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ADN  Acido desoxirribonucleico. 

ADP  Adenosinadifosfato. 

ANOVA  Análisis de varianza. 

Ap  Ampicilina. 

ARN  Acido ribonucleico. 

ARNm  ARN mensajero. 

ATP  Adenosinatrifosfato. 

B  Azul. 

CA  Castelar. 

CC  Capacidad de campo. 

Ch  Cicloheximida. 

Cm  Cloranfenicol. 

CU  Concepción del Uruguay. 

DCA  Diseño completamente aleatorizado. 

DCBA  Diseño en bloques completamente aleatorizado. 

dNTPs  Desoxirribonucleótidos. 

DO  Densidad óptica. 

DSM  Desvío estándar de la media. 

EDTA  Acido etilendiaminotetraacético. 

EPS  Exopolisacárido. 

FBN  Fijación biológica de nitrógeno. 

FIX  Fijación de nitrógeno. 

G  Verde. 

INTA  Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria. 

kDa  Kilo Daltons. 

Km  Kanamicina sulfato. 

KPS  Polisacárido capsular con Kdo. 

LPS  Lipopolisacárido. 

MCL  Mayoritariamente de crecimiento lento. 

MCR  Mayoritariamente de crecimiento rápido. 

MPB  Membrana peribacteroidal. 

N  Nódulo. 

NJ  Nueve de Julio. 

pb  Pares de bases. 
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PCR  Reacción en cadena de la polimerasa. 

PM  Peso molecular. 

PSA  Peso seco de la parte aérea. 

PSN  Peso seco del nódulo. 

S  Suelo. 

SA  San Antonio de Areco. 

SBL  Lectina de soja. 

Sm  Estreptomicina. 

Sp  Espectinomicina. 

TBE  Tris-borato-EDTA. 

TE  Tris-EDTA. 

TFA  Acido trifluoroacético. 

VT  Venado Tuerto. 

Y  Amarillo. 

χχχχ2  Chi cuadrado. 
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I.1. Soja: ayer y hoy  en la economía argentina. 

En los últimos 40 años la soja se ha convertido en el mayor protagonista de la 
economía argentina. Diversos factores han intervenido para que la soja se incorpore en 
nuestros campos y se posicione como el mayor producto agropecuario de exportación 
(Ministerio de Agricultura Ganadería y Pesca www.site/agricultura/index.php). Es 
sorprendente que desde los ‘70, década en la cual comenzó tímidamente su cultivo masivo, 
también se haya expandido continuamente su superficie cultivada a la par del aumento de la 
demanda mundial y de los precios. Es decir, el cultivo de soja creció año a año desde 1970, 
en donde cada nueva cosecha siempre tuvo compradores dispuestos a adquirir la totalidad 
de la producción y a un precio siempre en alza. Si comparamos la evolución de la soja 
desde sus primeras 37.700 ha a las 18.850.000 ha sembradas en la campaña 2011/2012 
(Figs. I.1 y I.2.), observamos que la superficie sembrada con este cultivo aumentó unas 500 
veces en 40 años. Si bien es cierto que a nivel mundial el denominado mercado de la soja es 
operado por una gran cantidad de países, solo algunos tienen un rol protagónico y 
determinante a la hora de fijar la oferta y la demanda. Del lado de la demanda, los mayores 
compradores son la Unión Europea y el sudeste asiático (en particular China y Japón). Por 
el lado de la oferta, Argentina se encuentra, junto a Brasil y Estados Unidos, como una de 
las tres potencias exportadoras del cultivo, que en conjunto aportan más del 80% de la 
producción mundial (Schvarzer & Tavosnanska 2007). Esto implica que estos tres países 
tienen el poder de determinar el precio de los granos de este cultivo. Si tenemos en cuenta 
que en el 2003 el 45 % de la exportación agrícola se correspondía a la cosecha de soja, es 
entendible que se califique a la Argentina como un país sojero. Sin embargo, para poder 
entender qué significa el fenómeno de la sojización en nuestro país, es necesario hacer una 
pequeña revisión de algunos de los factores que hicieron que la soja tenga un rol tan 
importante en nuestra economía. 

Como mencionamos al comienzo, recién hacia 1970 este cultivo comenzó a 
proyectarse como una opción interesante en nuestra agricultura. Esto en parte se debe a sus 
orígenes. La soja es una especie de la familia de las leguminosas, Fabaceae, originaria del 
Este de Asia, especialmente China, y en particular las especies más importantes son Glycine 
soja y Glycine max, siendo ésta la especie cultivada. Su mayor particularidad radica en que los 
granos de esta leguminosa presentan altos contenidos de proteínas y aceite, por ello 
también pertenece al grupo de las oleoginosas. En nuestro país es conocida desde 1862, 
pero recién en 1909 se iniciaron los primeros cultivos en la Estación Experimental  
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Agronómica de Córdoba, en donde se evaluó su posible utilización como forrajera y la 
factibilidad técnica y económica de su cultivo. Estas prácticas experimentales siguieron su 
cauce lentamente y en 1924, el Ministerio de Agricultura introdujo nuevas variedades de 
semillas, las cuales fueron difundidas en distintas regiones para evaluar su adaptación a 
diversas zonas del país, siendo este el primer impulso para su difusión. No obstante, recién 
en 1940 comienza el registro estadístico de la cantidad de hectáreas ocupadas por la 
leguminosa, no superando las 1.000 ha. A su vez, algunos productores privados comienzan 
a evaluarla como posible opción para la industria aceitera, ya que sus semillas contienen un 
18 % de aceite. Sin embargo, las condiciones climáticas, las variedades de semillas 
utilizadas, el desconocimiento sobre el manejo del cultivo, la baja demanda externa y el 
apoyo a otros cultivos de leguminosas, fueron algunas de las variables que hicieron que el 
cultivo de soja permaneciera casi ignorado hasta mediados de la década del ‘50. Hasta ese 
entonces, la soja era vista como una especie de leguminosa exótica y su cultivo era tomado 
como una especie de abono verde, lo que la convertía en un cultivo marginal.  

A partir de 1960, la soja comienza su etapa como grano de exportación y, ya en la 
década del ‘70, factores externos e internos terminan de definir el rumbo de la soja en 
nuestro país. Por un lado, luego de la Segunda Guerra Mundial el mercado europeo 
comienza a demandar una mayor producción de suplementos alimentarios para la 
producción ganadera. Por otro lado, se registra en esa época una fuerte caída de la oferta de 
harina de pescado, que hasta entonces era utilizada como fuente de proteínas por la 
industria de los alimentos balanceados. Estos dos factores condicionan el aumento de la 
demanda de los granos de soja como fuente proteica en la industria ganadera. Además, su 
creciente precio en alza  y su fuerte demanda estimularon a algunos productores a volcarse 
al cultivo de soja. Por último, en 1973 se produce una caída de la exportación de soja desde 
Estados Unidos, lo cual da la oportunidad a Argentina y Brasil para insertarse en el 
mercado mundial como grandes productores de soja. A partir de allí, la región pampeana 
comienza a expandirse como productora de soja, desplazando los cultivos de girasol y 
luego la producción ganadera, de la mano de los precios internacionales siempre en alza. 

El verdadero auge de la soja comienza en la década de los ’90, cuando los cultivos 
de esa leguminosa para ese entonces ya ocupan la misma superficie que el total de los 
cereales. Dos factores internos terminan de determinar el salto de Argentina como potencia 
mundial. Por un lado, la estimulación de los productores mediante políticas de apoyo a la 
soja y por otro lado, un fuerte cambio a nivel técnico, caracterizado por la introducción de 
distintas variedades de semillas transgénicas resistentes a glifosato, pertenecientes a diversos 
grupos de madurez. Este cambio permitió la adopción de la siembra directa y la extensión 
del cultivo desde la región pampeana hacia diversas zonas incluyendo el NEA y el NOA. 
Además, impulsó el desarrollo de nuevas maquinarias para la siembra directa, que a su vez 
contribuyeron a una mayor reducción de costos. Así, la rápida expansión territorial y el 
aumento de la productividad son los dos factores clave que explican el crecimiento 
exponencial de la producción de soja en nuestro país. De esta forma, Argentina logró 
convertirse en el tercer productor mundial de grano de soja, el primer exportador mundial 
de aceite de soja y el segundo de harina de soja, generando una gran incidencia en el 
producto bruto agropecuario y por ende impactando significativamente en la generación de 
divisas. 

 
 



Capítulo I                                                 Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

4 
 

Actualmente el cultivo de soja se centra en la región pampeana, sobre todo en las 
provincias de Buenos Aires, Córdoba y Santa Fe, y luego se expande con una menor 
producción a las regiones del NOA y NEA, en donde las provincias que más aportan son 
Entre Ríos, Santiago del Estero, Chaco, Salta y Tucumán. (Fig. I.3.) 

Aunque el rol de la soja como generadora de divisas en nuestro país parece ser 
indiscutible, este aumento en la producción, y en la expansión territorial del cultivo, 
también traen aparejada una serie de efectos negativos, entre los cuales el régimen de 
producción con arrendamiento de la tierra favorece la tendencia a la práctica del 
monocultivo (Martínez et al. 2002). Como mencionamos, la introducción de nuevas 
tecnologías como la siembra directa y la utilización de semillas transgénicas, indirectamente 
favorecieron el desplazamiento de otros cultivos o de la actividad ganadera por parte de la 
soja. Cabe mencionar que actualmente Argentina es el único país que utiliza casi en su 
totalidad semillas transgénicas (Schvarzer & Tavosnanska 2007), por lo que el herbicida 
glifosato es de uso rutinario y extendido a la casi totalidad de la zona de cultivo de soja 
(Teubal 2007). Si bien este herbicida es considerado como de baja toxicidad y se cree que 
afecta solamente a las plantas, se han reportado efectos adversos en animales (Benachour & 
Séralini 2009, Paganelli et al. 2010) y en los casos donde se ha utilizado en exceso cerca de 
centros urbanos se han registrado varios problemas sanitarios (Cámara Civil y Comercial de 
Santa Fe, Sala 2ª, (2009). Al presente no existe un conocimiento amplio acerca de cómo 
este herbicida puede afectar a los microorganismos del suelo y cómo estos efectos pueden 
impactar en el agroecosistema. 
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A nivel general, podemos mencionar que uno de los problemas de la tendencia al 
monocultivo a nivel económico es que la condición del mercado que favoreció y sigue 
favoreciendo la expansión de la soja puede verse modificada a corto o mediano plazo, 
como sucedió en su momento con la producción de otros cultivos, cuyo valor o interés en 
el mercado mundial de repente cae o es suplantado. Pero más allá de su vulnerabilidad 
económica, el problema del monocultivo impacta a un nivel más profundo y complejo 
sobre el incremento de las enfermedades y plagas, como así también sobre la pérdida de  
sustentabilidad de los suelos, favoreciendo su compactación, desbalance nutricional, 
pérdida de materia orgánica, acidificación y alteraciones en su macro y microbiota. En este 
punto cabe destacar que Argentina casi no comercializa la soja en su mercado interno, por 
lo que la exportación de la cosecha de cada hectárea sembrada se traduce en una continua 
extracción y exportación de nutrientes, que va depletando la fertilidad de nuestros suelos. 
Esto podría resolverse mediante la rotación de cultivos y/o mediante la utilización de 
fertilizantes. 

I.1.1. Requerimientos nutricionales de la soja. 

Las distintas variedades de semillas de soja hoy en día difieren de las primeras 
utilizadas en el siglo pasado, permitiendo disponer de distintos grupos de madurez y 
tolerancia a glifosato. Además, esta leguminosa acumula una alta concentración de 
proteínas en la semilla, y por ello es tan atractiva para su utilización en la alimentación del 
ganado. Sin embargo, ese alto contenido de proteínas viene acompañado de una alta 
demanda de nitrógeno (N) .Es por ello que el N es el nutriente más crítico para el cultivo, 
pudiendo estimarse que se requieren 80 kg de N para producir un tonelada de soja 
(González 2007). Si a ese valor lo correlacionamos con la estimación de que una hectárea 
de soja produce aproximadamente 3.000 kg de grano (González 2007), nos da que la 
demanda de N de este cultivo ronda los 240 kg/ha. La proyección de la campaña sojera 
2012/2013 estima que en nuestro país se cosecharán unas 19.700.000 ha de soja (Informe 
Pre-Campaña 2012/2013, Bolsa de Cereales, http://www.bolcereales.com.ar/), que 
implicarían una demanda de 4.728.000 toneladas de N. Si este requerimiento nutricional 
por parte de la soja fuera satisfecho solamente con N del suelo, la reposición de todo ese N 
tendría un costo extremadamente alto, no solamente en divisas, sino fundamentalmente en 
términos de contaminación ambiental. Si por el contrario, este elemento no fuera repuesto 
de manera eficiente, año a año la fertilidad del suelo decaería, disminuyendo así su 
productividad. Por lo tanto, el cultivo de soja puede resultar en un expoliador de la 
fertilidad. Una manera de revertir dicha situación es con la utilización de fertilizantes. La 
fertilización se puede llevar a cabo mediante la utilización de los denominados fertilizantes 
químicos, sin embargo estas sustancias presentan una contraparte negativa. La producción 
de fertilizantes químicos requiere el consumo de una gran cantidad de combustible fósil y 
produce emisiones de CO2 y NO2 que favorecen el efecto invernadero. Además, la 
utilización rutinaria de los fertilizantes químicos produce alteraciones de la materia 
orgánica, desbalances nutricionales y frecuentemente la acidificación de los suelos, 
favoreciendo la liberación de iones como aluminio, que resultan fitotóxicos cuando están 
presentes en altas concentraciones (Bohn et al. 2001). Como opción a la fertilización 
química, se puede utilizar una característica biológica presente en las leguminosas. Estas 
plantas pueden asociarse de manera simbiótica con bacterias denominadas en su conjunto 
rizobios, las cuales pueden tomar el dinitrógeno (N2) del aire y reducirlo a amoníaco (NH3) 
que luego es incorporado en moléculas de aminoácidos o ureidos, asimilables por la 
leguminosa. De esta manera la leguminosa aporta un medio favorable y fuentes de energía 
para el rizobio y éste a cambio suministra los requerimientos de N de la planta. La 
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inoculación de los rizobios a las leguminosas para su empleo como fuente indirecta de 
fertilización nitrogenada es la denominada biofertilización. El insumo clave de la 
biofertilización es el inoculante preparado con cepas seleccionadas de rizobios, siendo uno 
de los productos biotecnológicos en los cuales se viene trabajando desde hace años para 
optimizar su performance en los diversos cultivos. 

