Revista Argentina de Microbiologia
VISTA ARGENTINA L ISSN: 0325-7541
|ICROBIOLOGIA ram@aam.org.ar

Asociacion Argentina de Microbiologia
Argentina

=L,
L

M

Lodeiro, Anibal R.
Interrogantes en la tecnologia de la inoculacion de semillas de soja con Bradyrhizobium
spp.
Revista Argentina de Microbiologia, vol. 47, ndm. 3, 2015, pp. 261-273
Asociacion Argentina de Microbiologia
Buenos Aires, Argentina

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=213041741015

Como citar el articulo (‘j) f.‘

- -
e -

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Péagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=2130
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=2130
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=213041741015
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=213041741015
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=2130&numero=41741
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=213041741015
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=2130
http://www.redalyc.org

Rev Argent Microbiol. 2015;47(3):261-273

REVISTA ARGENTINA DE
MICROBIOLOGIA

www.elsevier.es/ram

ARTICULO ESPECIAL

Interrogantes en la tecnologia de la inoculacién
de semillas de soja con Bradyrhizobium spp.

@ CrossMark

Anibal R. Lodeiro

Laboratorio de Interacciones entre Rizobios y Soja (LIRyS), IBBM-Facultad de Ciencias Exactas, UNLP y CCT-La Plata CONICET,
La Plata, Buenos Aires, Argentina

Recibido el 5 de mayo de 2014; aceptado el 6 de junio de 2015
Disponible en Internet el 9 de setiembre de 2015

PALABRAS CLAVE Resumen Con el fin de aprovechar la fijacion simbidtica de nitrogeno, el cultivo de soja se
Bradyrhizobium; inocula con cepas seleccionadas de Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium diazoefficiens
Soja; o0 Bradyrhizobium elkanii (conjuntamente referidas como Bradyrhizobium spp.). El método mas

Inoculacién; comun de hacerlo es la inoculacion en semillas, ya sea que esta se realice en el momento pre-

Competicion; vio a la siembra o que se utilicen semillas preinoculadas o pretratadas mediante el tratamiento

Supervivencia; profesional de semillas. La metodologia de inoculacion no debe limitarse a recubrir las semillas

Movilidad con rizobios vivos, sino que también debe optimizar las chances de esos rizobios para infectar
las raices y nodular. Para ello los rizobios inoculados deben estar en una cantidad y un estado
tales que les permitan superar la competicion ejercida por los rizobios de la poblacion aloc-
tona del suelo, los cuales usualmente son menos eficaces para la fijacion de nitrogeno y asi
diluyen el efecto de la inoculacion sobre el rendimiento. Esta optimizacion requiere resolver
algunos interrogantes, que son abordados en el presente articulo. Concluyo que los aspectos
que requieren mas investigacion son la adhesion y supervivencia de los rizobios en las semillas,
la liberacion de los rizobios una vez que las semillas se depositan en el suelo y el movimiento de
los rizobios desde las inmediaciones de las semillas hasta los sitios de infeccion en las raices.
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Soybean;

Inoculation; Abstract With the aim of exploiting symbiotic nitrogen fixation, soybean crops are inocu-

Competition; lated with selected strains of Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium diazoefficiens or

Survival; Bradyrhizobium elkanii (collectively referred to as Bradyrhizobium spp.). The most common

Motility method of inoculation used is seed inoculation, whether performed immediately before sowing
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or using preinoculated seeds or pretreated seeds by the professional seed treatment. The met-
hodology of inoculation should not only cover the seeds with living rhizobia, but must also
optimize the chances of these rhizobia to infect the roots and nodulate. To this end, inocu-
lated rhizobia must be in such an amount and condition that would allow them to overcome
the competition exerted by the rhizobia of the allochthonous population of the soil, which are
usually less effective for nitrogen fixation and thus dilute the effect of inoculation on yield.
This optimization requires solving some queries related to the current knowledge of seed ino-
culation, which are addressed in this article. | conclude that the aspects that require further
research are the adhesion and survival of rhizobia on seeds, the release of rhizobia once the
seeds are deposited in the soil, and the movement of rhizobia from the vicinity of the seeds to
the infection sites in the roots.

© 2015 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.
org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

La soja, como todas las leguminosas, se caracteriza por
poseer dos vias distintas para la captacion y asimilacion de
nutrientes nitrogenados. Una de ellas parte de compues-
tos nitrogenados solubles que se encuentran disponibles en
la solucion del suelo y la otra requiere la asociacion con
rizobios fijadores de nitrégeno. Los rizobios son procario-
tas que incluyen « y B-proteobacterias, y pueden existir
tanto en vida libre en el suelo como asociados simbidtica-
mente con las raices de las leguminosas formando nodulos.
Sin embargo, solo los rizobios que se encuentran dentro de
los nddulos son capaces de fijar nitrogeno. Alli, los rizobios
encuentran un ambiente con baja presion parcial de O, lo
que permite la expresion y actividad del complejo nitroge-
nasa. Este complejo cataliza la reduccion de N, atmosférico
a NH4*, el cual queda disponible para la planta. En compen-
sacion, los rizobios dentro del nédulo reciben proteccion y
energia por parte de la planta® 8", Esta asociacién sim-
bidtica es altamente especifica, y en particular la soja es
nodulada por un nimero reducido de especies de rizobios,
entre las que se encuentran Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium diazoefficiens, Bradyrhizobium elkanii y
Ensifer fredii*.

El proceso de nodulacion es complejo y se desarrolla
en varias etapas, que incluyen los siguientes eventos: un
intercambio de sehales moleculares que permiten el recono-
cimiento simbiodtico entre la planta y la bacteria, la adhesion
de la bacteria a la superficie radical, la infeccion de la raiz
por dentro de los pelos radicales, la diferenciacion y el des-
arrollo del nddulo en la planta disparados por moléculas del
rizobio, la invasion de los nodulos y la diferenciacion de los
rizobios dentro de los nodulos a las formas capaces de cata-
lizar la fijacion de N,%¢. La complejidad de este proceso se
debe a que el rizobio debe ser estrictamente reconocido por
la planta como un simbionte no patogénico, y a que la planta
invierte mucha energia en el desarrollo de los nédulos y su
posterior mantenimiento. Por ello, la planta también regula
el nimero total de nédulos que se forman en su sistema
radical mediante la monitorizacion del aporte que aquellos
realizan a su nutricion nitrogenada®7%7",

Para aprovechar la alternativa de la fijacion simbidtica de
N, en los cultivos de soja se emplean inoculantes, producidos
y comercializados por mas de 70 empresas en nuestro pais,
los cuales son formulados con rizobios activos capaces de
asociarse con la planta. Las especies mas utilizadas en los
inoculantes actuales son B. japonicum y B. diazoefficiens,
y anteriormente se utilizo también B. elkanii. En particular,
el INTA recomienda la cepa B. japonicum E109, la que, por
lo tanto, se incluye en la mayoria de los inoculantes®.

