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Prélogo

Si hacemos una revision de lo ocurrido en los ultimos anos en el agro podemos observar un mar-
cado crecimiento en la adopcion de nuevas tecnologias de produccion en busca de reduccion de
la contaminacién ambiental y de los costos de produccidén en sistemas agropecuarios sustenta-
bles. Ante esta necesidad surgen los inoculantes o biofertilizantes como herramientas alternati-
vas de fertilizacion. La aplicacion correcta de estos microorganismos complementa a la fertiliza-
cién convencional apuntando a una reduccion de las dosis de fertilizantes quimicos.

El uso de inoculantes en base a microorganismos benéficos denominados PGPM (Plant growth
promoting microorganism) tiene como objetivo favorecer el desarrollo de las plantas, aumentan-
do la cantidad de nutrientes asimilables para el cultivo, entre otros procesos. Dentro de los micro-
organismos PGPM mas estudiados podemos citar a Azotobacter, Azospirillum, Azorhizobium,
Mesorhizobium,  Sinorhizobium,  Bradyrhizobium,  Rhizobium,  Pseudomonas,
Gluconacetobacter, Burkholderia, Bacillus y Micorrizas.

Sin embargo, hay ciertas pautas que se deben tener en cuenta a la hora de su uso para que los
efectos benéficos que estos microorganismos nos aportan puedan ser logrados. Caracteristicas de
su formulacion y el adecuado manejo del inoculante en el almacenamiento y aplicacién son claves.

Un soporte adecuado es un componente de vital importancia para los inoculantes biolégicos de
interés comercial. Tanto es asi que, a diferencia de lo que ocurre con otros agroquimicos como
fertilizantes o plaguicidas, no se puede considerar a un inoculante formulado sobre la base de un
microorganismo como un producto "genérico" o un "commodity", sino que es el conjunto indiso-
luble del microorganismo y el soporte que lo contiene. De este modo, el soporte utilizado es el
punto en el que podemos encontrar mayor variacién entre inoculantes y, en muchos casos, el
aspecto que permite la diferenciacion de marcas comerciales, constituyéndose sin duda alguna
en un factor de calidad. Una formulacién apropiada debe ser estéril, libre de todo contaminante
e inocua para el microorganismo y el ser humano que lo va a manipular. Debe proteger a la bac-
teria, especialmente cuando es expuesta a situaciones adversas como las altas temperaturas.

En cuanto a sus caracteristicas fisicas, deberia ser facil de aplicar y dosificar, adherirse de mane-
ra apropiada a las semillas, evitando aglomeraciones en el fondo del cajon sembrador para no
obstruir el pasaje de la semilla. Es importante que modifique en el menor grado posible la flui-
dez de la semilla a través del dosificador, para no provocar cambios sustanciales en la densidad
de siembra.

El objetivo de esta publicacion es revisar las principales caracteristicas de Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas y Micorrizas, dar a conocer los beneficios obtenidos cuan-
do son utilizados a campo y las consideraciones a tener en cuenta al momento de trabajar con
estos microorganismos.

Mariana Puente; Julia Garcia y Gustavo Ferraris






Capitulo 1

REVISION DEL USO DE Azospirillum brasilense COMO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO
EN TRIGO Y MAIZ EN ARGENTINA.

Puente, Mariana Laura y Garcia, Julia Elena.

Ingenieras Agronomas. Laboratorio de Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV), IMYZA, CNIA, INTA
Castelar, Buenos Aires, Argentina. Los Reseros y Las Cabanas s/n (1712), Castelar.

e-mail: mpuente@cnia.inta.gov.ar

Dedicamos este capitulo a los Ing. Agr. Silder Barrios y Enrique Rodriguez Caceres quienes,
durante la década de los ochenta en el ex Instituto de Microbiologia Agricola del INTA, lideraron
el grupo de trabajo dedicado al estudio de diazotrofos en gramineas. Estos investigadores efec-
tuaron aislamientos de Azospirillum en las diferentes zonas del pais. La caracterizacién bacterio-
I6gica de dichos aislamientos proporciono la identificacion de 35 cepas. Con éstas y otras incor-
poradas desde instituciones extranjeras se formo la coleccion perteneciente al INTA IMYZA
hallandose cepas tanto de la especie A. brasilense como de A. lipoferum. Simultaneamente
Rodriguez Caceres (1982) desarrollé un método con rojo Congo como colorante diferencial que
facilito el reconocimiento para aislar colonias de Azospirillum (figura 1).

g
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Figura 1. Colonia de A. brasilense Az39 en caja de
petri con medio RC.
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INTRODUCCION

El género Azospirillum esta conformado  9geografica alrededor del mundo y ha sido ais-

por bacterias diazotréficas de vida libre con lada de la superficie de la raiz de una amplia
capacidad de colonizar los tejidos internos y ~ Variedad de plantasy de su rizosfera, incluyen-
externos de las raices (Bashan and Levanony, do cereales, pastos forrajeros, cactaceas, etc.
1990). Este es uno de los géneros mas estudia- ~ (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000).
dos por su capacidad de mejorar el crecimien-  Tarrand et al. (1978), fueron los primeros que

to y desarrollo asi como el rendimiento de  describieron el género Azospirillum con dos
numerosas especies cultivables (Dardanelli et especies, A. lipoferum y A. brasilense.
al., 2008). Presenta una amplia distribucion Actualmente, el género esta compuesto por



diez especies que incluyen: A. lipoferum, A.
brasilense, A. amazonense (Magalhaes et al.,
1983), A. halopraeferans (Reinhold et al.,,
1987), A. irakense (Khammas et al., 1989), A.
largimobile (Ben Dekhil et al., 1997), A. doe-
bereinerae (Eckert et al., 2001), A. oryzae
(Xie and Yokota, 2005), A. melinis (Peng et
al., 2006) y A. canadense (Mehnaz et al.,
2007a), y recientemente, se propusieron tres
especies mas A. zeae sp. nov. (Mehnaz et al.,
2007b), A. rugosum sp. nov (Young et al.,
2008) y A. picis sp. nov. (Lin et al., 2009).

Uno de los principales mecanismos propues-
tos en la actualidad para explicar esta promo-
cion estad relacionado con la capacidad de
Azospirillum de producir o metabolizar com-
puesto del tipo fitohormonas (Okon vy
Labandera, 1994). Estos compuestos son las
auxinas, especialmente el acido indol acético
(AlA), giberelinas (GAs), citocinas (CA), etileno
(E) (Bottini, et al., 1989; losipenko and
Ignatov, 1995; Patten and Glick, 1996;
Rademacher, 1994; Strzelczyk et al.,, 1994;
Perrig et al., 2007) asi como de otras molécu-
las reguladoras del crecimiento vegetal en
condiciones de estrés abiotico como el acido
abscisico (ABA) (Perrig et al., 2007) y la diami-
na cadaverina (CAD) (Cassan et al., 2003).

RESPUESTAS AGRONOMICAS OBTENIDAS
A CAMPO

Desde el comienzo del estudio de
Azospirillum se han realizado numerosas revi-
siones en donde se contemplaron trabajos de
investigacion que evaluaron el efecto promotor
del Azospirillum en ensayos a campo sobre
numerosos cultivos de interés agronémico en
diferentes partes del mundo. La presente revi-
sion resume los resultados de los ensayos de
inoculacion con A. brasilense realizados desde
la campana 89/90 hasta 07/08 en el cultivo de
trigo y maiz abarcando diferentes condiciones
agroclimaticas e incluyendo tanto las principa-
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les zonas nucleo como zonas productivas de
importancia secundaria de la Argentina.

Ensayos a campo en el cultivo de trigo

Okon y Labandera (1994), resumieron los
resultados de 20 anos de ensayos en diferen-
tes paises y reportaron que la respuesta sobre
el rendimiento debido a la inoculacion con
Azospirillum fue positiva en el 60-70% de los
casos en un rango de incremento entre el 5-
30%. Particularmente para la Argentina las
respuestas reportadas en el cultivo de trigo y
maiz fueron variables (Tabla I).

Cabe destacar que en el momento de reali-
zarse esta revision en Argentina aun no se
habia desarrollado un inoculante comercial
liquido y estable en el tiempo, y aun se estaba
evaluando la cepa mas eficiente.

En el aho 2003 Rodriguez Caceres y Di
Ciocco realizaron una revision de ensayos a
campo en el cultivo de trigo. Del total de los
ensayos revisados, aproximadamente un 75%
presentaron respuestas positivas a la inocula-
cion. Similar al reportado por Okon vy
Labandera (1994), el rango de incremento en
los rendimientos atribuidos a la inoculacion
con Azospirillum fue de 3-30%. Los autores
observaron que hubo respuesta a la inocula-
cidon en los ensayos realizados en ambientes
que presentaron limitaciones hidricas o de fer-
tilidad (Tabla II).

El ensayo realizado por Puente et al. (2005 a)
durante la campana 01/02 fue llevado a cabo
en Castelar sobre un suelo que corresponde a
un Argiudol con fertilidad moderada. Previo a
la siembra todos los tratamientos, tanto los no
inoculados como los inoculados, fueron fertili-
zados con nitrégeno (N) y fésforo (P). La varie-
dad utilizada fue Baguette 10. En el mismo se
obtuvo un incremento de rendimiento del 20%
cuando se inocul6 con A. brasilense Az39 con
una concentracion de 1-107 UFC semilla-l. Se
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determind que este incremento se produjo
debido a un aumento significativo en el nume-
ro de granos. Ademas del rendimiento la ino-
culaciéon incrementé el nimero de macollos,
largo y peso seco radicular medidos a los 4
meses posteriores a la siembra.

Bolleta et al. (2002) probaron el efecto de la
inoculacion con A. brasilense en el cultivo de
trigo vr Pro INTA Colibri en la localidad de
Bordanave durante la campana 02/03. El
ensayo se realizd sobre un suelo clasificado
como Haplustol éntico con fertilidad quimica y
fisica bajas. Se evalud la respuesta de la inocu-
lacién con dos niveles de N, 0y 25 kg-ha'. El
incremento de rendimiento debido a la inocu-
lacion fue de 17 y de 14% respectivamente.

En la campana 04/05 en la localidad de San
Antonio de Areco las respuestas en rendimien-
to obtenidas debido a la inoculacién con A.
brasilense sobre el rendimiento del cultivo de
trigo vr. Klein Gavilan fueron promedio de 4%
en los tratamientos sin fertilizacion y de 2%
promedio para los tratamientos con fertiliza-
cion con Ny P (Mousegne y Paganinin, 2006).
En la campana siguiente, en la misma locali-
dad, utilizando la variedad Klein Jabali se obtu-
vieron respuestas en el rendimiento a la inocu-
lacion del 25% en aquellas parcelas que no reci-
bieron fertilizacién. En cambio, la respuesta a
la inoculacion obtenida en las parcelas con fos-
fato monoamonico (PMA) a la siembra fue del
orden de 1.3% (Mousegne et al., 2006).

Ferraris y Couretot, (2006a) evaluaron los
efectos de la inoculacién con Azospirillum
durante la campana triguera de 2005/06 en la
localidad de Pergamino. Se utilizaron las varie-
dades Prointa Gaucho y Baguette 11 Premium.
Se incorporé el factor fertilizante teniendo en
cuenta tratamientos sin fertilizar, y otros con
los agregado de fosfato monoamodnico (PMA;
11-23-0) y N en 2 dosis (90 y 150 kg-ha). La
inoculacion produjo un incremento en el rinde
de 7.8% siendo la respuesta a Azospirillum
estadisticamente significativa (376 kg-ha')

independiente de la variedad y la fertilizacién
empleada. Para la misma campana, estos auto-
res (Ferraris y Couretot, 2006b) evaluaron la
respuesta de Azospirillum bajo diferentes nive-
les de fertilidad. Ambos ensayos fueron condu-
cidos sobre un suelo de la serie Pergamino. Se
aplico fésforo en forma de PMA (11-23-0) y N
en forma de urea (0-46-0) con una dosis de 125
kg-ha1. El azufre se aplicé en forma de sulfato
de Calcio (0-0-0-18S). A pesar que los tratamien-
tos inoculados presentaron un incremento fren-
te a los testigos estos aumentos no fueron sig-
nificativos.

Otros autores (Fornasero y Toniutti, 2003)
también evaluaron la respuesta de a la inocu-
lacion con niveles crecientes de N (0, 20, y 40
kg-ha!). El ensayo se llevd a cabo en la
Localidad de San Justo, provincia de Santa Fe
durante la campana 02/03. La variedad de
trigo utilizada fue Don Enrique. Los resultados
en este ensayo indican que hubo respuesta a
la fertilizacion pero la inoculacion no ejercié
efectos sobre el rendimiento.

Montaner et al. (2007) evaluaron los efectos
de A. brasilense durante la campaha 06/07
en las localidades de Azul con y sin fertiliza-
cion fosforada. La variedad utilizada fue Klein
Tauro. El rendimiento obtenido en las parcelas
sin fertilizacion fue de 7149 kg-ha! para los
tratamientos inoculados y 5921 kg-ha! en los
no inoculadas. En el caso de las parcelas ferti-
lizadas con 90 kg-ha1 de fosfato diamédnico
(PDA) se obtuvieron 7076 kg-ha! en los trata-
mientos inoculados y 6579 kg-ha! para los tra-
tamientos sin inocular. Por lo tanto, la respues-
ta promedio en rendimiento a la inoculacién
fue del 20% cuando no se fertilizdé y de 7.5%
cuando se fertilizé con fosforo.

Diaz Zorita et al. (2008) evaluaron la respues-
ta de la inoculacion con la cepa Az39 de A. bra-
silense entre las campanas 2002-2006 en 297
sitios experimentales de la region pampeana.
Los ensayos de esta red fueron manejados
segun las condiciones de manejo representati-



vas para cada region evaluada, y en la mayoria
de los casos se fertilizd6 con N y P. Los rendi-
mientos variaron entre 850 y 8050 kg-ha'y la
media de los 297 sitios demostrd que las semi-
llas inoculadas con A. brasilense tuvieron un

incremento en el rendimiento de 260 kg-ha'.
La inoculacion incremento el peso seco radicu-
lar y aéreo durante la etapa vegetativa, el
numero de granos y su peso al momento de la
cosecha. En general, se observd una mejor res-
puesta a la inoculacion en sitios subhumedos,
con perfiles profundos, que en sitios semiaridos
con suelos superficiales. También observaron
que cuando utilizaron cultivares derivados de
genotipos europeos los rendimientos eran
mayores a los que expresaban los genotipos de
origen argentinos o de mexicanos.

Durante la campana 02/03 Bono et al.
(2003), establecieron 3 ensayos localizados en
Anguil utilizandose para estos ensayos el culti-
var Baguette 10, de los cuales dos sitios pre-
sentaron respuesta positiva. En el primer ensa-
yo, el tratamiento con Azospirillum sin fertili-
zar produjo un incremento del 11%, cuando
se fertilizd con FDA se produjo un incremento
del 8.71% y en el caso de la fertilizacion con
urea+FDA el incremento fue del 5.7%, compa-
rando con sus respectivos testigos. Sin embar-
go, estos incrementos no llegan a ser significa-
tivos. En el segundo ensayo se obtuvieron
diferencias significativas en los tratamientos
inoculados sin fertilizar del 30% y los inocula-
dos y fertilizados con dosis alta de FDA+urea
presentaron un incremento del rinde del 20%.

Garcia de Salomone et al. (1996), llevaron a
cabo experimentos a campo durante las cam-
panas 89/90 y 90/91 probando los efectos del
Azospirillum spp. (mezcla de 7 cepas) en
diversos genotipos de maiz. Se probaron 15
genotipos de maiz (12 argentinos y 3 brasile-
ros) en un suelo Argiudol vértico de la provin-
cia de Buenos Aires (Universidad de Buenos
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Aires). En la primera campana el rinde prome-
dio fue de 19.7%, mientras que en la segunda
campana el incremento fue de 16.5%, ambos
datos respecto al testigo sin inocular.

Durante la campana 99/00, Ventimiglia et
al. (2000), realizaron un ensayo en maiz utili-
zando la cepa de A. brasilense Cd. El lote, ubi-
cado en la Localidad de 9 de Julio, fue fertili-
zado previo a la siembra con N (115 kg-ha?),
pentdxido de fésforo (100 kg-ha-1), potasio
(18 kg-ha') azufre (18 kg-ha') y magnesio
(4.6 kg-ha1), aplicando también N liquido (64
kg-ha), y la siembra se realizé con el hibrido
DK 696. Los tratamientos inoculados obtuvie-
ron una diferencia con respecto a los testigos
de 6.3% (730 kg-ha).