I.2. El nitrógeno y la simbiosis. 

I.2.1. El ciclo del nitrógeno. 

Uno de los componentes clave en el desarrollo y crecimiento de todos los 
organismos es el N. Este elemento forma parte de biomoléculas como proteínas, ácidos 
nucleicos y vitaminas, esenciales para el desarrollo de la vida. El mayor reservorio de N se 
encuentra en la atmósfera en forma de N2, constituyendo un 79 % de su composición 
gaseosa. Sin embargo, el N2 es inerte desde el punto de vista químico y la mayoría de los 
organismos multicelulares son incapaces de acceder a él de forma directa para utilizarlo en 
sus procesos metabólicos. 

El ciclo del N hace referencia a dos grandes procesos que permiten el reciclaje 
constante del N en la Tierra (Fig. I.4). Estos procesos son: la fijación de N2 atmosférico, 
que permite incorporar este elemento a la biósfera para su utilización por los organismos 
vivos, y la desnitrificación, que permite devolver el N a la atmósfera. A su vez, la fijación de 
N2 comprende la conversión del mismo a formas reducidas del N, principalmente a NH3, 
su oxidación, principalmente a nitratos (NO3

‒), y la asimilación de ambos compuestos por 
los organismos vivos. Las formas oxidadas del N, NO3

‒ o nitritos (NO2
‒), son las más 

utilizadas por los vegetales para incorporar este elemento. En cambio, la desnitrificación 
solo hace referencia al pasaje de las formas oxidadas del nitrógeno, como NO2

‒ a N2 
gaseoso, que es nuevamente devuelto a la atmósfera. La primera etapa del ciclo y la más 
interesante desde el punto de vista de la incorporación de N a los organismos para el 
desarrollo de la vida, es la de la fijación de N2.  Este proceso puede ser llevado a cabo de 
tres maneras independientes:  
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• Combustión o también denominada fijación espontánea: es la que ocurre 
mediante la actividad natural de descargas eléctricas sobre el N2 de la 
atmósfera. Sin embargo, esta reacción es muy lenta y dificultosa. Por este 
medio se logra fijar aproximadamente unos 30 millones de toneladas de N 
por año (Socolow 1999). 

• Fijación industrial: es la asociada al proceso incorporado en el siglo XX, por 
Haber – Bosch en el cual se acelera la fijación espontánea de N2 mediante el 
uso de altas temperaturas (400 – 500 °C) y presiones (150 – 300 
atmósferas). Este proceso es utilizado para obtener amoníaco en formas 
industriales, y también para la producción de fertilizantes nitrogenados. Por 
este medio se logra incorporar aproximadamente 95 millones de toneladas 
de N al año. Este proceso, si bien es el más eficiente y el más utilizado, tiene 
su contracara, por un lado asociada a un alto gasto de consumo de 
combustible fósil y polución atmosférica, y por otro lado a la contaminación 
ambiental asociada a la utilización de los fertilizantes químicos en sí, los 
cuales como ya mencionamos generan la polución del agua debido a la 
eutrofización de la desembocadura de cursos de agua que recogen los 
excesos de NO3

‒ provenientes de los campos.  
• Fijación biológica de N2 (FBN): es la asociada a la capacidad metabólica de 

algunos procariontes, denominados diazótrofos, que logran fijar N2 
mediante su reducción a NH3, a costas de la utilización de adenina trifosfato 
(ATP). La FBN aporta aproximadamente 45 millones de toneladas anuales 
de N. Si bien esta forma de fijar N2 es menos eficiente con respecto a la 
industrial, no genera contaminación, por lo tanto los microorganismos 
asociados a la FBN cumplen un rol fundamental en el reciclado y el 
mantenimiento de niveles constantes de N en el suelo. De forma análoga, la 
FBN es un factor importante desde el punto de vista de la conservación de 
los suelos y de la productividad agropecuaria (Peoples & Craswell 1992). 

I.2.2.Fijación biológica de N2 (FBN). 

Hace unos 3.700 millones de años, a partir del enfriamiento de la corteza de la 
Tierra primitiva, comienza el ensamblaje de las primeras formas de vida. Este periodo es el 
denominado Eon Arqueano, también conocido como la edad de la anaerobiosis, dado que 
todos los procesos que ocurrieron se llevaron a cabo dentro de una atmósfera libre de 
oxígeno (O2) (Awramik et al. 1983). Probablemente en esa misma época ocurrieron los 
primeros procesos metabólicos como la fotosíntesis anaeróbica, la fijación de dióxido de 
carbono (CO2) y la fijación de N2, como así también la aparición de las primeras 
biomoléculas, como los ácidos nucleicos y las proteínas. Podemos entender así que la FBN 
o diazotrofía es un proceso muy antiguo y esencial para la vida. Actualmente este proceso 
es exclusivo de los procariontes. La diazotrofía está ampliamente distribuida entre los 
procariontes, encontrándose en diversos grupos parafiléticos, como en diferentes estilos de 
vida y metabolismos que incluyen: aerobios, anaerobios, autótrofos, heterótrofos, en vida 
libre y en simbiosis (Raymond et al. 2001). La FBN es realizada por miembros de los 
dominios Arquea y Bacteria. En Arquea la FBN solo ocurre en el reino Euryarchaeota, en 
sus divisiones Methanosarcinales, Methanobacteriales, Halobacteriales y Methanococcales. 
En cambio, en Bacteria ocurre en seis de los más de 50 phyla descriptos hasta el momento 
(Lloret & Martínez-Romero 2005). Entre ellos se encuentran las bacterias verdes del azufre, 
las cianobacterias, las Gram-positivas de alto y bajo contenido G+C, las Spirochaetes, los 
Firmicutes y las Proteobacteria, siendo esta última la división bacteriana la más abundante y 
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a la cual pertenecen los rizobios. Como mencionamos más arriba, dependiendo de la forma 
en que llevan a cabo la FBN, podemos distinguir a los diazotrófos en dos grupos:  

• FBN en vida libre: como lo indica su nombre, hace referencia a la capacidad 
de algunos procariontes de realizar la FBN sin necesidad de asociarse a un 
organismo vivo de otra especie. Algunas cianobacterias presentan esta 
característica. 

• FBN en simbiosis: este caso hace referencia a que el microorganismo lleva a 
cabo la FBN asociado a una planta. Dentro de este tipo de asociación 
podemos distinguir tres grupos de interacciones:  

� Los heterocistos de las cianobacterias, que ocupan tejidos de hepáticas, 
helechos, cícadas y dicotiledóneas. 

� Los actinomicetos, representados por Frankia, que realizan simbiosis con 
plantas de varias familias no leguminosas que incluyen a los géneros Alnus y 
Prusia.  

� Los que realizan simbiosis con muchas leguminosas y excepcionalmente 
con una no leguminosa, Parisponia, miembro de la familia Ulmaceae. A estos 
diazotrófos se los denomina en su conjunto como rizobios. 

I.2.2.1. La FBN y la nitrogenasa. 

Independientemente de las agrupaciones que realicemos, todos los organismos 
capaces de realizar la FBN lo hacen gracias al complejo enzimático de la nitrogenasa 
(Raymond et al. 2004). Esta enzima presenta la peculiaridad de ser inactiva en presencia de 
O2. Se cree que las primeras nitrogenasas debieron haberse originado antes de que la 
condición reductora de la atmósfera primitiva cambie a su forma oxigénica actual por la 
acumulación de O2 como producto final de la fotosíntesis. A su vez, la nitrogenasa pudo 
originalmente ser parte de algún proceso respiratorio análogo a la reducción de sulfatos que 
se observa en bacterias reductoras de sulfato. En ese ambiente reductor, también era 
necesario gastar ATP para asegurar la expulsión de hidrógeno (H2), por lo que es probable 
que la nitrogenasa también surgiera como un mecanismo de disipación del poder reductor. 
Dado que las primeras plantas terrestres aparecieron aproximadamente hace 400 millones 
de años, posiblemente la FBN en simbiosis con plantas apareció mucho tiempo después de 
los primeros diazotrófos, como una forma de protección de la atmósfera oxigénica (Lloret 
& Martínez-Romero 2005).  

La reacción catalizada por la nitrogenasa para la reducción de N2 en NH3 es: 

N2 + 8 H+ + 8 e– + n ATP ���� 2 NH3 + H2 + n ADP + n Pi 

donde Pi significa fosfato inorgánico, e– electrones y n el número de moles. 

A diferencia del proceso de Haber – Bosch, la nitrogenasa logra catalizar la reacción 
a temperatura ambiente y a presión atmosférica, utilizando una gran cantidad de ATP para 
romper el triple enlace del N2. El consumo de ATP va a depender de las condiciones del 
flujo de protones, así, n ≥ 16. Cuanto más limitantes sean las condiciones del flujo de 
protones ese gasto de ATP aumentará (Halbleib & Ludden 2000). 
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Cuando mencionamos la nitrogenasa, en realidad estamos haciendo referencia a un 
complejo multienzimático, formado por la dinitrogenasa reductasa o proteína Fe y la 
dinitrogenasa o proteína FeMo. Ambas son metaloproteínas con centros redox Fe-S, pero en 
el caso de la dinitrogenasa la presencia adicional del cofactor Mo, hace que la enzima sea 
desnaturalizada en presencia de O2, por lo tanto el complejo nitrogenasa se inactiva, no 
logrando la reducción de N2 (Shaw & Brill 1977). Es por ello que se cree que los 
diazotrófos desarrollaron diversas estrategias a lo largo de su evolución para proteger a la 
nitrogenasa del O2. Entre ellas podemos encontrar, como en el caso de Azobacter, la 
secreción de polisacáridos que no permiten el ingreso de O2 a la célula (Parker & Scutt. 
1960). En cambio, en cianobacterias, esto se logra con la formación de una estructura 
especializada, llamada heterocisto (Lloret & Martínez-Romero 2005). Finalmente, los 
rizobios realizan simbiosis con leguminosas, asociándose de forma estrecha con las raíces 
de la planta dentro de una estructura muy especializada llamada nódulo (Young 1992). En 
la simbiosis rizobio-leguminosa, la planta es la encargada de proteger a la nitrogenasa, ya 
que por un lado el nódulo posee una capa celular exterior que lo envuelve formando una 
barrera de protección a la difusión del O2 de la atmósfera del suelo ( Davis 1984, 
Kondorosi & Schultze 1998, Jones et al. 2007, Terpolilli et al. 2012), y por otro lado, dentro 
del nódulo se produce una proteína llamada leghemoglobina –por su homología a la 
hemoglobina animal– (Kundu et al. 2003) la cual es capaz de unir y transportar O2 con gran 
afinidad, reduciendo su concentración dentro del nódulo unas 104 – 105 veces (Jones et al. 
2007, Downie 2005). 

I.3.Leguminosas y rizobios: una convivencia de dos linajes. 

Al comienzo de este capítulo hemos hablado del rol económico de la soja en 
nuestro país, como así también de su requerimiento nutricional, haciendo hincapié en su 
alta demanda de N. Más tarde mencionamos que, dentro de los procesos que permiten fijar 
el N2 atmosférico, se encuentra la FBN por parte de los rizobios. El hecho remarcable es 
que para llevarla a cabo estos microorganismos se asocian con leguminosas como la soja en 
una simbiosis mutualista, para lo cual ambos socios coevolucionaron durante cientos de 
millones de años. Como resultado, dos linajes ampliamente separados en el árbol de la vida 
pueden convivir para beneficio mutuo, gracias a una serie de adaptaciones especiales 
desarrolladas a lo largo de la optimización evolutiva del proceso simbiótico. A continuación 
describiremos las características principales de esta interacción, comenzando por la 
descripción de los rizobios y continuando con el estudio de la infección y posterior 
integración de estos microorganismos a las funciones de la planta. 

I.3.1. Los Rizobios. 

