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ACTIVIDADES EN FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA DE SUELOS
SITUACION ACTUAL Y PERSPECTIVAS

Labandera, C.!

RESUMEN

El Programa de Fijacién Bioldgica del Nitrégeno del Departamento de Microbiologia de Suelos se inicié en 1960
a partir de una consultoria australiana, con el objetivo de estudiar la importancia de la inoculacién con rizobios
en el establecimiento, productividad y persistencia de las leguminosas forrajeras en el pais. En el presente
trabajo se describen los antecedentes, vision institucional, objetivos, actividades, logros y perspectivas del
Programa. Se destaca la importancia de la articulacion funcional entre el Departamento, la industria de Inoculantes
y los productores, en la adopcién de la tecnologia y en la difusion del impacto de la fijacion biolégica de
nitrégeno en condiciones de produccidn y en la sostenibilidad de los recursos naturales.
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SUMMARY

BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION ACTIVITIES
DEPARTMENT OF SOIL MICROBIOLOGY
PRESENT SITUATION AND PERSPECTIVES

The Biological Nitrogen Fixation Programme of the Department of Soil Microbiology was created in 1960 from
an Australian Consultancy, with the aim of studying the importance of rhizobia inoculation in the establish-
ment, productivity and persistence of forage legumes in the country. The present document describes the
background, institutional vision, objectives, activities, outcomes and perspectives of the Programme. It
emphasizes the importance of the functional relationship between the Department, the Inoculants Industry
and the Farmers in the adoption of this technology and the spreading of the impact of the biological nitrogen

fixation in the field and in the sustainability of natural resources.

KEY WORDS: nitrogen, legume, Rhizobium, symbiosis, inoculants, sustainability

INTRODUCCION

Este trabajo refiere a antecedentes, vision institucional,
objetivos, actividades, logros y perspectivas del Progra-
ma de Fijacion Bioldgica de Nitrogeno y Control de Cali-
dad de Inoculantes para Leguminosas del Departamento
de Microbiologia de Suelos-Direccion General de Recur-
sos Naturales Renovables Ministerio de Ganaderia, Agri-
cultura 'y Pesca de Uruguay. El Departamento se cre6 en
1960 en el Plan Agropecuario, a partir de una consultoria

australiana, con el objetivo de estudiar el rol de la inocula-
cion con rizobios en el establecimiento, productividad y
persistencia de las leguminosas forrajeras en el pais.
Entre 1960y 1970 se realiz6 un amplio programa de se-
leccion de cepas de rizobios para leguminosas forrajeras y
de soportes (turba) para la fabricacion de inoculantes. Pro-
ducto de este primer esfuerzo se establecid la Industria
Nacional de Inoculantes y el marco legal para garantizar la
calidad del producto. De esta manera se gener6 un estre-
cho vinculo funcional entre del Departamento, la Industria

!Departamento de Microbiologia de Suelos, Direccién General de Recursos Naturales Renovables (RENARE), Ministerio de Ganaderia,

Agricultura y Pesca (MGAP), Burgues 3208. Montevideo, Uruguay.

E-mail: clabandera@mgap.gub.uy www.mgap.gub.uy/renare



300 Labandera, C.

AGROCIENCIA

de Inoculantes y los Productores Agropecuarios. Se des-
taca el rol que cumpli6 el Plan Agropecuario en la difusion
y aplicacidn de esta tecnologia en los predios y en la iden-
tificacion de los factores limitantes de la simbiosis en con-
diciones de produccién, lo que permiti6 definir un progra-
ma de investigacion en repuesta a las demandas del sector
productivo.

Entre 1970y 1980 los proyectos se extendieron a otras
leguminosas, especialmente soja como respuesta al inte-
rés del pais por el cultivo.

En el periodo 1980-1990 se generalizé el uso de turba
estéril como soporte en la formulacién de los inoculantes
y se ampliaron los niveles de exigenciaa 2 y 1x10-9 rizobios
vivos por gramo de producto para la comercializaciény al
vencimiento respectivamente, lo que permitié una mejora
sustantiva en la calidad de los inoculantes en el pais y en
el establecimiento de las leguminosas. En el mismo perio-
do el Departamento es nominado por la comunidad cienti-
fica latinoamericana Sede de la Secretaria Ejecutiva Perma-
nente de la Asociacion Latinoamericana de Rizobiologia
(ALAR) para coordinar y promover las actividades en Fi-
jacién Biolodgica de Nitrégeno en los paises de América
Latinay del Caribe y coordinar la realizacion de las RELAR.
(108 RELAR — Maracay, Venezuela, 1980). Esta actividad
se ha desarrollado con apoyo de FAO.