La soja es la leguminosa con mayor superficie sembrada
en Argentina, con 20 millones de hectareas’. En este cul-
tivo se observa un uso generalizado de inoculantes: en una
encuesta realizada por el Proyecto Inocular del INTA a nivel
nacional, el 94% de los productores consultados manifesto
usar «siempre o casi siempre» inoculantes, esta proporcion
lleg6 al 100 % en el centro de Santa Fe, sur de Entre Rios y el
NEA®®. Sin embargo, también es cierto que la respuesta a la
inoculacion en términos de rendimiento del cultivo dista de
ser optima, y si se siguen utilizando inoculantes, ello obe-
dece principalmente a su muy bajo costo y simplicidad de
aplicacién, mas que a un resultado concreto y reproducible.
Es indudable que la inoculacion forma parte de cualquier
metodologia de agricultura sustentable y, por lo tanto, el
aumento de su eficiencia es un objetivo en si mismo.

Visto desde esta perspectiva, el problema no se agota
en asegurar que los inoculantes contengan un alto titulo
de células viables y con larga vida media, sino que ade-
mas resulta importante asegurar que con su aplicacion el
cultivo de soja produzca una buena simbiosis en térmi-
nos de nodulacion y fijacion de N,. Estos aspectos suelen
estar condicionados por diversos factores que actlan des-
pués de la inoculacion, entre ellos el manejo del cultivo
y factores ambientales biodticos y abidticos que influyen
sobre la performance del inoculante durante la siembra
y la nodulacion. Por lo tanto, es interesante preguntar-
nos si es posible que en la formulacion y la aplicacion del
inoculante puedan contemplarse estos factores postinocula-
cion. La respuesta en muchos casos es que si: por ejemplo,
pueden desarrollarse formulaciones o seleccionarse cepas
para tolerar condiciones edafoclimaticas adversas a nivel
local'?528% puede evaluarse la afinidad de ciertas cepas
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por determinadas variedades'#?%74, pueden formularse ino-
culantes combinados con otras especies procariotas para
aprovechar propiedades promotoras del crecimiento vegetal
en la rizosfera®, etc. No obstante, por razones de espacio,
no se hara aqui una revision completa de todos estos aspec-
tos, por lo que me centraré en las condiciones que deberia
reunir el inoculante para superar un problema de origen bio-
logico conocido como el problema de la competicion para la
nodulacion. Dado que ya se ha revisado este problema en una
publicacion anterior®, me limitaré a describir sus aspectos
relevantes para la formulacion y aplicacion de inoculantes
a semillas de soja.

El problema de la competicién para la
nodulacion

Al ser la soja una planta oriunda del Lejano Oriente, en
la mayoria de los suelos argentinos no existian rizobios
noduladores de esta especie antes de su introduccion como
cultivo en nuestro pais. Esto motivd que las primeras inocu-
laciones produjeran notables aumentos de rendimiento en
suelos pobres en nitrégeno, lo cual aun se sigue observando
en ciertas zonas marginales recién incorporadas al cultivo.
Sin embargo, la reiterada inoculacion a lo largo de varios
anos llevo al establecimiento de poblaciones aléctonas de
rizobios noduladores de soja en el suelo. Estas poblacio-
nes sufrieron luego cambios genéticos y hoy las poblaciones
aloctonas de rizobios noduladores de soja poseen una gran
diversidad genotipica, al punto que resulta dificil encon-
trar los genotipos de los inoculantes originales'>“+52, Estos
rizobios de la poblacion aldctona del suelo estan muy bien
adaptados a las condiciones edafoclimaticas locales en lo
que respecta a, por ejemplo, pH, temperatura, estado
hidrico o presencia de metales pesados o de glifosato'?,
con lo cual suelen ocupar la mayoria de los nodulos, aun
cuando el cultivo se haya inoculado con un inoculante de
buena calidad*?°2.

La fijacion de N, de una planta depende tanto de la efi-
cacia de cada nédulo como del nimero total de noédulos.
Si la mayor parte de los nddulos esta ocupada por rizobios
de la poblacion aldoctona del suelo, la tasa de fijacion de
N, de la planta estara determinada en gran medida por
la capacidad promedio de fijar N, que posea dicha pobla-
cion, la cual, como es esperable, en general es inferior (y a
veces muy inferior) a la de la cepa seleccionada que se usé
para inocular. Asi, se viene observando que los aumentos de
rendimiento promedio en parcelas inoculadas con respecto
a parcelas sin inocular no superan el 6 al 10% (promedio
de mas de 700 ensayos desde 1990 hasta 2007)%. Por otro
lado, en ensayos donde se determind el aporte de la fijacion
simbidtica de N; a la biomasa de la parte aérea en forma
discriminada del aporte del nitrégeno del suelo, se observd
que un 60-65% del nitrdgeno provino de la fijacion simbio-
tica de N, sin que se observaran diferencias entre parcelas
inoculadas y sin inocular®. Esto significa que la inoculacion
no esta aportando a reducir el uso del nitrégeno del suelo,
el que constituye el 35-40% del nitrogeno asimilado por el
cultivo de soja.

Dado que alrededor del 75% del nitrdgeno adquirido
por la planta se exporta al grano, una porcion significativa
del nitrogeno del suelo es retirada durante la cosecha.

Por ejemplo, con un rendimiento modesto, de 2500kg
por hectarea, se estarian retirando del suelo entre 54 y
61kg de nitrogeno por hectarea cada ano. Tal como se
expresa en la investigacion llevada a cabo por Piccinetti
et al.®®, esto ocurre en todas las zonas sojeras del pais,
independientemente de las caracteristicas edafoclimaticas
locales o de la calidad del manejo y la conservacion del
suelo, lo cual convierte al problema de la competicion
para la nodulacidon en un cuello de botella de caracter
general. Por este motivo considero que debe encararse este
problema como prioritario en toda investigacion sobre la
mejora de la inoculacion, y ademas, que debe contemplarse
a la hora de formular y aplicar el inoculante, aun cuando
sea este un problema que ocurre después de la inoculacion,
e incluso después de la siembra. En otras palabras, de nada
sirve poseer inoculantes muy bien formulados, de larga vida
media y preparados con cepas cuidadosamente selecciona-
das si después descuidamos su competitividad para nodular
y nos encontramos con que el 90% de los nodulos terminan
ocupados por cepas de la poblacién aléctona del suelo*?.

El problema tiene otra arista ain mas acuciante. Como
se ha mencionado, en Argentina se siembran anualmente
cerca de 20 millones de hectareas con soja, pero el ritmo
de aumento de la superficie sembrada parece haberse
amesetado desde la campafa 2009/2010”. Dejando de
lado posibles aspectos econémico-financieros, este amese-
tamiento podria indicar que la ocupacion de la superficie
cultivable esta llegando al limite. Por lo tanto, cualquier
incremento de la produccion que pueda lograrse de aqui
en adelante no sera por incorporacion de mas hectareas,
sino por incrementos en la productividad por hectarea, lo
cual implica mayor extraccion de nutrientes por unidad de
superficie de suelo. Dicho de otro modo: si el mejoramiento
vegetal logra variedades de soja mas productivas pero no se
mejora en paralelo la fijacion simbidtica de N,, la tasa de
extraccion de nitrogeno del suelo y su consecuente degra-
dacion aumentaran.