Los rizobios son bacterias diazotrófas que se caracterizan por su exclusiva 
capacidad de formar estructuras fijadoras de N2 denominadas nódulos en determinados 
hospedadores. Las primeras descripciones de nódulos en plantas fueron realizadas en 1586 
por Delechamps y posteriormente en 1679 por Malpighi, quienes en aquel entonces 
asociaron estas estructuras en las raíces a tumores, pero ya en 1858 Lachmann observó que 
estas deformaciones de las raíces eran producto de la presencia de bacterias. Años más 
tarde, en 1888, Beijerinck fue el primero en aislar bacterias desde el nódulo de una raíz de 
leguminosa, y las llamó Bacillus radicicola, por su forma bacilar y su origen radical. Sin 
embargo, un año más tarde se propuso su nombre actual Rhizobium y en 1912, Zipfel 
concluyó, en base a estudios de aglutinación, que las bacterias fijadoras de N2 provenientes 
de distintas leguminosas no eran aislamientos de la misma especie, y describió seis grupos 
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distintos. Dos años más tarde los rizobios fueron divididos en tres grupos, basados en su 
velocidad de crecimiento y en la leguminosa huésped. De esta forma, en un grupo se 
encontraban los rizobios de crecimiento lento, cuyas bacterias presentan flagelos y colonias 
pequeñas no muy elevadas, y que son capaces de nodular Vigna, Acacia y soja. En un 
segundo grupo se encontraban los rizobios de crecimiento más rápido, con colonias opacas 
o perladas y que son capaces de nodular Melilotus, Medicago y Trigonella. En el tercer grupo, se 
incluyó las de muy rápido crecimiento, cuyas colonias eran semitraslúcidas y que son 
capaces de nodular Vicia, Pisum, Lens, Lathyrus, Trifolium, Phaseolus y Stylosanthes. Ya en 1929, 
se habían determinado especies de Rhizobium según la leguminosa que nodularan: R. 

leguminosarium, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R. japonicum y R. lupini, basadas en la creencia 
de que cada especie de rizobio era específica de una especie de leguminosa. Sin embargo, 
Wilson en 1944 reportó que un gran número de rizobios nodulaban más de una 
leguminosa. Más tarde, en 1964, se sugirió modificar la taxonomía, basándola en caracteres 
fenotípicos. Ya en 1974, se realizó una gran división basada en la velocidad de crecimiento 
en placas de Petri conteniendo medio de cultivo extracto de levadura-manitol (YEM): por 
un lado se clasificó a los rizobios de crecimiento lento –a los que llamaremos 
bradirrizobios– como Bradyrhizobium y por otro a los rizobios –de crecimiento rápido– se 
los denominó Rhizobium.(Fabra et al. 2007). Con un criterio similar, se creó un género 
aparte para los que muestran una velocidad de crecimiento intermedia –mesorrizobios– a 
los que se denominó Mesorhizobium. 

Con el advenimiento de la Biología Molecular, nuevamente se modificó la 
clasificación filogenética de las bacterias, basándosela ahora en comparaciones de 
secuencias de ADN, como por ejemplo la del gen que codifica el ARNr 16S (Gutell et al. 
1984,Olsen et al. 1986). Al presente, Proteobacteria es la división más grande y diversa 
dentro del dominio Bacteria, su filogenia agrupa cinco linajes designados como 
subdivisiones nombradas por las letras del alfabeto griego: α, β, γ, δ y ε. Los rizobios, 
bradirrizobios y mesorrizobios se encuentran agrupados en las subdivisiones α- y β-
proteobacterias (Lloret & Martínez-Romero 2005). Dentro de las α-proteobacterias se 
encuentran 80 especies distribuidas en siete géneros: Bradyrhizobium, Azorhizobium, 

Methylobacterium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium, siendo los cuatro últimos los que 
cuentan con el mayor número de especies descriptas. En cambio, en las β-proteobacterias 
solo se encuentran tres especies, pertenecientes a dos géneros: Wautersia y Burkholderia. 

Independientemente del género al que pertenezcan los bradirrizobios, 
mesorrizobios o rizobios, todos son bacterias Gram-negativas, con forma bacilar no 
esporulantes, aeróbicos y/o microaeróbicos (Jordan 1984) Se los puede encontrar en vida 
libre en el suelo o asociados simbióticamente a las raíces de las leguminosas, y dependiendo 
de ello, su morfología y su metabolismo varían. En vida libre su hábitat es el suelo, 
pudiendo persistir ya sea en forma independiente o planctónica, o bien formando 
biopelículas como bacterias sésiles sobre sustratos bióticos o abióticos. Las formas 
planctónicas suelen ser móviles, presentando flagelación polar, perítrica o ambas, mientras 
que las formas sésiles no poseen flagelos (Quispel 1974). Además, todas estas formas de 
vida libre pueden utilizar diversas fuentes de carbono (C) para su metabolismo y en este 
estado son incapaces de fijar N2. En simbiosis con plantas se los encuentra formando parte 
de estructuras denominadas nódulos, dentro de los cuales se diferencian a bacteroides (Oke 
& Lon 1999). Estas formas no son móviles, solo son capaces de utilizar malato o succinato 
como fuente de C y tienen la capacidad de fijar N2. Un hecho que también los diferencia del 
resto de los diazotrófos, es que cuando están en simbiosis no utilizan el producto de la 
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fijación de N2 para satisfacer sus propias necesidades de N, ya que el bacteroide utiliza 
tanto la fuente de C como la de N que le suministra la planta (Oldroyd et al. 2011). 

I.3.2. Bacterias que nodulan soja. 

Dado el origen asiático de la soja, el mayor reservorio genético de bradirrizobios, 
mesorrizobios y rizobios que la nodulan se encuentra en el Lejano Oriente. Por lo tanto, se 
puede decir que Asia es uno de los centros de diversificación de bacterias noduladoras de 
soja. Sin embargo, se cree que a lo largo de los intercambios comerciales de semillas, las 
mismas pueden haber transportado estas bacterias adheridas a sus tegumentos, 
introduciéndolas así en otros suelos, donde posteriormente pueden haberse naturalizado 
como poblaciones alóctonas. Alternativamente, tales suelos también podrían poseer 
bacterias simbiontes de otras leguminosas que eventualmente podrían adquirir la capacidad 
de nodular soja. En ese contexto, y teniendo en cuenta que se ha planteado que los 
organismos que interaccionan entre sí tienden a coevolucionar, es probable que países 
como Argentina, Brasil o Estados Unidos se hayan convertido también en reservorios de la 
diversidad de bacterias noduladoras de soja. 

Si bien originalmente se creía que B. japonicum era el único simbionte de soja (Jordan 

1984), con el desarrollo de nuevas técnicas moleculares y de aislamientos en diversas aéreas 

del mundo se logró definir otras dos especies de bradirrizobios capaces de nodular soja. De 

esta manera podemos decir que hasta el momento existen tres especies de Bradyrhizobium 

que nodulan soja, de los cuales B. japonicum (Fred et al. 1932) y B. elkanii (Kuykendal et al. 

1991) son de crecimiento lento y B. liaoningenese (Xu et al. 1995) de crecimiento extra lento. 

Por otro lado, también se identificaron rizobios capaces de nodular soja como Ensifer 

(previamente Sinorhizobium) fredii, (Keyser et al. 1982), E. xinjiangensis (Chen et al. 1988) y un 

mesorrizobio, M. thianshanense (Chen et al.1995). Además, se observó que Rhizobium sp. 

NGR234 es capaz de nodular soja (Saldaña et al. 2003). Cabe mencionar que esta cepa es 

uno de los rizobios de comportamiento más promiscuo, ya que es capaz de nodular a 232 

leguminosas sobre 452 probadas (Lloret & Martínez-Romero 2005). Así, hasta el momento 

podemos decir que la soja puede ser nodulada por tres especies de bradirrizobios, tres de 

rizobios y una de mesorrizobios. Sin embargo, esta última tiene muy escasa importancia, 

por lo cual nos referiremos en conjunto a las bacterias noduladoras de soja como 

(bradi)rizobios.  

Con respecto a los bradirrizobios, que parecen constituir el grupo más importante 
en la interacción con soja, se considera que USDA 110 y USDA 76 son cepas 
representativas de B. japonicum y B. elkanii respectivamente, con lo cual suelen utilizarse 
como referencia para clasificar nuevos aislamientos (Balatti 2007).  

I.3.3. Simbiosis. 

El termino simbiosis fue acuñado por el botánico alemán Anton de Bary en 1873, 
para describir la estrecha relación que se establece en ocasiones entre dos o más individuos 
de distintas especies. Así, la palabra simbiosis (de origen griego), significa literalmente 
“convivir”, y se trata de una relación que puede durar un periodo de tiempo prolongado o 
toda la vida. El término también hace referencia a que por lo menos uno de sus integrantes 
o simbiontes logran un beneficio a costas del otro. En el caso particular de la simbiosis 
(brady)rizobio-soja, ambos simbiontes pueden vivir de forma independiente, pero cuando 



Capítulo I                                                 Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

12 
 

se asocian, ambos se ven favorecidos, de ahí que se trate de una simbiosis mutualista. Sin 
embargo, en suelos ricos en N la soja no forma nódulos (Gibson & Harper 1985). Este 
hecho no ha de sorprender si recordamos el gasto energético necesario para que la 
nitrogenasa pueda catalizar la fijación de N2. Cuando hay suficiente N disponible en el 
suelo, la planta, por razones de economía energética, privilegia la incorporación del N 
edáfico por sobre el derivado de la atmósfera (Perticari et al. 2007). De esta forma, el 
establecimiento de una simbiosis efectiva requiere que exista una deficiencia de N en el 
suelo, al menos en el ambiente de cercanía a la raíz, y que se produzca una serie de eventos 
concatenados que consisten en la percepción de señales, su transducción y la respuesta. 
Estos procesos finalizan con la formación del nódulo, un nuevo órgano en las raíces de la 
leguminosa, en donde el (bradi)rizobio se va a diferenciar a la forma capaz de fijar N2. 
Como es de esperarse, este proceso de desarrollo y diferenciación necesita un control 
preciso en tiempo y espacio, el cual está gobernado en gran parte por una serie de genes 
regulatorios implicados en el desarrollo de la simbiosis (Schlaman et al. 1998).  

El proceso y las etapas previas a la simbiosis han sido muy bien caracterizados y se 
lo puede dividir en cinco acontecimientos principales: (Fig. I.5.) 

• Adhesión de los rizobios a la superficie de las raíces y colonización. 
• Reconocimiento del par simbiótico. 
• Invasión de la raíz. 
• Organogénesis del nódulo. 
• Diferenciación de las bacterias a bacteroides y fijación de N2. 
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I.3.3.1. Adhesión a la superficie radical y colonización.  

La rizósfera, espacio contiguo a las raíces, es un microhábitat rico en nutrientes con 
respecto al suelo circundante. Este microhábitat puede ser colonizado por diversos 
microorganismos que generalmente forman biopelículas sobre la superficie de la raíz 
(Fuqua et al. 2004). La rizósfera presenta tales características dado que las plantas pueden 
secretear como exudados entre un 5 a 20 % de los productos finales de la fotosíntesis, los 
que pueden ser utilizados por la microbiota para establecerse y proliferar. En tal sentido, la 
mayoría de las bacterias edáficas, incluidos los (bradi)rizobios, poseen diversos mecanismos 
de adhesión a las raíces. Cabe hacer hincapié, en que la mayoría de esas bacterias edáficas 
comparten algunos mecanismos de adhesión con los (brady)rizobios, con lo cual pueden 
interferir con la unión de los mismos a sitios de infección sobre la raíz, y así impedir su 
posterior entrada a la leguminosa. Por otro lado, dentro de esas bacterias edáficas con 
capacidad de adherirse, encontramos las denominadas bacterias promotoras del 
crecimiento vegetal o PGPR, por sus siglas en inglés (plant growth promoting 
rhizobacteria)(Sowinski et al. 2007). Entre estas bacterias, que tienen la capacidad de 
permanecer toda su vida adheridas a las raíces, podemos destacar a Azospirillum brasilense, 

Pseudomonas spp., Bacillus subtilis B2 y Enterobacter (Fabra et al. 2007). Varias de estas especies 
han sido incluidas en diversas formulaciones biotecnológicas desarrolladas a nivel industrial 
para mejorar el crecimiento y desarrollo de los cultivos (Nelson 2004). 

Durante el proceso de adhesión no solo actúan moléculas secretadas por parte de la 
planta, sino también por parte del microsimbionte. Por el lado de la planta, se ha puesto de 
manifiesto el rol de ciertas macromoléculas, entre ellas las lectinas, (glico)proteínas capaces 
de unir selectivamente ciertos carbohidratos, y que suelen acumularse en las puntas de los 
pelos radicales (Dazzo & Hubbell 1975). Por su parte, los microsimbiontes secretan 
moléculas denominadas conjuntamente como adhesinas, que incluyen polisacáridos de 
superficie, aglutininas, fimbrias, fibrillas de celulosa (Rhijin & Vanderleyden 1995) y hasta 
algunos autores han propuesto que los flagelos podrían tener un rol como adhesinas (Croes 
et al. 1993, Merino et al. 2006). Se ha sugerido que la adhesión puede tener cierto grado de 
especificidad, reconociendo uniones específicas y no específicas (Lodeiro et al. 1995). Sin 
embargo, no está claro si esta especificidad tiene alguna relación con el reconocimiento 
simbiótico o si simplemente se debe a que distintas especies de (brady)rizobios poseen 
diferentes adhesinas y por lo tanto, se unen de diferentes maneras a la raíz (Mongiardini et 
al. 2008). A partir de estudios con R. leguminosarium bv viciae, R. leguminosarium bv trifoli y B. 

japonicum, se ha caracterizado el rol de las lectinas, tanto de origen vegetal ( Dazzo & 
Hubbell 1975, Lodeiro et al. 2000) como bacteriano (Mongiardini et al. 2008) y de los 
polisacáridos de superficie (Becker & Pühler 1998) en la etapa inicial, reversible, de la 
adhesión. Esta etapa, que se completa en pocas horas, es seguida por una segunda etapa 
irreversible, que requiere más de 12 horas, donde las bacterias son ancladas a la raíz por 
fibrillas de celulosa (Smit et al. 1992, Rhijin & Vanderleyden 1995). En concordancia con 
los tiempos requeridos por cada una de estas etapas, se ha determinado que en general las 
adhesinas involucradas en la etapa inicial son las que influyen sobre la nodulación, a 
diferencia de las involucradas en la etapa irreversible. Pese a todos los trabajos realizados en 
el tema, los conocimientos sobre la adhesión todavía siguen siendo escasos, dado que en el 
ambiente rizosférico, en el que se promueve la adhesión, influyen diversas variables que son 
difíciles de emular en el laboratorio. 
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I.3.3.2. El diálogo molecular: reconocimiento simbiótico. 