A partir de 1990 se establecid una importante relacién
interdisciplinaria e interinstitucional a través de proyectos
de investigacion con financiamiento externo y de tesis de
grado con estudiantes Universitarios, lo que permitié ex-
tender las actividades al estudio del potencial agronémico
de otros microorganismos promotores del crecimiento de
las plantas con énfasis en gramineas.

Desde el 2000 se desarrolla un amplio rango de activi-
dades y proyectos con énfasis en fijacion bioldgica de
nitrégeno por la simbiosis Rhizobium-leguminosas pero
manteniendo esfuerzos crecientes en otros sistemas prin-
cipalmente bacterias enddéfitas fijadoras de nitrégeno en
arroz y bacterias rizosféricas principalmente Azospirillum
en maiz. Se enfatiza en la definicién de una politica de
investigacion basada en proyectos de colaboracién de
nivel interno e internacional. Paralelamente se desarrollan
y validan con el apoyo de la industria nuevas
formulaciones de inoculantes (inoculantes liquidos) y tec-
nologias de inoculacién, fundamentalmente en respuesta
al auge creciente del cultivo de la soja en el pais.

SITUACIONACTUAL

El enfoque del Departamento refiere a laimportancia de
conocer y manejar las interacciones plantas-
microorganismos para mejorar la rentabilidad de las em-

presas agropecuarias y la sostenibilidad de los recursos
naturales. Para efectivizarlo es necesario consolidar el pro-
grama multidisciplinario e interinstitucional de investiga-
cién, garantizar altos niveles de calidad en los inoculantes
comerciales y una adecuada difusion de las ventajas de la
inoculacion.

A continuacién se describen las principales areas de
actividad:

Fijacion Bioldgica de Nitrégeno y seleccion de cepas en
leguminosas forrajeras de uso actual y potencial.
Fijacion Bioldgica de Nitrégeno y seleccion de cepas en
soja.

Promocion de crecimiento en gramineas, microorganismos
rizosféricos en maiz y endofitos en arroz.

Desarrollos tecnolégicos de nuevos inoculantes y tecno-
logias de inoculacién.

Mantenimiento y caracterizacién de la Coleccion Nacional
de Cepas de Rhizobium.

Control de calidad de inoculantes para leguminosas.
Actualizacién del marco legal para el comercio de
inoculantes.

Comunicacién/difusion de avances.

Las actividades en leguminosas forrajeras profundizan
el conocimiento sobre eficiencia de cepas, interacciones
cepa-huésped, rol de las poblaciones nativas y efecto de
la concentracion de rizobios en la semilla inoculada en el
establecimiento y productividad de Lotus corniculatus, L.
subbiflorus, L. uliginosus, Medicago sativa, Trifolium
repens y T. pratense. A su vez, se desarrollan proyectos
conjuntos con INIA para evaluar en simbiosis mas de 300
nuevas especies de leguminosas forrajeras templadas y
subtropicales para areas de ganaderia extensiva, con énfa-
sis en suelos superficiales de basalto. (FPTA 97 y 157)
Recientemente se inici6 con apoyo de FAO una linea de
actividad en leguminosas nativas herbaceas y sus rizobios
asociados, disponiendo de una coleccidn caracterizada de
aislamientos de rizobios que posibilitara la evaluacion de
especies promisorias en simbiosis (Jaurenay col., 2005).

El cultivo de soja presenta actualmente en el pais un
incremento muy significativo en el area sembrada que se
acompafia de un cambio en actores y tecnologias. Las li-
neas actuales de investigacion enfatizan los estudios de
seleccidn de cepas, respuesta a la inoculacién en campos
cony sin historia previa, y el efecto agronémico integrado
del rol de los fungicidas utilizados como cura semillas.
Paralelamente se validan nuevas formulaciones de
inoculantes y técnicas de inoculacion.

Las actividades en arroz pretenden aislar y caracterizar
bacterias enddfitas fijadoras de nitrégeno en cultivos co-
merciales con el objetivo de conocer su potencial agron6-
mico y su rol en la sostenibilidad del cultivo. Los aisla-
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mientos obtenidos pertenecen a los géneros: Azospirillum,
Herbaspirillum, Azoarcus, Burkolderia, Paenibacillus y
bacterias aerébicas. Ensayos realizados en condiciones
controladas mostraron una respuesta significativa a la ino-
culacion. Las lineas actuales de investigacion enfatizan
estudios de respuesta a la inoculacion en campo y de ma-
nejo del potencial endofito nativo del cultivo a través de la
politica de fertilizacion (especialmente nitrégeno) y de los
planes de mejoramiento del cultivo (Punschke y col., 2003).

Las actividades en maiz pretenden el ajuste de las tec-
nologias de fabricacion y uso de inoculantes en base a
bacterias del género Azospirillum, el seguimiento de la
bacteria inoculada a nivel de rizésferay como microorga-
nismo endofito, y el analisis de las respuestas agronémicas
alainoculacion.

