desde el punto de vista fisioldgico,
el ABA favorece la economia del uso del agua dentro de la planta, por su efecto
regulador sobre la apertura y cierre de estomas a nivel de las hojas. Ademaés participa en
la dormicion de yemas y semillas; en la acumulacion de proteinas de reserva en
semillas, en la inhibicion del crecimiento y germinacién inducido por auxinas y Gas, en
la inhibicion del crecimiento foliar en situaciones de estrés y en la regulacion de la
sintesis proteica en respuestas de aclimatacion a diferentes tipos de estrés. Sin embargo,
todas estas funciones estan relacionadas a un objetivo comun: la defensa del sistema
vegetal en condiciones ambientales desfavorables.

La respuesta central de la planta a un déficit hidrico, tiene como resultado un
incremento en la sintesis de ABA enddgeno, que provoca los efectos fisiologicos y
bioquimicos antes mencionados, que son indefectiblemente acompafiados de cambios
en la expresion de genes, muchos de los cuales son regulados por esta hormona. El
desencadenante de la respuesta de la planta para la sintesis de ésta hormona, depende de
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las variaciones del potencial quimico del xilema, que modifican la capacidad de la
hormona de unirse a sus receptores en las células blanco de la hoja. EI parametro que
mas varia como resultado de la diferencia en el potencial quimico del xilema es el pH,
ya que la alcalinizacion del xilema, impide el ingreso o salida de la hormona del
simplasto, donde se encuentran los receptores especificos de las células guarda del
estoma.

Es muy escasa la informacion documentada sobre la identificacion de ABA en cultivos
quimicamente definidos de Azospirillum y su correlacion al crecimiento de la planta.

Interaccién de las fitohormonas vy su efecto sobre el crecimiento de la planta

En lo que se refiere especificamente a Azospirillum sp. existe evidencia de la interaccion
de fitohormonas producidas por el microorganismo con la situacién hormonal de las
plantas inoculadas. Sin embargo, un detallado analisis de esta interaccion podria revelar
interacciones especificas que tendrian como resultado la promocién del crecimiento
vegetal.

Fulchieri et al. (1993) encontraron que plantulas de maiz (Zea mays) inoculadas con las
3 cepas de Azospirillum brasilense mejoraron significativamente el crecimiento de la
raiz y de la parte aérea. En estos ensayos GA3 fue identificada en la fraccion &cida libre
del extracto vegetal y estos resultados permitieron especular sobre la capacidad
bacteriana de incrementar el pool de giberelinas con actividad bioldgica sobre el
crecimiento vegetal en las raices de plantas inoculadas. Algunos autores, sugieren que
las auxinas pueden promover, la elongacion del tallo por incrementar los niveles de
enddgenos de giberelinas. Las cepas inoculadas producian AIA lo que permite
asociarlo, al aumento en el contenido endégeno de GAS3 en la raiz, debido al cross-talk
del AlA sobre el pool de GAs de la raiz. Parte de la respuesta del crecimiento observado
en parte aérea y subterranea se debe al efecto de las GAs producidas por las diferentes
cepas de Azospirillum 6 por las GAs producidas por las plantulas inducidas por el AIA
bacteriano. El aumento en la produccién de etileno fue significativamente superior a los
controles y los cambios morfolégicos fueron acompafiados de un aumento de actividad
de la ACC-sintasa tisular. El limitante para la biosintesis de etileno es la conversion de
la Sadenosilmetionina (SAM) a 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC),
catalizada por la ACC sintasa y la expresion como la actividad de esta enzima, asi como
la produccién de etileno, incrementa por la adicion de AlA exogeno. Esto indica que el
aumento de etileno, al menos en parte, se debe a un cross-talk entre el AIA producido
por la bacteria en la via de sintesis del etileno.

Fijacion bioldgica de nitrégeno por Azospirillum brasilense

Como se ha visto en puntos anteriores, Azospirillum brasilense tiene la capacidad de
producir fitohormonas y fijar nitrogeno. El aporte del nitrégeno a la planta, s6lo
representa un 30% del N fijado.

La fijacion biologica de N se realiza a través de la enzima nitrogenasa, la cual es
sensible a la presencia de oxigeno. La reduccion del nitrégeno a amonio ocurre en tres
pasos:

1. Reduccion de la Fe-proteina por transportadores de electrones

2. Transferencia de un unico electrén a partir de la Fe-proteina hacia MoFe-proteina a
través de un proceso dependiente de Mg-ATP
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3. Transferencia del electron para el substrato ligado al sitio activo de la MoFe-
proteina.

