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Resumen:

El Azospirillum es un género de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, encontrado
en suelos de diferentes regiones del globo terrestre. Estas bacterias cuando se asocian a
raices de plantas, ayudan en la produccién y productividad del cultivo, actuando en el
aumento de parte aérea y sistema radicular. Estos beneficios se derivan de la excrecion
de los fitonutrientes de crecimiento, especialmente las auxinas. En las gramineas
forrajeras, la inoculacion de estas cepas puede proporcionar mayores ganancias de masa
de forraje con menores dosis de N-fertilizante, garantizando la sostenibilidad del sistema
de produccion del pasto. El uso de Azospirillum spp., en gramineas debe llenar un vacio
entre la productividad y la sostenibilidad. La promocion del crecimiento proporcionado
por Azospirillum se ha descrito en varias gramineas como la cafia de azucar, el maiz y
plantas forrajeras, pero se deben realizar mas estudios en diferentes condiciones para
diseminar y consolidar su adopcion entre los productores. La adopcion de la inoculacién
de esta bacteria puede aumentar la competitividad de los productos agricolas y ser un
diferencial frente a la produccion adoptada en la agricultura convencional. En la ganaderia
la inoculacion en pastizales puede aumentar la produccion de masa de forraje, y mitigar
los riesgos de degradacién y mejorar los indices productivos de ese sector.
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Introduccion

La agricultura necesita aliar productividad y sostenibilidad, propoésitos totalmente
divergentes que estan siendo exigidos en consecuencia del aumento poblacional y
cambios climéticos, ademés del comportamiento de los consumidores. En este sentido, es
fundamental que se conozca y utilice tecnologias racionales, una vez que el aumento en
la produccion de granos, carne, leche, entre otros productos, se alcanzan s6lo con grandes
cantidades de fertilizantes quimicos y aberturas de nuevas areas.

Entre los nutrientes capaces de promover el aumento de la productividad, el nitrégeno
(N) es esencial, especialmente en regiones de clima tropical. Se estima que la fertilizacion
nitrogenada genera un costo en el orden del 40 %® de la produccion, ademas de su gran
potencial contaminante, con graves consecuencias para el medio ambiente.

De este modo, el uso de alternativas sostenibles para la nutricion vegetal, a ejemplo de la
exploracion del potencial de la fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico (FBN), se
vuelve fundamental para aumentar la productividad de las gramineas. La FBN es
realizada por las bacterias diazotréficas, comunmente conocidas como bacterias
promotoras de crecimiento de plantas (BPCPs). La FBN ocurre por la conversion del
nitrdgeno atmosférico (N2) en otras sustancias nitrogenadas, con incorporacion por la
planta através de la sintesis de proteina y acidos nucleicos®

Sin embargo, los beneficios promovidos por las BPCPs van mas alla de la FBN®). Estas
bacterias también estimulan la producciéon de hormona de crecimiento como auxinas,
citocininas y giberilinas, y mejoran la absorcion de otros nutrientes, como el fosforo. La
inoculacion puede ser considerada una tecnologia prometedora para elevar la
competitividad del sector agropecuario, incluso por reducir los impactos ambientales
derivados del uso sin control de los fertilizantes.

Entre las bacterias promotoras de crecimiento, el género Azospirillum es el més estudiado
y gano relevancia mundial en la década de los 70®. Algunos resultados demostraron un
aumento en la absorcion de agua y nutrientes, mayor tolerancia a la sequia y
productividad. Estos resultados se derivan del incremento en la produccion de sustancias
promotoras de crecimiento que alteran la morfologia del sistema radicular, con aumento
del nimero y diametro de raices secundarias, laterales y adventicias®.

En estudios en cultivos de maiz con Azospirillum observaron que la inoculacion
incrementaba en 17 % en la longitud media de las espigas y productividad con respecto
al testigo®. La inoculacion puede reducir el uso de N-fertilizante® y, esa economia puede
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alcanzar alrededor de 30 a 50 kg ha™* de N solamente en el maiz al inicio y al final de la
época de las aguas(”. Segun Hungria et al®, con la sustitucion de sélo el 50 % de N-
fertilizante el Brasil puede ahorrar hacia 52 y 35 kg ha™ de N utilizado en el maiz y el
trigo respectivamente. Esta disminucion resultaria en una economia de aproximadamente
1,200 millones de ddlares al afio.

Otra graminea bastante difundida y que requiere altas dosis de nitrogeno es la cafia de
azucar. Boddey et al® encontraron resultados positivos de la interaccion de esa cultura
con la BPCPs. Schultz et al“® al inocular Azospirillum brasilense, observaron
incrementos del 10 % en la productividad de la cafia de azucar en relacion al tratamiento
sin N-fertilizante. Basandose en esto, los autores concluyeron que la inoculacién
promueve rendimientos similares a la adicion de 120 kg ha™* N.