Puente et al. (2005b) durante la campana
04/05, registraron en 23 sitios de la region
pampeana, incrementos en los rendimientos
debido a la inoculacion del 6,5%

La respuesta a la inoculacion con Azospirillum
sobre el rendimiento de maiz (PANAR 6148)
obtenida por Funaro y Quiroga (2005) campana
04/05 en INTA Anguil fue de 4% tanto como
para los tratamientos fertilizados con FDA como
los no fertilizados. Sin embargo, aquellos trata-
mientos fertilizados los rendimientos absolutos
obtenidos fueron mayores.

Incrementos del rendimiento del 27% fueron
obtenidos por Mousegne et al. (2005), en la
localidad de San Antonio de Areco cuando se
inoculd con A. brasilense. El hibrido utilizado
fue Albion MG. Todos los tratamientos fueron
fertilizados con PMA a la siembra y urea en V6.

En el Valle Medio del Rio Chubut, en donde
el clima es arido y los suelos son pobres en
materia organica y nitrogeno, Rimoldi et al.
(2001), evaluaron el efecto de la inoculacion
con Azospirillum y la fertilizacion con NPKS
en un cultivo de maiz (SPS 2702). El ensayo se
llevd a cabo sobre tierras clasificadas como
aptas para la agricultura y bajo riego. Se
encontré efecto significativo para la fertiliza-



cién pero no se detectaron efectos positivos
para la inoculacion con Azospirillum.

DETERMINACION DE CALIDAD DEL
INOCULANTE

Basandonos en nuestros conocimientos y en
el documento de procedimientos de la RED-
CAl (Red de control de calidad de inoculantes;
2008, Inédito) las pruebas que deben realizar-
se para que un inoculante formulado en base
a Azospirillum spp. pueda ser considerado
apto para su utilizacion son las siguientes:

1) Determinaciéon de pH

Se mide directamente del producto con
pehachimetro digital.

2) Ingrediente activo

Se utiliza el Medio de crecimiento selectivo
RC (Rodriguez Caceres, 1982) para bacterias
del género Azospirillum. Este medio presen-
ta en su formulacion rojo Congo como colo-
rante diferencial que permite el facil reconoci-
miento de colonias de Azospirillum. Para
esta determinacion se realiza un estriado por
agotamiento en la caja de Petri. Una vez sem-
bradas las cajas de Petri se incuban invertidas
en una estufa a una temperatura de 35°C
durante 4-5 dias.

3) Técnica de recuento de azospirilos viables

Se homogeniza la muestra del inoculante a
través de agitacion manual, se sanitiza el
mismo con alcohol 70 %. En flujo laminar y con
mechero prendido se extrae 10 mL de inoculan-
te con jeringa y aguja estéril, colocdndolo en un
erlenmeyer con 90 mL de solucion fisiologica
estéril. Esta solucidon también se agita durante
15 minutos en un agitador de golpes.

Se retira el erlenmeyer del agitador, y a esa
dilucién se la denomina 10-'. Se extrae 1 mL
de esta diluciéon y se coloca en un tubo de

ensayo con 9 mL de solucion fisioldgica estéril.
A esta dilucion se la denomina 1072, luego se
homogeniza esta dilucion en un vortex duran-
te 20 segundos. Esta operacion se repite hasta
llegar a la dilucién 107,

Una vez realizadas las diluciones se procede a
la siembra de las mismas. La siembra de las dilu-
ciones 105, 106 y 107 se realiza por duplicado
y por extensidn en superficie con espatula de
Drygalski en placas de Petri. Se coloca con pipe-
ta automatica 100uL de cada dilucion en el
medio de la caja de Petri y se extiende con la
espatula de Drygalski, previamente esterilizada.

El medio utilizado es el Medio RC para deter-
minar la concentracion bacteriana a través de
unidades formadoras de colonias (UFC). Para
la incubacion se repite el proceso descripto en
el punto 2.

4) Procedimiento para detecciéon de con-
taminantes

a- Medio Sabouraud: medio utilizado para
determinar presencia de hongos contaminantes.

b- Medio Tripticasa soya agar: medio utiliza-
do para determinar presencia de contaminan-
tes bacterianos.

Para la realizacion de las diluciones, la siem-
bra en placas y la incubacion se utiliza la misma
metodologia descripta en los puntos 2 y 3.

5) Lectura de los resultados

Se contaran las cajas que presentan colonias
ente 30 y 300 verificando su proporcionalidad
entre diluciones. El resultado se expresa como
unidades formadoras de colonias por mililitro
(ufemL?).

6) Técnica de recuento por el Numero
mas probable (NMP)

Esta determinacion es utilizada para deter-
minar la capacidad diazotrofica y microaerofi-
lica de colonias.



Se utilizan las mismas diluciones realizadas
para la siembra en los medios solidos (puntos 3
y 4), sembrando las diluciones 101 hasta 107 en
medio de cultivo NFB semisolido. De cada dilu-
cion se haran cinco repeticiones. En este caso se
siembra en cada tubo con 5 mL de medio NFB
100pL de la dilucion correspondiente.

Para la incubacion se llevaran los tubos a
una estufa a una temperatura de 35°C hasta
observar presencia de cambio de viraje del
indicador y formacion de pelicula, contando a
estos tubos como positivos.

CONCLUSIONES

Existen controversias al momento de expli-
car la variabilidad de la respuesta a la inocula-
cién observada en los ensayos a campo.

Fages (1994), indica que estos problemas
pueden deberse a diversas razones entre las
cuales menciona el clima (lluvias, sequias, etc.),
ausencia de limitantes nutricionales permitien-
do a la planta expresar todo su potencial y por
lo tanto minimizando el efecto promotor debi-
do a la inoculacién, problemas en la técnica

Tabla Ill. Valores sugeridos por nuestro Laboratorio para las pruebas de calidad arriba descriptas.

Valores sugeridos por el Laboratorio BPCV

pH 6.8-7.5

Recuento de azospirilos viables

Medio Sabouraud

Deteccién de
contaminantes  Medio Tripticasa

soya agar

Recuento por el
numero mas probable

7) Identificacion molecular

Se utilizan técnicas moleculares de REP-PCR y
BOX-PCR para la caracterizacion de la o las
cepa/s utilizada en el producto. Estas técnicas
nos permiten identificar y caracterizar a las
bacterias, dandonos un patrén distintivo para
cada cepa. Una vez obtenidos los perfiles se
los comparan con los patrones de las cepas
pertenecientes a la Coleccion Azospirillum del
INTA IMYZA, corroborando que el patrén de
la cepa/producto concuerde con el patrén de
la cepa/coleccién.

16

1-10° - 1-10° UFC por mL/g de inoculante

Ausencia de crecimiento de hongos
Ausencia de crecimiento de bacterias de otro género

1-10° - 1:10° NMP de bacterias presuntivas

de inoculacién, dosis empleada, diferentes tex-
turas en los suelos, la cantidad de materia
organica, el estado fisiologico de la bacteria al
momento de inocular, la calidad del inoculan-
te, utilizacién de cepa inapropiada, la canti-
dad de microorganismos autdctonos, la planta
huésped, compatibilidad con pesticidas, etc.

Segun Kloepper (1994), quien realizé una
revision de diversos trabajos en donde se dis-
cute a cerca de los aspectos de promocion de
crecimiento de las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR), indica que los



efectos de promocion se producen principal-
mente en las etapas tempranas del crecimien-
to de los cultivos y no necesariamente se tra-

ducen en incrementos en el rendimiento.
Dentro de los efectos pre-rendimiento pue-
den incluirse mejoramiento de la emergencia
de la semilla, del stand final, mayor vigor
vegetativo, altura de planta, biomasa de rai-
ces y tallos, contenido de nutrientes en el teji-
do vegetal, etc.

Otros autores (Okon y Labandera, 1994;
Rodriguez Caceres y Di Ciocco, 2003) indican
que existe respuesta a la inoculaciéon cuando el
ambiente presenta limitaciones; mientras que
otros investigadores (Diaz Zorita et al., 2008;
Gonzalez Montaner et al., 2008) detectaron
que los aumentos en los rendimientos fueron
mas consistentes en sitios con rendimientos
alcanzables de trigo superiores a los 2000 kg
ha' y en ambientes con mejores condiciones
de fertilidad potencial.

Otras revisiones (Fuentes Ramirez and
Caballero Mellado, 2006) atribuyen que la
variabilidad e inconsistencia de los resultados
a campo se debe a que se comparan resulta-
dos de diferentes anos. Por lo tanto, en la
comparacién se incluyen diferentes fuentes
de variabilidad inherentes a las diversas
caracteristicas del ambiente, edaficas y del
cultivo asi como también a las caracteristicas
propias del inoculante como son la formula-
cién, cepa, numero y estado fisioldgico de las
células bacterianas. Caballero Mellado (2006)
afirma que las respuestas obtenidas estan
condicionadas al cumplimiento de requisitos
que debe cumplir un inoculante bacteriano y
gue es necesario cuidar y regular con criterios
estrictos las cepas, condiciones de propaga-
cién, produccion de inoculantes y la calidad
del producto terminado.

De los casos evaluados en esta revision en
el cultivo de trigo el 53% presentaron res-

Figura 2. Respuesta promedio a la inoculacion en el cultivo de trigo.

4400
4200
© 4000
<
&
= 3800
(]
_8 3670,3
= 3600
3400
3200

Testigo

4344,7

Inoculado



puestas positivas a la inoculacion en el rinde.
La respuesta en rendimiento promedio obte-
nida fue de 4377.7 kg-ha! (18%) para trigo
y de 7524.7 kg-ha! (11.5%) para maiz (figu-
ras 2 y 3). Para los ensayos en donde se eva-
lué la interaccion con la fertilizacion se
observé que en algunos la respuesta a la ino-
culaciéon fue independiente de los niveles de

fertilizantes aplicados mientras que en otros
existio interaccién fertilizante inoculacion.
De estos ultimos el porcentaje de incremen-
to en rinde debido a la inoculacién fue
mayor en aquellos tratamientos no fertiliza-
dos pero en términos absolutos se consiguie-
ron mejores rindes en los tratamientos ferti-
lizados e inoculados.

Figura 3. Respuesta promedio a la inoculacion en el cultivo de maiz.
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PROMOTORES DEL DESARROLLO VEGETAL
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Dedicamos este capitulo al Dr. Norberto J. Palleroni, en reconocimiento de su significativo apor-
te a la diferenciacion taxonédmica de las pseudomonas y la introduccion de enfoques moleculares
en la taxonomia procariotica, por lo que ha sido reconocido en la comunidad cientifica interna-
cional. El Dr. Palleroni, nacido en Buenos Aires, se gradud de Ing. Agronomo en la UBA (1945),
fue becario de Rotary International, becario Guggenheim y becario del CONICET. Se desempend
como Profesor Titular de Microbiologia y de Quimica Biologica de la Universidad Nacional de
Cuyo (entre 1949 y 1965), como Profesor de Microbiologia de la New York University Medical
Center (desde 1987) y como Profesor de Investigacion del Instituto Ag-Biotech de la Universidad
de Rutgers (desde 1992). Ha publicado mas de 130 trabajos de investigacion y es autor de dos
libros de Microbiologia. En 1993 fue distinguido con el Premio Konex en Bioquimica y
Microbiologia. Ha sido nombrado Doctor Honoris Causa por la Universidad Nacional de Cuyo y
por la Universidad de Buenos Aires, y Associate Member of the Bergey s Trust. En su honor, en

el ano 2005 se acund el nuevo género de alfa-proteobacterias Palleronia spp.

INTRODUCCION

Si hay un género con una taxonomia compli-
cada y cambiante, ese es el género
Pseudomonas. De hecho, debido a las impor-
tantes contribuciones de los estudios taxono-
micos efectuados sobre este grupo de micro-
organismos, el propio Norberto Palleroni ha
propuesto la existencia de dos eras en la taxo-
nomia microbiolégica moderna: la etapa BP
("before Pseudomonas") y la etapa AP ("after
Pseudomonas") (Palleroni, 2003). No es nues-
tra intencidn dedicar un espacio exagerado a
la clasificacion del grupo ya que la taxonomia

esta lejos de haber cristalizado el agrupamien-
to de este conjunto heterogéneo de microor-
ganismos. Por otra parte, este capitulo (y esta
compilacion) pretende poner en discusion qué
otros microorganismos cultivables habitantes
del suelo, ademas de los tecnoldgicamente
aceptados rizobios, pueden ser aprovechados
por sus propiedades promotoras como estimu-
lantes directos o indirectos del desarrollo y/o
sanidad vegetal. Sin embargo, creemos perti-
nente comentar brevemente de qué estamos
hablando al referirnos a las pseudomonas (si,
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sin italicas ni mayuscula, lo que seria un hispa-
nismo del término inglés "pseudomonads").

Segun describe el Manual Bergey de
Microbiologia Determinativa (Holt et al.,
1994), las pseudomonas son bacilos Gram
negativos rectos o levemente curvos, de 0.5-1-
0 m de didmetro y 1.5-5.0 m de largo. Son
capaces de desplazarse en medios liquidos asi
como sobre superficies con cierto grado de
humedad por el movimiento rotatorio de sus
flagelos de localizacion polar. No son capaces
de generar células en letargo (esporos). Para
obtener energia, oxidan compuestos organicos
con un metabolismo respiratorio, generalmen-
te aerdbico (oxigeno). Son muy versatiles en
cuanto a la capacidad de utilizar sustratos
como fuente de carbono y no requieren vitami-
nas, lo que explica en gran parte su culturabili-
dad en una variedad de medios de cultivo mini-
mos y definidos. Son incapaces de crecer a pH
<5.0. Continta el Manual Bergey afirmando
que "el género esta ampliamente distribuido
en la naturaleza" y que "comprende especies
patdgenas para humanos, plantas o animales".
Y finaliza la introduccidén con la (quizas poco
feliz) frase "la especie tipo es Pseudomonas
aeruginosa". Ahora se entendera la sensacion
que provoca la sola mencion de las pseudomo-
nas como posibles insumos agrobiotecnologi-
cos de liberacién masiva. Dado que generalizar
es, sin duda, simplificar, pero a la vez perder
detalle y particularidades, veamos qué otros
interesantes microorganismos tenemos a dis-
posicion dentro de las pseudomonas.

Las pseudomonas fueron clasificadas en pri-
mer término mediante propiedades morfologi-
cas, de cultivo y fisiologicas. En los 70's, los
estudios de hibridacion ARNr-ADN sentaron las
bases de la vision actual del grupo. Palleroni
definié entonces cinco grupos de ARNr (I a V).
El advenimiento del analisis comparativo de la
secuencia del ARNr 16S dio lugar a la reclasifi-
cacion de los grupos II-V en diferentes sub-gru-
pos de lo que hoy se conoce como a.- 0 B-pro-
teobacterias, incluso con nombres genéricos
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nuevos. Asi se desprendieron, por ejemplo, los
actuales géneros Brevundimonas,
Burkholderia, Herbaspirillum, Ralstonia,
Sphingomonas y Stenotrophomonas, entre
muchos otros "ex-Pseudomonas". El grupo
ARNTr | segun Palleroni es el que mantiene el
nombre  genérico  Pseudomonas (o
Pseudomonas "sensu stricto"), estd comprendi-
do dentro de las -proteobacterias, e incluye las
especies P. aeruginosa, P. fluorescens y P. puti-
da (Anzai et al., 2000). Estas Ultimas, a su vez,
son las especies representativas de las llamadas
pseudomonas fluorescentes, caracterizadas
por la produccidon de pigmentos hidrosolubles
de colores azul-verdosos a la luz UV. La colec-
cién de microorganismos DSMZ (Coleccion
Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares) reune al dia de la fecha 192 especies
y subespecies en el género Pseudomonas.
Ciertamente, el inagotable panorama taxono-
mico se complicara por la consideracion de
nuevos marcadores moleculares, propuestos
para clarificar la ubicacion de especies en con-
flicto, como los genes gyrB (ADN girasa), carA
(carbamoil-fosfato sintasa), atpD (ATP sintasa)
y recA (proteina mediadora de recombinacién
de ADN) (Hilario et al., 2004).