Si bien el diálogo molecular entre simbionte y hospedante no está diferenciado 
temporalmente, podemos proponer que éste comienza con la secreción de moléculas 
fenólicas, llamadas flavonoides, en el exudado radical de la leguminosa (Perret et al. 2000). 
Estas moléculas van a disparar la activación específica de factores transcripcionales que 
controlan la expresión de los genes de nodulación en los rizobios, denominados nod, noe y 

nol. Cada uno de estos genes se hallan ubicados en operón (Perret et al. 2000) y codifican 
las proteínas que van a catalizar la síntesis de un quito-lipooligosacárido denominado factor 
Nod, el cual es clave en el desarrollo del nódulo (Mergaert et al. 1997, Fujishige et al. 2008, 
Streng et al. 2011). Esta molécula es secretada por los rizobios y constituye una señal para 
la planta, induciendo el inicio de la simbiosis a varios niveles. Entre los procesos que 
responden a la presencia del factor Nod se encuentran la deformación y enrulado del pelo 
radical mediante la reorganización de su citoesqueleto, y el inicio de la actividad mitogénica 
en las células (sub)corticales de la raíz para dar origen al primordio del nódulo (Brencic & 
Winans 2005). Estas conclusiones fueron obtenidas a partir de estudios realizados con 
rizobios mutantes incapaces de sintetizar factores Nod, frente a los cuales los pelos 
radicales no manifiestan reacción alguna (Rélic et al. 1993), y experimentos con plantas 
inoculadas con factor Nod purificado, las que, en respuesta, desarrollan nódulos en 
ausencia de rizobios (Truchet et al. 1991). De esta manera, podemos observar que los 
flavonoides, en conjunto con los factores Nod, constituyen las primeras moléculas-señal 
intercambiadas por ambos simbiontes. Si bien estas moléculas son las más estudiadas, no 
son las únicas producidas por ambos simbiontes que participan del evento de intercambio 
de señales: del lado de la planta podemos mencionar betaínas, ácidos aldónicos, xantonas y 
jasmonatos, todas ellas también inductores de los genes nod (Kiers et al. 2003, Cooper 
2007), mientras que del lado de los (bradi)rizobios podemos mencionar polisacáridos de 
superficie, proteínas de secreción del tipo I, II y IV, acil-homoserina-lactonas (AHL), 
hopanoides y ácido indol acético, que actúan como reguladores del crecimiento vegetal 
(Cooper 2007). Dado que los flavonoides y los factores Nod son las moléculas más 
estudiadas y caracterizadas, a continuación haremos un breve resumen de sus propiedades 
más relevantes. 

I.3.3.2.1. Flavonoides. 

Actualmente se conocen 4.000 tipos de flavonoides distintos, aislados a 
partir de plantas vasculares, de ellos aproximadamente 30 han sido caracterizados como 
inductores de genes nod (Brencic & Winans 2005). Todos los flavonoides consisten en dos 
anillos de benceno unidos por un heterociclo de pirano o piranona. Las sustituciones 
específicas en los anillos de esa estructura básica dan como resultado calchonas, flavonas, 
flavononas, flavonoles e isoflavonoides entre otros. En particular, los isoflavonoides 
producidos por soja, daidzeína y genisteína, son inductores específicos de los genes nod en 
B. japonicum (Subramanian et al. 2006) e inhiben la expresión de los genes nod en E. meliloti, 
cuyos genes nod son inducidos por luteolina (Peters 1986). En base a este tipo de 
observaciones se ha sugerido que cada planta produce una mezcla distinta de estas 
moléculas, la cual es específica para su simbionte. A su vez la cantidad, aunque siempre del 
orden nanomolar a micromolar, y el espectro de flavonoides pueden variar con la edad y el 
estado fisiológico de la leguminosa (Shaw et al. 2006). Curiosamente, este tipo de moléculas 
también actúan como señales en las respuestas de defensa de la planta frente a 
patógenos, lo cual está de acuerdo con la idea de que durante su evolución, la 
simbiosis rizobio-leguminosa habría reclutado sistemas de transducción de 
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señales de respuestas a patógenos, y hoy sería una patogénesis atenuada (Perret 
et al. 2000, Lodeiro et al. 2004, Brencic & Winans 2005). 

I.3.2.2.2. Factores Nod. 

El primer trabajo sobre el factor Nod se publicó en 1990, en base a la 
caracterización de dicha molécula en E. meliloti (Maillet et al. 1990). Tan solo seis años 
después ya se habían caracterizado los factores Nod de al menos 13 especies, lo que 
permitió poner en evidencia que esta molécula presenta una estructura básica codificada 
por los genes nodABC, presentes en todos los ejemplos estudiados hasta el momento 
(Mergaert & Montagu 1997). La estructura básica del factor Nod está constituida por un 
tetra o pentasacárido de N-acetil-β-D-glucosamina sustituido en el C2 de su extremo no 
reductor por una cadena de ácido graso insaturado. Además puede contener otros 
sustituyentes, tanto en su extremo reductor como en su extremo no reductor (Mergaert et 
al. 1997, Brencic & Winans 2005, Cooper 2007). Diferentes especies sintetizan diferentes 
tipos de factor Nod, los cuales son distinguibles por el grado de saturación de su cadena de 
ácido graso y los sustituyentes que presentan en sus extremos (Mergaert & Montagu 1997). 
B. japonicum produce factores Nod cuya estructura básica puede estar constituida por 
tetrámeros o pentámeros de N-acetil-β-D-glucosamina, presentando como sustituyentes 
ácidos grasos 18:1, 16:0 o 16:1 en su extremo no-reductor y O-metilfucosa, fucosa o 
glicerol en su extremo reductor (Sanjuán et al. 1992). En la Fig. I.6 se muestra el factor 
Nod sintetizado por B. japonicum USDA 110. De la mano de estos resultados, en un 
principio se propuso, de forma análoga a lo observado con los flavonoides, que los factores 
Nod también poseerían especificidad simbiótica (Kondorosi & Schultze 1998). Sin 
embargo, hasta el momento no se ha podido dilucidar por qué dos especies que nodulan 
distintos hospedadores expresan un mismo factor Nod. Tal es el caso de R. etli y M. loti, 
quienes si bien sintetizan un mismo tipo de factor Nod, nodulan distintas especies: P. 

vulgaris y Lotus japonicus, respectivamente (Perret et al. 2000). De manera adicional, también 
se ha observado que rizobios pertenecientes al mismo género, capaces de nodular la misma 
especie, presentan distintas sustituciones en la estructura base del factor Nod (Broughton et 
al. 2000). En base a estas observaciones, actualmente se ha puesto en duda la idea de que la 
especificidad simbiótica esté determinada solamente por la estructura del factor Nod. 
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La biosíntesis y secreción del factor Nod son procesos complejos, que están 
codificados en varios genes, conocidos como genes de nodulación. Los genes de 
nodulación comunes nodABC codifican la biosíntesis y el ensamblaje de las unidades de N-
acetil-β-D-glucosamina y la unión de la cadena de ácido graso –presentes en todas las 
especies de bradirrizobios, mesorrizobios y rizobios– mientras que los genes de nodulación 
específicos, nol y noe codifican las enzimas que catalizan la “decoración” del factor Nod con 
diferentes sustituyentes en sus extremos (Masson-Boivin et al. 2009). Además de esos 
genes, también se han observado genes cuyos productos cumplen funciones activadoras, 
como nodD, nodVW o syrM, los que detectan a los flavonoides y como respuesta activan la  
expresión de los otros genes nod. De forma análoga también se han reportado reguladores 
negativos como nolA, que son antagonistas de los genes activadores en respuesta a señales 
de percepción del quórum (Wisniewski & Downie, 2002). Se cree que esta última función 
permite inhibir la expresión de los genes de nodulación una vez que se dispararon las 
señales de desarrollo del nódulo y que las bacterias se encuentran dentro de la raíz (Loh & 
Stacey, 2003). 

I.3.3.3. La invasión de la raíz.  

A partir del trabajo de Fåhraeus (1957) se conocen las etapas de la infección de las 
raíces de las principales especies de leguminosas, entre las que se encuentra la soja. 
Fåhraeus observó que los pelos radicales muestran una deformación denominada 
“enrulado del pelo radical”, que atrapa a las bacterias simbióticas en la curvatura interior. 
Estas bacterias posteriormente penetran a la raíz formando un canal característico llamado 
hilo de infección, que se desarrolla longitudinalmente en dirección a las células 
(sub)corticales de la raíz. El hilo de infección se forma por una invaginación de la pared 
celular del pelo radical que engloba a las bacterias, las que de esta manera, avanzan 
permaneciendo siempre en el espacio exterior de la célula vegetal (Gage 2004). En otras 
especies de leguminosas, las bacterias penetran por hendiduras dejadas por raíces laterales 
emergentes, en un proceso que se conoce como “crack entry” (Boogerd & Van Rossum 
1997). En ambos casos, hilos de infección y crack entry, las bacterias quedan encerradas en 
vesículas limitadas por la membrana vegetal, las cuales son descargadas en el citoplasma de 
las células (sub)corticales en división, donde se está formando el nódulo (Gage 2004, 
Boogerd & Van Rossum 1997). 

Posteriormente a los trabajos iniciales de Bhuvaneswari et al. (1980) realizaron 
mapas de las zonas radicales donde se van formando los nódulos a medida que la raíz crece 
y se desarrolla, y a partir de esa información, determinaron qué zonas de la raíz son 
infectables y durante cuánto tiempo. Así, distinguieron tres zonas de la raíz, diferentes en 
cuanto a su arquitectura y a su crecimiento (Fig. I.7): la primera de ellas, a continuación del 
hipocótile, es la zona de pelos maduros, la siguiente es la zona de pelos radicales en 
desarrollo y la tercera, llegando al ápice, es la denominada zona apical, donde se encuentran 
los pelos radicales emergentes (Bhuvaneswari et al. 1980, Gage 2004). En tal sentido, 
Bhuvaneswari et al. (1980) observaron que los pelos radicales maduros (la primera zona) no 
pueden ser infectados, induciendo la idea que para que haya enrulado es necesario que los 
pelos radicales se encuentren en pleno crecimiento polar, ya que el enrulado ocurre por un 
crecimiento desigual de las paredes celulares longitudinales del pelo. Además propusieron 
que la infección de una zona particular de la raíz de soja debe ocurrir dentro de las seis 
horas de la inoculación, ya que luego de ese tiempo, los pelos radicales de esa zona 
maduraron y ya no son más infectables (Bhuvaneswari et al. 1980). (Figs. I.7 y I.8) 
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Como señalamos más arriba, las deformaciones de los pelos radicales son inducidas 
por el factor Nod. Esto tiene lugar en periodos de tiempo mucho más cortos: se demostró 
que luego de tres a seis minutos de adicionar factor Nod purificado sobre la zona de pelos 
emergentes en las raíces ocurren cambios en el citoesqueleto de los pelos radicales 
asociados con una depolimerización de los filamentos de actina (Allen 1996, Cárdenas 
1998). Sin embargo, trabajos más recientes proponen que la deformación del pelo radical 
requiere del receptor del factor Nod (Amoret 2003, Radutoiu 2003) pero no de la vía de 
transducción de señales que éste estimula (Esseling 2003, Miwa 2006). 

Una vez enrulado el pelo radical e iniciado el hilo de infección, en general una sola 
célula bacteriana penetra y da origen a una progenie clonal que es la que completa el avance 
e invade el nódulo en formación. De este modo, a menudo cada nódulo contiene un único 
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clon de bacterias. Sin embargo, en ocasiones más de una bacteria es atrapada durante el 
enrulado, y si poseen distintos genotipos, es posible observar que dos bacterias diferentes 
van a formar parte del hilo de infección (Gage 2004). En estos casos, menos frecuentes, un 
único nódulo puede estar ocupado por más de un clon (es extremadamente raro que haya 
más de dos), lo que suele ser referido como “doble ocupación” de un nódulo.  

Ya que el crecimiento del hilo de infección es ante todo una invasión de los tejidos 
de la planta por parte de un microorganismo, la planta naturalmente dispara respuestas de 
defensa similares a las que utiliza frente a la invasión de un microorganismo patógeno 
(Frayssé et al. 2003). Sin embargo, en el caso de la simbiosis, la planta debe atenuar estas 
respuestas, permitiendo que ingresen las bacterias simbióticas en división y que no sean 
tratadas como parásitos. Para ello, los polisacáridos superficiales parecerían tener un rol 
crucial (Fraysse et al. 2003). En correspondencia con ello se observó que mutantes 
delecionales del gen exoB en B. japonicum, afectados en la producción del exopolisacárido 
(EPS), son incapaces de invadir e infectar raíces de soja y solo forman nódulos vacíos 
(desprovistos de bacterias o bacteroides) (Quelas et al. 2010). Por su parte, E. meliloti, que 
expresa dos tipos de EPS: el succinoglicano o EPSI y el galactoglucano o EPSII, necesita 
solo uno de ellos para producir una infección normal, pese a las diferencias estructurales 
entre ambos, pero puede prescindir de los dos si posee intactos el polisacárido capsular 
(KdoPS) y el lipopolisacárido (LPS) (Hozbor et al. 2004, Jones et al. 2007).  