Objetivos de la inoculacion

La manera mas usual de inocular la soja es mezclar las semi-
llas con el inoculante inmediatamente antes de la siembra,
a razon de 3 a 4ml de inoculante liquido por kilogramo de
semilla. De esta manera, las semillas quedan recubiertas
con el inoculante, aunque la distribucién del mismo entre
las distintas semillas suele ser heterogénea®. Esta técnica,
ademas de ser simple, es de una gran practicidad, ya que no
requiere labores adicionales de pre o postsiembra, tampoco
requiere un equipamiento especial en la sembradora. Asi-
mismo, es adecuada para tratamientos de preinoculacion,
los cuales se realizan con equipos especiales mucho antes
de la siembra, asegurando una distribucion mas homogénea
del inoculante, y para la incorporacion del inoculante en
el tratamiento profesional de semillas, que se realiza con
equipamiento especializado e incluye la dosificacion exacta
de este y otros componentes de presiembra, como fungici-
das, micronutrientes y estimuladores de la germinacion, con
lo cual podria brindarsele al productor una semilla tratada
e inoculada, lista para sembrar y con la dosis adecuada de
cada componente. En particular, la preinoculacion y el tra-
tamiento profesional de semillas estan considerados como
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Figura 1  Etapas que podrian limitar la competicion de los rizobios inoculados con los de la poblacion aloctona del suelo. Los
rizobios inoculados se representan en rosa y los de la poblacion aloctona del suelo, en rojo. Los nimeros en circulos indican
las etapas del proceso. Etapa 1: las semillas con los rizobios adheridos se siembran en un suelo que contiene rizobios aloctonos
distribuidos uniformemente en el perfil. Etapa 2: luego de la inoculacion y la siembra ocurre mortandad entre los rizobios inoculados.
Etapa 3: dependiendo del grado de adhesion irreversible alcanzado, algunos rizobios se desprenden de las superficies seminales
mientras que otros quedan adheridos a los tegumentos. Las semillas germinan y los cotiledones emergen del suelo llevando unidos
los rizobios adheridos irreversiblemente a los tegumentos; ademas, puede ocurrir mortandad de los rizobios liberados al suelo.
Etapa 4: parte de los rizobios sobrevivientes pueden trasladarse por movimientos activos o pasivos hasta las zonas infectables de las
raices en crecimiento, mientras que los rizobios de la poblacion aloctona no necesitan hacerlo puesto que ya estaban distribuidos

en el perfil de suelo.

practicas que proveen la dosis adecuada a cada semilla, lo
que evita las grandes variaciones de dosificacion que son
comunes en los tratamientos de inoculacion manual. Sin
embargo, los objetivos de la inoculacion no deben limitarse
solo al recubrimiento de las semillas con un gran nimero de
rizobios vivos, sino que, como se indic6 anteriormente, tam-
bién deben contemplar que un adecuado nimero de rizobios
vivos lleguen a ponerse en contacto con las raices, las coloni-
cen y las infecten, en presencia de una poblacion aldctona
de rizobios noduladores de soja. Esto puede lograrse si se
toma en consideracion que el nimero de rizobios inoculado
por semilla sea tal que equipare el nimero de rizobios com-
petidores que encontrara la futura raiz en desarrollo, y que
el estado fisiologico de los rizobios inoculados sea tal que
favorezca una adecuada colonizacion rizosférica y posterior
infeccion. Estimo que, mas alla de las condiciones locales
(las cuales incluyen, obviamente, los genotipos de las pobla-
ciones de rizobios noduladores de soja presentes), estos 2
aspectos, nimero y calidad fisiolégica de los rizobios ino-
culados, son de caracter general y deben ser considerados.
Por lo tanto, es necesario poseer una estimacion de cual
podria ser el nimero de rizobios adecuado y prestar aten-
cion a qué estado fisioldgico se desea lograr en el momento
de la infeccion radical.

Las poblaciones aloctonas de rizobios noduladores de soja
son, ademas de variadas, bastante densas. En varios suelos
se han registrado poblaciones aléctonas del orden de 10° a
10° de rizobios noduladores de soja por gramo de suelo*?*2,
Se podria suponer que una plantula de soja que posee el

primer par de hojas juveniles completamente desarrollado
tiene una raiz principal y de 4 a 8 raices secundarias, cada
una de las cuales posee un diametro aproximado de 1 mm
y un largo de unos 10cm. Este seria el sistema radical que
deberia ser colonizado e invadido por los rizobios del ino-
culante para lograr una buena nodulacion temprana, que es
la que aporta la mayor tasa de fijacion de N,. Mediante un
calculo tedrico que no incluye el volumen de raiz aportado
por los pelos radicales, el sistema radical estaria constituido
por 7 cilindros de 0,5 mm de radio por 10cm de largo cada
uno. El volumen acumulado de estos 7 cilindros seria enton-
ces de 0,55 cm?, y considerando una densidad aparente del
suelo de 1,3g/cm?, el establecimiento de esas raices des-
plazaria 0,71g de suelo (en peso fresco). Es decir que con
las densidades de rizobios aloctonos mencionadas, la ino-
culacion deberia posicionar a una poblacién del orden de
7 x 10*-7 x 10° rizobios por raiz en estas primeras etapas
del crecimiento de la plantula, como para tener un nimero
de rizobios inoculados equivalente al nimero de rizobios
competidores de la poblacion del suelo. Con respecto al
estado fisioldgico deseable, la metodologia de inoculacion
debe garantizar que los rizobios: 1) se adhieran a las semi-
llas; 2) sobrevivan alli hasta después de la siembra; 3) se
liberen de las semillas una vez sembradas y sobrevivan en
el suelo hasta la germinacion, 4) y se trasladen en el suelo
hasta las raices en crecimiento y colonicen rapidamente la
rizosfera en la zona infectable (fig. 1). Estas acciones son el
prerrequisito para que puedan penetrar los pelos radicales
antes de que maduren e invadir asi los nodulos en formacion.
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A la luz de los resultados descriptos en la seccion prece-
dente, se deduce que la técnica de la inoculacion necesita
sustanciales mejoras para superar la competicion ejercida
por los rizobios de la poblacion aldctona del suelo durante
las etapas mencionadas, con el fin de poner suficiente can-
tidad de los rizobios inoculados en contacto con las raices
para colonizarlas e infectarlas al nivel requerido. Para ello
es necesario resolver varios interrogantes que permanecen
como un vacio en el conocimiento en lo que respecta a la efi-
cacia de la inoculacion de semillas de leguminosas (y de soja
en particular), interrogantes que, curiosamente y pese al
enorme numero de publicaciones existente, aln persisten.
A continuacion, planteo dichos interrogantes y propongo las
lineas experimentales que, a mi juicio, seria necesario abor-
dar para avanzar en su elucidacion.