Conscientes de que es imposible arrojar una
definicion tacita y sencilla de las pseudomo-
nas, abandonamos el terreno taxonomico
para movernos al de las propiedades biolégi-
cas de las pseudomonas en relacion a la pro-
duccion agricola. Aqui, de la mano de la diver-
sidad fenotipica y genotipica del grupo, tam-
bién vamos a encontrar una variedad de efec-
tos biologicos que se consideran actualmente
actividades promotoras del desarrollo vegetal
asociadas a distintas especies y aislamientos
de pseudomonas. La potencialidad de las
pseudomonas como herramientas biotecnolé-
gicas que permitirian aumentar la produccion
agricola ya ha sido reconocida (Walsh et al.,
2001; Haas and Défago, 2005; Montesinos,
2003; Gerhardson, 2002; Stockwell and Stack,
2007; Mark et al., 2006).



BENEFICIOS POTENCIALES

Existe un importante numero de reportes y
estudios cientificos sobre aislamientos de
pseudomonas con diferentes capacidades de
mejorar el desarrollo vegetal. La mayoria de
estos aislamientos han sido testeados en con-
diciones controladas de laboratorio o inverna-
dero y, en algunos casos, se han observado
efectos positivos de la inoculaciéon en condicio-
nes de campo (Tabla I). A pesar del comporta-
miento prometedor in vitro, la informacién
disponible sobre la eficacia a campo de la
mayoria de estos aislamientos es escasa en
Europa y EEUU, en gran parte debido a las exi-
gentes regulaciones de eficiencia y riesgo sani-
tario vigentes. En otros casos los resultados a
campo han sido inconsistentes posiblemente a
causa de cuestiones técnicas como formula-
cién, empaque y modo de aplicacion inapro-
piados que afectan la viabilidad y persistencia
de las cepas (Gerhardson, 2002) o simplemen-
te debido a que los mecanismos de accion son
influenciados por variables aun no identifica-
das como tipo de suelo y variedad de cultivo
(Mark et al., 2006). Debido a éste tipo de res-
tricciones, algunos autores (Gerhardson,
2002) han pronosticado que muchas cepas de
pseudomonas probiodticas que tienen excelen-
tes propiedades desde el punto de vista cienti-
fico, nunca podran ser explotadas biotecnolé-
gicamente. Sin embargo, es posible que el
panorama no sea tan pesimista. ver tabla I.

Cuando se analiza comparativamente una
lista de productos comerciales disponibles a
base de pseudomonas (Tabla Il), se advierte
claramente que el nUmero de inoculantes en el
mercado internacional es relativamente limita-
do, y que esta orientado principalmente a bio-
control de fitopatdgenos de plantas ornamen-
tales y frutales en invernaderos y post-cosecha.
No se comercializan inoculantes con pseudo-
monas para cultivos extensivos, con la excep-
cion de Cedomon® y Cerall®, a base de P.
chlororaphis, que es proclamado como exito-
so y esta aprobado en varios paises de la UE.

Segun se advierte en la Tabla I, compilada sélo
en base a la publicidad de bioinsumos a base
de pseudomonas, el desarrollo y comercializa-
cion de éstos productos en la Argentina tiene
una importante actividad (Tabla Il). Es posible
que el niumero de productos registrados o en
vias de registro en el SENASA sea aun mayor.
En general la promocién de la utilizacion de
estos productos comerciales (biofertilizantes)
se apoya en estudios impulsados por las pro-
pias empresas productoras en ensayos a
campo con participacion del INTA. Ver tabla Il.

El beneficio agrondmico medido como
aumento en la productividad debe poder
correlacionarse o explicarse con mecanismos
probioticos. A partir de la informacion detalla-
da en la Tabla |, se desprende que el mecanis-
mo de accion dominante atribuido a las espe-
cies estudiadas de pseudomonas, es la produc-
cion de antibioticos, que son los factores clave
del fenomeno multifactorial conocido como
control bioldgico (o biocontrol) de fitopatdge-
nos. Si bien la colonizacién radicular es una
condicion necesaria para el establecimiento de
una cepa biocontrol en la rizosfera, se debate
actualmente si los niveles de colonizacion
medidos en las cepas mas "agresivas" (1-5% de
la flora total) alcanzan a desplazar otros
microorganismos (entre ellos los no deseados)
en la competencia por nutrientes exudados, y
asi explicar el control bioldgico. Por ello, el
foco de los estudios sobre mecanismos de con-
trol biologico estad puesto sobre la produccidon
de antibiéticos, la induccién de resistencia sis-
témica y posibles interacciones negativas espe-
cificas entre patogenos y antagonistas (Haas
and Défago, 2005).

El control bioldgico no es sélo dependiente
de las capacidades bacterianas, sino también
de la especie vegetal y la practica de cultivo.
Basta mencionar el efecto de decaimiento
del pietin ("take-all decline") por el mono-
cultivo de trigo, que ha sido descrito exhaus-
tivamente por grupos del USDA (Cook,
2007). A lo largo de décadas de estudio de
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las poblaciones de pseudomonas asociadas a
lotes de trigo, se ha establecido una firme
correlacion entre la supresion del pietin y la
preponderancia de poblaciones de pseudo-
monas productoras de los antibiéticos diace-
tilfloroglucinol y fenazinas (Cook, 2007). En
nuestro pais, todavia no disponemos de
datos sobre el efecto del cultivo y de las rota-
ciones sobre las poblaciones de pseudomo-
nas y su posible correlacion con la incidencia
de enfermedades.

Ademas del biocontrol, también se han des-
crito otros mecanismos probidticos como la
reduccion de niveles de etileno provocados
por estrés y el aumento de la disponibilidad de
fésforo (Tabla 1). De hecho, es posible que
mas de un mecanismo contribuya simultanea-
mente a la promocién del crecimiento y/o
sanidad vegetal in situ. La identificacion de
tales rasgos probidticos sienta las bases para la
generacién de formulaciones mixtas (Dunne
et al., 1998) y/o estrategias de combinacion
de rasgos en una misma cepa mediante trans-
ferencia genética (Chin-A-Woeng et al.,
2001b; Bainton et al., 2004).

Es importante remarcar que el estudio de
potenciales actividades PGPR se realiza usual-
mente con ensayos cuali o cuantitativos en
condiciones controladas, cuyos resultados
positivos conducen a la postulacién de una
cepa para su uso como PGPR. Pero el camino
desde la observacién de una actividad PGPR in
vitro a la medicién de un efecto positivo en
condiciones de campo, requiere atravesar
necesariamente estudios que, por ejemplo,
demuestren la pérdida del efecto por una
mutacion en los determinantes genéticos, o la
transferencia de una capacidad probidtica a
otra cepa que no la posea. Son pocos los casos
(revisados en Haas and Keel, 2003) en los que
se ha logrado este tipo de evidencias experi-
mentales que soportan el mecanismo de
accion de una cepa con interesantes activida-
des bioldgicas in vitro.

BENEFICIOS AGRONOMICOS OBTENIDOS
EN LA REGION PAMPEANA ARGENTINA

Si bien las experiencias realizadas hasta el
momento estdn circunscriptas a un numero
acotado de ambientes, y hace falta ampliar el
set de datos disponibles para efectuar reco-
mendaciones de uso mas certeras y ajustadas,
se dispone de informacién regional, especial-
mente proveniente del centro-norte de
Buenos Aires y Sur de Santa Fe, que merced a
sus alentadores resultados justifica la realiza-
cién de estudios mas profundos. Para ilustrar
el tipo de respuestas observadas se describen
a continuacion los resultados de un grupo de
experiencias de inoculacién de cultivos de
trigo y maiz en la region pampeana.

Experiencias realizadas en Trigo

El trigo es el cultivo del que, en nuestro pais,
se cuenta con mayor informacion sobre los
efectos agrondmicos del uso de pseudomonas.
Ensayos pioneros realizados en las localidades
de Pergamino y Chivilcoy durante los anos
2000, 2001 y 2002, mostraron incrementos
medios de rendimiento de 310 kg-ha™! (Garcia 'y
Bach, 2003a). En este grupo de seis ensayos, los
resultados mas consistentes se observaron
cuando la inoculacién fue acompanada de una
adecuada fertilizacién con nitrogeno (N) y fos-
foro (P). En el mismo sentido, en un grupo de
10 ensayos realizados durante 5 campanas agri-
colas en el centro-norte de Buenos Aires y Sur
de Santa Fe, se cuantificé una respuesta media
a la practica de inoculacion con pseudomonas
de 286 kg-ha, lo cual representa un incremen-
to de 7,3 % (Ferraris y Couretot, 2008a; Figura
1). Cada uno de estos sitios representa a su vez,
el promedio de diferentes estrategias de fertili-
zacién, con o sin agregado de Ny P.

Vale observar que, si bien los incrementos de
rendimiento fueron ajustados, no se observa-
ron casos con diferencia negativa o nula.
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Figura 1. Rendimiento (kg-ha-1) de tratamientos testigo e inoculados con Pseudomonas fluorescens en
trigo entre los anos 2002 y 2007 en el centro-norte de Buenos Aires y sur de Santa Fe. Las abreviaturas repre-
sentan localidades Wh (Wheelwright, Santa Fe), Jc (Juncal, Santa Fe), Ba (Baigorrita, Buenos Aires), As
(Ascension, Buenos Aires), Jn (Junin, Buenos Aires), Pe (Pergamino, Buenos Aires) y el promedio de todas las

localidades (Prom).
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Una relacion entre el rendimiento de los tra-
tamientos -testigos e inoculados- con un indice
ambiental expresado por el rendimiento medio
del sitio nos permite evaluar la interaccion exis-
tente entre respuesta y rendimiento (Figura 2).
Los tratamientos inoculados superaron a los
testigos en todo el rango de rendimientos eva-
luados. Los pardmetros de los modelos ajusta-
dos para ambos tratamientos -pendiente y
ordenada al origen- no difirieron entre si
(P>0,10), aunque la pendiente >1 para los ren-
dimientos de los inoculados estaria expresando
un ligero incremento de la diferencia sobre los
testigos a niveles mas altos de produccion.

30

As04 Jn04 Pe05 Pe06 Pe07 Prom
3438 3440 4192 3609 3386 36177
3567 3890 4253 3991 3670 39041

Si bien no se pudo establecer una funcion
que relacione la respuesta a la inoculacion
con pseudomonas y las variables de suelo o
cultivo evaluadas, un analisis a través de un
grafico biplot nos permite definir marcadas
tendencias (Figura 3). El eje horizontal (1)
discrimina variables de suelo y clima (izquier-
da) de los rendimientos (derecha). El eje ver-
tical (2) por su parte, discrimina variables de
suelo (arriba) de las precipitaciones (abajo).
Por otra parte, los puntos azules representan
cada uno de los diez experimentos analiza-
dos, y los vectores a las variables analizadas.
Los vectores orientados en un mismo sentido



indican parametros asociados de manera
positiva, siendo la correlacidn mas fuerte
cuanto mas cerrado sea el angulo entre
ambos vectores. En cambio, los orientados en
sentido contrario indican una asociacién fuer-
te pero inversa. Cuando dos vectores forman
un angulo recto, las variables que represen-
tan no estan asociadas. De esta manera, se
observa que la respuesta absoluta expresada
en kg-ha' (Rabs) se relacioné de manera
positiva y estrecha con el nivel de rendimien-
to y en forma estrecha e inversa con las llu-
vias totales entre junio y noviembre. La aso-
ciacion positiva con la productividad seria
explicada por la mayor demanda de nutrien-
tes generada por un cultivo de alto rendi-
miento. En cambio, el incremento de respues-
ta asociado a menores precipitaciones se
basa en la ventaja competitiva para la adqui-
sicion de agua y nutrientes que tendrian los

tratamientos inoculados, otorgada por un
mayor crecimiento aéreo y radicular inicial
temprano. Por otra parte, en este grupo de
ensayos no se observod relacion alguna entre
respuesta y el contenido de materia organica
(MO), N (kg N/ha) o Fosforo (P) en suelo
(Figura 3- ver pdgina siguiente) o los niveles
de N y P agregados por fertilizaciéon (datos
no graficados para facilitar la observacion de
la Figura 3). Si bien la inoculacion con pseu-
domonas no permitid sustituir fertilizante
fosforado o nitrogenado, si permitio incre-
mentar su eficiencia de uso (Figura 4 - ver
pdgina siguiente).

Experiencias realizadas en Maiz

Si bien existe menor informacién disponi-
ble para este cultivo, en términos relativos la

Figura 2. Relacién entre los rendimientos del tratamiento y la media del sitio experimental. Evaluacion de la res-
puesta a Pseudomonas fluorescens en trigo, anos 2002 a 2007.
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Figura 3. Respuesta absoluta a la inoculacién con Pseudomonas fluorescens (Rabs) y su asociacion positiva con
los rendimientos medios del sitio (Rmedio) y negativa con las lluvias (lluvias) durante el periodo junio-diciembre.

Figura 4. Eficiencia de uso de a) fésforo (P) y b) nitrogeno (N) en tratamientos testigos e inoculados con
Pseudomonas fluorescens en Trigo. Cada columna es media de diez experimentos realizados entre los afios 2002
y 2007 en el centro-norte de Buenos Aires y Sur de Santa Fe.
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respuesta en rendimiento al uso de pseudo-
monas pareciera ser similar a la observada
en trigo. Los primeros ensayos generados a
campo en Region Pampeana fueron realiza-
dos por Garcia y Bach (2003b). Estos autores
informaron una diferencia positiva de 690,3
kg-ha1, como media de 6 ensayos realizados
en tres campanas en la provincia de Buenos
Aires.

Un grupo de 9 ensayos en los que se teste-
aron dos niveles de inoculacion -testigo y tra-
tado con pseudomonas- bajo diferentes dosis
de fertilizante nitro-fosforado, realizados por
Ferraris y Couretot (2008b) entre los ciclos
2004/05 y 2007/08, mostraron una respuesta
media de 622 kg-ha’!, lo que representa una
diferencia porcentual de 6,96 % (Figura 5).
Los modelos de respuesta para testigo y fer-
tilizado asi como sus pendientes no difieren
entre si, lo que permite aseverar que las dife-

rencias son constantes en una amplia venta-
na de rendimientos, como la abarcada por
esta serie de experimentos (Figura 6). La res-
puesta no estuvo asociada a la dosis de ferti-
lizante aplicado y, en algunos casos, se rela-
cion6 de manera inversa con el nivel de P en
suelo. Este tipo de relaciones fueron observa-
das por Satorre (2007). En un grupo de siete
experiencias a campo distribuidas en una
amplia zona geografica, este autor observo
respuestas positivas a pseudomonas en sitios
con bajo nivel de P en suelo y respuesta a su
agregado mediante fertilizacion. En cambio,
no logré determinar efectos positivos del ino-
culante en sitios que no respondian a P. En el
trabajo presentados en la Figura 6 se observd
ademas, un incremento en la eficiencia de
uso de los nutrientes. Esta fue de 516 y 552
kg maiz kg P-1y de 148 y 159 kg maiz kg N-
para los tratamientos testigos e inoculados,
respectivamente.
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Figura 5. Rendimiento (kg-ha™1) de tratamientos testigo e inoculados con Pseudomonas fluorescens en maiz
entre las campanas 2004/05 y 2007/08 en el centro-norte de Buenos Aires. Las abreviaturas representan locali-
dades Junin (Junin, Buenos Aires), Perg (Pergamino, Buenos Aires), Arrec (Arrecifes, Buenos Aires).

Figura 6. Relacion entre los rendimientos del tratamiento y la media del sitio experimental. Evaluacion de la res-
puesta a Pseudomonas fluorescens en maiz, sitios agricolas 2004/05 a 2007/08.




INOCUIDAD

Una caracteristica deseada para un microor-
ganismo que se propone como ingrediente de
un producto de uso agrondmico es que sea ino-
Cuo, ya sea para otros organismos presentes en
el ambiente donde se introduce como también
para los operarios que producen y manipulan el
microorganismo a densidades celulares eleva-
das (>10% UFC/mL). Si bien se han aislado y
caracterizado cepas de P. aeruginosa (Kumar
et al., 2005) y Burkholderia cepacia (Blaha et
al., 2006) con propiedades probiéticas promiso-
rias, estas especies engloban subespecies rizos-
féricas asi como cepas patégenas oportunistas
de humanos (Stockwell and Stack, 2007), clasi-
ficadas como de grupo de riesgo 2. Esta claro
que el registro de insumos agrobiotecnoldgicos
formulados con este tipo de especies es, a prio-
ri, impracticable.