Las lectinas de la planta, ya mencionadas por su rol en la adhesión, también juegan 
un papel en la infección, aunque el mismo no ha sido aclarado. Estas conclusiones se basan 
en trabajos que han demostrado que plantas de trébol expresando la lectina de arveja 
pueden ser noduladas por R. leguminosarum bv. viceae (Díaz. 1989), en tanto que plantas de L. 

japonicus llevando la lectina de soja son noduladas por B. japonicum (van Rhijn et al. 1998). 
Sorprendentemente, en ambos casos cada especie de bacteria produjo su propio factor 
Nod, lo que indica que la presencia de la lectina heteróloga de alguna manera relajó la 
exigencia de la planta hospedadora para el reconocimiento simbiótico mediante el sistema 
de transducción de señales que desencadena el factor Nod. Dado que el EPS parece ser el 
receptor de las lectinas vegetales, se ha observado que no hay desarrollo del hilo de 
infección cuando plantas transgénicas de L. japonicus son inoculadas con B. japonicum 
alterados en la síntesis del EPS (van Rhijn et al. P 1998). En ese caso, los autores proponen 
que el reconocimiento del EPS mediado por la lectina estaría vinculado a la entrada de los 
rizobios a la raíz vía el hilo de infección. Por lo tanto, es probable que la lectina vegetal 
actúe como socia del EPS en la atenuación de la respuesta de defensa (Pérez-Giménez et al. 
2012). 

El sistema de defensa de la planta también estaría involucrado en la regulación de la 
cantidad de nódulos que puede formar la leguminosa. Se cree que la respuesta al factor 
Nod es antagonizada por hormonas de la planta como etileno o ácido jasmónico (Sun et al. 
2006), los cuales, aplicados en exceso, promueven que se aborten los hilos de infección 
(Vasse 1993). Además de estos sistemas de defensa de la planta, se ha propuesto que 
existen otros que permiten la regulación del número de nódulos que pueden formarse. Esta 
respuesta se conoce como autorregulación de la nodulación y está regulada por un ciclo 
donde intervienen kinasas y fosfatasas que perciben una señal producida por la raíz y que a 
su vez induce la producción de un inhibidor en la parte aérea. Este inhibidor se traslada a 
las raíces e impide nueva nodulación cuando el número de nódulos en funcionamiento allí 
ya es suficiente como para satisfacer las necesidades de asimilación de N en la parte aérea 
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(Reid et al. 2011). Como mencionamos al principio, la nodulación solo ocurre cuando la 
leguminosa crece en un suelo deficiente en N. Si a una planta que ya comenzó con su 
proceso de nodulación se le adiciona una fuente alternativa de N, en particular NO3

–, ésta 
inhibe la continuidad del proceso de nodulación. Luego, una vez desarrollados los nódulos, 
el agregado de una fuente alternativa de N inhibe la fijación de N2. Estas reacciones, 
sumadas a la reciente observación de que plantas crecidas en NO3

– restringen la adhesión 
(Perez-Gimenez et al. 2013), indican que la inhibición de la simbiosis por la presencia de 
fuentes alternativas de N ocurre a varios niveles yuxtapuestos. Esto es razonable, ya que 
para una planta que dispone de fuentes alternativas de N en abundancia, la presencia de los 
(bradi)rizobios dentro de sus tejidos radicales se asemeja más a un parasitismo que a un 
mutualismo. Sin embargo, aún falta aclarar mejor cómo se regulan e interconectan estos 
procesos, y cuál es su relación con los sistemas de defensa de la planta. 

I.3.3. Organogénesis e invasión del nódulo. 

En la etapa final del avance por el hilo de infección, los (brady)rhizobios alcanzan la 
corteza interior de la raíz, donde se observa que las bacterias son internalizadas por las 
células vegetales corticales. Esta internalización ocurre por medio de una endocitosis, en 
donde una o unas pocas bacterias quedan englobadas por la membrana vegetal oriunda del 
hilo de infección formando una vesícula que ingresa al citoplasma de la célula infectada. 
Una vez endocitadas, estas vesículas constituyen el denominado simbiosoma, y la 
membrana que las rodea se denomina membrana peribacterial, MPB. (Rivilla & Bonilla. 
2004). Durante el proceso de infección y formación de los simbiosomas, el primordio del 
nódulo se va desarrollando y comienza a poblarse de células infectadas. En paralelo, los 
(bradi)rizobios comienzan una diferenciación que va a concluir con su transformación en 
bacteroide, el cual puede comenzar a fijar N2.  Dependiendo del genotipo de la leguminosa, 
el primordio del nódulo se puede formar en alguna de las tres capas de células de la corteza 
radical. Si se desarrollan en la corteza media o externa, dan lugar a los denominados 
nódulos determinados, en cambio si lo hacen en la corteza interna, se forman los 
denominados nódulos indeterminados(Patriarca et al. 2004) . Ambos tipos de nódulos no 
solo difieren por la capa de células donde se desarrollan, sino que también difieren en su 
crecimiento y organización histológica. Si bien actualmente no se conoce por qué se 
forman dos tipos de nódulos, sí es sabido que este hecho depende de la leguminosa y no 
del tipo de (bradi)rizobio que la invade (Limpens 2005). Por ejemplo, Rhizobium tropici 

forma nódulos determinados en P. vulgaris e indeterminados en Leucaena leucocephala, pero 
cada una de estas especies vegetales, que puede ser nodulada por una gran variedad de 
rizobios, sólo forma nódulos ya sea determinados (P. vulgaris) o indeterminados (L. 

leucocephala). 

Los nódulos determinados poseen un aspecto esferoide y albergan las células más 
jóvenes en la periferia, mientras que hacia el centro se encuentran las células maduras y 
luego las senescentes. Por lo tanto, la actividad fijadora de N2 es mayor en las capas 
intermedias y menor en el centro. Estos nódulos son típicos de las leguminosas de origen 
tropical, entre las cuales se encuentran G. max (soja), L. japonicus, P. vulgaris (poroto) y 
especies de Vicia (Popp & Ott 2011). (Fig. I.9.) 

Por su parte, los nódulos indeterminados poseen forma alargada, debido a que en 
su extremo apical mantienen un meristema que es fuente permanente de nuevas células 
nodulares. Esto los distingue de los nódulos determinados, en los cuales no hay células 
meristemáticas. En un corte histológico longitudinal se pueden diferenciar cuatro zonas: la 
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zona de infección (zona I), donde se encuentran las células jóvenes, una zona intermedia 
(Zona II), una zona de fijación (zona III), con células maduras, y la zona de senescencia 
(zona IV), que sería equivalente a la zona central de los nódulos determinados. La zona I 
puede ser infectada continuamente por rizobios que ya se encuentran dentro del nódulo. 
Las leguminosas originarias de zonas templadas como M. sativa (alfalfa), P. sativum (arveja) y 
Trifolium (trébol), forman nódulos de este tipo (Fig. I.9.). 

 

I.3.4. Diferenciación de las bacterias a bacteroides y FBN. 

La última etapa de la infección implica la diferenciación de los (brady)rizobios a 
formas capaces de fijar N2. Durante esta diferenciación ocurren cambios morfológicos y 
metabólicos en la bacteria en su pasaje a la forma bacteroidal. A nivel morfológico, el 
(bradi)rizobio pierde el/los flagelos, se divide unas pocas veces y comienza a expresar la 
enzima nitrogenasa, para dar comienzo a la fijación de N2. En esta etapa diversos genes son 
regulados de manera tanto positiva como negativa, ya sea por el tejido radical de la planta 
(Gyorgyey et al. 2000) o por la bacteria (Brechenmacher et al. 2008, Oldroyd et al. 2011).  

Se ha observado que, en el estado de bacteroide, los genes relacionados con el 
metabolismo del ADN están regulados negativamente, lo cual concuerda con la baja tasa de 
división celular de los bacteroides, mencionada más arriba. En cambio, los genes regulados 
positivamente están relacionados con la fijación del N2 (Bhuvaneswari et al. 1980, Oldroyd 
et al. 2011). En tal sentido, se ha observado que el ambiente reductor dentro del 
simbiosoma, dado por la baja tensión del O2, podría estar disparando la regulación de 
varios genes en el bacteroide (Prell & P. Poole 2006, Brechenmacher et al. 2008). En E. 

meliloti, la baja tensión de O2 es detectada por un sensor que activa una cascada de señales 
que culmina con la activación de reguladores transcripcionales, entre los cuales se 
encuentran NifA, FixL y FixJ, que son imprescindibles para la expresión diferencial de 
genes que culminarán en el patrón de diferenciación y metabolismo típico de los 
bacteroides (Jones et al. 2007). Si bien el O2 parecería ser una señal clave en la 
diferenciación, no debe ser la única.  
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El bacteroide utiliza fuentes de C y energía provenientes de la planta en forma de 
ácidos dicarboxílicos, en particular malato y succinato (Prell & P. Poole 2006). Estos 
esqueletos carbonados ingresan al bacteroide mediante la proteína integral de transporte de 
ácidos dicarboxílicos, DctA (por sus siglas en ingles C4-dicarboxylic acid transport protein). 
Además, la actividad de la enzima málica dependiente de NAD+ que produce piruvato 
directamente desde malato, es requerida para la fijación de N2 (Prell & P. Poole 2006). Este 
hecho sugiere que la producción de acetil-CoA a partir de malato usando la enzima málica y 
la enzima piruvato dehidrogenasa son importantes para la alimentación del ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos en los bacteroides. Una vez que ingresan al bacteroide, estas fuentes 
de C son utilizadas en el ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa para la generación de 
ATP, que será utilizado posteriormente por la nitrogenasa. A cambio de estas fuentes de C, 
el bacteroide cede completamente el producto de la fijación de N2. Para que esto ocurra el 
bacteroide inhibe su propia vía de asimilación, para tal fin se ha observado que en 
bacteroides tanto la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) están 
inhibidas. De este modo, todo el NH3 producido por la nitrogenasa sale del bacteroide y es 
asimilado por la célula vegetal, por medio de la GS y la asparagina sintetasa ( Larrainzar et 
al. 2009, Oldroyd et al. 2011). Dependiendo del tipo de nódulo formado por la leguminosa, 
ésta exportará distintos productos nitrogenados al xilema, para transportarlos al resto de la 
planta. En particular, los nódulos determinados exportan ureidos, como alantoína o acido 
alantoico, mientras que la asparagina o glutamina son las formas comunes con la que se 
transporta el N en nódulos indeterminados (Oldroyd et al. 2011). 

I.3.5. Medición de la FBN. 

Una de las características deseables de los (bradi)rizobios es que posean una buena 
actividad fijadora de N2, lo cual se conoce como su efectividad. Por lo tanto, existe un gran 
interés en medir apropiadamente la actividad nitrogenasa, tanto para el mejoramiento de las 
cepas de rizobios a utilizar en los inoculantes, como para el mejoramiento de las 
leguminosas. 

De acuerdo con lo expuesto y dependiendo el tipo de leguminosa y el rizobio a 
evaluar podemos clasificar a los algunos de los métodos más utilizados en base a: 

• Cuantificación de la actividad nitrogenasa. 

� Directos: 

� Método de reducción de acetileno. 

� Ensayo de evolución de H2 

� Indirectos: Cuantificación  y visualización de la nodulación. 

• Cuantificación de Rendimiento. 

� Cuantificación de peso seco de la parte aérea. 

� Cuantificación de ureidos. 

• Cuantificación del N incorporado. 

� Métodos isotópicos con 15N. 

� Cuantificación del N total por el método de Kjeldahl. 
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A continuación, haremos un breve resumen de cada uno haciendo hincapié en sus 

utilidades, ventajas y desventajas (para una revisión más detallada: Unkovich & Pate. 2000, 

Grageda-Cabrera et al. 2003, Terpolilli et al. 2012). 

I.3.5.1. Cuantificación de la actividad nitrogenasa. 

I.3.5.1.1. Ensayo de reducción de acetileno. 

Se cree que en la atmósfera primitiva la función ancestral de la enzima nitrogenasa 
estaba más relacionada con la detoxificación de derivados del ácido cianhídrico (HCN) que 
con la reducción de N2, ya que la FBN asociada a la simbiosis con plantas ocurrió mucho 
tiempo después (Silver & Posgate 1973). Por otro lado también se cree que dicha función 
permitía la disipación del poder reductor, mediando la expulsión de H2. Esta creencia se 
basa en que la enzima nitrogenasa reduce además de nitrógeno molecular, otros sustratos 
como acetileno (C2H2), azidas y HCN (Lloret & Martínez-Romero 2005). Esto sucede 
debido a que la enzima reconocería como sustrato a los dobles o triples enlaces presentes 
en dichas moléculas (Halbleib & Ludden 2000). En tal sentido uno de los métodos directos 
de la cuantificación de la actividad nitrogenasa se basa en la medición de la reducción de 
C2H2 a etileno (C2H4), catalizada por dicha enzima. Particularmente, tanto la membrana 
vegetal como así también la del bacteroide son permeables al C2H2 y al C2H4, y por lo tanto, 
su medición puede resultar muy sencilla (Halbleib & Ludden 2000). La reacción catalizada 
por la nitrogenasa es la siguiente: 

C2H2 + 2H+ + 2 e– � C2H4 

Este ensayo –también denominado ARA por sus siglas en inglés, acetylene 
reduction assay– es utilizado desde 1968 (Hardy et al. 1968). Sus mayores ventajas 
consisten que el C2H4 producido es muy fácil de cuantificar, el C2H2 es un sustrato de bajo 
costo y el ensayo es rápido: solo se necesita tener la planta crecida y al momento de realizar 
la medida debe encerrársela herméticamente para la inyección del C2H2 y posterior 
recuperación del C2H4. Sin embargo, presenta una serie de desventajas que hacen que 
actualmente no sea el más apropiado para medir la actividad nitrogenasa (Witty & Minchin 
1998, Grageda-Cabrera et al. 2003). La primera de ellas es la suposición de que ni el 
reemplazo de N2 por C2H2, ni el cambio del producto de NH3 a C2H4 modifican la 
actividad de la nitrogenasa, ni su afinidad por uno u otro sustrato. Se ha observado que en 
tiempos cortos el C2H2 no sólo es un sustrato de la nitrogenasa, sino que también puede 
actuar como inhibidor, además, en presencia de este compuesto la tasa de respiración 
disminuye considerablemente. Por otra parte, en algunas especies de Azobacter se ha 
determinado que el KM de la nitrogenasa por el C2H2 es de 0,4-1,2 mM en comparación con 
el valor de 0,1 mM por el N2, indicando que la nitrogenasa posee menor afinidad por el 
C2H2. Estos efectos, en su conjunto, se traducen en una subestimación de la actividad 
reductora de N2 de la nitrogenasa (Peoples & Craswell 1992, Witty & Minchin 1998). 