El proceso se da segun la siguiente ecuacion estequiométrica:

N, + 8..+ 8H + 16 Mg-ATP ——#H3 + H, + 16 Mg-ADP + 16 Pi
Existen tres tipos de nitrogenasa; los microorganismos diazotroficos, como
Azospirillum, sélo poseen nitrogenasa tipo 1 dependiente del molibdeno (Mo). Este tipo
de nitrogenasa es codificada por genes nif y s6lo es posible que se exprese cuando en el

medio existe molibdeno.

Algunos factores que afectan a la interaccidn planta-Azospirillum

Cuando las bacterias se siembran en un medio de cultivo optimo y bajo condiciones
adecuadas de incubacion, ocurre un incremento en el nimero de células en periodos
muy cortos. Existen algunos factores que afectan a la proliferacion de las bacterias y su
crecimiento como:

e pH: Azospirillum sp., tiene un crecimiento optimo en un rango de pH de 6,0 -7,8. Si el
microorganismo no cuenta con el pH correspondiente, esto provoca la inhibicion de su
crecimiento y desarrollo.

e Temperatura: Azospirillum sp. requiere una temperatura Optima de crecimiento
cercana a los 30 °C. La temperatura puede modificar los requerimientos nutritivos del
microorganismaos.

e Aireacion: Cuando los niveles de oxigeno son bajos, las células de esta bacteria crecen
y se multiplican satisfactoriamente, siendo afectadas cuando se presentan altas
concentraciones de oxigeno impidiendo que se lleve a cabo el proceso de fijacion
bioldgica de nitrogeno. Para mantener una adecuada multiplicacion de este
microorganismo se debe tener en cuenta la relacion de oxigeno en el medio de cultivo,
siendo més favorable la relacion 1/5.

Inoculantes

Como se explicd en el punto de inoculacion de la seccion “Fijacion Bioldgica de
Nitrogeno en Leguminosas”, un inoculante es un concentrado de bacterias especificas,
gue aplicado convenientemente a la semilla poco antes de su sembrado, mejora el
desarrollo del cultivo.

La inoculacién de semillas con Azospirillum brasilense, produce cambios en la
morfologia de las plantas, manifestandose ésta de diferentes maneras: mayor desarrollo
radicular, mayor produccién de materia vegetal y mayor produccién de granos.

Tipos de Inoculantes

Las principales caracteristicas deseables para un buen inoculante son las siguientes:

e Caracteristicas fisicas y quimicas: los inoculantes se deben poder esterilizar facilmente
y en lo posible deben ser uniformes en cuanto a sus caracteristicas quimicas y fisicas.
Deben tener una calidad constante y alta capacidad de retencion de agua (para el caso de
inoculantes en soportes humedos).
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e Cualidades de fabricacion: debe ser facilmente fabricado por la industria existente,
permitiendo la adicion de nutrientes, y poder calibrar su pH facilmente. La materia
sobre la cual estan hechos debe tener precio razonable y oferta adecuada.

e Manejabilidad a campo: un buen inoculante es facilmente manejable, proporcionando
una rapida y controlada liberacion de las bacterias al suelo, ademas de poder ser
aplicado con maquinaria estandar.

e Caracteristicas ambientales: debe ser biodegradable, no tdxico, no contaminante,
reduciendo asi el dafio al medio ambiente.

o Calidad en el almacenamiento: debe tener suficiente periodo de vida (uno o dos afos a
temperatura ambiente).

La forma mas simple de emplear/agregar la bacteria Azospirillum es, tal cual sale del
fermentador, dénde se realiza la multiplicacién bacteriana (el método de elaboracion se
ha explicado en el punto “Seleccion y preparacidn de un soporte para inoculante” de la
seccion “Fijacion Biologica de Nitrogeno en Leguminosas”), pero implica un gran
obstaculo que es la remocion de grandes volumenes de liquido con peligro de
contaminacion en el transporte y almacenamiento. Por otro lado, si la inoculacion se
realiza de éste modo, el microorganismo llega al suelo desprovisto de proteccion,
expuesto al calor, humedad, microflora, etc. disminuyendo las posibilidades de
supervivencia. La aplicacion del inoculante en forma liquida puede ser, sin embargo,
deseable cuando no es posible tratar la semilla y es necesario aplicar el biofertilizante
directamente al suelo.

El licor de Azospirillum obtenido en el fermentador pierde rapidamente viabilidad y, en
ocasiones, luego de 30 dias de almacenamiento, ya no existen células viables de esta
bacteria en el liquido, apareciendo frecuentemente grandes contaminaciones de otros
microorganismaos.