¢Qué sabemos sobre la inocuidad del
(¢inagotable?) resto de las pseudomonas? Tal
como se mencioné en la Introduccién, el géne-
ro Pseudomonas es muy heterogéneo con una
distribucion primariamente ambiental, de
manera que en entornos complejos como el
suelo co-existen especies patdgenas oportunis-
tas en humanos como P. aeruginosa, especies
fitopatdgenas como P. syringae, especies
entomopatogenas (P. entomophila), especies
comensalistas, y ciertamente especies probioti-
cas (Tabla 1).

Segun la  Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ),
varias cepas de P. fluorescens, P. putida 'y P.
chlororaphis estan catalogadas como espe-
cies de grupo de riesgo 1. Esto quiere decir
que no son patdgenos naturales de humanos
que gozan de buen estado de salud.
Habitualmente, P. fluorescensy P. putida, no
crecen a 37-42 °C, por lo que existe una barre-
ra térmica natural para su proliferacion en
humanos. Sin embargo, en ciertas situaciones
particulares con compromiso inmunolégico

secundario a patologias oncoldgicas, hemato-
I6gicas, procedimientos invasivos (catéteres,
transfusiones) y lesiones traumaticas, se han
reportado casos de aislamientos clinicos de
pseudomonas fluorescentes (Dalamaga et al.,
2005; Essex et al., 2004; Franzetti et al., 1992;
Hsueh et al., 1998; Pappas et al., 2006; Siebor
et al., 2006). De lo anterior se desprende que
no seria valido extender una calificaciéon de
patogenicidad o inocuidad de amplio espectro
para un aislamiento de pseudomonas basado
simplemente en su identificacién o aproxima-
cion taxondmica. Sera necesario desarrollar y
consensuar ensayos que permitan asignar
tales calificaciones al enfrentar al aislamiento
de interés con diferentes organismos como
por ejemplo bacterias (estudios de impacto
sobre microflora; Mark et al., 2006), hongos
micorricicos (interferencia de micorrizacion),
protozoarios (toxicidad), especies vegetales
(inhibiciéon de germinacién, reaccion de hiper-
sensibilidad en hojas) y animales (dosis letal
por administracion oral en ratas, ausencia de
reacciones dérmicas, oculares y respiratorias
en conejos) (Montesinos 2003).

Cepas patréon o de referencia

¢ Qué se entiende por cepa patrén o de
referencia en el contexto de la produccién de
productos agrobiotecnolégicos? Se podria
argumentar que una cepa patron es un aisla-
miento microbioldgica- y genéticamente
caracterizado, que posee una actividad PGPR
medible tanto en condiciones controladas
como a campo y que ha sido documentada
en publicaciones cientificas. Se asume que las
cepas han sido identificadas en base a crite-
rios de superioridad relativa en ensayos de
seleccion utilizando un gran numero de aisla-
mientos. Tales cepas, convenientemente
catalogadas y depositadas en ceparios publi-
cos, son accesibles entonces al sector privado
para su produccidn a escala industrial. Asi,
por ejemplo, las cepas Bradyrhizobium
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Jjaponicum E109, USDA110 y SEMIA5080, y
los aislamientos Azospirillum brasilense
Az39 y Cd, son considerados de referencia y
recomendados para su explotacién comer-
cial. En cuanto al grupo pseudomonas, en la
Argentina no se dispone de cepas con propie-
dades PGPR de referencia o recomendadas
para la formulacion de inoculantes. A pesar
de ello, existe un importante niUmero de pro-
ductos comerciales disponibles y en desarro-
llo (Tabla 1) formulados con aislamientos
obtenidos por el sector privado. A pesar que
la utilizacion de cepas de referencia no es
obligatoria, seria recomendable que los aisla-
mientos de pseudomonas que se utilizan
actualmente sean sometidos a un proceso de
caracterizacion microbiologica, genética, de
efectividad y de inocuidad, y conveniente-
mente registrados ante autoridades de con-
trol y conservado en cepario bajo confiden-
cialidad de la identidad de la cepa si asi fuera
requerido por el interesado.

ESTABILIDAD GENETICA

Es importante reconocer que el genoma de
una bacteria es intrinsicamente inestable y
dindmico. Por lo tanto en un cultivo puro des-
arrollado en éptimas condiciones, siempre
existird una poblacidon mayoritariamente "sal-
vaje" y un conjunto de variantes "mutantes”
con fenotipos indetectables o silenciosos, o
eventualmente con fenotipos notables pero
en muy baja proporcién. En tanto no afecten
las propiedades PGPR caracteristicas de la
cepa, no es motivo de preocupacién. Para evi-
tar la acumulacion y enriquecimiento progresi-
vo de mutantes con caracteristicas indesea-
bles, es recomendable evitar el subcultivo
periddico de las cepas utilizadas como fuente
de indculos para la produccién a escala, y recu-
rrir en cambio a la recuperacion de material
conservado por métodos que aseguren la
estabilidad genética como la liofilizacion o
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congelamiento a muy bajas temperaturas en
presencia de crioprotectores (Garcia Lopez
and Uriburu Fernandez, 2000).

Algunas cepas de pseudomonas experimen-
tan el fendmeno conocido como cambio de
fase, que genera polimorfismo de colonias, en
ciertos casos acompanado de modificacion de
caracteristicas fisioldgicas (Van den Broek et
al., 2005). Los cambios de fase usualmente son
la consecuencia de rearreglos genéticos, en
general reversibles. Este tipo de fendmenos
puede ser critico cuando una de las fases pier-
de una capacidad probidtica. Para la cepa P.
fluorescens CHAO, se ha reportado que el cre-
cimiento en condiciones poco competitivas
(medios de cultivo ricos) y el escalado favore-
cen la acumulacién de mutantes afectados en
reguladores globales de la actividad biocon-
trol (Duffy and Défago, 2000; Bull et al.,
2001). El mismo tipo de mutantes se han aisla-
do para otras especies de pseudomonas a par-
tir de ambientes naturales (van den Broek et
al., 2005), lo que induciria a imaginar una fun-
cion ecoldgica para el fendmeno de variacion
de fase. De hecho, se han aislado mutantes de
pseudomonas fluorescentes a partir de la
rizosfera, luego de la inoculacién con un culti-
vo puro monofasico. Esto sugiere que existiria
una seleccion diferencial de variantes de fase
por parte de la planta (Sanchez-Contreras et
al., 2002). La recuperacion del fenotipo (y
genotipo) original por reversion de la fase sélo
se ha descripto en unos pocos casos de pseu-
domonas rizosféricas (van den Broek et al.,
2005). Dado que la preservacion de las activi-
dades probidticas es esencial en el producto
formulado y en virtud de la posibilidad de acu-
mulacién de variantes de fase, es recomenda-
ble realizar estudios de estabilidad en diferen-
tes etapas del proceso de produccion indus-
trial, distribucién y almacenamiento para evi-
tar la reduccion de la eficiencia del producto.

Finalmente, son varios los mecanismos de
transferencia horizontal de informacion genéti-



ca que contribuyen a la plasticidad y dinamismo
que caracteriza a las especies procaribticas,
entre ellos la transferencia de plasmidos, la
transformacion y la transduccidn via particulas
fagicas. Estos fenomenos, que implican cambios
de informacién de mayor magnitud que la varia-
cion de fase, son inherentes a la interaccion
microbiana en ambientes complejos como es el
suelo o la rizésfera, y por lo tanto son incontro-
lables. Ello no implica la imposibilidad de inter-
venir genéticamente un microorganismo para
mejorar o incorporar propiedades PGPR, sino
que fuerza a evitar el uso de plasmidos y obliga
a recurrir a estrategias de recombinacién que no
dejen cicatrices indeseables como genes que
codifican resistencia a antibidticos.

TRAZABILIDAD

¢ Como seguir el rastro de un microorganis-
mo en el ambiente en que se lo libera? Para las
pseudomonas no se dispone de procedimien-
tos establecidos. Los métodos microbioldgicos
no son indicados dada la ubicuidad y diversi-
dad de pseudomonas que se encuentra en
ambientes naturales. De esta forma, las herra-
mientas moleculares son una alternativa via-
ble. Para ello, habria que determinar marcado-
res moleculares especificos de cada cepa utili-
zada en un inoculante (Montesinos, 2003).
Esta tarea a priori no es sencilla y requeriria la
obtencion de patrones de "huella molecular"
caracteristicos basados en la amplificacion por
PCR de fragmentos de ADN, en lo posible
generados con distintos protocolos comple-
mentarios (REP, ERIC, BOX, RFLP de espaciador
16S-23S; McSpadden-Gardener et al., 2000).
Asi, ante la necesidad de identificar un aisla-
miento obtenido de diferentes fuentes se
podria recurrir al banco de datos de huellas
moleculares, pero seria poco practico para
intentar cuantificar la carga de una cepa deter-
minada en muestras vegetales o de suelo. En
este sentido, la secuenciacion de fragmentos

diferenciales obtenidos a partir de cualquiera
de los métodos de tipificado molecular permi-
tiria el diseno de protocolos de PCR cuantitati-
va en tiempo real, un método sensible y espe-
cifico para la estimacién de carga genética en
muestras ambientales (Mavrodi et al., 2007).

Bajo condiciones controladas de experimen-
tacion con microorganismos, como aquellas
que se utilizan en ensayos en cdmaras de culti-
vo de plantas o invernaculos, el uso de marca-
dores moleculares que permiten crecimiento
diferencial (resistencia a antibioticos) o identifi-
cacion rapida mediante microscopia de fluores-
cencia (genes que codifican proteinas auto-
fluorescentes), es una herramienta muy utiliza-
da (Bloemberg et al; 2001; Koch et al., 2001).
Sin embargo, como se mencioné anteriormen-
te, el uso de este tipo de marcadores no es
recomendado en la liberacion masiva del
microorganismo de interés al ambiente. Este
tipo de marcadores serviria en cambio para
estudios basicos de caracterizacion de la inter-
accion de la cepa de interés con plantas hospe-
dadoras y otros organismos de la rizosfera y
suelo (colonizacién radicular, distribucion sisté-
mica, predacion y supervivencia). Una alterna-
tiva mas segura podria ser la incorporacién de
etiquetas genéticas neutrales que permitan la
determinacion de presencia y estimar la carga
génica por técnicas moleculares como PCR en
tiempo real cuantitativa. Para E. coli, se dispo-
ne de procedimientos recombinantes estableci-
dos que permitirian etiquetar cepas sin intro-
ducir marcadores genéticos (Tischer et al.,
2006); estos procedimientos deberian adaptar-
se para su aplicacién a las pseudomonas.

Para resumir, las herramientas de tipificacion
e identificacién basadas en marcadores mole-
culares propios podrian servir como metodolo-
gia para realizar control de calidad desde la
produccion, distribucién y almacenamiento de
un inoculante, hasta la verificacién de la iden-
tidad de re-aislamientos obtenidos desde
semillas, raices, rizosfera y eventualmente
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suelo, o incluso para la determinacion cuanti-
tativa de la carga de una cepa inoculada en el
mismo tipo de muestras.

FORMULADO

Para su comercializacién, un agroinsumo bio-
l6gico basado en pseudomonas requiere la pro-
duccion de biomasa a escala industrial y una for-
mulacion adecuada que permita su deposito,
distribucion, aplicacidn sencilla y persistencia,
con la menor pérdida de actividad biologica
posible (Montesinos, 2003). Una de las desven-
tajas que se atribuyen a las cepas de pseudomo-
nas fluorescentes que contribuyeron notable-
mente al entendimiento de los mecanismos pro-
bidticos, es su pérdida de viabilidad durante el
almacenamiento (Haas and Défago, 2005;
Walsh et al., 2001), lo que fuerza a cargar los
productos con altos titulos para proveer sufi-
cientes células viables al momento de aplicacion.
La tecnologia de la formulacion es probable-
mente una de las areas de desarrollo de agroin-
sumos que requiere mayor esfuerzo de investi-
gacion para aumentar la eficacia (Stockwell and
Stack, 2007). Este punto se ilustra con la escasa
literatura disponible sobre estudios basicos de
formulacién de pseudomonas que se han utili-
zado como modelo de mecanismos probidticos
(Moenne-Loccoz et al., 1999; Russo et al., 1996;
2001), y constituye uno de los principales des-
afios en el desarrollo de nuevos productos basa-
dos en pseudomonas.

CONCLUSIONES

De la mano de una creciente demanda de
productos bioldgicos y el reconocimiento de
las potenciales actividades probidticas de las
pseudomonas, la industria de inoculantes ha
tomado la delantera en la produccién y
comercializacion de inoculantes que se formu-
lan con cepas que no se encuentran disponi-
bles en bancos publicos y de las cudles se des-
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conoce su origen y las estrategias de seleccion
que se utilizaron para su identificacién. Aun
asi, los resultados de su aplicacién en ensayos
a campo son alentadores y estimulan a pro-
fundizar la seleccion de cepas locales y el des-
arrollo de formulaciones que se adapten a
diferentes cultivos, diferentes zonas climaticas
y tipos de suelo. La informacién publicada
sobre las propiedades potencialmente benéfi-
cas de las pseudomonas proviene de estudios
basicos que se realizan desde hace décadas
sobre aislamientos que han sido obtenidos
principalmente en Europa y EEUU (Tabla I). Si
bien en la interacciéon entre pseudomonas y
las raices de las plantas colonizadas no se ha
detectado el nivel exquisito de especificidad
conocido para la simbiosis rizobio-leguminosa,
hay indicios de efectos de la variedad de culti-
vo sobre las poblaciones de pseudomonas que
sugeririan la existencia de grados de especifici-
dad. Por ello, ademas del screening del meca-
nismo probiotico buscado, seria deseable
seleccionar cepas locales con buena capacidad
de colonizacion del cultivar de interés y debe-
ria incorporarse esta caracteristica como crite-
rio de seleccién (p.ej., aislamiento a partir de
la superficie radicular o incluso, de tejidos
subepidérmicos en la busqueda de cepas
endofiticas). Los aislamientos asi obtenidos
deberian entonces someterse a estudios de
caracterizacion microbiolégica, fisioldgica y
genética, a ensayos de inocuidad y a pruebas
piloto de efectividad como PGPR en condicio-
nes controladas.

Estos estudios sentarian las bases para la
etapa siguiente de puesta a punto de la pro-
duccién a escala, la formulacién y el almacena-
miento, los estudios de impacto ambiental y
de trazabilidad, y los ensayos de efectividad a
campo, para dar paso al registro del producto
ante las autoridades fitosanitarias competen-
tes. Para el desarrollo de nuevos productos
biolégicos, nuestro pais ofrece una situacién
particularmente interesante, por la enorme
capacidad de desarrollar ensayos a campo y



por la experiencia acumulada en el desarrollo
de inoculantes a nivel industrial. Es de esperar
que las instituciones académicas y la industria,
en interaccion, reconozcan esta oportunidad y
tomen el desafio de invertir el tiempo y recur-
sos necesarios para la seleccion, caracteriza-
cion y formulacion de cepas de pseudomonas

mediante el aprovechamiento del conocimien-
to gendmico disponible y de herramientas
moleculares que permitirian, por ejemplo, la
combinacién de propiedades PGPR o la marca-
cion genética para facilitar la trazabilidad utili-
zando procedimientos de ingenieria genética
bioldégicamente seguros.

locales, y eventualmente, de su mejoramiento
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Las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, conocidas como PGPR (promoting
growth plant rhizobacteria), han sido defini-
das como aquellas bacterias de vida libre, habi-
tantes del suelo, rizosfera, rizoplano y filosfera,
que bajo ciertas condiciones resultan benéficas
para las plantas (Bashan y Bashan, 2005).

Entre ellas, ciertas especies del género Bacillus
son de crecimiento frecuente en los suelos, en
forma libre y también asociadas a las raices.
Aunque no constituyen la flora mas abundante,
numerosos estudios indican su presencia en la
rizosfera de plantas tanto lenosas como herba-
ceas, lo que condujo a pensar que podrian jugar
un papel clave en el mantenimiento de una
microflora acompanante del sistema radical per-
mitiendo el crecimiento vigoroso de las plantas
y el mantenimiento de una fisiologia saludable.

Los primeros estudios de estas PGPR fueron
focalizados sobre algunas especies biocontro-
ladoras, entre ellas Bacillus subtilis, un efecti-
vo antagonista de patdégenos del suelo
(Kloepper et al., 1989).

Diferentes especies del taxon bacteriano conside-
rado en este Capitulo, que incluye los géneros
Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Virgibacillus,
Alicyclobacillus and Aneurinibacillus, fueron
reportadas como promotoras del crecimiento de
una gran cantidad de plantas (De Freitas et al.,
1997; Kokalis-Burelle et al., 2002).