Adhesion de los rizobios a las superficies
de las semillas

Este es uno de los aspectos en los que, si bien ha sido muy
investigado en diversas especies de bacterias y plantas,
practicamente se carece de resultados generados en siste-
mas semejantes a la realidad de la inoculacion en semillas.
En efecto, el protocolo usual para las investigaciones
de adhesion de bacterias a semillas (u otras superficies)
consiste en una esterilizacion superficial de las semillas
—casi siempre con hipoclorito de sodio y alcohol, seguido de
varios lavados con agua estéril—, y luego la inmersion de las
semillas en una suspension que contiene las bacterias cuya
adhesidn se quiere medir, las cuales generalmente provienen
de cultivos en fase de crecimiento exponencial. Finalmente,
se lava para eliminar las bacterias débilmente adheridas
y se cuenta el remanente, firmemente adherido a la superfi-
cie seminal. A veces, incluso las semillas se dejan germinar
antes de realizar el ensayo de adhesion'’,23,3%,54,61,77,84,90
Este protocolo contrasta con la practica de la inoculacion en
semillas en tres aspectos esenciales: a) se usan bacterias
en fase de crecimiento exponencial en vez de bacterias en
fase estacionaria, como las que se encuentran en un
inoculante liquido; b) se usan semillas mojadas y a veces
completamente embebidas en vez de las semillas secas, lis-
tas para almacenar o sembrar, y ¢) se usa un gran volumen de
inoculo, que usualmente excede varias veces el volumen
de la semilla, en vez del pequefio volumen usado en la
practica de la inoculacion. Ademas, es frecuente que en los
ensayos de adhesion las semillas permanezcan sumergidas
durante algunas horas en la suspension de bacterias antes
de ser lavadas en vez de dejarse secar al aire, como en la
practica de la inoculacion. Por lo tanto, las conclusiones
que resenaré a continuacion, obtenidas en los mencionados
trabajos, deben tomarse con cautela a la hora de extrapo-
larlas a la inoculacién sobre semillas a fin de ponderar las
caracteristicas fisiologicas del inoculo.

La adhesion bacteriana tanto a semillas como a raices, y
también a superficies abioticas, es un proceso que requiere
varias horas y consta de dos etapas: una primera etapa
de adhesion reversible y una segunda etapa de adhesion
irreversible'®727¢, Si bien no estd claro hasta qué punto
estas etapas son sucesivas o coexisten durante cierto inter-
valo, parece ser que la adhesion reversible es rapida (de
2 a 4 h), mientras que la irreversible requiere un contacto

prolongado de los rizobios con la semilla (alrededor de 12
h). Esto indicaria que aun cuando las semillas se inoculen y
se siembren enseguida, el tiempo que transcurre desde la
inoculacion hasta que las semillas germinan permitiria que
ocurra la adhesion irreversible. Sin embargo, el porcentaje
de rizobios que llegan a adherirse de esta manera puede ser
bajo. Se ha estimado que solo del 10 al 15% de las células
de un cultivo de B. diazoefficiens son capaces de adherirse
a las raices de soja, y de ellas, menos de una cuarta parte
llegan a manifestar la adhesion irreversible®.

En otros estudios llevados a cabo por la Red de Control
de Calidad de Inoculantes (REDCAI) para determinar las con-
diciones de recuento de viables sobre semillas inoculadas,
se ha propuesto como parametro el factor de recuperacion
(FR), que mide el porcentaje de células viables recuperadas
de las semillas con respecto a la cantidad inoculada luego
de 10 min desde la inoculacion®. Si bien no es estricta-
mente una medida de la adhesion, el método de inoculacion
y recuento es mas parecido a la practica de la inoculacion
en semillas que las metodologias descritas anteriormente.
El resultado promedio del FR obtenido por seis laborato-
rios de la REDCAl empleando B. japonicum y semillas de
soja fue 12+ 10%%°, lo cual es congruente con el resultado
mencionado con anterioridad.

Estudios con mutantes han indicado que entre las adhe-
sinas responsables de la adhesion reversible se encuentran
los polisacaridos de superficie y los flagelos, mientras que la
adhesion irreversible parece estar mediada por fibrillas de
celulosa'®727, Ademas, se ha reportado la participacion
de cationes como Ca?*, MgZ* y Fe3* y un nimero de estructu-
ras extracelulares y proteinas, entre ellas fimbrias y lectinas
tanto vegetales como bacterianas, aunque en este aspecto
no existe un patron generalizable a todas las especies de
rizobios. El estado de crecimiento del indculo también
desempena un papel: las bacterias en fase estacionaria son
las menos capaces para realizar la adhesion®0:3839.88

De todas maneras, no deberia preferirse una adhesion
demasiado fuerte de los rizobios a las semillas luego de
la inoculacién, y en absoluto deberia favorecerse la adhe-
sion irreversible. La idea de la inoculacion es que la semilla
actlie simplemente como «medio de transporte» para los
rizobios, pero estos deberian liberarse al suelo tan pronto
como la semilla es sembrada para comenzar el proceso de
colonizacion de la rizosfera. De lo contrario, ya que la soja
es una planta de germinacion epigea, los rizobios adhe-
ridos en forma irreversible a la superficie seminal serian
llevados fuera del suelo por los cotiledones, que suelen
emerger con los tegumentos aln adheridos. Lamentable-
mente, pocos estudios se centraron en los factores que
permiten a los rizobios liberarse de las superficies semi-
nales, y tampoco hay estudios comparativos acerca de la
eficiencia para la colonizacion rizosférica por parte de rizo-
bios inoculados en semillas de plantas de germinacion epigea
o hipogea.

Supervivencia de los rizobios sobre las
semillas

Los rizobios poseen una baja tasa de supervivencia sobre las
semillas, la cual depende, entre otros factores, de la edad
del indculo, de la eventual presencia de contaminantes y el
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tipo de aquellos, y del grado de sequedad de la semilla?®. Se
ha descripto que existen dos fases de mortandad: una pri-
mera fase bastante rapida, del orden de 4 h, donde muere
la mayor parte de los rizobios inoculados, y una segunda
fase de decaimiento mas lento, que usualmente se estabiliza
alrededor de las 24 h>°. Asi, en semillas de soja inoculadas
con B. diazoefficiens muere el 75% de los rizobios dentro
de las primeras 2 h luego de la inoculacion, el 90% luego
de 24 hy el 95% luego de 48 h®°, Observaciones similares
se realizaron en Bradyrhizobium sp. aplicado a semillas de
lupino’3. En B. japonicum se ha observado una tasa de super-
vivencia de entre 5y 10% a las 24 h a 30°C; la supervivencia
puede aumentar si se disminuye la temperatura de almace-
naje o se utilizan protectores como sacarosa o carboximetil
celulosa®. Se ha informado que a tiempos mas largos, del
orden de semanas, la supervivencia se reduce entre un 70 y
90 % del valor que tenia a las 24 h?'. Asimismo, se ha obser-
vado que en 24 h se incrementa la cantidad de bacterias en
estado viable pero no cultivable, lo cual es importante, ya
que se ha correlacionado el nimero de nddulos producido
con la cantidad de bacterias cultivables®.