La comercializacion del inoculante requiere su formulacién y presentacion, como un
producto facil de aplicar y con posibilidades de ser almacenado, sin que se pierdan sus
propiedades.

Los inoculantes se presentan en variadas formas como:
e Forma solida

El soporte sélido generalmente empleado es la turba, aunque se ha ensayado e
investigado la aplicacion de otros como carbdn mineral, suelo mineral, cachaza, arcillas,
bentonita, vermiculita, soportes sintéticos, lignito, bagazo, compost de suelos, zeolita,
cascaras de mani, tuzas de maiz, aserrin, cascaras de arroz y cascara de café entre otros.
Se utiliza la turba, gracias a sus favorables caracteristicas tales como alta capacidad de
absorcién y retencion de agua, contenido natural de nutrientes, no formacion de grumos,
facilidad de molienda y su naturaleza biodegradable, no téxica ni contaminante.

e Forma seca

Los formulados secos se preparan mediante la deshidratacion de las bacterias. Esto
suprime su actividad metabodlica, lo que mejora su resistencia al estrés externo y
disminuye su sensibilidad a la contaminacion. Estos inoculantes pueden ser preparados
a partir de un sustrato liofilizado de bacterias, por separacion de los microorganismos
del medio de cultivo y posterior secado del inoculante, encapsulamiento de las bacterias
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en alginato y posterior deshidratacion. Muchos de estos formulados se presentan en
forma de polvos humedecibles, que luego de ser suspendidos en agua se pueden
emplear en el tratamiento de semillas o ser asperjadas en el campo. Para su preparacion
se emplean ademas otros ingredientes como dispersantes, adhesivos, protectores
celulares e inertes.

Existen polvos humedos para impregnacion de las semillas. La semilla se recubre con
una capa de inoculante que debe contener entre 103 y 107 ufc/semilla en dependencia
del tamafio de la semilla. En este caso, la dosis de inoculante adecuada es de alrededor
de 0.5 kg/ha-1.

Otra opcion es el polvo humedecible para la aspersion al suelo. Se utiliza en cultivos en
los que no se puede emplear la impregnacion de la semilla. La dosis depende del tipo de
cultivo y puede fluctuar entre 107 Y 1015 ufc/ha-1 para aplicacion en surcos y entre 104
y 109 ufc/ha-1 de suelo para semilleros.

e Forma granulada

Se preparan también inoculantes granulados para su uso directo en el campo. Los
formulados granulados se preparan a partir de turba con tamafio de particula entre 40 y
60 mesh. Las dosis de este tipo de inoculante, dependiendo del cultivo y tipo de suelo,
pueden estar entre 5 y 60 kg/ha-1.

Seleccion y preparacion de cultivos y soportes

La mayoria de las bacterias producidas en la industria agroalimentaria se obtienen por
fermentacion sumergida en biorreactores de diversas escalas con la aireacion-agitacion
adecuada a los requerimientos del microorganismo cultivado y con los accesorios y la
automatizacion necesaria que garanticen las condiciones de fermentacién (pH,
temperatura, etc.).

Debido a sus requerimientos nutricionales las bacterias del género Azospirillum pueden
producirse econémicamente por el método de fermentacién en templas o discontinuo
(batch). Para la produccion por el método de fermentacion batch que es el mas
convencional, el primer paso es la optimizacién del medio y condiciones de cultivo.
Esto es también extensivo a la fermentacion incrementada (fed-batch) y continua. Pocos
estudios se han dedicado a la fisiologia de Azospirillum propagado en fermentadores
para la produccion de biomasa.

Para la produccion de biomasa, el crecimiento no debe estar limitado por nitrégeno, lo
gue implica una adicion de sales de nitrégeno al medio de cultivo. También se requiere
un control estricto de la esterilidad puesto que el pH y la temperatura éptimos de
Azospirillum permiten el desarrollo de todo tipo de contaminantes potenciales. Los
parametros claves que deben controlarse son:

e La composicion del medio de cultivo

e La temperatura

e El suministro de oxigeno

e El contenido intracelular de polibetahidroxibutirato (PBH) (material de reserva)

o El estado fisioldgico de la bacteria al detener la fermentacion

El desarrollo de estrategias de fermentacion optimizadas conllevard a un mejoramiento

de la produccion de biomasa. EI método de fermentacion incrementado (fed-batch) en el
que los nutrientes se afiaden en el medio durante el transcurso de la fermentacion, puede
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ayudar a alcanzar el estado fisiologico deseado en el medio, incrementando también la
productividad de biomasa.