La mayoria de las investigaciones realizadas
se han enfocado a la elucidacién de los meca-
nismos involucrados en el control biolégico y
relativamente poco en el conocimiento rela-
cionado con la promocién directa. Sea cual
fuere el mecanismo por el cual estas bacterias
promueven el desarrollo vegetal, existen
numerosos antecedentes que demuestran su
potencial como herramientas bioldgicas para
la produccién agropecuaria.

Cabe mencionar que en la actualidad el uso
de microorganismos para el control de plagas
y enfermedades representa sélo el 1.4% del
mercado global de productos. Los bioinsectici-
das generados a partir de B. thuringiensis
para el control de plagas y vectores, son los
mas abundantes en el mercado. Una de las
causas de su éxito es la facilidad para su for-
mulacion. Entre las especies biocontroladoras
de enfermedades, B. subtilis es sin lugar a
dudas la de mayor difusién, muy probable-
mente debido ademas de esa misma razén, a
que posee una alta adaptacion a diferentes
condiciones de pH, temperatura y humedad.

En este capitulo se describen las caracteristi-
cas mas sobresalientes del grupo Bacillus, la
importancia de una precisa identificacion de
las especies y sin pretender realizar un analisis
exhaustivo, se presentan sélo algunos de los
antecedentes sobre la utilizacion actual y
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potencial de las especies del taxén, como
agentes biocontroladores y biofertilizantes.

El género Bacillus, un grupo extenso y muy
heterogéneo que abarcaba mas de 80 espe-
cies de bacterias (Euzeby, 2008), permanecio
intacto hasta el ano 2004, cuando fue dividi-
do en varias familias y géneros en base a
estudios del RNA de cadena simple
(Blackwood et al., 2004).

Previamente, mediante analisis filogenéti-
cos algunas especies del género habian sido
reclasificadas en nuevos géneros incluyendo
a Paenibacillus, Brevibacillus y Geobacillus
(Dong and Cote, 2003).

Con el proposito de dar una minima defini-
cion, al referir a este grupo de microorganis-
mos, se hace alusion a aquellas bacterias
Gram+, que forman endosporas y que crecen
en presencia de O, y se las designa basicamen-

te como "bacterias aerébicas esporuladas”.

Una caracteristica sobresaliente de estas
bacterias, es la posibilidad de formar esporas
(del griego: semilla) frente a condiciones
inadecuadas ambientales o de nutricidon. La
espora es un tipo especializado de célula que
se forma dentro de la célula madre o esporan-
gio (Figura 1). Son células criptobidticas es
decir que no poseen ninguna actividad meta-
bolica y son muy resistentes a diferentes efec-
tos como calor, desecacién, congelacion, con-
tacto con productos toxicos, etc. El principal
papel ecologico de las esporas consiste en su
capacidad de supervivencia en estado de
sequedad y/o ausencia de medio nutritivo
(Davis, 1978). De hecho, es normal poder recu-
perar estas bacterias a partir de muestras de
suelos conservados secos por mas de 50 anos.

Esta caracteristica facilita la conservacién de
los cultivos de este grupo de bacterias, los que
pueden permanecer viables por largos perio-
dos bajo diferentes y simples formas de preser-
vacion (Gherna, 1994). Entre ellas resultan par-
ticularmente practicas la impregnacion de tiras
de papel de filtro en una suspensién de espo-
ras y su almacenamiento luego de secadas, asi
como el fraccionamiento directo de suspensio-
nes de esporas libres de medio de cultivo.
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La ubicuidad que presentan estas bacterias
queda demostrada por la posibilidad de aislar-
las desde los mas diversos ambientes, posible-
mente a raiz de la dispersién aérea de sus
esporas. Sus capacidades metabdlicas son muy
diversas y han atraido el interés debido a su
participacion en numerosas interacciones que
permiten su aprovechamiento. Una gran can-
tidad de especies intervienen en procesos de
degradacion de diversos sustratos animales o
vegetales (celulosa, almiddn, proteinas, pecti-
nas, hidrocarburos, etc.), en la produccion de
antibiéticos y en el biocontrol de plagas y
enfermedades entre otros.

Desafortunadamente muchas especies del
taxdén presentan gran importancia desde el
punto de vista clinico, pudiendo resultar de
extrema patogenicidad, particularmente algu-
nas de las incluidas en el grupo 1, el de
Bacillus cereus (que abarca ademas de B.
cereus, a B. anthracis, B. thuringiensis, B.
pseudomycoides, y B. weihenstephanensis)
(Sauka y Benintende, 2008). Ellas se caracteri-
zan por exhibir una gran similitud bioquimica,
morfoldgica y aun genética, lo que dificulta su
precisa identificacion.

La identificacion de Bacillus spp, requiere de
observaciones morfoldgicas, de pruebas bio-
quimicas 'y de analisis moleculares.
Eventualmente son necesarios ademas estu-
dios toxicoldgicos para verificar la patogenici-
dad de las cepas (Gordon et al., 1973;

Berkeley et al., 1984, Claus y Berkeley, 1986).

Diferentes especies de Bacillus han sido
reportadas como PGPR de una amplia gama
de especies vegetales (De Freitas et al., 1997,
Kokalis-Burelle et al., 2002). Sin embargo solo
se han demostrado fehacientemente sus capa

cidades como agentes biocontroladores de
numerosas enfermedades, promoviendo en
tal sentido el crecimiento de las plantas.

En la Tabla | se mencionan algunas de las espe-
cies del grupo Bacillus que han sido descriptas con
potencial capacidad PGPR. Algunas de ellas han
sido registradas como ingrediente activo de pro-
ductos registrados en la Agencia de Proteccion
Ambiental de los EEUU (http://www.epa.gov/pes-

ticides/biopesticides/. Acceso 2008).

B. amyiloliquefaciens  BC - FH
B. cereus BC

B. circulans BC

B. licheniformis BC - FH
B. lentimorbus BC

B. megaterium PSB - BC
B. mucilaginosus PSB

B. mycoides BC

B. pasteurii i

B. pulvifaciens ?

B. pumilus BC - FH
B. subtilis BC - FH
B. sphaericus BC

B. thuringiensis BC
Brevibacillus spp. BC

Paenibacillus macerans AZO

P. polymyxa

AZO, FH, PSB

Algunas de las especies del grupo bacteriano
considerado en este capitulo, son capaces de
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producir ciertos compuestos que regulan el cre-
cimiento vegetal. El efecto de ellos sobre las
plantas puede ser directo mejorando su creci-
miento o indirecto, favoreciendo la nutricion de
la planta promoviendo un mayor desarrollo
radicular y resulta muy dificultoso distinguir
entre ellos (Fuentes-Ramirez and Caballero-
Mellado, 2005). Un gran niumero de ensayos ha
demostrado que la actividad bacteriana eleva
los niveles de fitohormonas en las plantas, ya
sea por la misma sintesis bacteriana, como
mediante la induccion ejercida por las bacterias
para que las plantas sinteticen dichas sustancias.

Paenibacillus polymyxa es generadora de
algunas fitohormonas como las auxinas y cito-
kininas (Lebuhn et al., 1997; Timmusk, et al.,
1999). Bacillus pumilus y B. licheniformis
parecerian ser las responsables de promover el
crecimiento de plantas mediante la produccion
de giberelinas (Gutiérrez Manero et al., 2001).

Las bacterias solubilizadoras de fosforo pue-
den aumentar el contenido de este nutriente
en los tejidos vegetales, por lo que han sido
clasificadas como PGPR (Toro et al., 1997). La
accion bacteriana solubiliza las principales for-
mas minerales de aquel elemento presentes
en el suelo escasamente solubles o insolubles
(Igual et al., 2001).

Entre las bacterias solubilizadoras de fosforo
mas conocidas, se encuentran especies perte-
necientes al género Bacillus: B. amyloliquefa-
ciens, B. licheniformis, B. megaterium, B.
pulvifaciens, B. circulans y P. polymyxa
(Rojas et al., 2001).

Algunas han sido aplicadas como inoculan-
tes para aumentar la productividad de culti-
vos. Su efectividad varia con el tipo de suelo,
contenido de P, etc. (Khan et al., 2007).

Se han desarrollado inoculantes comerciales
usando cultivos mixtos de bacterias. Algunos
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ejemplos son: Phylazonit-M® (Hungria), un pro-
ducto conteniendo B. megaterium 'y
Azotobacter chroococcum, el cual permitiria un
aumento del suministro de Ny P a la planta, y el
producto KYUSEI EM® (EM Technologies, Inc.),
que incluye bacterias del acido lactico. Existe con-
siderable evidencia que apoya el rol especifico de
Bacillus spp. en la solubilizacion del fosforo. Sin
embargo, no todos los ensayos de laboratorio o
de campo han dado resultados positivos. La efi-
ciencia de la inoculacién variaria con el tipo de
suelo, el cultivar especifico y otros numerosos
parametros. El contenido de P en el suelo seria
probablemente uno de los factores cruciales en
determinar la efectividad del inoculante
(Rodriguez y Fraga, 1999).

Entre las especies bacterianas del grupo,
Paenibacillus macerans y P. polymyxa son
descriptos como fijadoras de nitrogeno. P.
macerans es una especie bastante abundante
en suelos y material vegetal en degradacion.
Su capacidad fijadora de nitrédgeno se mantie-
ne sblo bajo condiciones anaerdbicas, ya que
no posee ningun mecanismo de proteccién de
la enzima nitrogenasa frente al oxigeno.

Paenibacillus polymyxa también ha sido
relacionado por su habilidad fijadora de N2
(Vessey, 2003). Otros autores (Cakmakci et al.,
2007) demostraron que la inoculacién de ceba-
da con P. polymyxa entre otras especies de
Bacillus sp., tenia una efecto positivo en el cre-
cimiento de las plantas, el cual no correlaciona-
ba solamente con la habilidad fijadora de nitro-
geno de las bacterias; debiéndose a una suma
de factores, sumandose al anterior la capacidad
solubilizadora de fosforo y la produccion de
hormonas ejercida por las especies aplicadas.

Otros investigadores senalan que el principal
rol en el que intervendria P. polymyxa, esta
fuertemente ligado a su alta capacidad pro-
ductora de compuestos antibiéticos y exopoli-



sacaridos, actuando definidamente como
agente biocontrolador (Haggad, 2007).

La promocidon indirecta del crecimiento
vegetal ocurre cuando las PGPR previenen o
disminuyen el efecto deletéreo de microorga-
nismos fitopatogenos.

Diferentes especies del grupo Bacillus juegan
un rol activo en la supresién de microorganismos
fitopatogenos. Basicamente dicho mecanismo de
supresion esta mediado por la secrecion de meta-
bolitos extracelulares que resultan inhibitorios de
los agentes patdgenos aun a bajas concentracio-
nes. Un detallado estudio de dichos compuestos
puede encontrarse en Fernando et al., 2005.

Otros mecanismos detectados también en
especies del género, involucran procesos relacio-
nados a la induccidn de la resistencia de la plan-
ta. Siddiqui (2005) realizo un detallado compila-
do de los efectos ocasionados por numerosas
especies de PGPR, sobre enfermedades bacteria-
nas, virales y fungicas vegetales. La mayoria de
las experiencias demuestran la habilidad de las
distintas especies para el biocontrol de dichas
enfermedades indicando un alto potencial para
su empleo. Sin embargo, en la mayoria de los
casos se considera necesario un mayor nimero
de ensayos conducidos bajo condiciones natura-
les, antes de proceder a su desarrollo y recomen-
dacién como productos de biocontrol.

Datos mas contundentes y definitivos se
encuentran sobre varias formulaciones a base de
B. subtilis, que han sido empleadas en numero-
sos cultivos horticolas, ornamentales y extensivos,
resultando en una significativa induccion de la
resistencia ante diferentes fitopatégenos. Entre
el 60 y 75% del cultivo de algoddn en los EEUU es
tratado con esta bacteria, asi como otros cultivos
como mani, soja y maiz (Nakkeeran et al., 2005).

Datos similares han sido mencionados para
otras especies como B. amyloliquefaciens, B.
pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides, y

B. sphaericus ejerciendo un control prolongado
de enfermedades del suelo producidas por
numerosos fitopatdgenos fungicos, principal-
mente por Rhizoctonia y Fusarium.

La produccion agropecuaria estd en perma-
nentes cambios, que involucran entre otras, la
necesidad de herramientas alternativas de pro-
teccion y fertilizacion. Los inoculantes (biofertili-
zantes) y biocontroladores estan siendo explora-
dos mundialmente como medida contra la con-
taminacion ambiental y reduccién de los costos
de produccion, en sistemas agropecuarios sus-
tentables. Paralelamente, la produccion organi-
ca requiere de nuevas herramientas de protec-
cion contra plagas y enfermedades, asi como
para el adecuado suministro de nutrientes.

Las bacterias que ocasionan o promueven el des-
arrollo vegetal han sido reunidas en un grupo llama-
do "bacterias promotoras del crecimiento vegetal",
0 mas abreviadamente con las siglas PGPR.
Diferentes especies del taxdn bacteriano considera-
do en este Capitulo, que incluye los géneros
Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Virgibacillus,
Alicyclobacillus and Aneurinibacillus, fueron
reportadas como promotoras del crecimiento de
una gran cantidad de plantas. Ellas presentan varios
mecanismos para promover dicho desarrollo vege-
tal y son frecuentemente reportadas como fijadoras
de Nitrégeno atmosférico, productoras de fitohor-
monas (giberelinas, auxinas, citocininas, etileno,
acido indol-3-acetico), solubilizadoras del fosforo y
productoras de metabolitos antimicrobianos.

Sin embargo, se sabe poco sobre su actividad
reguladora del crecimiento vegetal, con excep-
cion de la produccion de algunos compuestos
antifungicos. En términos generales el efecto
benéfico que ocasionan es resultado de la suma
de diferentes procesos que estas bacterias llevan
a cabo. El accionar como agente biocontrolador
de fitopatdgenos fungicos ha sido extensamente
detallado y demostrado para varias especies.
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Particularmente estas bacterias son organismos pH extremos y contacto con otros plaguicidas y

capaces de vivir y proliferar en ambientes de ele- fertilizantes. Por esta razon, algunos autores
vada temperatura y son especialmente faciles de senalaron que, entre los productos formulados
formular ya que resisten mas que otros microor- con especies de PGPR, aquellos conteniendo
ganismos, condiciones ambientales desfavorables Bacillus spp. ganan al momento de la comerciali-
tales como elevadas temperaturas, desecacion, zacion (Nakeeran et al., 2005).
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Capitulo 4

LAS MICORRIZAS ARBUSCULARES COMO BIOINOCULANTES
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Buenos Aires. 4to piso. Pabellén 2. Ciudad Universitaria (1428), Buenos Aires, Argentina.

e-mail: aliciagodeas@yahoo.com

INTRODUCCION

La mayoria de las plantas terrestres tienen
en sus raices una asociacién simbidtica con las
Glomerales, un grupo de hongos filamentosos
presente en el suelo. Estos organismos se
encuentran formando parte de la microflora
de un determinado sitio, en dos formas infec-
tivas, como esporas (Fig 1 a, b) y como hifas
(Fig 1 ¢, d). Constituye una asociacién benéfi-
ca para el crecimiento y salud vegetal. Cuando
se produce la simbiosis, la planta aporta foto-
sintatos y el hongo, nutrientes insolubles tales
como fésforo (P), cobre (Cu) y zinc (Zn).

Figura 1. Estructuras caracteristicas de raices de tré-
bol colonizadas por Glomus sp. (A) Esporas 400x. (B)
Esporas con micelio 100x. (C) Micelio externo 100x.
(D) Detalle de la colonizacion 400x.

A)

Como resultado de esta asociacion se pro-
ducen hifas que crecen sincronizadamente
con la raiz, algunas de ellas especializadas
(arbusculos) (Fig 1 d) a nivel de los cuales se
produce el intercambio de nutrientes. Esta
colonizacién recibe el nombre de micorriza
(hongo-raiz). La importancia de esta asocia-
Cion se debe a que por medio de ella se pro-
duce un contacto mas amplio entre el suelo y
la planta.

El hongo actua como agente de transporte
de nutrientes desde la solucién del suelo y a
través de las hifas explora un volumen mayor
que el de una raiz sin simbiontes.

El suelo posee inéculo nativo o autdctono
gue coloniza las raices de las plantas nativas o
cultivadas que se introducen en el lugar. Este
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indculo nativo puede ser reemplazado por
otro mas eficiente seleccionado previamente.