Las causas por las cuales se da esta mortandad parecen
circunscribirse principalmente a la desecacion que sufren
los rizobios luego de la inoculacion y, en menor medida,
a los contaminantes y a la accidon de sustancias tdxicas
tanto provenientes de las semillas, como agregadas durante
la inoculacion?®. Ademas, si las condiciones de almace-
namiento no son adecuadas, la alta temperatura puede
también influir negativamente en la supervivencia, y ello
se debe, en parte, al efecto de la temperatura sobre la
desecacion?’*. La desecacion induce una serie de res-
puestas en B. diazoefficiens, entre ellas la biosintesis de
trehalosa, de polisacaridos extracelulares, de pili y de enzi-
mas relacionadas con los mecanismos de reparacion del
ADN'™. Sin embargo, la tolerancia de esta especie a las con-
diciones de desecacion imperantes en la superficie de la
semilla es baja y se cree que a esto obedece la mayor parte
de la tasa de mortandad*->%:%,

Para aliviar estos efectos se han realizado varias investi-
gaciones con diversas sustancias que podrian actuar como
protectores. Con respecto a la desecacion, se han pro-
bado sustancias capaces de retener agua como la polivinil
pirrolidona, la goma arabiga o los mismos exopolisacari-
dos bacterianos; también se han ensayado osmoprotectores
como la trehalosa, la sacarosa o la maltosa, o sustancias para
el encapsulamiento, como alginato o ciertos coloides?. En
todos los casos se ha observado una mejora de la supervi-
vencia, aunque esta varia con la sustancia y la especie de
rizobio, y no se llega a una proteccion total. La identidad de
las sustancias toxicas producidas por las semillas, asi como
sus mecanismos de accion, son menos conocidos y, por lo
tanto, las pruebas realizadas son mas empiricas. Entre las
sustancias toxicas mejor caracterizadas se encuentran los
polifenoles y se ha reportado un buen efecto protector del
caseinato de sodio o de potasio?’.

El efecto negativo de la temperatura obviamente se evita
cuidando las condiciones de almacenaje. Sin embargo, dicho
efecto resulta dificil de evitar durante la siembra, momento
en que la semilla puede entrar en contacto con un suelo a
alta temperatura superficial o quedar expuesta al sol por
unos momentos. En todos estos casos, los protectores de
la desecacion pueden desempeiiar un papel también frente

a la temperatura, aunque se ha reportado que los rizobios
aguantan mas el calor seco que el himedo®’.

Finalmente, debe tenerse en cuenta que la superviven-
cia de los rizobios inoculados a las semillas puede verse
amenazada cuando ademas del inoculante se agregan otras
sustancias, tales como fungicidas, insecticidas, micronu-
trientes o estimuladores de la germinacién. No siempre estas
sustancias resultan inocuas. Por ejemplo, los fungicidas e
insecticidas pueden tener cierto grado de toxicidad para los
rizobios, o los micronutrientes y estimuladores del creci-
miento pueden contener metales pesados toxicos**. En todos
estos casos, las sustancias en si pueden ser de baja toxicidad
pero las concentraciones que se alcanzan en la superficie de
la semilla en intimo contacto con los rizobios pueden ser lo
suficientemente altas como para que, aun con una baja toxi-
cidad, la dosis resulte letal a mediano plazo. Este aspecto
es particularmente relevante para las semillas preinoculadas
y para el tratamiento profesional de semillas, todo lo cual
requiere de una mayor investigacion para descartar este tipo
de efectos toxicos sobre los rizobios.

En particular, deberia consensuarse un protocolo para
medir la supervivencia de los rizobios sobre las semillas a
lo largo del tiempo desde la inoculacion, y con él probar
cada una de las variables mencionadas. Existen propuestas
a este respecto. Una de ellas consiste en evaluar la cul-
tivabilidad a través de métodos simples como el recuento
en placa a distintos tiempos, para establecer la cinética de
aparicion de colonias o la medida del porcentaje de colo-
nias mayores de 0,95 mm luego de 8 dias de cultivo a 30°C
en medio YM, ya que estas medidas podrian correlacionar
con la capacidad de nodulacién del inoculante®. Otra pro-
puesta se basa en extraer las bacterias de las semillas y
realizar el recuento de viables en un medio YM selectivo
suplementado con vancomicina y pentacloronitrobenceno®’.
Los autores realizaron un ajuste de la funcion bifasica del
decaimiento de la supervivencia de los rizobios sobre las
semillas y propusieron un parametro de supervivencia rela-
tiva estimada al tiempo en el cual se estabiliza el porcentaje
de bacterias sobrevivientes.

Liberacion de los rizobios al suelo

Esta etapa no debe considerarse como disociada de la ino-
culacion, ya que es la etapa previa a la formacion de los
nodulos y es donde se inicia la competencia directa de
los rizobios con los otros microorganismos del suelo, entre
ellos, otras cepas de rizobios capaces de nodular la misma
planta. Sin embargo, se trata de un area de vacancia sobre
la que deberia trabajarse mas para lograr mejoras en la tec-
nologia de la inoculacion. Algunas preguntas basicas alin no
respondidas acerca de la facilidad con que las bacterias se
liberan de la superficie seminal una vez que entran en con-
tacto con el suelo son si dicha liberacion depende del tipo
de adhesinas intervinientes; si podria tener relacion con el
estado fisiologico inducido en la bacteria por las condicio-
nes de crecimiento del inoculo; si los protectores, adhesivos,
plaguicidas y otros componentes que se agregan en la semilla
preinoculada desempeiian un papel, cual es la influencia de
las caracteristicas del suelo (p. €j., su contenido hidrico), si
la liberacion requiere que las bacterias adquieran un estado
planctonico o si puede mejorarse por seleccion artificial.
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Si suponemos que el estado adherido a la superficie
seminal es similar al estado sésil que se encuentra for-
mando biopeliculas, el tipo de adhesinas intervinientes
puede influir sobre la reversibilidad de la adhesion. Asi, la
liberacion de los rizobios desde las semillas deberia reque-
rir su diferenciacion al estado plancténico, en el que pueden
nadar’”®. Los estados sésil y planctonico se distinguen entre
si por la expresion de ciertos componentes de superficie; los
mas notorios son, las adhesinas y los polisacaridos de superfi-
cie, que son mas abundantes en el estado sésil, y los flagelos,
que se expresan en el estado planctdnico y estan ausentes en
el estado sésil. Por lo tanto, las condiciones de crecimiento
del indculo podrian condicionar el estado de los rizobios
sobre las semillas, ya que se sabe que estas influyen, por
ejemplo, sobre el tipo de adhesinas producidas'®’¢, sobre la
cantidad de polisacaridos extracelulares®¢2:¢8.¢ g sobre la
sintesis de flagelos®'>. Por otra parte, el contenido hidricoy
de materia organica del suelo deberia condicionar al menos
en parte la tendencia de los rizobios de la biopelicula for-
mada sobre las semillas a pasar al estado natatorio’®, con
lo cual las condiciones edaficas al momento de la siembra
podrian ser claves.

Si bien el tema de la transicion entre estados sésil y
planctonico recién empieza a estudiarse en Bradyrhizobium,
existe abundante informacion en otras bacterias (como
Escherichia coli, Salmonella, Caulobacter crescentus,
Vibrio, Pseudomonas y Bacillus) que indica que dicha
transicion esta regulada en forma coordinada®®*°. Los deter-
minantes ambientales que inducen estos cambios no se
conocen bien, pero parece ser que tanto el nivel de humedad
del ambiente como la presencia de sustancias de deshecho
en las biopeliculas maduras podrian ser responsables de que
se dispare la transicion del estado de biopelicula al planc-
tonico. Lo que si ha sido bien caracterizado es el segundo
mensajero que a nivel intracelular acta como intermedia-
rio entre la sefal ambiental y el desencadenamiento de la
respuesta de transicion de un estado a otro. Se trata de
un nucleoétido modificado llamado diguanilato ciclico (c-di-
GMP), cuyo nivel intracelular depende de la accion conjunta
de diguanilato ciclasas que catalizan su sintesis y fosfodies-
terasas que catalizan su degradacion®’.