El soporte debe tener una composicidn uniforme, no debe ser toxico para la bacteria, ser
facilmente esterilizado y permitir corregir su pH a valores de 6,5 a 7,3. EI mismo debe
favorecer el crecimiento inicial de la bacteria y mantener un alto nimero de células
vivas hasta su uso.

Como se explico en el punto anterior, el soporte mas utilizado y con buenas
caracteristicas y rendimiento es la turba. A pesar de ser el soporte mas difundido, tiene
algunas desventajas como: baja disponibilidad del producto, método de almacenamiento
(refrigeracion) lo que hace costosa su conservacion y su composicion no es constante
(lo que afecta su calidad). Por algunas de estas desventajas, se busca mejorar la
utilizacion de otros soportes como encapsulamiento en perlas de alginato y liofilizacion.
Estos dos dltimos soportes tienen la ventaja de la conservacion del numero de
microorganismos hasta la aplicacion del inoculante, permitiendo la liberacion gradual
de las bacterias. Su desventaja es el costo y la necesidad de alta tecnologia para su
fabricacion.

Para la comercializacion de un inoculante es vital que el nimero de células vivas
aplicadas a la planta. Se debe tener cuidado de no exceder la cantidad recomendada de
bacterias al momento de inocular, ya que esto puede ser perjudicial para la germinacién
y el crecimiento de las semillas.

La tecnologia més utilizada para la elaboracion de inoculantes en base a Azospirillum se
emplea en base al empleo de soportes turba. La metodologia mas utilizada se describe
en el grafico a continuacion. Con este esquema tecnoldgico se pueden obtener dos
productos: polvo humedo para impregnacion de semillas y polvo humedecible para
aspersion en campo.

Las operaciones involucradas en el proceso de produccién son las siguientes:

1. Secado: los materiales que se emplean como soporte se secan con energia solar hasta
alcanzar la humedad de equilibrio con el medio (15-17 % para la turba y 10-12 % para
la cachaza).

2. Molida vy clasificacion: el material se muele y tamiza en cernidor vibratorio para
obtener la granulometria deseada (<200 mesh para polvo humedecible y <140 mesh
para impregnacion de semillas). En el caso de producirse polvo humedecible durante
esta operacion, se adiciona el dispersante.

3. Esterilizacion: se realiza en un aparato hermético provisto de dispositivo revolvedor-
transportador con sistemas de calentamiento con vapor y enfriamiento por agua. El
material se esteriliza a 121°C durante dos horas, dos veces con intervalos de 24 horas.

4. Inoculacion: el material previamente esterilizado y enfriado hasta 300C se inocula
con licor de Azospirillum procedente del fermentador (>3x109 ufc.mL-1) y se
homogeniza mecénicamente en el propio equipo.

5. Envase: el producto se empaca en bolsas de polipropileno previamente esterilizadas
en autoclave; posteriormente se le coloca una etiqueta con las instrucciones para su uso.
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Figura N° 39: Elaboracion de inoculante de
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El producto final posee las siguientes caracteristicas en el momento de su fabricacion:

e Viabilidad: mayor de 109 ufc.g-1

e Humedad: 55-60 %

epH: 6.5-7

¢ El producto se conserva por un minimo de tres meses sin que su viabilidad disminuya
por debajo de 108ufc.g-1.

Esta tecnologia fue disefiada y comprobada en todas sus operaciones, aunque
sustituyendo de forma manual la operacion de inoculacién mecanica propuesta.

Se calcularon los costos de inversion y produccién estimados para los dos tipos de
productos obtenidos, segun la tecnologia anterior, con el empleo de turba y cachaza en
calidad de soportes y se determiné la factibilidad econémica de la aplicacion de estos
inoculantes en los cultivos de cafa de azUcar y arroz.

Métodos de inoculacién

El sistema que se utiliza para la inoculacion de semillas de gramineas no difiere del
utilizado para la inoculacion de semillas de leguminosas (por ejemplo el descripto en
inoculacion de Bradyrhizobium soja). Este sistema contempla la aplicacion del
inoculante mediante diferentes equipamientos (tolva con aspersor, inoculadoras
especificas, mezcladora de cemento, etc.), todas ellas de una aceptable calidad de
tratamiento, aunque los equipos especializados hacen un trabajo mas cuidadoso y
practico.
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Lo importante es lograr una homogénea cobertura de todas las semillas, para lo cual la
cantidad de agua utilizada es de suma importancia. Si bien no se aconseja la utilizacién
de fungicidas junto a la aplicacion de las bacterias.