La inoculaciédn con hongos micorricicos
arbusculares (HMA o AMF: sigla proveniente
del inglés Arbuscular Mycorrhizal Fungi) tiene
un valor potencial para aumentar la produc-
cion de los cultivos y desde los '70 se ha trata-
do de aplicar esta herramienta. Sin embargo,
la dificultad en la produccion de inoculo debi-
do a su naturaleza biotréfica ha sido el mayor
obstaculo para poner la inoculacidon en practi-
ca (Saito and Marumoto, 2002).

Cualquier inoculante micorricico se inicia en
maceta con sustrato estéril y plantulas produ-
cidas a partir de semillas de especies hospe-
dantes a las cuales se le agrega inéculo total
formado por esporas, raices colonizadas o una
mezcla de ambas. Las jovenes plantulas son
colonizadas y durante su desarrollo las raices y
la rizosfera se enriquecen de propagulos. Esta
metodologia permite iniciar una linea de
indculo primaria.

La forma mas comun de reproducir indculo
es en contenedores, usando medios sin suelo
tales como corteza, perlita, vermiculita o arci-
lla expandida pura o formando parte de mez-
clas, la produccién de inéculo en estos medios
es alta, en niveles de P bajos o moderados.
Métodos adicionales para reproducir el inécu-
lo son la hidroponia, la técnica del film de
nutrientes (aeroponia) donde se banhan las rai-
ces con soluciones nutritivas permitiendo una
buena aireacion de las mismas. Todas estas
técnicas tienen como dificultad maxima man-
tener la pureza del inoculo.

Si bien estos hongos no se han podido culti-
var en medios artificiales, su cultivo ha sido
exitoso usando raices de zanahoria transfor-
madas con Agrobacterium rhizogenes, una
bacteria gram negativa del suelo que induce la
formacion de ramificaciones en raices de dico-
tiledoneas. Este sistema permite la propaga-
cién en condiciones axénicas de las micorrizas
arbusculares. Sin embargo, hay una serie de
obstaculos en la propagacion masiva de estos
cultivos.
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El sistema axénico ha sido desarrollado en
laboratorio por Strullu y Romand (1986, 1987)
y Becard y Fortin (1988); sin embargo, la pro-
duccidon a mayor escala se debe a Adholeya et
al. (2005) obteniendo concentraciones de pro-
pagulos de 250.000-30.000 por 100 mL de
medio de crecimiento después de 3 meses.

IMPACTO EN LA AGRICULTURA

Como las plantas colonizadas son capaces
de obtener nutrientes del suelo y poseen una
mayor resistencia al stress ambiental, esta
simbiosis fungica tiene caracteristicas de bio-
fertilizante y protector de los cultivos. El
aumento de la absorcion de los nutrientes
hace pensar en la reduccién de la aplicacién
de fertilizantes quimicos, y la proteccion ante
las enfermedades, en la reduccién de pestici-
das alcanzandose en ambos casos un nivel
similar de productividad.

Ademas, con un apropiado manejo de las
micorrizas es posible también mantener la cali-
dad del suelo y la sustentabilidad mientras se
protege el ambiente a largo plazo disminuyen-
do la contaminacion de las aguas superficiales
por reduccion de los quimicos y se reducen los
costos de produccion al disminuir los costos de
las labores agricolas, mientras se mantienen
los campos a su mas alto nivel.

Un germoplasma micorricico de alta calidad
es necesario para soportar y acelerar el uso
de micorrizas como biofertilizante en la agri-
cultura.

DISPONIBILIDAD Y COSTO DEL INOCULO
MICORRICICO

Las fuentes de inoculantes micorricicos
aumentan diariamente. Varios anos atras solo
2 companias norteamericanas eran las Unicas
proveedoras de inoculantes micorricicos.

En la actualidad las empresas han crecido en
ndmero (Tabla 1) y los costos varian entre 2 US$



I'N

‘sooiuebio
sauaLINN
‘soojwny sopioy

I/N

I/N

I/N

I/N

'S9juUBLINUOIDIW
+ |e1aban
0JU3IWI0312

ap SBUOWLIOH

winueljiselq snwojbeied

55

;wo/sojnbedoud A euebiew i) ‘oBassSoW ) £) Mu__,w%“dww_wh solueflo-oig
0s ‘wnaepo "5 ‘wnebaibbe 5 :0)xiW 0jNdou| el _
nn33
B/sonbedoud g (*ds eiodsebis) A ds snwojs 0¥xIN BAOUEZIUY uooﬁ_ww_wmm
W/ SOAIO34UI d K505k Gilii G
sojnBedold 00z snuwojo sa10adsa ap OIXIN U0I-1} WASOA| VS uoyil oig  enyD
-woysonbedoid u] seibojouyaay
0zl soojpeieiju] 5 0ZLANV UOE}SBI0jOY
. gpeued
I/N saolpelenul "9 Xg Xiw old yos) Jaiwaid
I/N I/N uebiuug VS uebiuup
B.
I/N WinIqQoziyyf + WnjjL1Idsozy + OIXIN AJJBOISOS THS sojelauillolg Fdi

sojnbedoid
9p oJawnN

ojonpoad
|op aiquuioN

dsjodi] - uopenwIoy

esaidwg

"}2UJS1UI Ud d|qIuodsip UODERWIOUI B] UOD Op
-lande ap sowsiw so| ap sed3sualdeied A 0pnpoid [p aiquop 'sied unbas sopeusplo ‘soppPNPOo.Id SOdIDIIOdIW SIURIND0UL SO| 9P sounbly || ejqe ]



I/N

I/N

"BULI}BUOLLLIOS

I'N

I/N

I/N

I/N

eiqi Jod
so|nBedoud pgg

I/N

JUD/SOAIA
sojnBedoud z

so|nbedoid

ap oJawinN

I/N

Saoipelenur "5

(seaipeienur 5

‘wmeaunnse "5 ‘Wwn.iejd ‘g
eueiquinjos elodsoydonug) oyxiN
‘wnjeajunina g

‘apassoul ') ‘sa8oipJeijul "5)
‘B1021I8Sap "5 ‘Basol '19) 'OXIN

seoipeieul "5 0o14109dsa0uUo

ds/odi]l - uoloenwioyg

‘ewogul oN |/N ‘esodsebin 19 ‘snwojp :'H

ploboaAp

Buoybupjeian

100AN

sn|d eualolg

azry ng

ojonpoad
|ep aiquioN

yosl-H

eise[e
uby ueisfejeyy =

09 sse|9) |[enuay  uoder

ouj a1en
ujleseH jue|d

hmO_OCCle_I EE!
ells] olg

ou| oyusIosolg

esaidwig

56



y 40 US$ el kilogramo de indculo micorricico.
Los costos de aplicacion varian con la marca del
producto y su uso es aconsejable solo cuando la
respuesta del cultivo llega a compensar los cos-
tos del proceso de inoculacion.

CEPAS MAS FRECUENTEMENTE UTILIZADAS

Las micorrizas arbusculares carecen de espe-
cificidad pero su utilizacion estd modificada
por su especificidad ecologica. Los formulados
que contienen mas de una especie son mas
exitosos que los mono-especificos. Las condi-
ciones nutricionales del suelo juegan un rol
importante en la introduccion y supervivencia
de especies exdticas. En la eleccion del inocu-
lante se debe tener en cuenta que en los sue-
los con alta fertilidad aquellos en base a espe-
cies del género Glomus son los mas exitosos.
En contraste, los inoculantes con base de espe-
cies de los géneros Scutelospora,
Acaulospora y Gigaspora dan mejores resul-
tados en suelos con baja cantidad de nutrien-
tes y poco aireados.

Algunas especies tal como Glomus intrara-
dices son usados en un amplio rango de sue-
los agricolas mientras que las especies de
Acaulospora estan restringidas a suelos aci-
dos tropicales. Debido a la tolerancia de G.
intraradices y especies afines, frecuentemen-
te se las utiliza en la mayoria de las formula-
ciones de inoculantes.

RESPUESTA AGRONOMICA

Existen plantas con diferente dependencia
micorricica. Familias como las leguminosas,
compuestas y las gramineas, sobre todo aque-
llas cultivadas, son dependientes en menor o
mayor grado de la simbiosis (Al Karaki et al.,
2004). Familias de plantas como las cruciferas,
amarantaceas, ciperaceas entre otras, no son
colonizadas por las micorrizas arbusculares. El
éxito de la inoculacion en términos de respues-

ta de la planta depende de la cepa introduci-
da y las caracteristicas del suelo siendo los
niveles de fosforo el factor determinante
(Johnson et al., 1992). Niveles de fésforo por
encima de 20 ppm reduce el nimero de espo-
ras y la colonizacion de la raiz no observando-
se respuesta.

La complejidad del ambiente biolégico del
suelo dada por artropodos fungivoros y micro-
flora del suelo modula esta respuesta. Las con-
diciones fisico quimicas del suelo dadas por el
pH, temperatura y textura gobiernan también
el efecto de la inoculacion.

La dependencia micorricica esta relacionada
con la especie de planta y los niveles de P pre-
sentes en el suelo.

TRAZABILIDAD MICROBIOLOGICA

Las micorrizas arbusculares son habitantes
normales del suelo, solo es posible la trazabili-
dad microbiolégica de la cepa incorporada uti-
lizando métodos de biologia molecular que
permiten caracterizar con precision la especie
incorporada y seguirla posteriormente en la
raiz y en el suelo (Di Bonito et al., 1995,
Daniell et al., 2001, Anderson and Cairney,
2004, Saito et al., 2004).

CONCLUSIONES

La aplicacion de las micorrizas arbusculares
en cultivos extensivos es aun muy dificil por
lo complicado de su reproduccion en medios
axénicos, mas cercano se encuentra la incor-
poracion de esta tecnologia a cultivos que
tienen un periodo de invernadero, ya sea
como plantines de semilla (Saggin and
Ribeiro da Silva, 2006) o como estacas
(Marin, 2006). En estos casos los cultivos
salen del invernadero con una colonizaciéon
alta que les permite adaptarse mejor a las
condiciones de campo. La micorriza nativa
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reemplaza al inoculante; pero sin embargo,
la posibilidad de sobrevida de los plantines es
mayor por la proteccidén de estos en la prime-
ra etapa de crecimiento en condiciones no
controladas. La incorporacion de estos micro-
organismos es importante también en espe-
cies de plantas micropropagadas.

Los mayores problemas que presentan estos
inoculantes son: a) la pureza del inoculo, b) la
permanencia de este en el suelo, y c) costo del
inoculante.

Los inoculantes tal como se fabrican en dife-
rentes paises necesariamente deben pasar un
control de calidad de pureza del in6culo muy
estricto ya que pueden ser portadores de
enfermedades de origen bacteriano o fungico.

La tecnologia de produccion axénica necesi-
ta el desarrollo necesario para la produccién
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INTRODUCCION

Azotobacter es uno de los primeros micro-
organismos que ha sido empleado en la inocu-
lacion de los cultivos como promotor de creci-
miento. En la ex-Unidn Soviética se desarrolld
un extenso programa de inoculacién con
Azotobacter durante las décadas del 30, 40 y
50 (Mishustin y Naumova, 1962). Luego, debi-
do a la inconsistencia en los resultados, su
empleo como inoculante disminuyd. Sin
embargo, algunos paises tales como Egipto,
Pakistan, Cuba e India continuaron estudian-
do y promoviendo su uso.

Caracteristicas generales del Género
Azotobacter

Las bacterias del género Azotobacter son
fijadoras de nitrégeno de vida libre que se
encuentran generalmente en suelos de pH
levemente acido a alcalino. Poseen células
gram negativas, de gran tamano y formas que
pueden variar desde bacilos rectos con bordes
redondeados, elipsoidales hasta cocos depen-
diendo de la especie y las condiciones de culti-
vo. Son aerobios estrictos, de crecimiento
heterotrofico y existen especies moviles y no
moviles. Ante factores ambientales adversos
tales como la desecacion y la radiaciéon UV, tie-
nen la capacidad de formar estructuras de
resistencias denominadas quistes (Kennedy et
al., 2005) (figura 1).

Segun la edicidn 2005 del Bergey's Manual
of Systematic Bacteriology (Kennedy et al.,
2005), el género Azotobacter pertenece a la
familia Pseudomonadaceae de la subclase
gamma-Proteobacterias. Las especies com-
prendidas en el género son siete: A. chroo-

Figura 1. Tincion de gram de Azotobacter sp. a)
Células vegetativas, b) Quistes.

A)
0 ‘\

> 0

B) P =
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coccum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A pas-
pali, A. armeniacus, A. nigricans y A salines-
tris. La especie aislada con mayor frecuencia
de los suelos es A. chroococcum. Rubio et al.,
(2007), aislaron cepas pertenecientes a las
especies A. chroococcum, A. salinestris y, en
menor proporcion A. armeniacus, de suelos de
diferentes regiones de la Republica Argentina.

La capacidad de Azotobacter de estimular
el crecimiento de las plantas ha sido compro-
bada por numerosos investigadores. Ademas
de la fijacién de nitrégeno, otras propiedades
tales como la capacidad de solubilizar fosfa-
tos, la produccién de reguladores del creci-
miento, vitaminas, sideréforos y sustancias
antifungicas son considerados como responsa-
bles del efecto positivo sobre los vegetales.
Algunos autores postulan que la produccion
de auxinas y otros reguladores del crecimien-
to vegetal podrian ser el mecanismo principal
que explicaria los efectos beneficiosos de
Azotobacter (Zahir et al., 2005). Sin embargo,
de manera similar a lo que ocurre con otras
bacterias PGPR, la promocién del crecimiento
seria consecuencia de la accion sinérgica de
varios mecanismos (Behl et al., 2006).

EFECTO DE Azotobacter SOBRE EL RENDIMIENTO

Es extensa la literatura en la que se cita el
efecto positivo de la inoculacion con
Azotobacter sobre el rendimiento de diferen-
tes cultivos. En 1926, investigadores rusos des-
arrollaron un inoculante a base de
Azotobacter, denominado "Azotobacterin",
el cudl fue empleado ampliamente en la ex-
Uniodn Sovietica. A fines de la década del 50, en
el mismo pais, se hicieron numerosos ensayos a
campo con el objetivo de evaluar la efectividad
del Azotobacter. Alrededor de un tercio de los
ensayos presentaron incrementos en los rendi-
mientos, los cudles fueron aproximadamente
de un 10 % (Mishustin y Naumova, 1962). Si
bien este porcentaje era menor de lo reporta-
do en los primeros ensayos, no deja de ser un
beneficio importante en el rendimiento.
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Ademas del efecto directo sobre el rendi-
miento, algunos investigadores observaron
que inoculando con este microorganismo se
puede reducir la fertilizacion nitrogenada del
cultivo. Zambre et al. (1984), evaluaron
Azotobacter en un ensayo a campo en trigo y
diferentes dosis de N y obtuvieron un rendi-
miento similar entre el tratamiento inoculado
con 90 kg/ha de Ny el no inoculado fertilizado
con 120 kg/ha de N, lo cual significaria la posi-
bilidad de disminuir la dosis de fertilizacién en
30 kg/ha de N sin afectarse el rendimiento.

En la tabla | se presenta un resumen de los
ensayos de campo publicados en revistas cienti-
ficas de la década del 80 en adelante, en los
cudles se obtuvieron resultados positivos en la
inoculacion de cultivos extensivos con
Azotobacter. Se incluyen ademas dos ensayos
realizados en las Ultimas campanas en
Argentina por el Laboratorio de Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV). En
la busqueda bibliografica realizada, no se han
encontrado otros reportes de ensayos a campo
realizados en el pais con Azotobacter. El rango
de los incrementos en el rendimiento reporta-
dos es muy amplio y varia desde un 5 % hasta
un 474%. En algunos casos, la inoculacion ade-
mas incremento la absorcidn de N por parte del
cultivo, asi como su porcentaje en grano.
Lamentablemente, luego de las experiencias
realizadas en la ex-Unidon Soviética, no se han
publicado trabajos en los cuales se hayan reali-
zado ensayos a campo con continuidad agro-
nomica (mas de dos anos de experimentacion).

Desde el ano 2004 y hasta la actualidad, en
el Laboratorio de BPCV se realizan aislamien-
tos de Azotobacter de diferentes suelos del
pais con el objetivo de seleccionar cepas de
dicho género para el desarrollo de un inocu-
lante para los cultivos de trigo y maiz.