Dentro de la célula existen multiples diguanilato ciclasas
y fosfodiesterasas, y se cree que su accion modifica los nive-
les de c-di-GMP en forma localizada. A su vez, el nivel de
c-di-GMP modifica de forma alostérica la actividad de cier-
tas proteinas vinculadas con la expresidn génica®, y en los
casos en los cuales los genes estan relacionados con la movi-
lidad o la formacién de biopeliculas, se ha concluido que, de
modo general, altos niveles de c-di-GMP disparan la expre-
sion de genes requeridos para la formacion de biopeliculas
y para la eyeccion de los flagelos e inhiben la expresion de
genes requeridos para la sintesis de flagelos, mientras que
bajos niveles de c-di-GMP tienen el efecto contrario®®. En
B. subtilis, ademas, se ha descripto un circuito regulato-
rio consistente en un conmutador epigenético que mantiene
una biestabilidad entre el estado mavil y el sésil'’. Seria de
interés estudiar estas actividades en rizobios, para ver si se
puede lograr acelerar el proceso de liberacion de los rizo-
bios de las semillas una vez que estas entran en contacto
con el suelo.

Mas alla de conocer el detalle molecular del proceso de
liberacion de los rizobios desde una biopelicula, la seleccion

recurrente es un procedimiento que podria utilizarse para
obtener cepas mas propensas a liberarse cuando la semilla
inoculada entra en contacto con el suelo. Este procedi-
miento ya fue utilizado con éxito para obtener cepas con
movilidad aumentada’, y si bien se desconocen los detalles
moleculares que condujeron al aumento de movilidad,
existe la ventaja de que al no haber sido manipuladas gené-
ticamente, estas bacterias seleccionadas pueden liberarse
al medio ambiente sin el riesgo que entrafa un organismo
genéticamente modificado. Un posible método podria ser
sembrar semillas inoculadas en pequenas bandejas con
suelo estéril y al cabo de un corto tiempo preestablecido,
recuperar los rizobios liberados, cultivarlos y reinocularlos
para repetir el ciclo de modo de ir seleccionando aquellas
bacterias que se liberen mas rapidamente de las semillas.
Una vez que los rizobios se liberaron de las semillas,
deben sobrevivir en el suelo hasta que las semillas germinan.
En este periodo deben enfrentar factores tales como la alta
temperatura, comin en la época de siembra de la soja, la
desecacion en la capa superficial del suelo, el ataque de pre-
dadores, la presencia de antibioticos naturales y la radiacion
ultravioleta (si estan cerca de la superficie), para los que son
mas vulnerables en el estado plancténico que en el estado de
biopelicula’. Para conocer los determinantes de la super-
vivencia durante este periodo se requeririan mediciones a
campo o en microcosmos con suelo no estéril empleando
semillas inoculadas con mutantes y con inoculos en distintos
estados fisioldgicos, realizando recuentos de viables entre la
siembra y la germinacion a distintas temperaturas y niveles
de humedad. Si bien estos aspectos no pueden controlarse
a través de la formulacion del inoculante y la tecnologia de
aplicacion, seria importante poseer una buena estimacion
de la magnitud de la mortandad de los rizobios liberados
al suelo en distintas condiciones edafoclimaticas, con el fin
de calibrar mejor el niUmero de rizobios cultivables que es
necesario asegurar por semilla con la inoculacion.

Colonizacion rizosférica temprana y movilidad
en el suelo

Luego de haberse liberado en el suelo, los rizobios inician el
proceso de colonizacion rizosférica. Este proceso depende
de varios factores, tanto ambientales como de la bacteria, y
ha sido objeto de revisiones recientes®1%:3443.43.65_E| proceso
de colonizacion rizosférica suele ser muy largo en relacion
con el proceso de infeccion temprana de las raices, por lo
cual no debe considerarse como una etapa previa de la infec-
cion. Antes bien, ambos procesos son simultaneos y para
los fines del analisis que propongo aqui estimo conveniente
enfocarme en los medios por los cuales los rizobios pueden
iniciar la colonizacion rizosférica llegando desde la semilla
inoculada al sitio de infeccion, para luego tratar de estimar
cual podria ser la proporcion de los rizobios inoculados que
efectivamente logran una infeccién exitosa.

En plantas que se infectan por hilos de infeccion, como
la soja, las infecciones solo pueden ocurrir en una region
acotada de la raiz, conocida como la regién de los pelos radi-
cales emergentes®. Esto es asi porque el evento previo a la
formacion del hilo de infeccion es el caracteristico enrulado
del pelo radical, que atrapa los rizobios en una especie de
bolsillo, desde el cual comienzan a disociar la pared celular
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de la punta del pelo radical produciendo una invaginacion de
aquella; es alli por donde una célula rizobiana inicia la infec-
cion. Una vez que la infeccion se inicio, la progenie de esa
célula va invaginando la pared celular hacia el interior del
pelo radical y asi avanza hasta las capas corticales y sub-
corticales, donde invadira el nddulo en desarrollo?>“¢, Este
proceso requiere que el pelo radical esté en activo creci-
miento polar, dado que es asi como se produce el enrulado
(por crecimiento diferencial a uno y otro lado del tubo que
constituye el pelo) y la invaginacion de la pared celular®*°".
Los pelos radicales en activo crecimiento se encuentran en
la zona de los pelos radicales emergentes, cercana a la punta
de la raiz, y se ha estimado que esa region permanece en
dicho estado durante unas 5-6 h, luego de las cuales los
pelos radicales ya maduraron y dejan de ser infectables®.
Considerando ademas que la raiz avanza a unos 2,5 mm por
hora, se deduce que el desplazamiento de los rizobios en
sentido vertical desde el sitio donde se deposito la semilla
para «perseguir» las zonas de pelos radicales emergentes
conforme estas se hunden en el suelo deberia ser significa-
tivo.

Las bacterias pueden desplazarse en el suelo de dos
maneras: por movimiento pasivo, llevadas por el movimiento
del agua o por la mesofauna, o bien por movimiento autopro-
pulsado por flagelos o pili. En el caso de B. diazoefficiens,
se ha podido evidenciar el movimiento impulsado por fla-
gelos tanto en suelo como en vermiculita inundada®". El
movimiento impulsado por flagelos a su vez puede ocurrir
en el seno de un liquido y, en ese caso, se trata de natacion
o swimming, o sobre superficies hiUmedas, en cuyo caso se
trata de verbenear o swarming'®?’. Este ultimo movimiento
no parece tener importancia en suelos'®, por lo cual me voy
a referir al movimiento de natacion.