Actualidad y perspectivas en Argentina

Biofertilizantes en Maiz-Azospirillum - Actualidad

Se conoce que el maiz juega un papel fundamental en la conservacion de los suelos por
el volumen de residuos producidos y por su composicion que asegura una gran
provision de energia a la microbiomasa que los metaboliza.

Parte del rastrojo, rico en Carbono, puede ingresar a fracciones precursoras de Materia
Organica Estable del Suelo si guarda una adecuada relacion con el Nitrogeno disponible
para la flora microbiana.

El maiz tiene una alta capacidad de transformar asimilados en produccion,
removilizando desde la planta una gran proporcién de los nutrientes absorbidos hacia el
grano. Asi los residuos, después de la cosecha, son relativamente pobres en Nitrgeno.
Es ese bajo contenido de Nitrdégeno, y no el voluminoso residuo carbonado, el que
determina la magnitud del aporte del cultivo a la Materia Orgéanica del Suelo. Su
disponibilidad no so6lo determina en gran medida el nivel de rendimiento, sino que
también gobierna la dinamica del rastrojo a través de la relacion C:N.

Con las mejoras introducidas al paquete tecnoldgico en la Gltima década, el maiz ha
incrementado considerablemente su potencial de rendimiento y también aumento en esa
proporcion la demanda nutricional del cultivo. Con los niveles productivos actuales es
uno de los mas exigentes entre los cultivos de nuestra region.

Sin embargo la siembra directa, el mejoramiento genético con el uso de hibridos
simples de alto potencial, los materiales transgénicos tolerantes a Barrenador del Tallo
(maices BT) y la fertilizacion balanceada, aseguran la factibilidad econdémica de
competir contra otras alternativas de produccion generalmente mas difundidas.

La fertilizacion necesaria para cubrir las demandas de la planta, suficientes para un alto
rendimiento y para dejar un residuo con adecuada relacion C:N para el suelo, representa
un muy alto porcentaje del costo del cultivo. Por este motivo, todas las técnicas que
permitan disminuir el aporte externo de nutrientes o que beneficien su balance en el
maiz haran mas factible su inclusién en la secuencia agricola.

Los inoculantes basados en bacterias del género Azospirillum sp. son considerados
bioferilizantes y permiten al productor disponer de otra herramienta para complementar
la nutricion del sistema Suelo-Planta, y disminuir asi los actuales balances negativos de
la agricultura.

En las Ultimas campafias se observa que estd incrementdndose la utilizacion de la
inoculacion en cultivos donde aun es bajo el indice de aplicacion. En la actualidad son
dos factores bien fuertes los que impulsan el uso de la inoculacion: por un lado, la
caracteristica de producto natural y segundo, el bajo costo por hectarea, que hace muy
sencillo recuperar la inversion. El uso de inoculantes no so6lo tiene un buen resultado
para cuidar naturalmente los suelos, sino también tiene un valor agregado para el cultivo
y mejora la rentabilidad. Con el correr de las campafas, esta tecnologia ird
imponiéndose en todos los cultivos con el mismo nivel de adhesion que hoy tiene la
soja.
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La utilizacion de biofertilizantes en las gramineas como el maiz, es mucho mas reducida
que en el caso de las leguminosas, representando un 4-5% del total de area de siembra.
En el resto de los cultivos como arroz, especies horticolas, etc. los biofertilizantes se
utilizan en forma muy puntual. De todas maneras se aprecia un interés creciente por
estos insumos desde diversos componentes del sector agropecuario argentino.

Los beneficios de incorporar la inoculacion dentro de las practicas de siembrea son
innumerables. Gran cantidad de ensayos realizados a lo largo de muchos afios muestran
que la probabilidad de utilizacion de los fertilizantes quimicos agregados sean realmente
utilizados por el cultivo es del 50%. La utilizacion de bacterias PGPR muestra una
mejora de ese indice, que puede alcanzar un 70 u 80% (Mazilli 2007).

Rendimientos de maices con v sin inoculacion con Azospirillum

La utilizacion de fertilizantes bioldgicos aplicados como tratamientos de semilla es una
practica que estd siendo cada vez mas estudiada y puesta en practica por los
productores.