Patogenicidad

Desde el descubrimiento del género
Azotobacter, hace ya mas de 100 afos, no
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se han citado casos de patogenicidad en
humanos, animales ni vegetales. Tampoco
casos de dano al ecosistema en los lugares
que ha sido empleada durante varios anos
como inoculante (ex-Unién Soviética, India,
Egipto, Pakistan, Cuba).

Formulaciones comerciales

No existen actualmente productos comercia-
les registrados en el SENASA que tengan en su
formulacidn Azotobacter. En otros paises
existen formulaciones tanto solidas (en turba,
vermiculita, compost, lignita) como liquidas.
Los inoculantes liquidos, mas comunes en los
ultimos anos, se basan en la capacidad de
Azotobacter de producir quistes, propiedad
que permite una mayor sobrevivencia de la
bacteria en el tiempo.

Control de calidad

No se pueden establecer hasta no contar con
cepas y formulados. De todas maneras, el con-
trol de calidad de los inoculantes en base a
Azotobacter en otros paises es similar al reali-
zado con otros inoculantes bacterianos, tales
como los formulados con Azospirillum. La uti-
lizacidon de técnicas moleculares como el anali-
sis de restriccién del gen ribosomal 16S amplifi-
cado por PCR (ARDRA) y el BOX-PCR permiten
la identificacion a nivel de especie y cepa res-
pectivamente. (Rubio et al., 2007).

Es importante destacar que los controles de
la efectividad dependeran del mecanismo de
promocién del crecimiento a través del cual
fue seleccionada la cepa. Por lo tanto, es util
medir fijacion de N, solubilizacion de fosfatos,
estimulacién del crecimiento radicular, produc-
cion de acido indolacético, etc. A manera de
ejemplo, se presentan en la Tabla Il, los para-
metros de calidad fijados por el Indian
Standards Institution (ISI) para Azotobacter
en la India.
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Tabla 1l. Algunos parametros de calidad establecidos
por el Bureau of Indian Standard para inoculante a base
de Azotobacter (Mishra 2008).

Parametro

N° de células viables
dentro de los 15
dias de fabricacion

N° de células viables
dentro de los 15
dias antes del
vencimiento

Periodo de
vencimiento

Contaminacion
permitida

pH

Inoculante a base

de Azotobacter

Mayora 1 - 10’

Mayor a 1 - 10°

6 meses a partir de la
fecha de fabricacion

Sin contaminacion en
la dilucién 10°

6,5-7,5

Capaz de fijar 10 mg
de N por g de sacarosa
consumida

Test de eficiencia

CONCLUSIONES

El empleo de esta bacteria en Argentina
estd en pleno proceso de investigacion
tanto en estudios basicos como aplicados.
Se destaca su importancia como fijador de
N2 en el suelo, como productor de fitohor-
monas y por su capacidad de solubilizar
fosfatos.

De la informacion documentada se observa
que la inoculacion de cultivos extensivos con
Azotobacter, bajo ciertas condiciones, produ-
ce incrementos en los rendimientos de cultivos
de trigo y maiz. No hay suficiente evidencia
reportada en las condiciones de cultivo en
Argentina.
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INTRODUCCION

Segun estimaciones de la FAO, para el 2.030
las necesidades de alimento ascenderan a
9300 millones de toneladas anuales en el
mundo. En el 2.000, esa cifra era de 5.500
millones de toneladas.

Teniendo en cuenta que nuestro pais esta
entre los principales exportadores mundiales
de granos, Argentina se enfrenta al desafio de
aumentar considerablemente la productividad
agricola (Bolsa de cereales de Cérdoba, 2005).

La superficie total de la Argentina es de 274
millones de hectareas, de las cuales 142 millo-
nes estan bajo pasturas o praderas permanen-
tes, 34 millones bajo cultivos anuales y un
millon de hectareas bajo cultivos perennes
(FAO, 2004).

La agricultura moderna ha multiplicado los
impactos negativos sobre el medio ambiente
debido al empleo de fertilizantes quimicos,
para incrementar la productividad agricola y
de pesticidas, para el control de plagas y
enfermedades de los cultivos. El uso de fertili-
zantes en la agricultura argentina se incre-
mento casi ocho veces en los ultimos 15 anos,
alcanzando unos 1,6 millones de toneladas

anuales. Los productos mas empleados son los
gue proveen nitrégeno (57%) y fosforo (36%),
aplicdndose fundamentalmente en cultivos de
trigo y maiz, incrementado considerablemente,
de esta manera, los costos de los cultivos exten-
sivos. Existen evidencias que hacen pensar que
los suelos estan perdiendo mas nutrientes que
los repuestos por la fertilizacion, con lo cual, en
los proximos anos se esperaria una reduccién
marcada de estos nutrientes en los suelos agri-
colas (Satorre, 2005).

La posibilidad de utilizar mezclas (consorcio)
con bacterias promotoras del crecimiento vege-
tal (PGPR) que interactien sinérgicamente, es
una tecnologia muy poco explotada y los bene-
ficios que esta aporta parecen ser mayores en
comparacién con las inoculaciones simples.

Estudios de inoculacion en plantas indican
que algunas mezclas de PGPR, que interactu-
an entre ellas de manera sinérgica, proveen
nutrientes a la planta, remueven productos
inhibitorios y se estimulan unas a otras
mediante actividades fisicas o bioquimicas,
que podrian aumentar algunos aspectos bené-
ficos de su fisiologia, como por ejemplo, la fija-
Cion de nitrégeno (Bashan, 1998).
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRE-
CIMIENTO VEGETAL

Desde la década del 80, las rizobacterias y otros
microorganismos de suelo han sido estudiados
como posibles reemplazantes de quimicos usados
tanto como fertilizantes, como asi también, para el
control de un amplio rango de enfermedades de
plantas. Estas rizobacterias, conocidas colectiva-
mente como PGPR, son microorganismos de suelo
e incluyen especies de Azotobacter, Azospirillum,
Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Rhizobium, Pseudomonas,
Gluconacetobacter, Burkholderia y Bacillus
(Glick, 1995). Estas PGPR afectan el crecimien-
to de la planta de forma directa o indirecta.
En cuanto a la promocién directa, las PGPR
pueden: fijar nitrégeno; producir sideréforos,
que solubilizan y secuestran el hierro del suelo
y lo proveen a la planta; sintetizar distintas
fitohormonas, que actuan en varias etapas del
crecimiento de los vegetales; pueden tener
mecanismos para la solubilizacion de minera-
les, tales como el fésforo; producir la enzima
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) deaminasa, que hidroliza el ACC (un
precursor del etileno) y por lo tanto disminuye
los niveles de etileno en las plantas en desarro-
llo; y/o sintetizar compuestos volatiles como
acetoinay el 2,3-B, que estimulan el crecimien-
to de la planta. (Jacobson et al., 1994; Glick,
1995; Ryu, 2003, 2004; Lugtenberg et al.,
2004; Mayak et al., 2004; Ping et al., 2004).

Los estimulos indirectos, incluyen una varie-
dad de mecanismos por los cuales la bacteria
inhibe el crecimiento de los fitopatdégenos
entre ellos, la produccion y secrecién de side-
roforos, que secuestra el hierro disponible en
la rizésfera y como resultado previene que
cualquier patogeno vecino prolifere debido a
la falta de hierro; la producciéon de un amplio
rango de compuestos antimicrobianos
(Ongena et al., 2005b); de cianuro de hidro-
geno, que inhibe algunos hongos; la hidrdlisis
de acido fusarico, que es el agente causante
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de danos en plantas infectadas con Fusarium
e hidrolisis de la pared celular de hongos
patogenos (Glick, 1995; Lugtenberg et al.,
2004); la competicion por nutrientes y nichos
convenientes en la superficie de la raiz (Bais
et al., 2004; Timmusk et al., 2005); la activa-
cién de sistemas de defensa del hospedador
mediante resistencia sistémica inducida
(Ongena et al., 2005a).

TIPOS DE INTERACCIONES ENTRE
MICROORGANISMOS PGPR

En la actualidad existe un interés cada vez
mayor en entender las actividades cooperati-
vas que existen en las poblaciones microbianas
de la rizosfera y como aquellas pueden ser
aplicadas a la agricultura (Barea et al., 2005).

Existen diversos tipos de interacciones entre
organismos que habitan la rizosfera, entre los
cuales podemos mencionar:

Bacterias PGPR de vida libre y fijadores
de nitrégenos simbioticos

Cepas pertenecientes a los géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium y Azorhizobium pueden interac-
tuar simbioticamente con leguminosas y formar
nédulos en las raices; en estos nédulos se lleva a
cabo el proceso de fijacién del nitrogeno (Relic et
al., 1994). Algunas PGPR, como por ejemplo
Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas,
Bacillus, Streptomyces, Serratia y Aeromonas
(Saxena et al., 2006), pueden mejorar la nodula-
cién y la fijacion de nitroégeno en plantas de legu-
minosas (Barea et al., 2005).

Estudios de coinoculacion con PGPR de vida
libre y Rhizobium han demostrado incremen-
tos en el peso seco radical y de la parte area,
el vigor de la planta, la nodulacion y el nitro-
geno fijado en varias leguminosas. Una de las
coinoculaciones mas ensayada es la de



Azospirillum-Rhizobium. El mecanismo por
el cual Azospirillum actda como un "colabora-
dor" en la interaccion Rhizobium-leguminosa
es mediante la produccion de fitohormonas,
que promueven la diferenciacion de células
epidérmicas en los pelos radicales, incremen-
tando de esta manera el niumero de sitios
potenciales para la infeccidon rizobiana; lo que
conduce a un mayor numero de nédulos
(Andreeva et al., 1993). Asi por ejemplo, expe-
rimentos a campo con lenteja han demostra-
do que la coinoculacion de Azospirillum-
Rhizobium aumenté significativamente el
numero total y peso de los nédulos, dando un
importante incremento en la produccién
(Yadav et al., 1992). Recientemente, Remans
et al. (2008a) evaluaron el efecto de la coino-
culacién de Rhizobium-Azospirillum sobre la
produccion de dos variedades de poroto
(BAT477 y DOR364). En el caso del genotipo
DOR364, hubo un 29% de aumento en la pro-
duccién y un incremento en el nitrogeno fija-
do cuando se inoculé con ambas cepas compa-
rado con la inoculacion simple con
Rhizobium. Sin embargo, para la variedad
BATA477 la coinoculacién redujo la produccion
y el nitrogeno fijado, por lo que el efecto de
Azospirillum sobre la simbiosis leguminosa-
Rhizobium pareceria ser dependiente del
genotipo de la planta huésped (Remans et al.,
2007, 2008b). Por otro lado, Burdman et al.
(1996) demostraron que A. brasilense tam-
bién puede estimular la nodulaciéon en poroto
debido a que incrementa la secrecién de flavo-
noides, compuestos fendlicos inductores de
genes nod, en la leguminosa. Del mismo
modo, Serratia proteamaculans 1-102 produ-
ce activadores inducibles de flavonoides que
causan un efecto positivo en el intercambio de
senales entre plantas de soja vy
Bradyrhizobium (Bai et al., 2002). En soja, la
coinoculacion de P. fluorescens 2137 y B.
Jjaponicum A1017 incremento la colonizacidn
de B. japonicum A1017 en las raices, el nUme-
ro de nédulos y la actividad de reduccién del
acetileno (ARA), se cree que P. fluorescens

2137 podria liberar sustancias que estimulan el
crecimiento de la poblacién rizobiana. Sin
embargo, la coinoculacién con P. fluorescens
WCS365 mostro una disminucion en el nume-
ro de nédulos y ARA, a pesar de la leve estimu-
lacién del crecimiento de B. japonicum en las
raices, indicando que el efecto de la inocula-
cion es dependiente de la cepa (Chebotar et
al., 2001). Bai et al. (2003) evaluaron a campo
el efecto de la coinoculacidon de B. japonicum
cepas 532C o USDA110 con una de las tres
cepas nativas de Bacillus (B. subtilis NEB4, B.
subtilis NEB5 o B. thuringiesis NEB17) en
plantas de soja. Los resultados obtenidos per-
mitieron concluir que las cepas de Bacillus
podrian estar produciendo reguladores u
otros activadores que causaron una promo-
cion en el crecimiento radical, lo cual resultd
en una nodulacién aumentada.

Bacterias fijadores de nitrégeno simbioé-
tico y un agente de control biolégico

El desarrollo de inoculantes para control bio-
l6gico de enfermedades en plantas esta basado
en el uso de una sola cepa, sin embargo, una
manera de mejorar el biocontrol en la rizosfera
es la utilizacién de mezclas microbianas que
tengan modos de accion diferentes o comple-
mentarios, ya que las interacciones multiples es
la situacién que normalmente se puede encon-
trar en la rizésfera (Whipp, 2001).

Muchas de las rizobacterias usadas como
agentes de control biolégico estimulan la sim-
biosis Rhizobium-leguminosa (Saxena et al.,
2006). Asi por ejemplo, Sindhu y Dadarwal
(2001) demostraron que la coinoculaciéon con
Pseudomonas nativas y Mesorhizobium sp.
cicer Ca181, aumenta la biomasa de los nédulos
de leguminosas, debido a que, Pseudomonas es
capaz de suprimir enfermedades fungicas y
Mesorhizobium de promover la nodulacion. Por
otro lado, cepas nativas del género
Pseudomonas inhibieron el crecimiento de hon-
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gos fitopatogenos e incrementaron el numero
de nédulos en garbanzos cuando se coinoculd
con rizobios (Sindhu et al., 1999, 2002).

Bacterias de vida libre

Recientemente, ha despertado un gran inte-
rés la utilizacién de 2 o mas cepas bacterianas
de vida libre, con capacidades PGPR comple-
mentarias, para la formulacion de inoculantes
los cuales podrian ser usados en cereales y
otras gramineas. Asi por ejemplo, se ha
demostrado, en estudios a campo, que la ino-
culacion combinada de Azospirillum brasi-
lense y las bacterias solubilizadoras de fosfo-
ro Pseudomonas striata o Bacillus polymy-
Xxa, incrementan significativamente el nimero
de granos, la materia seca y la captacion de
fésforo y nitrégeno, comparado con la inocu-
lacién simple (Alagawadi and Gaur, 1992).
Por otro lado, la coinoculacion de 3 cepas
PGPR Bacillus pumilus INR7, Bacillus subtilis
GBO03 y Curtobacterium flaccumfaciens ME1
mostraron un mayor control contra varios
patogenos en plantas de pepino, en compara-
cién con las inoculaciones simples; asi tam-
bién, la evaluacion a campo de semillas trata-
das con las 3 PGPR demostré una promocion
en el crecimiento de la planta y una reduccion
en las enfermedades, equivalente al uso del
elicitor sintético Actigard aplicado como pul-
verizador (Raupach and Kloepper, 1998).
Otro ejemplo, es la supresion de enfermeda-
des en pepino causadas por el fitopatdogeno
Fusarium que fue mejorada cuando se uso
una combinaciéon de Paenobacillus spp. y
Streptomyces comparado con la inoculacion
simple (Singh et al., 1999).

COMPATIBILIDAD ENTRE CEPAS

A la hora de formular un inoculante mixto
se debe tener en cuenta la compatibilidad
que existe entre las cepas del consorcio, de
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manera de evitar fracasos cuando se utilicen a
campo. En este sentido, un primer paso para
analizar la compatibilidad entre cepas, es el
estudio de antibiosis in vitro, para determinar
si alguna de las cepas produce algun com-
puesto antimicrobiano que afecte el creci-
miento del otro miembro del consorcio. Asi
por ejemplo, Fuhrmann y Wollum (1989)
observaron que los sideroforos producidos
por algunas Pseudomonas privaban de hierro
a Bradyrhizobium, limitando el crecimiento
de esta bacteria, con lo cual estas cepas no
podrian ser usadas para la coinoculacién. Por
otro lado, cepas de Streptomyces producto-
ras de antibiéticos utilizadas en el control bio-
I6gico de enfermedades de alfalfa, inhiben in
vitro el crecimiento de Sinorhizobium meli-
loti, ademas de tener un efecto negativo en
el crecimiento de la planta cuando se coinocu-
la; a pesar de que el niumero de ndédulos no
estd disminuido significativamente es proba-
ble que el nimero de S. meliloti por nédulo
0 su tasa metabdlica esté reducido, lo que lle-
varia a una disminucién del nitrégeno fijado
(Samac et al., 2003).