Los beneficios que se han observado para el maiz, una graminea forrajera, también puede
esperarse a las gramineas forrajeras tropicales y, éstas pueden beneficiarse con la
inoculacion del Azospirillum, y revertir o minimizar los riesgos de degradacion mientras
mejorar la produccion de masa de forraje. Boddey et al® constataron que algunas
bacterias de la rizosfera de las gramineas forrajeras son capaces de fijar el N2, lo que
garantiza nuevas perspectivas sobre el uso de forrajes en los tropicos con utilizacion de
menores cantidades de N-fertilizante. La inoculacion con estirpes de A. brasilense
beneficio la Brachiaria spp., con aumentos promedio del 13 % en la produccion de masa
de forraje®-

Género Azospirillum

Este género de bacterias fue descubierto por la Dra. Johana Dobereiner y gand
importancia en la década de los 70 por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico. En
razon de la aptitud de fijar nitrégeno en vida libre, esa bacteria fue denominada
Azospirillum®D, Este género presenta gran distribucion geografica, siendo encontrada en
regiones de clima templado y tropical®.

Las bacterias del género Azospirillum se clasifican como Gram-negativas de vida libre,
con formato de baston y movimiento activo, y possen de 0.8 a 2 um de didmetro entre y
de 2 a 4 pm de longitud y granulos intracelulares de poli-hidroxiburitrato®?. Seguin
algunos autores, estas bacterias son estrictamente aerobias, cuando se les suminstran
fuentes nitrogenadas o microaerofilicas cuando estan en un ambiente libre de N2, es decir,
cuando necesitan realizar FBN. Sin embargo, estos autores observaron que para promover
un ambiente microaerofilico las bacterias en medio semisdlido producen una pelicula
delgada en forma de velo, con concentracion de oxigeno esencial para la fijacion del
nitrégeno y para iniciar su crecimiento.

El Azospirillum posee un metabolismo de carbono y nitrogeno flexible que aumenta su
capacidad de competir por la colonizacion de la rizosfera®®, ademas de que se los
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denominan diazétrofos endofitos facultativos por colonizar tanto el interior como la
superficie de las raices®. La colonizacion ocurre principalmente en la zona de elongacion
y la zona de los pelos radicales®™"). Cuando estan presentes en la rizosfera, estas colonizan
tanto la capa de mucigel alrededor de las raices (colonizacion externa) como los espacios
intercelulares de las raices (colonizacion interna).

Esa bacteria se desarrolla bien en temperatura 6ptima entre 28 y 41°C y es altamente
competitiva mientras que coloniza la rizosfera, haciendo el uso de diferentes fuentes de
nitrbgeno como amoniaco, nitrito, nitrato, nitrégeno molecular y aminoacidos, y fuentes
de carbono como é&cidos orgénicos (malato, piruvato, succinato y fructosa), para el
mantenimiento de su metabolismo™.

A la fecha se tienen identificadas en el Mundo 15 especies de Azospirillum: A. lipoferum,
A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens, A. irakense, A. largimobile, A.
doebereinereae, A. oryzae, A. melinis, A. canadiense, A. zeae, A. rugosum, A. palatum,
A. picis y A. thiophilum. Sin embargo, las especies mas investigadas son A. lipoferum y
A. brasilense, las cuales son de ocurrencia mas comun en gramineas y forrajeras de
regiones tropicales®™. Trentini*? relaté que no todas las especies pueden ser encontradas
colonizando plantas en diferentes localidades, el A. amazonense, por ejemplo, sélo fue
aislado en Brasil.

El A. brasilense se distribuye ampliamente en los suelos tropicales y subtropicales lo que
contribuyé para la su difusion y utilizacion en diversos estudios“®. Los ensayos
comprobaron el uso de esta bacteria promueve el crecimiento vegetal y, en consecuecia
el aumento de la productividad®®. A. brasilense exhibe resultados satisfactorios cuando
asociado a las plantas de la familia Poaceae como maiz, avena, trigo y arroz(®®,

Inoculante para plantas

El inoculante es un producto que contiene microorganismos Vvivos que promueven el
crecimiento vegetal a través de diferentes mecanismos, conocido mundialmente como
biofertilizante. Su produccion a nivel comercial en América Latina comenzé en 189819,
y en la actualidad el mercado brasilefio se destaca en el mundo™?”. El uso de inoculantes
mejora la competitividad del sector agropecuario, dado que esta es una tecnologia
prometedora y sostenible capaz de sustituir en parte la fertilizacion nitrogenada®.