Las bacterias del género Azospirillum, son organismos fijadores de N de vida libre, que
habitan la rizésfera del suelo. Como se describié anteriormente, éstas bacterias
promueven el crecimiento de raices, que aumentan su longitud, densidad y velocidad de
crecimiento. También promueve la produccion de auxinas y otras fitohormonas, las
cuales incrementan la tasa de crecimiento aéreo y radicular. Esto se veria reflejado en
una mayor absorcion de agua y nutrientes. Los efectos sobre las plantas, como resultado
de la inoculacion con Azospirillum se producen en los estadios iniciales de crecimiento
en las primeras semanas después de la colonizacion radicular.

De una amplia revision realizada por Okon y Labandera-Gonzalez (1994) se pueden
citar un 60 a 70 % de experiencias con resultados favorables en cuanto al éxito de la
inoculacion e incrementos de rendimientos que oscilan en un 5 a un 30 % (Bashan,
1999). A su vez, existen muchos reportes en donde las ventajas resultan de la
posibilidad del ahorro de fertilizantes (40 a 50%) (Caballero, 2002).

Tal como se comentd en capitulos anteriores, una de las ventajas reportada en relacion a
la inoculacién con Azospirillum es el aumento en la biomasa de raices y el aporte de N
al cultivo.

El proceso de acumulacion de materia seca de raices y parte aérea al estadio V7 (59 dias
pos-siembra) se describe a continuacion. Si bien las diferencias observadas no son de
gran magnitud, marcan una tendencia leve en la parte aérea y no en raices. Las
condiciones de humedad y muy adecuada temperatura de suelo (durante el periodo
evaluado) y por tanto elevado crecimiento entre siembra y V6 hacen que estas
diferencias se hayan hecho evidentes como consecuencia de las tasas de crecimiento
diferenciales entre siembra y el estadio de V6-7 (39.5 vs. 34.6 Kg MS.ha-1.dia-1, para
con y sin Azospirillum, respectivamente) (Mazilli, 2007).

En la figura siguiente se presenta la evolucion de la produccion de materia seca
promedio para todo el ciclo de cultivo, para los tratamientos con y sin Azospirillum.
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Figura N° 40: Produccion de materia seca promedio (MS) a traveés del ciclo fenoldgico
del cultivo de maiz para maices con y sin inoculacion con Azospirillum.

Se observa un aumento en la materia seca aérea acumulada para los tratamientos
inoculados en relacién a los sin inocular, a partir de inicio del estadio V6. A madurez
fisioldgica, el cultivo alcanzd niveles medios de MS muy elevados (17.5 ton.ha-1), con
diferencias relevante entre tratamientos (18756 y 16326 kg MS.ha-1 para los
tratamientos con y sin Azospirillum respectivamente). El cultivo inoculado con
Azospirillum, a MF, produjo un 15% mas de biomasa promedio.

Para el cultivo inoculado siempre se observa un mayor nivel de acumulacion de
biomasa respeto al sin inocular. Esto nos lleva a la conclusion que la inoculacion con
Azospirillum es beneficiosa, no s6lo para las condiciones fisico quimicas del suelo y la
sustentabilidad del sistema, sino también para el aumento de los rendimientos en Kg de
materia cosechable. La inoculacidon de especies vegetales, con Azospirillun brasilense,
produce mayor volumen de raices, mayor nimero de plantas por m2, mayor desarrollo
de materia verde y mayor produccidn. Las plantas inoculadas absorben mayor cantidad
de nutrientes por unidad de peso.
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Capitulo IV: Conclusion

El desgaste del suelo es una de las debilidades que tiene la produccion hoy por su uso
excesivo, la falta de rotacion de cultivos o el factor climético llevan a la utilizacion de
los biofertilizantes. El productor dispone de herramientas producidas por la naturaleza
para optimizar el rendimiento de las cosechas y conservar la calidad del suelo, por
ejemplo la inoculacién, una préactica relativamente nueva para el sector, al menos en
nuestro pais, que aun no llegdb a su techo y que se aplica mayormente en las
leguminosas, aunque esta creciendo en el resto de los cultivos.

De manera sintética, se puede decir que los biofertilizantes son productos con base a
microorganismos benéficos (bacterias y hongos), que viven asociados o en simbiosis
con las plantas y ayudan a su proceso natural de nutricion, ademas de ser regeneradores
de suelo. Estos microorganismos se encuentran de forma natural en suelos que no han
sido afectados por el uso excesivo de fertilizantes quimicos u otros agroguimicos, que
disminuyen o eliminan dicha poblacion. Obviamente, se trata de productos que no
contaminan ni degradan la capacidad productiva del suelo, por el contrario, son
regeneradores de la poblacion microbiana; asimismo, estos productos tienen una
funcidn protectora del sistema radicular de la planta contra microorganismos patogenos.