Otro aspecto a considerar, es la utilizacién
de distintas fuentes de carbono para luego
determinar el indice de solapamiento de
nicho (NOI), definido como el numero de
fuentes de carbono utilizadas por ambas
cepas como una proporcién del numero total
de fuentes de carbono utilizadas por una de
las cepas (Wilson and Lindow, 1994a).

N° de fuente de Carbono utilizadas

or ambas cepas
NOI= P P

N° Total de Fuentes de Carbono utilizadas
por una de las cepas

La completa coexistencia de una cepa bacte-
riana con otra es definida como "la capacidad
de una cepa de alcanzar el mismo tamano de



poblacidén en presencia o ausencia de la otra
cepa" (Wilson and Lindow, 1994b). Cuando
hay una competicion completa, las poblacio-
nes estan limitadas por los mismos recursos;
mientras que un alto nivel de coexistencia
entre cepas sugiere la existencia de diferentes
nichos. Un indice de NOI alto, indica un alto
grado de similitud ecoldgica entre las cepas y
en consecuencia, no podrian coexistir en el
mismo nicho ecolégico (Wilson and Lindow,
1994b). El nitrégeno también podria llegar a
ser un recurso nutricional limitante, por lo
que la utilizacion de distintas fuente de nitro-
geno deberia también ser analizada.

TRAZABILIDAD MICROBIOLOGICA

Todas las cepas tienen una huella genémica
que la distingue de otras; de manera que, una
vez liberados los microorganismos del consorcio
al suelo, éstos pueden ser recuperados y distin-
guidos de la microflora nativa. Una manera
rapida y que no genera mayores inconvenien-
tes es la generacion de perfiles de ADN,
mediante amplificaciones por PCR utilizando
cebadores BOX, ERIC, o REP (correspondientes
a elementos de DNA repetitivos presentes en
localizaciones caracteristicas en el genoma de
procariotas), esto genera perfiles genéticos
reproducibles y altamente especificos para cada
cepa (De Bruijn, 1992). Una de las grandes ven-
tajas de este método es que los fingerprints
pueden ser generados no sélo de ADN purifica-
do sino también directamente de lisados cru-
dos, cultivos liquidos o colonias de placas como
asi también, por ejemplo, de nddulos radicales
(Radermaker and Bruijn, 1996). Otra técnica
que se puede utilizar es AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphisms) que combina
el uso de enzimas de restriccion, para generar
fragmentos genomicos caracteristicos, con
amplificaciones mediante PCR de subconjunto
de aquellos fragmentos, generando un perfil
de ADN complejo; sin embargo esta técnica es
mas costosa y compleja (Jansen et al., 1996;
Vos et al., 1995).

RESPUESTA AGRONOMICA A LA
COINOCULACION

Algunos estudios agronémicos han sido lleva-
dos a cabo en cereales para evaluar la efectivi-
dad de los inoculantes mixtos. Asi por ejemplo,
la inoculacién de trigo con un consorcio de A.
brasilense Sp245 y Rhizobium leguminosa-
rum bv Trifolii demostré que la inoculacion
dual fue superior a la individual, mas aun cuan-
do se agrego 50 Kg de N ha-'. Esta mezcla bac-
teriana produjo un aumento en la materia seca
de la parte aérea y del grano del 33% y 22%,
respectivamente, comparado con plantas sin
inocular (Galal et al., 2001). La efectividad de
esta coinoculacién, es probablemente, debido
a la produccion de auxinas por parte de
Azospirillum que altera la morfologia radical y
a la capacidad de R. lequminosarum de ingre-
sar a través de los sitios donde emergen las rai-
ces laterales, a plantas trigo por un mecanismo
denominado "crack entry", como previamente
habia sido demostrado para trigo arroz y maiz
por Webster et al. (1997).

Por otro lado, la inoculacion de trigo con
una mezcla de Azospirillum lipoferum vy
Bacillus megaterium (cepas solubilizadoras
de fosfato) aumenté el peso seco aéreo y la
produccion de nitrégeno total. Ademas, el
contenido de fésforo en la parte aérea incre-
ment6 en un 53% y 37% comparado con las
plantas sin inocular y las inoculadas s6lo con
A. lipoferum, respectivamente. La respuesta
de la planta a la inoculacion con Azospirillum
probablemente se deba no a uno, sino a
varios mecanismos, incluidos la fijacion de
nitrégeno, la produccién de hormonas, la acti-
vidad nitrato reductasa, etc (El-Komy, 2005).

En Argentina, se han llevado a cabo experi-
mentos a campo que avalan la efectividad de
las coinoculaciones. Asi por ejemplo, la inocu-
lacion de semillas de maiz con P. fluorescens
(bacteria solubilizadoras de fosforo) y A. brasi-
lense, produjo un aumento en el contenido
de fosforo de las plantas, esta mayor concen-

71



tracion de fosforo puede ser debido a un
aumento en la biomasa radical inducido por
Azospirillum y por lo tanto, mayor explora-
cién de suelo, y a la solubilizacién de fosforo
del suelo que promueve Pseudomonas. El ren-
dimiento del maiz fue 7% mayor al testigo
cuando el inoculante contenia las dos cepas,
mientras que hubo solo un 4% de incremento
en el rendimiento de plantas inoculadas solo
con Pseudomonas (Faggioli et al., 2007). En la
tabla | se presentan los resultados obtenidos
con diferentes consorcios bacterianos.

TIPO DE FORMULACIONES EXISTENTES

A pesar de que los estudios sobre coinocula-
ciones son bastantes recientes, ya se han lan-
zado al mercado inoculantes nacionales for-
mulados en base a dos PGPR: P. fluorescens,
que facilita la solubilizacion del fosforo del
suelo, estimula el crecimiento y brinda protec-
cion fitosanitaria y A. brasilense, que aporta
nitrégeno promoviendo un mayor desarrollo
radical y vegetativo y una mejor respuesta del
cultivo a distintos factores de estrés.

Tabla I. Resultados obtenidos con diferentes consorcios bacterianos.

A. brasilense Aumento del 33% Y 22% de la

. Trigo materia seca de la parte aérea y Galal et al., 2001
R. leguminosarum grano, respectivamente.
i Aumento del 27% y 100% en la altura
A. lipoferum y
ol Trigo y materia seca de la parte aérea, El - Komy (2005)
B. megaterium respectivamente.
P. fluorescens Maiz Aumento del 7% en el rendimiento Faggioli et al. 2007

A. brasilense
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CONTEXTO GENERAL DE LOS
MICROORGANISMOS PGPM DESCRIPTOS

Existen numerosos microorganismos benéfi-
cos en la rizésfera de las plantas que pueden ser
utilizados para obtener mejoras en la produc-
cion de los cultivos. Los efectos a través de los
cuales ejercen estos beneficios pueden ser direc-
tos sobre el crecimiento de las plantas o indirec-
tos, a través del control biologico (Avis, 2008).
En esta edicion se ha compilado solo una parte
de todos los reportados en la bibliografia y se
han revisado aquellos que estan siendo mas
estudiados y utilizados como principios activos
de los inoculantes registrados en nuestro pais.
Se consideraron aquellos cuyo mecanismo de
accion favorece directamente a la planta.
Fueron excluidos de este documento especies o
géneros de microorganismos que poseen la
capacidad de promover el crecimiento y al
mismo tiempo tienen actividad patogénica en
plantas, animales y seres humanos que se descri-
ben con bastante frecuencia en la literatura;
como es el caso de Pantoea, Enterobacter
(Aguado Garcia y Lumbreras Bermejo, 1998),
Erwinia (Smith et al., 1992). Tampoco se hicie-
ron consideraciones de las distintas estrategias
de aplicacion y formulaciones empleadas para
las distintas especies promotoras del crecimien-
to vegetal descriptas en el documento.

Cabe destacar que existen otros microorga-
nismos que presentan caracteristicas promiso-
rias como promotores de crecimiento vegetal
pero aun no se han desarrollado en nuestro
pais in extenso como tales. Este es el caso de
bacterias fijadoras de N, como Rhizobium y

sus géneros (Avis et al., 2008), Herbaspirillum
sp. (Bastian et al., 1998), Azoarcus sp. (Hurek

et al., 2002), Gluconacetobacter sp. (Vessey,
2003), Beijerinckia sp. (Polyanskaya et al.,
2000), Derxia sp. (Dobereiner and Pedrosa,
1987), cianobacterias (Hashem, 2001), hongos
solubilizadores de P como Penicillium sp.
(Whitelaw et al., 1997) o coinoculantes con
hongo, levadura y bacteria (Endogone sp.,
Derxia sp. y Saccharomyces sp.) (El-Sayed
Shalaby. and EI-Nady, 2008).

PRODUCTOS REGISTRADOS CON PGPM

En la reunion de la RED BIOFAG del
06/11/2008 se define como Inoculante a todo
producto cuyo principio activo sean microorga-
nismos vivos, no patdogenos de humanos, ani-
males o plantas, ni patdgenos oportunistas del
hombre, que favorecen la nutricién y/o el des-
arrollo de las plantas. Excluye los denominados
agentes de control bioldgico, biofungicidas,
bionematicidas, bioinsecticidas y productos de
similar actividad que favorecen la salud de las
plantas (Red BIOFAG, 2008).

Los inoculantes, también denominados ferti-
lizantes biologicos, se encuentran dentro del
ambito de la Coordinacion General de
Agroquimicos y Biologicos dependiente del
SENASA. Esta Coordinacion dirige las tareas
relacionadas con la aprobacién, restriccion o
prohibicidon de la produccién, comercializacion
o el uso; y participa en la fiscalizacion de la dis-
tribucion, despacho, conservacion y condicio-
nes de venta de productos agroquimicos o
biologicos (Corvalan et al., 2006).
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Segun la informacion aportada por este
organismo existen en la actualidad aproxima-
damente 90 productos registrados como fer-
tilizantes bioldgicos en base a distintos micro-
organismos promotores del crecimiento
vegetal. Los formulados en base al género
Azospirillum son los mas abundantes con
mas de 70 registros incluyendo inoculantes
para otros cultivos como girasol, algodén,
etc. En segundo lugar se ubica el género
Pseudomonas con 6 registros (figura 1).

Bacillus, etc. Si estan encuadrados dentro de
los requisitos de eficiencia agrondmica y en
las propias descripciones de presentacién de
cada producto presentado por la empresa
que inscribe el mismo. Esto incluye concentra-
ciones, protocolos e identificacion de cepas.
Es decir, ante una exigencia de control de
calidad deben responder con lo descripto al
realizar el registro; por ejemplo si se declara
un numero de bacterias presentes para la ela-
boracion de 1-10% y de 1-108 al vencimiento,

Figura 1. Participacion segun el microorganismo en el total de los fertilizantes bioldgicos registrados en

Argentina.

W Azospirillum
0 Cianobacterias
B Trichoderma

NORMATIVA VIGENTE

Actualmente no existe una normativa espe-
cifica donde se describan los requisitos para
microorganismos utilizados en la elaboracién
de inoculantes distintos a rizobios, sea el caso

de Azospirillum, Pseudomonas, micorrizas,
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el niumero exigible por el organismo fiscaliza-
dor es este.

Si bien es deseable la mejora de los productos
existentes en aspectos especificos (viabilidad de
los microorganismos en los productos formula-
dos, estado de competencia asociativa de los



microorganismos en el producto, etc.), son prio-
ritarios en este momento los aspectos norma-
tivos para consensuar a nivel nacional y
regional estandares de trazabilidad y mejor
control de calidad de los productos existentes
(mas alld de las exigencias que ya hayan imple-
mentando por iniciativa de las empresas produc-
toras), en particular para productos diferentes a
los elaborados en base a rizobios.

EMPLEO A NIVEL PRODUCTIVO

El productor agricola argentino es avido en
el uso de tecnologias y esta abierto al uso de
microorganismos para mejorar su produccion.
Se observa que lentamente crece la adopcion
de este tipo de inoculantes elaborados con
promotores de crecimiento tanto en maiz
como en trigo. Se considera que el area inocu-
lada en la actualidad con formulados elabora-
dos en base a Azospirillum, Pseudomonas y
otros microorganismos o sus combinaciones
representa actualmente un 6-7% del area sem-
brada de trigo y maiz en Argentina.

AVANCES INTERNACIONALES

La suma de condicionamientos econdmicos y
ambientales internacionales crea un marco de
alto requerimiento del uso de tecnologias ami-
gables y de bajo costo. Esto se refleja en el cre-
ciente y permanente interés en el empleo de
microorganismos para mejorar la productivi-
dad de todo tipo de cultivos en todos los con-
tinentes, en particular Asia y América Latina.
En los ultimos anos se ha incrementado en
forma significativa la edicién de libros, la reali-
zacion de congresos y la publicacion de inves-
tigaciones cientificas sobre este tema. En estos
estudios se aplican todas las tecnologias o
herramientas de investigacién disponibles
(biologia molecular, bioinformatica, metage-
noémica, etc.). Esto permite que conozcamos
cada vez con mas detalle que esta pasando

con los microorganismos en el suelo, en la
rizésfera, en la filésfera y en el aire. Se estan
descubriendo dia a dia nuevas especies de
microbios con posibilidades de uso, en particu-
lar para ambientes con limitantes. Como asi
también sus acciones promotoras y/o los
metabolitos producidos. Son frecuentes los
estudios que describen la evaluacion de la res-
puesta agrondmica de los inoculantes con
PGPM en distintos tipos de ambientes, algu-
nos de ellos, extremos (salinidad, sequia, etc.);
y la posibilidad de reduccion del uso de fertili-
zantes quimicos cuando se combina su uso
con los inoculantes. Son escasos los estudios
dedicados a formulaciones y aplicacion de ino-
culantes, esto ofrece una oportunidad para la
Argentina ya que consideramos que hay una
gran fortaleza cientifica en estos aspectos.

PERSPECTIVAS A FUTURO

En un contexto de necesidad de aumentar la
productividad con altos costos de fertilizacion
quimica, el empleo de microorganismos pro-
motores del crecimiento vegetal adquiere rele-
vancia y tiene amplias posibilidades de inser-
tarse en el sistema de produccion de maiz y
trigo actual y futuro. Para que su empleo
tenga credibilidad en el sector productivo no
deberian acelerarse los tiempos de desarrollo
y de evaluacion de los inoculantes elaborados
con microorganismos solos o combinados.
Esto implica:

1. La generacion de inoculantes a partir de
cepas seleccionadas por su eficacia en su capa-
cidad promotora en las condiciones de
empleo.

2. La obtencion de formulados que permitan
mantener un adecuado nivel poblacional de la
cepa selecta tanto en el almacenamiento, como
en el sitio de aplicacién, sea suelo y/o semilla.

3. Desarrollar protocolos de control de cali-
dad para la trazabilidad permanente del pro-
ducto inoculante.
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4. La evaluacion agronomica exhaustiva
en los diferentes sitios productivos, con y
sin fertilizantes aplicados en conjunto, a fin
de generar informacién que permita deter-

que puedan afectar o no la sobrevida del
microorganismo.

6. Evaluar las interacciones planta-microor-

ganismos en condiciones controladas y en con-
diciones productivas.

minar niveles de respuesta esperada de
acuerdo al potencial de produccién y el
ambiente.

El cumplimiento de estas etapas permitiria la
obtencidn de tecnologias acordes a los reque-

5. Evaluacion de la compatibilidad con los s ) . >
rimientos de los cultivos de trigo y maiz.

agroquimicos de uso habitual en los cultivos
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Esta obra se encuentra enmarcada dentro del Proyecto INOCULAR que es un
Convenio de Asistencia Tecnica entre INTA y empresas privadas productoras de
inoculantes. Este proyecto, que desde sus comienzos se ha abocado a la evaluacion y
difusion de inoculantes a base de Rhizobium, abarca a partir del ano 2008 también el
estudio y la difusion de los beneficios de Microorganismos Promotores del
Crecimiento Vegetal "PGPM".

Esta publicacién fue lograda por el aporte de investigadores de distintas
instituciones y unidades del pais quienes integran la Comision Cientifico Tecnica del
Proyecto Inocular PGPM. La obra esta conformada por 6 capitulos y las
consideraciones finales. En ella se presentan las principales caracteristicas de los
microorganismos Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Micorrizas
y combinaciones de éstos, Ademas, se revisan los beneficios obtenidos por su uso en
los cultivos de trigo y maiz y se incluyen consideraciones practicas para el uso
adecuado de estos microorganismos. La correcta utilizacion tiene importantes
implicancias en la sustentabilidad de los sistemas de produccion ya que
complementa a la fertilizacién convencional posibilitando un empleo mas eficiente
delos fertilizantes quimicos.
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