El Ministério da Agricultura, Pecuéria de Abastecimento (MAPA)®®), exige que los
inoculantes comerciales presenten al menos 10° células por gramo o mililitro del producto
al final de su periodo de validez y deberan elaborarse con soporte estéril y estar libres de
microorganismos no especificados hasta el factor de dilucion de 1x10°. Algunas
caracteristicas son determinantes para que los inoculantes sean efectivos en la promocién
del crecimiento vegetal, como la cepa utilizada y su competitividad, el nimero de células
necesarias o viables para la rapida colonizacion de la rizosfera y del tejido vegetal®?. Se
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menciona®V que en la produccion es necesario utilizar vehiculos no toxicos, solubles en
agua y asociados a estirpes competitivos.

El éxito de la inoculacién depende de la seleccion de estirpes eficientes y resistentes al
estrés, ya que las bacterias diazotrdficas se encuentran en diversos tipos de suelo y su
persistencia esta condicionada a la salinidad, el pH y la humedad del suelo®?. Se ha
observado que las bacterias del género Azospirillum promovian el crecimiento vegetal a
través de algunos mecanismos, como por ejemplo la mayor tolerancia a los agentes
ambientales estresores, produccion de fitohormonios y FBN®3),

En el afio 1996 la Universidade Federal do Parand, especificamente el Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular establecié una asociacion con la Embrapa Soja para la
realizacién de proyectos de investigaciones y ensayos de laboratorio para probar la
eficiencia agronomica del Azospirillum en nivel de campo. El desarrollo de los ensayos
siguieron todas las normativas recomendado por la legislacion establecidas por el MAPA
para inoculantes, que resultd en la seleccion de estirpes de Azospirillum que presentaron
mayor supervivencia en el suelo y mayor promocion de crecimiento de plantas®®).

De acuerdo a Hungria®® se desarrollaron 18 ensayos de campo que se dividieron en dos
conjuntos con nueve ensayos cada uno. El primer conjunto consistié en la evaluacion de
inoculantes turfosos conteniendo solamente una cepa de A. brasilense o A. lipoferum en
cinco ensayos con tres cosechas de maiz y cuatro ensayos con dos cosechas de trigo. El
segundo conjunto comprendio cuatro ensayos con maiz y cuatro con trigo, utilizando una
mezcla de dos cepas de A. brasilense (Ab-V5 y Ab-V6) en inoculantes turfosos o liquidos.

Estos ensayos resultaron en la liberacidn por el MAPA de las cepas de A. brasilense Ab-
V4, Ab-V5, Ab-V6 y Ab-V7 para la produccion comercial de inoculantes. Aunque solo
estan produciendo inoculantes con las cepas Ab-V5 y Ab-V6, ya que presentaron
resultados satisfactorios en los cultivos de maiz y trigo®),

Conforme a los resultados obtenidos en los ensayos citados anteriormente, se optd por la
comercializacion de los inoculantes liquidos en relacion a los turfosos, debido a su
facilidad de aplicacion. En 2010, se desarroll6 un inoculante liquido que contenia
Azospirillum y moléculas protectoras para las condiciones tropicales, desarrollado por la
asociacion entre Embrapa y la inciativa privada.

Las cepas de Azospirillum se comercializan en varios paises del mundo, como Argentina,
México, Italia, Francia, Australia, Pakistan, Alemania, Estados Unidos, Africa, Bélgica,
India y Uruguay®®. Esta exitosa comercializacion de Azospirillum es el resultado de los
beneficios proporcionados a los cultivos agricolas. Okon y Labandera-Gonzalez®®
sefialaron que el uso de inoculantes que contenian Azospirillum mostro una tasa de éxito
entre 60 y 70 % con ganancias de productividad de 5 a 30 % en varios cereales.
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Modo de accion de las bacterias Azospirillum

El Azospirillum spp., actla por diferentes mecanismos en el suministro de nitrégeno a las
plantas (Cuadro 1).