I.3.5.1.2. Ensayo de evolución de H2. 

Un método alternativo al ensayo de ARA, es medir uno de los subproductos de la 
reacción de reducción de N2, en este caso la evolución de H2. (Grageda-Cabrera et al. 2003, 
Witty & Minchin 1998, Hunt & Layzell 1993)  Este ensayo también es conocido por ANA 
por sus siglas en inglés (apparent nitrogenase assay). Básicamente, este ensayo cuantifica el 
H2 liberado por la nitrogenasa. La medida de la evolución del H2 en el aire es una medida 
aparente de la nitrogenasa porque representa solo una porción del flujo total de electrones 
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de dicha enzima. Si se quisiera cuantificar la actividad total, se debería adicionar una medida 
que incluya la incubación de las plantas noduladas en un ambiente carente de N2 como 
podría ser una mezcla de argón/oxígeno. Sin embargo, esta mezcla, a tiempos largos, puede 
disminuir la actividad nitrogenasa (Hunt & Layzell 1993). 

Como en el caso anterior, su grandes ventajas son el bajo costo, su practicidad y su 
rapidez, dado que solo se requiere una mezcla conocida de N2 (79% de N2 y 21% de O2), 
H2 (para calibrar el equipo), un detector de H2, es decir un electrodo amperométrico y un 
software que permita convertir la señal de diferencia de voltaje a ppm. Además, al no ser 
invasivo, se pueden hacer determinaciones a lo largo del desarrollo de la leguminosa y no 
introduce un inhibidor de la nitrogenasa. Como desventaja, a nivel metodológico se 
observa que en cada medición se debe realizar una calibración del equipo. Además este tipo 
de mediciones suelen tener una baja sensibilidad (± 0,01 ppm) por lo cual dependiendo las 
condiciones del ensayo, puede ser desaconsejado (Witty & Minchin 1998, Arrese-Igor et al. 
2011). No obstante, la mayor desventaja que posee es que no puede ser utilizado en 
aquellas bacterias que realizan el proceso de reciclaje de hidrógeno, que en el caso de los 
bradirrizobios que nodulan soja son mayoría (Grageda-Cabrera et al. 2003). 

Los (bradi)rizobios que expresan la actividad hidrogenasa, Hup (por sus siglas 
hydrogen uptake), son capaces de re-oxidar el H2 liberado por la nitrogenasa y utilizarlo 
para obtener energía por fosforilación oxidativa, este hecho se traduciría en una mejor 
eficiencia energética de la simbiosis (Ruiz Argueso et al. 2000, Brito et al. 2005). Por lo 
tanto, los nódulos o bien no desprenden H2 o bien lo hacen a muy baja concentración. Es 
sorprendente el hecho de que esta función metabólica no esté ampliamente distribuida 
dentro del género Rhizobium. Es más, en algunos casos se han encontrado los genes hup, 

pero no se ha observado la expresión de los mismos (Maier & Triplett 1996). En base a 
ciertas observaciones, parecería que la actividad Hup estaría mayormente presente en los 
bradirrizobios, pero no es una propiedad del género. Es decir, no todos los (bradi)rizobios 
que contengan los genes hup van a presentar actividad hidrogenasa, a su vez no todos los 
rizobios van a ser Hup–, ni todos los bradirrizobios, Hup+ (Ruiz Argueso et al. 2000). En 
base a estos conocimientos, el ensayo de ANA va a estar confinado solo a aquellos 
(bradi)rizobios que hayan sido previamente demostrados como Hup–. 

I.3.5.1.3. Cuantificación y visualización de la nodulación. 

Una manera indirecta de medir la eficiencia de la actividad nitrogenasa es evaluar la 
nodulación. Se supone que los (bradi)rizobios que presenten una eficiente tasa fijación de 
N2 presentarán pocos nódulos de tamaño mediano o grande, distribuidos mayoritariamente 
sobre la raíz principal (Appleby 1984). A su vez, estos nódulos presentarán un color rojo 
intenso en su interior, debido a la presencia de leghemoglobina (Appleby 1984, Arrese-Igor 
et al. 2011, Terpolilli et al. 2012). Contrariamente, los (bradi)rizobios deficientes producirán 
una mayor cantidad de nódulos de tamaño pequeño, mayormente distribuidos en las raíces 
secundarias. Estos nódulos no presentarán altos contenidos de leghemoglobina y por lo 
tanto su interior será de color blanco (Somasegaran & Hoben 1985). Así, la determinación 
del peso seco de los nódulos (PSN), su número y la visualización de su ubicación en la raíz, 
nos permiten realizar una estimación cualitativa de la actividad FBN total en la planta. La 
mayor desventaja que presenta este método es que no mide la actividad de la nitrogenasa, a 
su vez estos parámetros no son indicadores fiables de la eficiencia de la cepa. Sin embargo, 
puede resultar un indicador práctico sobre el desempeño del cultivo cuando se toman 
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muestras en el campo. Este tipo de medición se recomienda realizarla en complementación 
de ensayos de cuantificación del rendimiento o de la tasa de N incorporado ( Somasegaran 
& Hoben 1985, Grageda-Cabrera et al. 2003). 

I.3.5.2. Cuantificación del rendimiento. 

I.3.5.2.1. Cuantificación del peso seco de la parte aérea. 

Si hay una buena actividad de fijación de N2, ésta se reflejará directamente con un 
aumento en el rendimiento. Por lo tanto, la cuantificación de la biomasa vegetal puede ser 
utilizada como un parámetro indirecto de dicha actividad. Así, el peso seco de la parte aérea 
(PSA, que incluye tallo y hojas) en la etapa de iniciación floral de las leguminosas inoculadas 
con (bradi)rizobios es un criterio generalmente aceptado para estimar la eficiencia de la 
FBN, en particular cuando se trata de cultivos hidropónicos que crecieron sin el agregado 
de otras fuentes de N, ya que en este caso, la diferencia de PSA frente a testigos sin 
inocular reflejará directamente la actividad nitrogenasa acumulada a lo largo del crecimiento 
de la planta. Nuevamente, la mayor desventaja es que no se realiza una medición directa de 
la actividad nitrogenasa y en particular se mide un parámetro vegetal, el cual puede estar 
condicionado por otras variables independientes de la actividad nitrogenasa (Somasegaran 
& Hoben 1985, Grageda-Cabrera et al. 2003). 

I.3.5.2.2. Cuantificación de ureidos. 

Este método se basa en la capacidad de las leguminosas de nódulos determinados 
de exportar el N fijado al resto de los tejidos vegetales en forma de los ureidos alantoína y 
ácido alantoico. Al medir el contenido de ureidos en la parte aérea, se obtiene un reflejo de 
la actividad fijadora de N2 total y por ende resulta en un parámetro del rendimiento. Cabe 
mencionar que este método también puede utilizarse para medir de forma indirecta la 
actividad nitrogenasa, sin embargo, cuando se lo utiliza en esta modalidad, dicha medición 
debe realizarse en el xilema (McNeil & Larue 1984, Shigeyuki et al. 2004, Todd et al. 2006). 
La gran ventaja de este método es que la técnica utilizada se basa en una reacción 
colorimétrica, la cual es muy sencilla, barata y rápida (Trijbels & Vogels 1966). Como 
desventaja, al igual que el ensayo de ANA, solo se puede realizar en un determinado grupo, 
en este caso el ensayo no se puede realizar en leguminosas con nódulos indeterminados. En 
algunos casos se ha observado que la concentración de estos compuestos puede verse 
afectada por las condiciones ambientales (McNeil & Larue 1984). 

I.3.5.3. Cuantificación del N incorporado. 

La actividad fijadora de N2 acumulada a lo largo del cultivo de la leguminosa puede 
medirse a partir de la determinación de la incorporación de N en los tejidos de la planta. En 
estos métodos se utiliza la comparación entre plantas inoculadas y plantas testigo sin 
inocular, lo cual nos provee una medida indirecta de la actividad nitrogenasa durante el 
tiempo de cultivo de las plantas inoculadas. Asimismo, suelen incluirse en estos ensayos a 
plantas fertilizadas con N inorgánico para estimar la incorporación máxima de N, aunque 
esta última estimación no es del todo exacta, ya que las rutas de asimilación son diferentes a 
lo largo del ciclo del cultivo, y la planta puede responder de manera diferencial a una y otra 
fuente de N. 
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I.3.5.3.1. Métodos isotópicos con 15N. 

Los métodos descriptos anteriormente solo pueden llevarse a cabo en laboratorio, 
dado que en los campos no es posible asegurar que los suelos no contengan N. Una 
manera de realizar este tipo de mediciones a campo, es utilizar el isótopo pesado no 
radioactivo 15N. Básicamente se pueden hacer dos tipos de mediciones, una de ellas es 
incorporar directamente al suelo un fertilizante con 15N y luego medir el contenido de este 
isótopo en los tejidos vegetales (Unkovich & Pate 2000, Grageda-Cabrera et al. 2003, 
Perticari et al. 2007). Al realizar esto, se supone que una parte del N incorporado será 
debido a la FBN y por lo tanto poseerá solamente 14N y el resto se deberá a la 
incorporación de la fuente nitrogenada del fertilizante y por lo tanto contendrá una 
proporción predecible de 15N. La mayor desventaja de este tipo de medición es que se está 
agregando N al sistema y por lo tanto se perturba la FBN, que como mencionamos 
anteriormente es inhibida en presencia de fuentes nitrogenadas en el medio. 

La segunda opción se basa en que algunos suelos presentan una abundancia natural 
del 15N algo mayor que la encontrada en la atmósfera. De esta forma, lo que se mide es la 
abundancia relativa de 15N en el cultivo que se quiere analizar y se la compara con la de 
cultivos que no realizan FBN (Unkovich & Pate 2000).  

La mayor desventaja de estos dos métodos es que se requiere contar con variedades 
de leguminosas que sean incapaces de nodular para utilizarlas como plantas testigos que no 
fijen N2.(Unkovich & Pate 2000). 

Una variedad dentro de los métodos de cuantificación de nitrógeno con 15N es 
utilizar N2 gaseoso marcado con el isótopo (Molero et al. 2011). De esta forma, el 15N 
medido en los tejidos vegetales corresponderá al fijado por la nitrogenasa. Sin embargo, 
este ensayo solo puede ser realizado en el laboratorio e implica contar con sistemas 
herméticamente cerrados que pueden modificar la tasa de FBN debido al estrés y la medida 
será dependiente del momento del día en que se la realice. 

Por último, la gran desventaja que presentan los métodos con 15N, es que se 
requiere un espectrómetro de masa o de emisión para poder cuantificarlo. Estos equipos no 
suelen estar presentes en la mayoría de los laboratorios y suelen ser costosos. 

I.3.5.3.2. Cuantificación del N total por el método de Kjeldahl. 

Entre las técnicas más utilizadas en el laboratorio para medir N podemos 
mencionar al método de Kjeldahl (Somasegaran & Hoben 1985, Grageda-Cabrera et al. 
2003). Básicamente, consiste en realizar una digestión ácida del material a analizar y luego 
convertir todo el N en hidróxido de amonio (NH4OH), el cual se determina por titulación. 
Como no se utilizan isótopos del 14N, este método solo puede ser empleado en ensayos de 
laboratorio con plantas que no reciban fuentes alternativas de N. Así, la comparación del N 
total en material vegetal de plantas inoculadas en relación con testigos sin inocular da una 
idea de la FBN total a lo largo del ciclo de crecimiento que se haya analizado. Si bien este 
método es sencillo y económico, posee como desventajas una baja sensibilidad y que es una 
medida indirecta. 

 

 



Capítulo I                                                 Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

26 
 

I.4. Biofertilización y agricultura sustentable. 

Al inicio de este capítulo hemos planteado que el cultivo de soja actualmente posee 
un rol protagónico en nuestra economía. Sin embargo, esta leguminosa posee un alto 
requerimiento de N, y por ende es capaz de extraer una gran cantidad de este nutriente del 
suelo, poniendo en riesgo su fertilidad y sustentabilidad. El concepto de sustentabilidad 
hace referencia al uso de un recurso –en este caso el suelo– de tal manera que no se alteren 
sus propiedades y pueda estar así disponible para generaciones siguientes. La agricultura 
actual requiere una muy alta productividad para satisfacer la demanda mundial de 
alimentos, con lo cual alcanzar el criterio de sustentabilidad del suelo es de por sí una meta 
ambiciosa. Para lograrlo, no solo se debe mantener la fertilidad del mismo, sino que 
también debe prestarse atención al empleo de prácticas agrícolas conservacionistas, como 
podrían ser la rotación de cultivos y la siembra directa. Nosotros en particular hemos hecho 
hincapié sobre la utilización de la biofertilización como herramienta “amigable” con el 
ecosistema, ya que este método aprovecha la capacidad de los (bradi)rizobios para realizar 
FBN cuando se encuentran en simbiosis con la leguminosa, disminuyendo la necesidad de 
la planta de sustraerlo del suelo. 