Los criterios que utiliza el Programa Nacional de Selec-
cion de Cepas de rizobios para inoculantes de legumino-
sas son los siguientes: eficiencia para fijar nitrégeno; com-
petencia saprofitica; compatibilidad interespecifica; esta-
bilidad genética; comportamiento industrial; sobrevivencia
en semillas y tolerancia a factores bi6ticos y abi6ticos. Las
actividades de seleccion se implementan en el Laboratorio
en camaras de crecimiento en condiciones controladas; en
invernaculo y en campo en diferentes afios y localidades.
Las recomendaciones de cepas a la industria de inoculantes
se realizan integrando criterios de seleccion y resultados
de ensayos (Labanderay col., 1970).

El Departamento es responsable del mantenimiento y
caracterizacion de la Coleccidon Nacional de Cepas de
Rhizobium integrada actualmente por 666 cepas. Se man-
tiene en glicerol a -80° C con un duplicado en tubos
roscados con agar levadura manitol en refrigeracion. Las
cepas recomendadas a la industria también se conservan
en ampollas liofilizadas. Adicionalmente existen 257
microorganismos aislados de plantas de arroz que se man-
tienen en glicerol a -80° C. Existe un control de manteni-
miento de las caracteristicas simbidticas originales de las
cepas recomendadas que se implementa antes de su libe-
racién a la industria (Labandera & Vincent, 1972; 1975).

Las actividades de control de calidad de inoculantes para
leguminosas estan reguladas por los Decretos 546/81 del 28
de octubre de 1981y 7/99 del 8 de enero de 1999. Este control
se implementa en fabrica sobre todos los lotes producidos
antes de su liberacién al mercado y en los centros de venta. El
Departamento define las fechas de vencimiento y tiene po-
testad para introducir cambios en el marco legal y mediar en
eventuales problemas relacionados al establecimiento y fun-
cionamiento de la simbiosis a nivel de campo. Es la Institu-
cién de Referencia uruguaya en el MERCOSUR y como tal
participa en la definicion de los aspectos técnicos, adminis-
trativos y legales que hacen al comercio regional de los

inoculantes. Los parametros de calidad que se utilizan refie-
ren a: concentracion (nimero de microorganismaos vivos por
unidad de producto), pureza (ausencia de microorganismos
no declarados) e identidad (presencia del organismo suminis-
trado por el Departamento) determinada por perfil
electroforético de enzimas multilocus (MLEE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Particularidades simbidticas de las
principales leguminosas forrajeras
sembradas en Uruguay

Las especies de tréboles mas utilizadas en el pais
(Trifolium repens - trébol blanco, T. pratense - trébol rojo)
pueden tener dificultades para lograr una nodulacion
exitosa debido a la presencia en los suelos, de cepas que
nodulan Trifolium polymorfum - trébol de campo o
polimorfo, pero que son parasitas en dichos tréboles. Este
problema se manifiesta con maxima intensidad en siem-
bras en potreros de campo natural (Labandera & Vincent,
1975).

Trébol blanco es la especie que presenta los mayores
problemas debido al tamafio pequefio de la semilla que
limita el nmero de rizobios (la presencia de rizobios espe-
cificos en nimero suficiente sobre la semilla es imprescin-
dible para unarapiday eficiente nodulacién) (Dutto y col.,
1998). Trébol rojo tiene un comportamiento simbiético si-
milar al trébol blanco. Sin embargo, los problemas de
nodulacion en trébol rojo suelen ser menores, debido al
mayor tamafio de semilla. Los inoculantes para trébol blan-
co y rojo se fabrican con la misma cepa de rizobio.

Para Medicago sativa - alfalfa existen cepas nativas efec-
tivas, pero la inoculacion mejora la implantacion y la persis-
tencia productiva del cultivo (Proyecto FONTAGRO, 2000).

Las distintas especies de Lotus que se utilizan en el
pais presentan relaciones que van desde alta eficiencia
hasta el parasitismo. Lotus uliginosus y L. subbiflorus son
del mismo grupo simbi6tico y presentan inoculantes espe-
cificos. Los efectos productivos de la inoculacion de es-
tas especies son muy altos debido a que no existen rizobios
nativos especificos de estas especies en nuestros suelos
0 gue su presencia es tan escasa que no puede ser detec-
tada por los métodos de cuantificacion disponibles. Por
su parte, L. tenuis y L. corniculatus pertenecen a otro
grupo simbidtico, se inoculan con la misma cepay presen-
tan respuestas a la inoculacién ain en suelos con pobla-
ciones nativas efectivas de rizobios. Los rizobios del
inoculante son mas eficientes que las cepas nativas, estan
estratégicamente ubicados sobre la semilla con la concen-
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tracién necesaria (consecuencia de la inoculacién), como
para inducir una rapida y eficiente formacién de nddulos.
Si se siembran en forma consecutiva especies de Lotus de
diferentes grupos simbidticos, como por ejemplo L.
subbiflorus y/o L. uliginosus en un campo con historia de
L. corniculatus o viceversa, es muy importante extremar
los cuidados de la inoculacién para evitar fracasos en la
implantacién (Pérezy col., 1998).