Cuadro 1: Modo de accion de las bacterias Azospirillum
Modo de accion Autor
Produccion de reguladores vegetales Lambrecht et al®”
(auxinas, citocininas y giberelinas)

Reduccion asimilatoria de nitrato Fages®)

Fijacion bioldgica del N2 Fernandes Junior4
Resistencia al estrés hidrico Cohen et al®

Aumento del sistema radical Okon y Labandera-Gonzalez®®
Mayor absorcién de agua y nutrientes Okon y Labandera-Gonzalez®®
Control biolégico Unno et al@®)

La produccién de reguladores vegetales es uno de los principales mecanismos, ya que
altera el crecimiento de las plantas, modifica la morfologia de las raices y maximiza el
uso del suelo, que a su vez intensifica la reduccion del nitrato asimilable disponible en el
sueloy, la FBN®),

Otro modo de accidn del Azospirillum ocurre a través de la reduccion del nitrato (NO3’)
en las raices, promoviendo el crecimiento vegetal debido al menor gasto de energia en la
reducion de nitrato a amoniaco, y esta energia es asignada en otros procesos vitales.
Fages® verifico que estas bacterias pueden influir en la actividad de la glutamina
sintetasa en las raices de las plantas de maiz. Segun algunos investigadores®® la
glutamina sintetasa es extremadamente importante en el proceso de incorporacién del
nitrdgeno, y es esencial para que las plantas expresen todo su potencial productivo. El
Azospirillum puede actuar indirectamente en las plantas, protegiendo y reduciendo la
aparicion de hongos o patdgenos del suelo, a través de varios mecanismos, tales como la
produccién de sideréforos, quitinasas, glucanasas y antibiosis.

El aumento del sistema radical es también uno de los mecanismos que puede resultar en
una mayor absorcion de minerales y agua. Este aumento es causado por la produccion de
sustancias promotoras del crecimiento radical®. La principal hormona producida es la
auxina, especificamente el acido 3-inodolacético (AIA)™),

Las estirpes de Azospirillum también producen otros compuestos indolicos, citocininas y
giberilinas®. Segin Lambrecht et al®”, hay al menos tres vias de biosintesis para la
produccién de AIA en Azospirillum, dos de las cuales dependen del triptéfano [indole-3-
acetamida (IAM) y indol-3-piruvato (IpyA)]. El acido 3-indolacético es la principal
fuente de Azospirillum®; sin embargo, hay algunos informes de que el &cido 3-
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inodolbutirico también se secreta®. Se reporta que el acido 3-inodolbutirico es una
importante fuente de reserva en el género Azospirillum®®,

Madhaiyan et al®® verificaron que A. brasilense produjo &cido 3-indolacétido, y cuando
se inocularon con semillas de tomate y pimiento rojo, la longitud media de la raiz fue de
9.68 y 6.76 cm, mientras que los tratamientos controles presentaron 7.21 y 6.20 cm,
respectivamente. Los autores aun observaron gque el Azospirillum promovié un aumento
en la parte aérea de estas plantas, confirmando su capacidad en promover el crecimiento
de las plantas.

El AlA puede ser un indicador que mantiene la relacion simbidtica y la interaccion planta-
Azospirillum®, Esta sefializacion es moldeada por procesos coevolutivos entre las
bacterias y su planta huésped®?,

La sintesis de fitohormonas por A. brasilense puede ser diferente en cada estirpe. En un
estudio® se observo que la estirpe 42 M produjo niveles mas altos de AIA en relacion a
sp7, Cd, Az39, 40 y 42. El AlA tiene la capacidad de alterar la fotosintesis, la biosintesis
de algunos metabolitos y otras fitohormonas como las citocininas y giberelinas®?. Las
citocinas en las plantas regulan la division celular y la formacion de nuevos tejidos en la
parte aérea y raices®®. Las giberelinas regulan el crecimiento de las plantas, promueven
la division y el alargamiento de raices primarias®?.

Las estirpes de Azospirillum pueden secretar acido abscisico y estan relacionadas con el
mecanismo y la defensa del estrés hidrico en las plantas®. El 4cido abscisico es una
fitohormona que induce la respuesta al estrés hidrico, ambiental y salino®. Cohen et
al® inocularon A. lipoferum en plantas de maiz y verificaron altos niveles de &cido
abscisico, lo que aumentd la tolerancia de las plantas a la sequia. Segun estos autores, esta
tolerancia al estrés ambiental proporcionado por el Azospirillum puede estar relacionada
con el &cido abscisico y también con las prolinas y las poliaminas. Las poliaminas
(cadaverina, espermina y espermidina) son polimeros organicos que estan asociados con
el crecimiento radical y la supresion del estrés en las plantas®®).

Al inocular las plantulas de arroz con A. brasilense®®, constataron que la produccion de
cadaverina aumentd el crecimiento de raices y redujo el estrés osmético. En las plantas
de maiz inoculado con A. brasilense, Rodriguez-Salazar et al®” observaron una mayor
resistencia a la sequia y una mayor produccion de biomasa.