La natacion bacteriana es en general muy rapida y se
observa como carreras mas o menos rectilineas, interrum-
pidas por bruscos cambios de direccion o tumbos, tras los
cuales se retoman las carreras en otra direccion® (fig. 2A).
A pesar de aparentar ser un movimiento al azar, se trata de
un movimiento orientado, ya que la duracion de las carre-
ras manteniendo la direccion se incrementa conforme la
bacteria se acerca a un quimioatrayente, como, por ejem-
plo, una fuente de nutrientes, o se acorta si la bacteria se
acerca a un quimiorrepelente, como, por ejemplo, sustan-
cias potencialmente toxicas (fig. 2B). Esto sucede porque
la duracién de las carreras esta gobernada por un sistema
conocido como quimiotaxis, mediante el cual las bacterias
perciben gradientes de concentracion de quimioatrayentes
0 quimiorrepelentes, a los cuales responden modificando el
sentido o la velocidad de rotacion de los flagelos, esto es lo
que lleva a los cambios de direccion®®2%75,

Se han realizado muchos estudios de la movilidad y la
quimiotaxis de varias especies de rizobios, pero desafortu-
nadamente la mayoria de ellos emplearon medios liquidos
homogéneos y hay muy pocos estudios realizados en medios
porosos o suelo? 331374751 | os medios liquidos homogé-
neos y los porosos difieren en aspectos clave. En los medios
liquidos homogéneos, la difusion de sustancias atrayentes o
repelentes es rapida; sin embargo, los medios porosos tie-
nen canales tortuosos que, segin su diametro y el contenido
de humedad del medio, pueden contener agua o aire, con lo
cual la difusion tanto de bacterias como de sustancias atra-
yentes o repelentes ocurre a una tasa mucho menor32:3657:83
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Figura 2 Movilidad y quimiotaxis. A) El movimiento tipico
de una bacteria consta de carreras (flechas) interrumpidas por
bruscos cambios de direccion o tumbos. Durante las carreras, el
flagelo gira en un sentido (circulos con flechas); los tumbos se
producen por cambios del sentido o de la velocidad de rotacion
del flagelo. B) En presencia de un quimioatrayente, disminuye la
frecuencia de tumbos y se alarga la longitud de las carreras, lo
que se conoce como quimiotaxis positiva. C) En un medio poroso
como el suelo, puede ser mas importante la capacidad de cam-
biar de direccion que la quimiotaxis positiva para recorrer una
cierta distancia neta.

Si consideramos que un poro capilar del suelo capaz
de retener agua a capacidad de campo posee un dia-
metro de hasta unos 50 um y que la velocidad con que
B. diazoefficiens se desplaza por natacion es de unos
30 wm/s*3, podemos estimar que esta bacteria es capaz de
recorrer de lado a lado un poro semejante en algo mas
de un segundo. Sin embargo, esta especie cambia de direc-
cion cada aproximadamente 0,60 s (Quelas et al., resultados
no publicados), es decir, que podria recorrer en una direc-
cion rectilinea aproximadamente un tercio del diametro del
poro antes de cambiar de direccion. La quimiotaxis posi-
tiva hacia ciertos solutos, como podrian ser los exudados
de semilla o de raiz, aumenta el tiempo transcurrido entre
cambios de direccion haciendo que el desplazamiento de
la bacteria sea mas rectilineo®. Este tiempo entre cambios
de direccion podria incrementarse hasta 3 0 4 s, lo que le
permitiria a la bacteria recorrer unos 90 a 120 um antes de
cambiar de direccion. Pero ello excede el diametro del poro
aproximadamente al doble. Si consideramos que la tortuo-
sidad del suelo es tal que los canales cambian de direccion
en una distancia aproximada de un diametro de poro, se
observa que la quimiotaxis positiva en un suelo no seria tan
determinante como si lo seria la capacidad de cambiar de
direccion para acompanar la tortuosidad del medio (fig. 2C).
Se requieren mas investigaciones para dilucidar este
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importante aspecto de la distribucion de los rizobios en
el suelo, en particular, estudios de la natacion en medios
tortuosos.

De todas maneras, se han realizado diversas mediciones
de la velocidad con que rizobios como B. diazoefficiens u
otras bacterias como Pseudomonas se desplazan en el suelo
a capacidad de campo. Los resultados indican velocidades
de dispersion de a lo sumo 1-5mm/h (0,3-1,4 um/s), lo cual
sefala una vez mas la dificultad que poseen estas bacterias
para desplazarse en ese medio tortuoso®>'>’%, Dado que
esta velocidad es del mismo orden que la velocidad de elon-
gacion de la raiz®, cuya zona de pelos radicales emergentes
se aleja continuamente de las semillas inoculadas, pareceria
que, aun cuando los rizobios no hayan llegado a formar una
biopelicula madura y se puedan liberar rapidamente de la
superficie de la semilla antes de que esta germine, su velo-
cidad de natacion les alcanzaria apenas para acompanar la
elongacion de la raiz. Esto dejaria un tiempo muy exiguo
para que los rizobios se adhieran a la superficie del pelo
radical y produzcan su enrulado, antes de que el pelo radi-
cal madure. Por lo tanto, la autopropulsion de los rizobios
mediante su sistema de movilidad y quimiotaxis podria ser
de utilidad solo en distancias cortas, como, por ejemplo,
para posicionarse en pelos inmaduros una vez que la zona
de los pelos radicales emergentes ha sido colonizada.

Para la colonizacion de la rizosfera (que incluye a los
pelos radicales emergentes), los rizobios deben desplazarse
mucho mas rapidamente y esto lo pueden hacer nadando por
los macroporos si el suelo esta anegado (p. ej., durante una
lluvia), o mediante desplazamientos pasivos llevados por las
corrientes de percolacion o adheridos a superficies de meso-
fauna, como nematodes, lombrices o insectos?>"*’, Esto es
congruente con resultados que muestran que mutantes no
moviles tanto de rizobios como de Pseudomonas colonizan la
rizosfera con similar eficiencia que los tipos silvestres movi-
les en suelos o medios porosos a capacidad de campo??*.
Sin embargo, este tipo de desplazamiento pasivo no posee
orientacion hacia los sitios infectables de las raices, los cua-
les solo podrian ser alcanzados al azar.

Conclusion

En los apartados anteriores he considerado las etapas prin-
cipales de la inoculacion de las semillas y las situadas entre
ella y el inicio de la nodulacién, y he analizado los aspectos
que podrian determinar cuellos de botella entre una etapa
y otra. Estos aspectos podrian condensarse en una estima-
cion como la que propongo a continuacion (véase también
la figura 1):

Ninf = Nino X (padh - pteg) X psup X Piip X pger X Pcor X ppre

Donde:

Nins: nGmero de rizobios capaces de iniciar infecciones en
los pelos radicales emergentes.

Nino: NUMero de rizobios inoculados en la semilla.

Padh: Proporcion de los rizobios inoculados que se adhie-
ren a las semillas.

Preg: Proporcion de los rizobios adheridos que son llevados
fuera del suelo sobre los tegumentos.

Psup: Proporcion de los rizobios sobrevivientes sobre las
semillas al momento de la siembra.

Pub: proporcion de los rizobios que son liberados al suelo
desde las semillas luego de la siembra.

Peer: Proporcion de los rizobios que sobreviven en el suelo
entre la siembra y la germinacion.

Pcor: Proporcion de los rizobios que por movimientos auto-
propulsados o pasivos son capaces de alcanzar y colonizar la
superficie de la raiz.

Ppre: Proporcion de la raiz con pelos radicales emergentes
(zona infectable).

Solo unos pocos de estos parametros p han sido cuanti-
ficados, y aun para los que si lo han sido, en muchos casos
hay que redisefar los experimentos de modo tal que repro-
duzcan las condiciones naturales o de practica agronémica,
como, por ejemplo, la movilidad autopropulsada en sue-
los y la adhesion a semillas evaluada con protocolos que
contemplen las condiciones de inoculacion. No obstante, la
informacién disponible permite realizar una serie de esti-
maciones como para tener una idea del valor deseable de la
variable Ni,, para alcanzar un dado valor de la variable Ni.