El insumo principal para la biofertilización es el inoculante, una preparación de 
(bradi)rizobios vivos formulados de tal manera que puedan transportarse y almacenarse sin 
pérdida de viabilidad, para luego ser aplicados a los cultivos. En esta sección describiremos 
las características que deben poseer los inoculantes para ser utilizados en cultivos de 
leguminosas, y luego nos enfocaremos en la situación de los inoculantes para soja en 
Argentina. 

I.4.1. Los inoculantes. 

La utilización de (bradi)rizobios para conservar el nivel de N de los suelos puede 
considerarse como un desarrollo biotecnológico que ha registrado un importante avance en 
las últimas décadas, inducido por el incremento de la productividad agrícola a nivel mundial 
y la búsqueda de nuevas opciones no contaminantes para las tecnologías de producción. Sin 
embargo, el empleo de esta técnica, aunque no su comprensión, se remonta al siglo XIX, y 
mucho antes diversos autores habían realizado observaciones del impacto de las 
leguminosas sobre la fertilidad del suelo. Así, entre los presocráticos, el filósofo Teofrasto 
de Efeso (371 – 287 a.c.) describía en su libro Historia de las Plantas, que “las habas son las 

que más vigorizan el suelo”. Posteriormente, el romano Lucius Junius Moderatus (4- 70 d.c.) 
afirmaba que “la alfalfa abona la tierra”. Ya entrados en el siglo XIX, en el trabajo de Fred 
(1832) se menciona el hecho de que la práctica de transferir suelos “productivos” (suelos 
donde se había realizado un cultivo de leguminosas) de un campo a otro, permitía 
incorporar las bondades presentes en el primero al segundo, lo cual se ponía de manifiesto 
con un aumento en el rendimiento de los cultivos. Teniendo en cuenta esta práctica, en el 
trabajo liminar de Hellriegel en 1886 se propone utilizar esta transferencia de suelos como 
método de inoculación a leguminosas. Luego de la propuesta de Hellriegel, este método fue 
sucesivamente mejorado pasando de un “método seco” a un “metodo húmedo” en donde 
se realizaba una pasta de suelos “productivos” con agua que permitía mejorar la adherencia 
de la “productividad” a las semillas antes de iniciar el cultivo (Smith 1992). 

Tan solo ocho años después del primer aislamiento de rizobios obtenido por 
Beijerinck, en Estados Unidos se publicaba la primera patente que describía cómo obtener 
cultivos puros de (bradi)rizobios, bajo el nombre de Nitragin. Así Nobbe y Hiltner (1886) 
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no solo obtuvieron la patente sobre el producto, sino que también marcaron el inicio de la 
comercialización de los (bradi)rizobios como inoculantes de leguminosas. Por su parte, esta 
patente también permitió que Estados Unidos no solo comenzara a liderar el mercado de la 
soja sino que también encabezara a nivel mundial la producción de inoculantes. En 1930 ya 
se reportaban en ese país 23 empresas de inoculantes, los cuales se utilizaban por lo menos 
en 20 estados (Smith 1992). 

Desde aquel momento hasta la actualidad, los inoculantes evolucionaron y seguirán 
evolucionando, para mejorar no solo el rendimiento de las leguminosas, sino también para 
afrontar nuevos desafíos, como puede ser su adaptación a nuevas tecnologías de 
distribución (p. ej. inoculación en línea de siembra), compatibilidad con fungicidas e 
insecticidas, estabilidad en diversas condiciones (temperatura, pH, estrés hídrico), 
mejoramiento en la conservación y transporte, etc. 

I.4.1.1 Características relevantes de los inoculantes. 

Hoy en día, la técnica de biofertilización se basa en adicionar el inoculante a la 
semilla o a su entorno en el momento de la siembra. Por su parte, el concepto de 
inoculante hace referencia a la utilización de cultivos de rizobios, en alta concentración, 
llevados por un soporte o carrier. A su vez, los inoculantes pueden contener diversos 
aditivos que van a permitir la conservación de la viabilidad de los (bradi)rizobios desde su 
producción hasta su utilización en el campo, como así también mejorar su eficiencia 
simbiótica. Por último y no menos importante, todas estas características deben poder 
mantenerse en un envase adecuado para su posterior transporte, conservación y utilización 
(Perticari et al. 1994). 

Dado que existen muchas formas de cultivar a los (bradi)rizobios y diversos 
soportes posibles, las distintas combinaciones entre ellos abren un abanico de posibilidades 
en las formulaciones de los inoculantes. Además, la elección de un inoculante va a 
determinar en parte el método de su aplicación al cultivo. Por todo esto, a continuación 
haremos un breve resumen de los componentes de los inoculantes. 

I.4.1.1.1.Cultivos de (bradi)rizobios.  

De las 80 especies conocidas de bacterias simbiontes de leguminosas solo se utiliza 
comercialmente un número muy reducido, siendo las más importantes B. japonicum, B. 

elkanii, R. etli, R. leguminosarum y E. meliloti (Perticari et al. 1994). En la primera etapa de la 
producción se requiere alcanzar una concentración celular de por lo menos 1010 bacterias 
por ml de cultivo en batch, la cual además debe lograrse en un gran volumen. La obtención 
de estos cultivos a escala industrial no solo va a estar influenciada por los requerimientos 
microbiológicos propios de la cepa que se quiere hacer crecer, sino también por el nivel 
tecnológico de escala de cultivo, distribución y aplicación. En tal sentido y a manera de 
asegurar un éxito industrial se deben tener en cuenta los siguientes aspectos.  

• Requerimientos nutricionales de cada tipo de microorganismo. 

• Influencia del pH, presión osmótica, temperatura, aireación, biomasa. 

• Cambios de escala. 

• Equipos de fermentación. 
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A nivel de los requerimientos nutricionales, la industria puede utilizar tanto los 
medios de cultivos recomendados en diversos manuales, como Vincent, (1970) o 
Somesaragan y Hoben (1985) o los que recomiendan los distintos organismos relacionados 
con el desarrollo agropecuario. En nuestro país, dicha función la desempeña el Instituto 
Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), que no solo provee dicha información sino 
también asistencia técnica, tanto sobre la producción como sobre el manejo de los 
inoculantes.  

Como es de esperar, los requerimientos nutricionales van a estar relacionados 
directamente con la cepa seleccionada para utilizar en el inoculante. La selección de la cepa 
va a tener en cuenta su capacidad simbiótica, su adaptabilidad al agroecosistema donde se la 
utilizará y su capacidad de competir por la nodulación en suelos con poblaciones de 
(bradi)rizobios alóctonos. Estos tres puntos son de gran interés en los inoculantes ya que se 
relacionan directamente con su eficiencia final para producir un aumento en el rendimiento 
del cultivo. En la mayoría de los países con historial de cultivo de leguminosas y de 
utilización de inoculantes, existen colecciones de cepas de (bradi)rizobios caracterizadas 
desde el punto de vista simbiótico y ecológico. Estas colecciones están tanto a disposición 
de investigadores como de empresas de inoculantes. En este punto, cabe destacar que 
como Estados Unidos fue uno de los pioneros en explotar el potencial de las leguminosas 
como cultivo de exportación y el primero en patentar un inoculante, no es de sorprender 
que este país posea una de las mayores colecciones de (bradi)rizobios. Estas cepas 
presentan una denominación que comienza con USDA (debido a su origen), seguido de un 
número, y son ampliamente utilizadas a nivel mundial. Particularmente, USDA 110 es la 
cepa de referencia de B. japonicum para la mayoría de las investigaciones, y su genoma ya ha 
sido secuenciado (Kaneko et al. 2002). En nuestra región esta tarea es llevada a cabo por 
INTA en Argentina, Embrapa en Brasil y CIAT en Colombia. 

I.4.1.1.2. Los soportes. 

Se entiende como soportes a las sustancias que permiten proveer un medio 
adecuado para la supervivencia de los (bradi)rizobios en condiciones infectivas durante un 
tiempo prolongado, es decir desde que salen del biorreactor y se comercializan hasta que 
son utilizados en la biofertilización del cultivo de leguminosas. El soporte también debería 
aumentar la eficiencia de unión de los (bradi)rizobios a las semillas o a la dispersión del 
inoculante en el suelo. En tal sentido, el primer inoculante patentado contenía gelatina 
como soporte (Smith 1992). Actualmente los soportes disponibles en el mercado se dividen 
en soportes líquidos, ya sean acuosos u oleosos y en soportes pulverulentos, como turba, 
dolomita, o vermiculita. El uso de estos soportes da origen así a los inoculantes líquidos, 
oleosos o granulados (Perticari et al.1994). Además de las características mencionadas, los 
soportes deben poseer, entre otras:  

• Alta capacidad de retención de agua. 

• Uniformidad física y química. 

• Biodegradabilidad e inocuidad ambiental. 

• Carencia de reactividad biológica (en lo posible, esterilidad). 

• Capacidad para admitir suplementos de nutrientes y aditivos. 
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• Facilidad de manejo, tanto durante la fabricación, como en la administración 
del inoculante. 

• Facilidad de obtención. 

• Bajo costo. 

Una vez procesados, deben agregarse los rizobios de forma tal que se distribuyan de 
manera uniforme en la mezcla. A excepción de los inoculantes con soportes líquidos, que 
suelen ser el mismo caldo de cultivo, el resto de los soportes son esterilizados directamente 
en el envase comercial y luego se inyectan los (bradi)rizobios, previamente crecidos en un 
medio líquido, a través de una pequeña perforación, la cual es sellada inmediatamente. Esto 
logra que se eviten posibles contaminaciones del inoculante, aumentando su duración sin 
perjudicar la calidad del mismo. 

I.4.1.2. Métodos de biofertilización. 

Uno de los puntos clave para aprovechar el potencial de los inoculantes es poder 

lograr una aplicación práctica y de forma adecuada. Esto significa contar con métodos de 

aplicación del inoculante que de manera sencilla lo distribuyan de forma homogénea ya sea 

en la semilla o en el surco de siembra, manteniendo el número adecuado de bacterias vivas. 

De esta forma podemos mencionar tres metodologías, cada una con sus propias ventajas y 

desventajas en ambos sentidos mencionados más arriba. 

• Sobre la semilla. 

• Directo. 

• Pelletizado. 

• Pre-inoculación.  

• En línea de siembra. 

• En cobertura. 

I.4.1.2.1. Directo sobre la semilla. 

Este es el método más común de aplicación en los inoculantes. Básicamente 
consiste en poner a la semilla en contacto con el inoculante antes de realizar la siembra y 
permitir la adhesión de los rizobios a la superficie del tegumento. Este método, desde el 
punto de vista práctico, es muy sencillo de utilizar y no requiere maquinarias especiales. Sin 
embargo, la efectividad con que los rizobios se adhieren a las semillas depende en gran 
medida del soporte utilizado y de las condiciones en que se realiza la inoculación. En este 
sentido, se plantea un cierto compromiso en el tiempo de exposición de la mezcla de 
semilla, adhesivo e inoculante: por un lado se la debe dejar un tiempo lo suficientemente 
largo para que se produzca la adhesión efectiva, pero lo suficientemente corto como para 
evitar una excesiva mortandad de los (bradi)rizobios y el secado del adhesivo, que da como 
resultado una distribución heterogénea de las semillas inoculadas. 
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I.4.1.2.2. Semillas pelletizadas. 

Este método es muy similar al primero pero en vez de realizar la adhesión de las 
bacterias a las semillas inmediatamente antes de sembrarlas, se realiza un pelletizado sobre 
las semillas con cal o con sulfato de calcio, de manera tal de generar una cubierta donde las 
bacterias pueden permanecer viables por períodos más prolongados, protegiéndolas de la 
acidez o la desecación. Sin embargo, este método enfrenta las mismas desventajas que el 
anterior.  

I.4.1.2.3. Semillas con pre-inoculación.  

Teniendo en cuenta que muchas veces el fracaso de la biofertilización se debía a los 
problemas de la deficiente aplicación del inoculante, el Instituto de Microbiología y 
Zoología Agrícola (IMYZA) del INTA-Castelar desarrolla en 1989 el denominado sistema 
de preinoculación o inoculación anticipada. Esta metodología se basó en desarrollos 
previos de aplicaciones de curasemillas, que permiten distribuir comercialmente semillas 
con los agroquímicos ya aplicados, listas para sembrar. Así, el objetivo fue obtener semillas 
de leguminosas que pudieran almacenarse y distribuirse con el inoculante ya aplicado, lo 
cual garantiza una uniforme distribución de los (bradi)rizobios por semilla. Además de la 
ventaja de una aplicación más uniforme del inoculante sobre las semillas, este método no 
involucra un costo mayor a la inoculación convencional y le ahorra tiempo al agricultor 
durante la operación de siembra.(Perticari et al. 1994, González 2007). 

I.4.1.2.4.Inoculación en el surco de siembra. 

Una alternativa al revestimiento de las semillas con el inoculante es realizar la 
biofertilización directamente en el suelo. Una de las ventajas que presenta este método es 
que los (bradi)rizobios pueden quedar ubicados en el lugar por donde van a pasar las raíces 
en crecimiento, con lo cual su llegada a los sitios de infección se ve favorecida con respecto 
a las otras metodologías. Adicionalmente, presenta la ventaja de que la aplicación del 
inoculante no se interfiere con la de ciertos agroquímicos que se colocan sobre las semillas 
y que podrían alterar la viabilidad y/o infectividad de los (bradi)rizobios. Para este tipo de 
método, los inoculantes líquidos y los granulados son los más propicios, aunque aquellos 
que contengan como soporte turba también pueden distribuirse de esta manera previa 
suspensión en agua. Este tipo de inoculación ha demostrado en general mejores respuestas 
de la nodulación, la FBN y el rendimiento en suelos sin poblaciones alóctonas (Smith, 
1992). Este comportamiento también podría esperarse en suelos con poblaciones 
alóctonas, ya que de esta manera se permite una mejor distribución de los (bradi)rizobios 
del inoculante, lo que les podría permitir una mejor competitividad para nodular (López-
García et al. 2002, 2009, Althabegoiti et al. 2008). 