Las bacterias promotoras de crecimiento tienen la capacidad de actuar como agentes de
control bioldgico®®. El control bioldgico puede deberse al parasitismo, la produccion de
antibidticos, toxinas y enzimas, la interferencia en el proceso de reconocimiento planta-
huésped y la induccion de resistencia®.
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Las bacterias facultativas, como las del género Pseudomonas, Burkholderia, Azospirillum
y Bacillus, producen y secretan algunas sustancias secundarias que actlan como
antibidticos, fungicidas, antivirales y agentes inmunosupresores®Y. Estos autores ain
concluyeron que los mayores beneficios del uso de bacterias endofiticas en el control
bioldgico de patdgenos son la colonizacion natural de la rizésfera y la invasion de los
tejidos internos de las plantas, esenciales para el éxito en el tratamiento de enfermedades
que afectan las partes subterraneas de las plantas.

Aunque el género Azospirillum no se considera un biocontrolador, existen estudios que
demuestran el control de algunas enfermedades, como las causadas por Agrobacterium
tumefaciens®). Este género de bacteria promotora de crecimiento produce algunos
compuestos quimicos que, al entrar en contacto con la planta, modifican el metabolismo
y la actividad de defensa de ésta.

La defensa biol6gica se puede observar en dos vias metabdlicas, que incluyen el acido
jasmonico y el 4cido salicilico”. La resistencia sistémica inducida por las bacterias se
activa mediante la via de sefializacion del acido jasmonico y del etileno®®.

El A. brasilense también fue efectivo en el control bioldgico de Agrobacterium
tumefaciens y de hongos fitopatdgenicos. Sin embargo, el modo de inhibicion ain no esta
bien definido®®. Estos autores identificaron una sustancia del grupo de las auxinas
Ilamada fenilacético, como un compuesto antimicrobiano producido por Azospirillum.
Tal sustancia se ha utilizado en el mecanismo de defensa y en la competencia bacteriana
en el huésped.

Coinoculacion con rizobio

La técnica de inoculacion mixta con bacterias que hacen o no simbiosis es una alternativa
en el cultivo de leguminosas®. Segtn Ferlini® la técnica esta basada en el uso de
diferentes microorganismos que producen un efecto sinérgico, y son capaces de superar
los resultados productivos obtenidos cuando se usan por separado.

Asi, la co-inoculacién se basa en la mezcla de inoculantes, y los ensayos realizados en un
medio de cultivo indicaron que algunas mezclas proporcionan la interaccién sinérgica
entre las bacterias, a través del suministro de nutrientes, remocién de productos de
inhibidores o por el estimulo a través de mecanismos fisicos o bioquimicos®®. EI A.
brasilense produce un efecto benéfico cuando se asocia con rizobio en las leguminosas,
debido a la produccion de fitohormona que resulta en mayor desarrollo del sistema
radicular y pemite una mayor explotacion del volumen de suelo®®),

Para Bashan y Holguin®® la coinoculacion entre Azospirillum y otros microorganismos
puede considerarse una de las principales barreras, y puede que sea el tema principal que
se abordara en ensayos futuros. Las inoculaciones mixtas presentan mayores tasas de
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éxito, ya que en estas plantas la nutricion es equilibrada y la absorcion de nitrogeno,
fésforo y de los demés minerales es efectivamente mejorada y, en consecuencia, aumento
de la productividad®. Por lo tanto, la inoculacion mixta estimula y beneficia la funcion
de los noédulos, como el numero total y el peso del nédulo. La inoculacion combinada de
Bradyrhizobium japonicum y A. brasilense en soja proporciond mejores rendimientos
incluso en condiciones de déficit hidrico y nutrientes®®. Resultados similares fueron
observados por Benintende et al® al estudiar la coinoculacion de A. brasilense y B.
japonicum con vy sin déficit hidrico. Los autores también notaron que en condicion de
déficit hidrico la coinoculacién proporcioné un aumento en el peso de los nédulos y en
ambas condiciones hidricas, la coinoculacion asegurd mejores rendimientos y una mayor
acumulacion de materia seca.

Los estudios sobre el crecimiento y nodulaciéon de raices de soja coinoculada con
Azospirillum y Bradyrhizobium mostraron que el Azospirillum estimula el crecimiento
radicular y también puede mejorar el inicio y el desarrollo de los nédulos. Este efecto
positivo de la coinoculacion de A. brasilense y B. japonicum se debe a la excrecion de
productos metabdlicos del A. brasilense, especialmente de los compuestos reguladores de
crecimiento de raiz, el 4cido inodolacético®®). Estos autores también relataron un mayor
namero de nodulos y un mayor porcentaje de plantas noduladas en plantas de soja
coinoculadas.