Padh: Se ha sefalado que en experimentos realizados en
suspension liquida, la proporcion de rizobios capaces de
adherirse a raices o semillas es de aproximadamente el 10-
15%, y en las estimaciones del FR realizadas por REDCAI el
promedio fue 12 %. Por lo tanto, para un calculo optimista,
considero pagn =0,15.

Preg: NO existe informacién al respecto, con lo cual, para
hacer un calculo conservador supongo que, del total de
adhesion, un 10% de rizobios presenta adhesion firme y otro
10% adicional permanece con adhesion reversible en los
tegumentos cuando los cotiledones emergen del suelo, tota-
lizando asi un 20 % de los rizobios inicialmente adheridos. Por
lo tanto: pieg =0,03.

Psup- los datos de la literatura indican que en el momento
de la siembra el porcentaje de supervivencia es de entre
el 1y el 10%. Permitaseme suponer que con protectores
adecuados puede alcanzarse el limite superior, con lo cual
Psup = 0,1.

Piib: tampoco existen datos al respecto, de modo que para
hacer un calculo conservador supongo que el 90 % de los rizo-
bios son liberados entre la siembra y la germinacion, con lo
cual estimo pj, =0,9.

Peer: tampoco hay datos al respecto. Para hacer un cal-
culo optimista supongo que la tasa de supervivencia en el
suelo es muy alta y, por lo tanto, pger=1,0.

Dcor: €ste aspecto tampoco ha sido estudiado lo sufi-
ciente. Para estimar este parametro considero que los
rizobios que alcanzan la zona de los pelos radicales emer-
gentes lo suficientemente rapido como para iniciar la
colonizacién de las zonas infectables lo hacen por despla-
zamiento pasivo (agua de percolacion, mesofauna). Si este
es el caso, dicho desplazamiento no seria dirigido y, por lo
tanto, ocurriria homogéneamente en una semiesfera cen-
trada en la semilla. Si consideramos raices de una longitud
de 10cm (véase mas arriba), el volumen de la semiesfera
seria de unos 2 x 10° cm?. Segun los calculos realizados mas
arriba, el volumen total de dichas raices seria de 0,55 cm?,
con lo cual la proporcion de volumen de la semiesfera ocu-
pado por raices seria 2,75 x 107, y esta seria la proporcion
de rizobios que alcanzaria las raices al azar, de donde el
valor de peor=2,75 x 1074,
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Ppre: €Sta proporcion se conoce y es en promedio el 20%
de la raiz, con lo cual ppe =0,2.

Segun estas estimaciones, Nt =Nipo X (5,9 x 1077). Este
resultado se ajusta a la observacién de que bastan 10-
100 rizobios por gramo de suelo para competir eficazmente
con un inoculante aplicado en semillas®?. Ademas, la esti-
macion esta dominada por el parametro p., que es 2 a
3 ordenes de magnitud mas bajo que los otros, lo cual
guarda relacion con el hallazgo de que la posicion de los
rizobios en el sustrato de enraizamiento es determinante de
la competitividad para nodular’', y que rizobios no movi-
les compiten eficazmente con la cepa salvaje movil en un
sustrato a capacidad de campo?. Por lo tanto, si, como indi-
qué mas arriba, se desea equiparar el nUmero de bacterias
capaces de iniciar la infeccion con el nUmero de rizobios
competidores del suelo, deberia obtenerse un N;; de entre
1,4 x 10* a 1,4 x 10° rizobios por zona infectable de raiz,
y el inoculo inicial deberia ser, por lo tanto, entre 2,4 x
10" a 2,4 x 10" rizobios por semilla. Evidentemente, este
rango esta lejos de lo alcanzable actualmente por la inocu-
lacion en semillas y aun por el tratamiento profesional de
semillas, pero podria reducirse a 4,9 x 10* a 4,9 x 10° rizo-
bios inoculados por semilla si los rizobios se duplicaran al
menos una vez en el suelo luego de liberarse de las semi-
llas. Este rango de valores es facilmente alcanzable si se
considera una inoculacion de 3-4ml por kilogramo de semi-
lla con un inoculante que contenga del ordende 1 x 10° a1 x
100 rizobios vivos por mililitro. En la mayoria de los casos,
con inoculantes de buena calidad en cuanto a titulo, se con-
sidera que sobre la semilla se establecen aproximadamente
8,0 x 10* rizobios por semilla, de acuerdo también con la
reglamentacion y los marbetes de los inoculantes comer-
ciales. Este valor es facilmente alcanzable con el rango
antedicho si se considera pagn =0,15. Por supuesto, los cal-
culos que he realizado son muy estimativos y ademas hay
suelos donde las poblaciones competidoras estan cerca del
limite inferior de densidad poblacional. Ademas, la estima-
cion de peor considera que los rizobios se mueven de forma
pasiva isotropicamente desde la semilla, pero podria ser que
aun cuando el movimiento fuera pasivo, exista alguna direc-
cion preferencial (p. ej., que el movimiento impulsado por
el agua de percolacion tenga una direccion predominante
en sentido vertical descendente). De todos modos, consi-
dero que un Niy, de 4,9 x 10° rizobios inoculados por semilla
podria asegurar una buena competitividad para nodular bajo
diversas circunstancias, incluyendo el régimen de lluvias y la
densidad de la poblacion aléctona competidora. Este valor
de Njy, si puede ser alcanzado con un inoculante liquido que
contenga del orden de 10° rizobios vivos por mililitro, pero
deberian asegurarse las condiciones fisiologicas en el inocu-
lante como para que la duplicacion en el suelo ocurra en un
tiempo razonable. Podria argiiirse que esto efectivamente
sucede debido al conocido efecto rizosférico, responsable
de que las poblaciones bacterianas aumenten de manera
significativa en la rizosfera debido a la exudacion de nutrien-
tes desde la raiz®. Sin embargo, nuevamente debe tenerse
en cuenta el tiempo requerido para que este efecto tenga
lugar: la raiz debe haber crecido y exudado nutrientes antes
de que se manifieste el efecto rizosférico, y considerando
que nos estamos refiriendo a rizobios que provienen de la
semilla y deben realizar una infeccion temprana, este feno-
meno no podria ocurrir antes de que la zona de los pelos

emergentes haya madurado. Por otro lado, si los rizobios
deben moverse mediante sus flagelos, necesariamente van
a encontrarse en estado planctonico, el cual es mucho mas
susceptible de ser afectado por predadores y sustancias anti-
bacterianas que el estado de biopelicula. Eso reduciria el
tamario de la poblacion movil. Asi, no hay certeza de que la
poblacién de rizobios inoculados podra duplicarse antes de
iniciar la infeccion de las raices.

Por lo tanto, quedan sehaladas las areas donde a mi cri-
terio se requiere mayor investigacion y desarrollo con el fin
de lograr el N;,r adecuado. Estas serian, principalmente, la
adhesidn reversible y la supervivencia de los rizobios sobre
las semillas, la liberacion de los rizobios luego de la siembra
y la dispersion, supervivencia y multiplicacion de los rizobios
en el suelo.
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