Con el uso de biofertilizantes se incrementa la presencia de microorganismos benéficos
gue se asocian a las raices de las plantas, son excelentes mejoradores de suelo y
contribuyen al combate de microorganismos patdgenos.

Las principales funciones de los biofertilizantes son:

1. Fijadores de nitrogeno del medio ambiente para la alimentacion de la planta.

2. Protectores de la planta ante microorganismos patogenos del suelo.

3. Estimulan el crecimiento del sistema radicular de la planta.

4. Mejoradores y regeneradores del suelo.

5. Incrementan la solubilizacion y absorcién de nutrientes, como el fésforo, que de otra
forma no son de facil asimilacién natural por la planta.

6. Incrementan la tolerancia de la planta a la sequia y la salinidad.

A continuacion se comparan los fertilizantes quimicos contra los biofertilizantes:

Fertilizante QUIMICO vs. BIOFERTILIZANTE

Alto costo y disponibilidad decreciente
(por incremento de precios)

Bajo costo y facil reproduccién (menos del
10 % del costo)

Alto desperdicio, sélo 30 — 40% es
utilizado por la planta

No hay desperdicio, mejor
aprovechamiento que el fertilizante
quimico

Contaminacion del aire, suelo y agua

No contamina

Elimina microrganismos del suelo

Estimula el desarrollo de microrganismos
en el suelo

Esteriliza el suelo

Regenera el suelo

Costo de almacenamiento y transporte
(flete)

Facil almacenamiento y transporte

Tabla N° 15: Comparacion entre fertilizantes quimicos y fertilizantes biologicos.
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La utilizacion de biofertilizantes, es la forma de nutricion mas eficiente y econémica de
la alimentacion vegetal, ya que permite el aprovechamiento del nitrégeno atmosférico,
el nutriente mas caro, ademas de aprovechar de manera mas intensiva los nutrientes
disponibles en el suelo, ya que estimulan el desarrollo del sistema radicular y permiten
mayor solubilidad y conductividad de nutrientes.

Por otro lado, hay que enfatizar que los efectos de los biofertilizantes en el desarrollo
radicular, mayor solubilidad y conductividad de nutrientes, se traducen en un mayor
aprovechamiento de la humedad del suelo y, por lo tanto, en el uso mas racional del
agua y una mayor resistencia a la sequia.

Otra parte importante en el uso del biofertilizante es el poco volumen que representa su
aplicacion; mientras que en el caso del quimico se esta haciendo referencia a cientos de
kilos por hectarea, aqui se aplica apenas 1.5 kilos por hectarea, con el consecuente
ahorro en fletes, maniobras y aplicacion.

Sin embargo, estos biofertilizantes no son incompatibles con los fertilizantes quimicos,
se pueden combinar para lograr un uso mas racional del quimico, mejorando
significativamente el aprovechamiento de éste por la planta, disminuyendo los niveles
de desperdicio y contaminacion.

El término “biofertilizantes” estad automaticamente asociado a los inoculantes en base a
rhizobios para leguminosas. Esto se debe a que el mayor desarrollo tecnoldgico se ha
dado en estos productos utilizados para ser aplicados en las semillas de leguminosas
forrajeras y fundamentalmente en las ultimas décadas acompariando el crecimiento de
las &reas cultivadas con soja.

Una mirada retrospectiva sobre lo acontecido en las Ultimas 4 décadas en algunos
mercados de inoculantes nos permitira detectar qué factores impactaron sobre la
evolucion de este sector industrial en Argentina.

» Entre los afios 1960 a 1970, practicamente el 100% de la soja sembrada estaba
inoculada con cepas de rhizobios.

» A medida que el area sembrada por soja fue aumentando, el uso de los inoculantes fue
sufriendo una sensible y progresiva disminucion alcanzando un minimo de 25/30% de
consumo de inoculantes en 1985.

* Entre 1960 y 1985 se presentd un escenario complejo y cadtico donde faltaba claridad
en cuanto a difusion de los beneficios de la practica de inoculacion y una efectiva
implementacién de normas para el control de la calidad de los productos. Esta situacion
permitio la coexistencia de todo tipo de productos, muchos de los cuales no cumplian
con los estandares de calidad minimos lo cual determind que los consumidores dejaran
de adquirir los productos por la incertidumbre de los resultados.

* A partir de 1985 comienza una fuerte recuperacion del mercado de los biofertilizantes
cubriéndose en la actualidad al 70% del area sembrada de soja.