Efecto del Azospirillum en las gramineas forrajeras

La degradacion de los pastizales es considerada uno de los mayores problemas de la
ganaderia. Macedo®? estimé que alrededor del 80 % de las &reas cubiertas por pastizales
en todo el territorio brasilefio presentan alguna etapa de degradacion.

De los factores que conducen a la degradacion de los pastizales, el bajo suministro de
nutrientes para las plantas es considerado uno de los méas importantes, resultando en baja
calidad y productividad del pasto?). Entre los nutrientes, el N se considera el principal
factor limitante para el crecimiento y el desarrollo de los pastos tropicales“®, lo que
implica su suministro a través de fertilizacion mineral. Sin embargo, es una practica
costosa y perjudicial al medio ambiente, ya que alrededor del 50 % de N se pierde por
volatilizacion o lixiviacion®¥,

En este sentido, la explotacion del potencial de la fijacion biologica del nitrogeno
atmosférico (FBN) en gramineas tropicales, se vuelve fundamental para restablecer la
productividad y la calidad del forraje. La FBN es realizada por bacterias diazotroficas,
comunmente conocida como bacterias promotoras de crecimiento de plantas (BPCPs). La
FBN ocurre por la conversion del N2 en otras sustancias nitrogenadas, siendo asimilado
por la planta a través de la sintesis de proteina y acidos nucleicos®.
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En el ecosistema de pastizales, la FBN es fundamental en el ciclo del nitrogeno y las
bacterias diazotréficas pueden desempefiar un papel importante en el suministro de N a
las plantas. Por eso, el uso de esta tecnologia parece ser prometedor, contribuyendo a la
promocion del crecimiento y nutricion de las plantas forrajeras, convertiendo la
inoculaciéon en una alternativa viable en sustitucion total o parcial del N-fertilizante,
contribuyendo asi a la conservacion de los recursos naturales®?.

A pesar de los beneficios promovidos por las BPCPs en los cultivos agricolas (maiz, trigo,
arroz), sus efectos sobre las plantas forrajeras aun son restringidos y carecen de estudios.
Con eso, la evaluacion de los efectos de las BPCPs en el establecimiento y mantenimiento
de los pastos se vuelve fundamental en la busqueda de una explotacién econémica y
sostenible.

Siguiendo el contexto de la sostenibilidad, Bergamaschi®® sefial6 el potencial de la FBN
para el reemplazo total o parcial de la fertilizacion nitrogenada, ya que la inoculacion
puede ayudar a reducir el uso de N-fertilizante proveniente de combustibles fésiles no
renovables. Hungria® también llama la atencion sobre los beneficios de la reduccion de
la contaminacién ambiental derivada de la produccion y el uso de N-fertilizantes y, en
consecuencia, la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero.

Okon y Vanderleyden® compilaron datos de 22 afios de experimentos con inoculacion a
campo y concluyeron que el Azospirillum spp., promovi6 ganancias en varias especies de
gramineas en diferentes condiciones ambientales. Los autores también sefialaron que las
ganancias estan mas alla de la FBN, también modificando la produccién de raices y, en
consecuecia, la superficie de absorcion y volumen de suelo explotado. Ttambién
observaron un aumento en la materia seca y un mayor crecimiento foliar en las plantas
Setaria italica cultivadas en vasos y inoculadas con A. brasilense®®.

Al estudiar los efectos de la inoculacion de bacterias diazotréficas en gramineas forrajeras
nativas del Pantanal, investigadores constataron que los efectos de la inoculacion se
volvieron notables a los 60 y 90 dias de cultivo®”. Los autores también verificaron que
la asociacion de A. brasilense y A. lipoferum proporcioné una mayor produccion de
materia seca de la parte aérea, raices y acumulacion de N. La inoculacién de A. brasilense
en pasto natural también verific6 una mayor produccién de materia seca del pasto en
relacion al control®,

Reis et al*¥ observaron que la inoculacion favorecid la produccion simultanea de materia
seca de la parte aérea y raices y altos niveles de fosforo (P) y N, debido a la mayor
eficiencia de uso de estos nutrientes; esta mayor tasa de acumulacion de materia seca esta
posiblemente relacionada con el aumento de la actividad de las enzimas fotosintéticas y
la asimilacion de N®. También se ha verificado un aumento en la produccion de materia
seca del pasto Marandu en el tratamiento con la inoculacion, sefialandola como una
alternativa sostenible para aumentar la produccion de forraje.
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Fiori et al®® también constataron la efectividad de la inoculacion con Azospirillum para
aumentar la productividad de las gramineas. Algunos autores justificaron esta mayor
productividad debido a la excrecion de hormonas vegetales mejoradoras de la absorcion
de macro y micronutrientes®®.