Impacto de la Fijacion Biol6gica de
Nitrégeno

En las leguminosas forrajeras existe una relacion muy
estrecha entre la produccion de materia seca y la cantidad
total de nitrégeno fijado. En nuestro pais, por cada tonela-
da de materia seca producida por la leguminosa, se fijan
aproximadamente 30 kilos de nitrégeno. En el caso de una
pastura de segundo afio, con una produccién de 12 tone-
ladas de materia seca por hectarea, donde las leguminosas
representan el 60%, se fijarian 216 kilos de nitrégeno por
hectarea, que equivalen a 470 kilos de urea. En consecuen-
cia, la principal limitante de la cantidad total de nitrégeno
fijado en una pastura se relaciona con el porcentaje de
leguminosas en la mezclay su productividad (Labanderay
col., 1988; Dansoy col., 1991; Garciay col., 1995).

En las rotaciones de cultivos y pasturas de los sistemas
agricola-ganaderos, el impacto del nitrégeno fijado duran-
te la fase de pastura fue demostrado a partir de los ensa-
yos de rotaciones iniciados en 1963 por el CIAAB (hoy
INIA). Aquellas rotaciones con 50% del tiempo bajo
pasturas con leguminosas y 50% bajo cultivos lograron
un balance final con escasas pérdidas de nitrégeno en el
suelo, mientras que en los sistemas con agricultura conti-
nua hubo pérdidas aproximadas a los 50 kilos de nitrégeno
por hectarea y por afio. Por su parte, en los sistemas con
leguminosas en la rotacion, el suelo perdi6 8 veces menos
materia organica por erosion que en los casos de agricul-
tura continua. Las rotaciones con pasturas presentaron
una mayor produccion acumulada de grano para todo el
periodo analizado (1963-1989), con rendimientos promedio
mayores y mas estables, todo lo cual redundé en mayor
margen bruto y menor riesgo por la diversificacion de
rubros. La productividad del cultivo posterior presentd
una correlacion altamente significativa con la produccion
de materia seca de la pastura en el afio previo, pues como
ya se dijo, este parametro esta directamente relacionado
con la cantidad de nitrégeno fijado. Asi, diferencias por

hectéarea de 10 toneladas de materia seca de forraje signifi-
caron 250 kilos/ha de nitrogeno fijado y 1000 kilos/ha de
incremento en el rendimiento del cultivo de trigo posterior.
Se demostr6 también que los rendimientos de grano de los
sistemas con pasturas son superiores y no se pueden equi-
parar mediante el agregado de fertilizantes; esto implica
que existe un efecto de las pasturas que no sélo esta dado
por la fijacion del nitrégeno atmosférico (ahorro de fertili-
zante nitrogenado) sino también, por una accion benefi-
ciosa sobre las propiedades fisicas del suelo, que entre
otras cosas, permite mayor desarrollo radicular y mejor
aprovechamiento del agua y de los nutrientes (Diaz, 1980).

En nuestros suelos no existen cepas nativas capaces
de producir nédulos en el cultivo de soja, lo que determina
una respuesta del orden de 800 a 1000 kilos/ha en chacras
sin historia previa. Estos aumentos en el rendimiento se
acompafian con mayor peso de los granos y mayores por-
centajes de proteina en la hojay en el grano. Sin embargo,
cuando se siembra soja en suelos con historia, la respues-
ta es menor porque la cepa del inoculante persiste en el
suelo. La semilla de soja normalmente se comercializa “cu-
rada” con fungicidas, algunos de los cuales resultan muy
perjudiciales para la nodulacién. En estos casos se debe
tener en cuenta el principio activo, la dosis, los excipientes
y el tiempo entre el curado y la inoculacion.

Finalmente, se destaca la importancia de la articulacion
funcional entre el Departamento, la Industria de
Inoculantes y los Productores, en la adopcion de la tecno-
logiay en la difusion del impacto de la fijacién bioldgica de
nitrégeno en condiciones de produccién y en la
sostenibilidad de los recursos naturales. Esta situacion
representa para el sector agropecuario y para el pais, un
ahorro anual de unos 150 millones de délares por sustitu-
cién parcial de fertilizantes nitrogenados, que hubiera sido
necesario importar para intentar alcanzar los niveles de
productividad de las pasturas y de los cultivos. Aln asi,
estos sistemas no hubieran sido sustentables en el tiem-
po, puesto que el mecanismo de la fijacién biolégica es
ecoldgicamente mas estable y hace uso de un recurso na-
tural renovable.
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