Luego del analisis de la situacion se puede concluir que dos factores estratégicos fueron
los determinantes de la recuperacién del mercado de inoculantes:

1. Las empresas privadas existentes en esos afios habian realizado importantes
inversiones apostando a un mercado potencial en desarrollo. Esas mismas empresas,
preocupadas por su futuro frente a la involucion del mercado, decidieron realizar un
diagnostico de la situacién que permitiera la toma de las medidas correctivas necesarias.
En funcién del andlisis realizado un grupo de empresas acordaron trabajar en dos
aspectos esenciales: a) la calidad de los biofertilizantes y b) la claridad en la difusion de
los beneficios de la practica de inoculacion. Fue en este aspecto de la produccion y
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comercializacion en donde jugaron un rol fundamental los profesionales y técnicos de
las areas especializadas de fiscalizacion e investigacion del estado para trabajar en
forma coordinada realizando los registros de productos y empresas, controles de calidad
y ensayos de eficacia.

2. La apertura de los mercados y el intercambio con paises del MERCOSUR obligé a
las empresas a mejorar la calidad de los biofertilizantes y a actualizar sus normativas a
aquellos paises donde existia capacidad industrial instalada. La amenaza de la
competencia y el atorgamiento e internalizacion de las normas homologadas por los
paises miembros fue un aporte importantisimo para potenciar el aumento en la calidad
de los inoculantes. Esto se puso en evidencia sobre todo en Brasil que articulo
eficientemente una serie de mecanismos internos motorizado por los investigadores,
funcionarios e industriales para adecuar su legislacion a la realidad del momento. En la
actualidad Uruguay, Argentina y Brasil cuentan con normas de fiscalizacion adecuadas
a los desarrollos tecnoldgicos de los inoculantes para leguminosas con sus respectivos
protocolos de control de calidad.

La recuperacion del mercado de los biofertilizantes a partir del afio 1985, el aumento de
las areas sembradas por leguminosas especialmente soja, el incremento del nimero de
laboratorios que investigan en el area de los microorganismos beneficiosos para la
agricultura y los grandes avances biotecnoldgicos no aseguran, sin embargo, el futuro de
las empresas. Actualmente existe un alto riesgo de desvalorizacion de la practica de
inoculacién con productos microbianos si no se tiene en cuenta la experiencia vivida.
Esto vale sobre todo para aquellos paises de Ibero América que aun no han actualizado
u homologado sistemas de registro y control de calidad como los que ya estan
funcionando bien, y para todos en general cuando nos referimos al tratamiento de
productos microbianos formulados diferentes de los inoculantes para leguminosas. El
avance y la demanda creciente de productos biotecnologicos también nos obliga a
modernizar y actualizar las normativas existentes sobre la produccion vy
comercializacion de biofertilizantes en la region.

Como se ha explicado anteriormente, hoy en dia se observa que la tasa de aplicacién de
biofertilizantes a base de Azospirillum es muy baja, mas adn en cultivos a nivel de
produccion masiva. Las empresas elaboradoras de fertilizantes y biofertilizantes de
encuentran en etapas experimentales y de propaganda de los productos probados, para
que los productores tengan la posibilidad de incorporar ésta técnica a nivel masivo.

Es de suma importancia la transferencia a las empresas de los resultados de
investigaciones bésicas llevadas a cabo en laboratorios, sobre todo en los aspectos
relacionados con el conocimiento de las funciones de los microorganismos utilizados o
a utilizar como principios activos en biofertilizantes. Son las empresas los entes por
excelencia en donde los resultados de las investigaciones basicas pueden ser adaptados a
procesos industriales con la generacién de biofertilizantes con aptitud de uso para
resolver las demandas crecientes de las practicas amigables con el medio ambiente.

Para el desarrollo y evolucién de cualquier actividad industrial se requiere inversion y
esta se paga con ingresos por ventas de los productos obtenidos. La industria
biotecnoldgica no es la excepcidn, y es la existencia o ausencia de normas lo que
condiciona el éxito o el fracaso de la evolucion industrial. Cuando existe un marco
regulatorio que permite diferenciar calidades de los productos ofrecidos en el mercado
se dispara un proceso de competencia sana con la intervencion de empresas apostando a
la generacion de nuevas tecnologias de superacién para cautivar consumidores que
aprenden a demandar productos de maxima calidad. Por el contrario, la ausencia de
registros protocolizados de productos y la falta de controles de calidad de los mismos
determinan un escenario de competencia desigual entre insumos de dudosa procedencia
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y performance versus productos bien concebidos. La dificultad de evaluar la calidad de
productos microbianos por los consumidores que no son especialistas en el tema
complica més el panorama.
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