Guimardes et al®V encontraron aumentos del 9 % en el ndmero de hojas y el 12 % en
el nimero de macollos por planta en el pasto Marandd inoculado con A. brasilense;
aunque no observaron diferencias en la altura de plantas inoculadas en comparacion con
las fertilizadas con N.

El A. brasilense en pastizales proporcion6 un aumento de aproximadamente 40 kg ha!
afio! de N via FBN en las especies de Pennisetum y Panicum®. Franche et al®?
observaron que la FBN puede introducir de 7 a 10 kg ha™ mes™ de N durante el verano,
variando segun el genotipo, siendo que el 39 % del N necesario para el desarrollo y
productividad de la planta puede ser obtenido por esa via. También fue verificado que la
tasa de acumulacion de MS en las parcelas inoculadas fue de 15 kg ha™ dia?, siendo
superior a la ausencia de inoculacion vy fertilizacion, que obtuvo valores de 4 kg ha*
dia™.

En la Brachiaria brizantha Staf cv. Marandu®®, verificaron que el tratamiento con
inoculacion de A. brasilense presenté un mejor rendimiento en comparacién con las
plantas no inoculadas y fertilizadas con N, lo que resulté en mayor macollamiento y
mayor periodo de pastoreo. Guimarées et al.5Y) observaron un aumento alrededor del
8 % en los numeros de hojas y del 7 % en el numero de macollo en los tratamientos
inoculados. En el sistema radicular de B. Brizantha, verificaron una mayor produccion de
masa seca de raices en plantas inoculadas con Azospirillum®,

El uso de Azospirillum asociado la produccion de forraje tiene resultados favorables,
contribuyendo positivamente sobre la masa seca, el contenido de N y la altura de la planta,
convertiendo la inoculacion en una alternativa viable en sustitucion parcial del N-
fertilizante. Por eso, el uso de bacterias promotoras de crecimiento esta en linea con la
necesidad de combinar la produccion animal con la conservacion del medio ambiente.
Esto indica que el interés en la biotecnologia del suelo tiende a aumentar porque es en
gran parte responsable de la conservacion y fertilidad del suelo y nutricion de la planta.

Sin embargo, se necesitan mas estudios sobre los mecanismos y efectos de la inoculacion
sobre la MS, el contenido de N y la altura de la planta, especialmentecon respecto al area
foliar y proteina cruda, de modo que se puedan hacer recomendaciones con respecto a su
uso asociado al N-fertilizante®™. Todavia hay una escasez de datos concluyentes que
indiguen si los efectos de la inoculacién se deben a la FBN o si son efectos hormonales.
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Efecto del Azospirillum en el maiz

El rendimiento del maiz es el resultado de la combinacion del potencial genético, las
condiciones ambientales y la fertilidad del suelo. Sin embargo, los rendimientos maximos
se alcanzan con la aplicacion de grandes cantidades de fertilizantes, particularmente los
nitrogenados.

La combinacion de maiz y Azospirillum spp., puede resultar en una mayor productividad
y reduccion en el costo de produccion. Segun Fancelli®”, la inoculacion de Azospirillum
en el cultivo de maiz puede generar una reduccion en el uso del N-fertilizantes, del orden
de 30 a 50 kg ha.

La inoculacion de A. brasilense en el maiz resulté en el aumento de la tasa de acumulacién
de masa seca y fotosintética®. Okon y Vanderleyden® observaron que la inoculacion con
Azospirillum es mas ventajosa cuando se asocia con genotipos no mejorados y cultivados
con baja disponibilidad de N. Los autores también encontraron una mayor produccién de
masa seca, rendimiento de grano y acumulacién de N en las plantas.

Al evaluar los beneficios de la inoculacion con A. brasilense, se observo un aumento del
9 % en la produccion de granos de maiz®®. Braccini et al® obtuvieron mejores
resultados con el uso de Azospirillum inoculado en semillas de maiz, con aumento
promedio del 70 % de masa seca de raices y del 43.5 % en la masa seca de parte aérea.
Al evaluar los efectos del uso de A. brasilense en el maiz, Hungria et al® encontraron un
aumento del 30 % en la productividad en los tratamientos inoculados.

Proceso de inoculacion

La inoculacién es una operacién simple y féacil, que consiste en mezclar las semillas con
el inoculante. En el momento de la inoculacion, el producto debe ser mezclado a las
semillas, en el cual debe ser realizado a la sombra, preferentemente por la mafiana
(evitando que los rayos solares maten las bacterias), en tambor rotatorio, con hormigon,
0 con maquinas de tratamiento de semillas, u otros mecanismos, siempre que sean
eficientes en la distribucién. Tomar cuidado para que la distribucion del inoculante en las
semillas sea uniforme, verificando que cada semilla quede cubierta por el inoculante, a
medida que sean sembradas. Otro factor importante en el momento de la inoculacién es
la utilizacion de semillas de buena calidad, y siempre respetar la dosis a ser aplicada de
inoculante/kg de semillas de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Después del tratamiento de las semillas con el inoculante, es necesario dejar secar por
unos 30 min antes de la siembra y mantener las semillas inoculadas protegidas del sol y
del calor. Sin embargo, para inoculantes turbulentos se recomienda la utilizacion de
solucion azucarada para humedecer las semillas u otra sustancia adhesiva (goma arabiga,
polvillo de araruta, polvillo de mandioca, harina de trigo y diversos tipos de celulos y
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polimeros). En este caso, se recomienda agregar una solucion azucarada en la
concentracion del 10 % (100 g de azUcar para un litro de agua), afiadiendo y homerizando
en las semillas, en la porcion de 250 a 300 ml de solucién azucarada por 50 kg de semillas.
En primer lugar, las semillas deben mezclarse con la solucion azucarada y la posterior
mezcla de la turba en la cantidad recomendada por el fabricante®),

Cuando el proceso de inoculacion se realiza de manera correcta, las semillas presentan en
su superficie una fina capa de inoculante. En este proceso, es de extrema importancia
verificar si todas recibieron el inoculante, para que las plantas puedan contribuir con la
fijacion de nitrogeno y consecuentemente, expresar todo su potencial genético.

La siembra con las semillas inoculadas debe realizarse preferentemente el mismo dia, con
el objetivo de obtener més microorganismos viables. En caso de que esto no sea posible,
se recomienda que las semillas deben almacenarse en galpones ventilados, extendiendo
las semillas sobre una superficie lisa, en capas de menos de 30 cm de altura®?. Por tratarse
de microorganismos vivos y sensibles a ambientes calientes®) recomienda realizar la
siembra con un maximo de 24 h después de la inoculacion. En caso de que este tiempo
sea superado, se debe reinocular las semillas, con el objetivo de mejorar su eficiencia.

Durante la siembra, el depdsito de semillas en la maquina puede calentarse (temperatura
superior a 35 °C), y asi se debe interrumpir inmediatamente la actividad y enfriar la caja,
pues el calor puede matar a las bacterias. Ademas, tampoco se recomienda que la
inoculacion sea realizada directamente en la caja sembradora, pues de esa forma,
dificultaria la cobertura uniforme de las semillas con el inoculante, haciendo poco
eficiente el proceso de inoculacion®®).

Para la inoculacion de semillas en pequefias cantidades, se pueden usar bolsas plasticas,
cuencas o baldes limpios y esterilizados con alcohol 70 %. Cuando la inoculacién se
realiza de forma correcta, las semillas presentan en su superficie una fina capa de
inoculante. La operacion debe seguir los mismos criterios para los realizados en tambor
giratorio o hormigonera, es decir, hecha a la sombra y dejadas para secarse por 30 min
antes de la siembra, y las dosis deben ser calculadas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, la maxima eficiencia del inoculante®?.

En pequeiias areas la técnica de inoculacion directamente en el surco de siembra de la
cultura del frijol puede convertirse en una alternativa interesante. Esta aplicacion puede
realizarse con un pulverizador manual o motorizado directamente en el surco de siembra.
El inoculante debe mezclarse con agua, siguiendo la recomendacion del fabricante, y el
pulverizador no se puede utilizar para la aplicacion de defensivos agricolas, lo que puede
disminuir la viabilidad de las bacterias y hacer que este método sea ineficiente. El
operador debe estar con todos los equipos de proteccion individual (EPI) necesarios.
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Consideraciones finales

El uso de Azospirillum spp., en gramineas debe llenar un vacio entre la productividad y
la sostenibilidad. El uso de inoculantes basados en este microorganismo tiene el potencial
de reducir el uso de fertilizantes nitrogenados sin afectar la productividad, generando una
mayor economia y rentabilidad para el sector agropecuario.

La promocién del crecimiento proporcionado por Azospirillum se ha descrito en varias
gramineas como la cafia de azUcar, el maiz y plantas forrajeras, pero se deben realizar
mas estudios en diferentes condiciones para diseminar y consagrar su adopcion entre los
productores.

La adopcion de la inoculacion de esta bacteria puede aumentar la competitividad de los
productos agricolas y ser un diferencial frente a la produccion adoptada en la agricultura
convencional. En la ganaderia la inoculacion en pastizales puede aumentar la produccién
de masa de forraje y mitigar los riesgos de degradacion y mejorar los indices productivos
de ese sector.
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