La mayor desventaja de esta metodología es que requiere varias operaciones 
adicionales al momento de la siembra y, en el caso particular de los inoculantes líquidos o 
con base en turba, requieren el transporte de grandes volúmenes de agua, lo cual puede ser 
contraproducente en cultivos extensivos como la soja. 

I.4.1.2.5. Inoculación en cobertura. 

Este método se basa en distribuir los (bradi)rizobios mediante la utilización de 
equipos de riego. Si bien no es un método ampliamente difundido, se han reportado 
aumentos en el rendimiento cuando se lo utilizó como refuerzo en aplicaciones post-
siembra (Danso et al. 1990). Su contracara es que su aplicación requiere de inoculantes 
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líquidos ya que de otro modo pueden quedar partículas en suspensión (procedentes de los 
soportes sólidos) que obstruyan los conductos de los equipos de riego.  

I.4.2. Situación de los inoculantes en Argentina. 

Desde su expansión en la década del ‘70, se consideró necesaria la incorporación de 
B. japonicum o B. elkanii a los campos con cultivo de soja. Dado que en su momento esta 
leguminosa era foránea, no existían (bradi)rizobios noduladores de soja en nuestros suelos. 
Estos dos hechos favorecieron la obtención de aumentos del rendimiento en respuesta a la 
biofertilización, haciendo que los productores rápidamente incorporaran esta técnica en sus 
cultivos. En nuestro país, se puede considerar que la adopción de la técnica de inoculación 
en los campos con soja es alta. En el 2004 se estimaba que el 87 % de los campos con 
cultivo de soja eran inoculados y que el 94 % de los productores conocía los beneficios 
relacionados con dicha técnica, como así también que la mayoría de ellos prefería los 
inoculantes líquidos.  

I.4.2.1. Reglamentación de los inoculantes. 

En nuestro país, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
(SENASA) se encarga de regular y aprobar los nuevos productos utilizados como 
inoculantes.  

Según los registros de ese organismo, disponibles hasta 2006, existen por lo menos 
176 marcas comerciales de inoculantes para soja registradas por 75 empresas productoras 
habilitadas para tal fin. El 70% de dichos productos se corresponden a inoculantes líquidos 
acuosos y un 20% con sustrato sólido (González 2007). 

Sin embargo, un hecho que llama la atención es que no existe la obligación de 
declarar con qué cepa o cepas se formulan los inoculantes (Anexo A). En tal sentido, desde 
los comienzos del auge de la soja en nuestro país, el INTA ha tenido un rol determinante, 
no solo asesorando al productor, sino también llevando a cabo estudios sobre las cepas de 
rizobios a utilizar en nuestros suelos. 

I.4.2.2. Cepas de rizobios utilizadas en los inoculantes. 

De la mano de la expansión de la soja, el INTA comenzó en 1980 un programa de 

selección de cepas, tarea que fue llevada a cabo por el IMYZA. Se postuló que la cepa 

seleccionada para las formulaciones de nuestros inoculantes debía ser infectiva, efectiva y 

capaz de adaptarse a nuestros suelos. Si bien tanto B. japonicum como B. elkanii son las 

especies más ampliamente utilizadas en la mayoría de los inoculantes comerciales a nivel 

mundial, sobre todo porque han mostrado eficiencia y efectividad para nodular especies de 

soja mejoradas (Kuykendall et al. 1992), algunos autores han propuesto que B. japonicum es 

más eficiente para la FBN que B. elkanii (Boddey & M. A. Hungria 1994). Por otro lado, se 

ha observado que E. fredii parecería tener un comportamiento dependiente de la región. Por 

ejemplo, algunos trabajos indican que en China esta especie posee baja eficiencia de FBN 

(Keyser et al. 1982), sin embargo en España ha demostrado mayor eficiencia de nodulación 

y FBN cuando se la compara con B. japonicum (Buendía-Clavería et al. 1994). Teniendo en 

cuenta estos trabajos, en 1994 el IMYZA, en conjunto con el INTA-Santa Fe y el Instituto 

de Fisiología Vegetal (INFIVE) de la UNLP, realizaron una evaluación comparativa de la 

nodulación y la eficiencia de la FBN de cepas de B. japonicum, B. elkanii y E. fredii inoculadas 
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sobre distintos cultivares en el área de Reconquista (Santa Fe). Como cepas tipo de B. 

japonicum se utilizó: E109, E109B (variante de laboratorio), CPAC1809, CPAC5118 y 

SEMIA 5080, de B. elkanii: SEMIA 5079, de E. fredii: SM-12, H102 y H103. Los resultados 

indicaron una alta capacidad de nodulación para las cepas de B. japonicum y B. elkanii, siendo 

E109B y SEMIA 5080 las más eficientes. En cambio, las cepas de E. fredii mostraron una 

buena eficiencia de nodulación, pero no así de la FBN. Esta evaluación indica que por el 

momento E. fredii no sería apropiada para utilizar en los inoculantes de soja en Argentina.  

Dado que B. japonicum E109 muestra resultados coincidentes con trabajos 
anteriores, permanece como cepa recomendada para los inoculantes (Perticari et al. 1996). 
A partir de ese momento, el INTA comenzó a recomendar la cepa E109 para los 
inoculantes comerciales. Actualmente se estima que alrededor del 46,5 % de los inoculantes 
están formulados con E109 y un 19,5 % con E109 más otro/s microorganismos (González 
2007). 

I.4.2.3. Efectos de la inoculación. 

Las estimaciones relacionadas con los niveles de rendimiento indican que, en 
condiciones ideales, la soja inoculada con (bradi)rizobios podría fijar hasta 450 kg de N por 
ha (Perticari et al. 2007). Sin embargo, las estimaciones del 2006 indicaron que la FBN 
aportó un 50 % del total requerido por el cultivo en nuestro país. Además, en regiones 
como de Concepción del Uruguay o Tucumán, el aporte de la FBN rondó entre 26 y 70 % 
respectivamente (Gonzalez et al. 2007). Estos resultados pueden estar relacionados con el 
historial del cultivo de soja en dichas zonas de cultivo. 

Cuando los niveles de N del suelo son bajos y no hay limitaciones nutricionales, se 
esperan aumentos del rendimiento mínimos del 50 % gracias a la biofertilización, pero si 
los suelos presentan historial de cultivo de soja e inoculación, dichas respuestas a la 
biofertilización resultan muy variables (Perticari et al. 2007). La pregunta que se desprende 
de esto es ¿a qué se deben las diferencias en la respuesta del rendimiento? 

I.4.3.3.1. Limitaciones de la simbiosis (bradi)rizobio–leguminosa. 

Para comenzar, debemos tener en cuenta que la simbiosis (bradi)rizobio-
leguminosa es un proceso biológico, y por lo tanto, posee dos actores principales: la soja y 
el inoculante, relacionados entre sí por el ambiente edáfico. Así, podemos clasificar a los 
factores que van a estar influenciando dicho proceso en tres grandes grupos: 

• Relacionados con las características del inoculante. 

• Relacionados con las características de la soja. 

• Relacionados con la influencia del ambiente edáfico sobre el par soja-
inoculante. 

Como veremos más adelante, este último grupo, que posee un peso muy 
significativo, es frecuentemente ignorado en los estudios de laboratorio. Sin embargo, debe 
tenerse en cuenta que la simbiosis no ocurre como un proceso aislado, determinado por las 
características intrínsecas de sus dos socios, sino que más bien es la conjunción de los tres 
aspectos, es decir que es un proceso complejo que depende de diversas variables 
interrelacionadas entre sí (Fig. I.10.). Con respecto a las características del inoculante, los  
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bradirrizobios presentes en el mismo han sido seleccionados de forma tal de ser eficientes y 
efectivos en la FBN. Por su parte, las variedades de soja utilizadas para los cultivos también 
han sido mejoradas genéticamente, aunque su capacidad de asociarse con los bradirrizobios 
para la FBN no suele ser un carácter tomado en cuenta especialmente en los planes de 
mejoramiento. Esto puede resultar serio, ya que la vía metabólica de asimilación del N a 
partir de ureidos está catalizada por un conjunto de enzimas diferente al de la vía de 
asimilación del N a partir de NO3

–, con lo cual los alelos seleccionados en programas de 
mejoramiento donde las plantas se hayan cultivado en suelos ricos y/o con el aporte de 
fertilizantes nitrogenados pueden no ser de utilidad para asimilar eficientemente el N 
proveniente de la FBN.  

A nivel de las condiciones edáficas, uno de los factores que limitan la FBN en soja 
es la presencia de formas combinadas de N en el suelo. En particular, la disponibilidad de 
formas combinadas de N como NO3

– van a retardar el inicio de la nodulación y/o van a 
inhibir el funcionamiento de la nitrogenasa (Lett et al. 1998). En tal sentido, los suelos de la 
región central y Sureste de Buenos Aires, presentan altas concentraciones de materia 
orgánica y altas tasas de mineralización (Echeverría & Bergonzi, 1995), con lo cual las 
concentraciones de esta forma de N combinado podrían ser significativas. Otro aspecto 
que limita y condiciona la simbiosis es el pH del suelo (Nápoles et al. 2000). Se ha 
observado una relación inversa con los valores de este parámetro y las concentraciones de 
Al3+ y Mn2+ en el suelo. En particular se ha observado que los (bradi)rizobios, más allá de 
sus niveles de tolerancia a la acidez, los cuales varían entre especies y aún entre cepas de la  
misma especie, son sensibles a aquellos iones, siendo los rizobios en general más sensibles 
que los bradirrizobios. También se ha observado que a pH ácidos el proceso de simbiosis 
es alterado, disminuyendo la tasa de simbiosis exitosa (Zahran 1999). Nuestros suelos, 
dependiendo de la región, tienen valores de pH con tendencia a la acidez, lo cual podría 
tener cierta influencia en la FBN y su impacto en el rendimiento. 

Por último, en suelos con historial de cultivo de soja y biofertilización, se observa 
que a lo largo de las sucesivas biofertilizaciones se desarrollan poblaciones de 
(bradi)rizobios naturalizados, denominados (bradi)rizobios alóctonos. Estos (bradi)rizobios 
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representan ahora una tercer variable ―biótica― dentro del proceso biológico de la 
simbiosis inoculante–soja, que nuevamente está relacionada con el ambiente edáfico. Las 
altas tasas de FBN son más bien una necesidad humana que una característica 
evolutivamente determinante para la sobrevida de los (bradi)rizobios en el suelo o en 
simbiosis, análogamente a otros caracteres de interés agronómico, como la alta producción 
de granos o las uniformidades en la altura de planta o la fecha de floración, que no son 
seleccionados favorablemente en las poblaciones de plantas silvestres. Por ello, no es de 
sorprender que los rizobios alóctonos presenten una tasa de FBN heterogénea. Pero por 
otro lado, la capacidad de nodular, sí resultaría un rasgo adaptativo, dado que el nódulo 
puede verse como un ambiente protector. Así, al introducir poblaciones de (bradi)rizobios 
año a año con la repetida biofertilización, se van introduciendo al suelo bacterias que logran 
naturalizarse, pudiendo perder sus altas tasas de FBN pero conservando una inefectividad 
alta. Esto llevaría a que en cada nueva biofertilización los (bradi)rizobios del inoculante 
encuentren una población alóctona cada vez más eficiente para ocupar los limitados sitios 
de infección en las raíces y por lo tanto, al ocupar una proporción de nódulos cada vez 
menor, la aplicación del inoculante no siempre produzca un aumento del rendimiento 
(Thies et al. 1991, González 2007, Perticari et al. 2007, Pérez-Giménez et al. 2010). Dada la 
importancia de este fenómeno como un problema relacionado directamente con la falta de 
respuesta del rendimiento a la biofertilización, se lo ha denominado “el problema de la 
competición para la nodulación”. Este fenómeno ha cobrado vital importancia como cuello 
de botella para el éxito de la biofertilización, dado que actualmente la mayoría de los suelos 
en donde se cultiva soja presentan una dilatada historia previa de cultivo con esa 
leguminosa. Como el problema de la competición para la nodulación depende de diversas 
variables relacionadas entre sí, en la siguiente sección haremos una descripción detallada del 
mismo. 

I.5. La competición para la nodulación. 

En la sección anterior mencionamos solo algunas de las variables que condicionan 
la respuesta del rendimiento de los cultivos de soja a la biofertilización. Como pudo 
apreciarse, se trata de muchas variables que además interactúan entre sí, con lo cual analizar 
su influencia en el rendimiento es muy complejo. Sin embargo, pudimos poner énfasis en 
una de las variables: la presencia de (bradi)rizobios alóctonos del suelo que van a competir 
por la nodulación con la nueva cepa introducida al realizar la biofertilización, ya que esta 
limitante ocurre en todos los suelos con historial de cultivo de soja, independientemente 
del resto de las variables edáficas, ya sea bióticas o abióticas. Esta idea subyace desde hace 
años, debido a que en suelos con historial de cultivo de soja, se observa sistemáticamente 
que solo entre un 5 a 20 % de los nódulos totales son ocupados por la cepa del inoculante 
(McDermott & Graham 1989). Si recordamos, por un lado, que los nódulos constituyen un 
ambiente favorable para los (bradi)rizobios y por otro lado, que solo uno de cada mil 
(bradi)rizobios de los que colonizan la rizósfera puede penetrar en un nódulo, se 
comprende que la competencia que se genera entre los (bradi)rizobios individuales por 
abrirse paso hacia ese ambiente protector es muy intensa. Así, podemos definir al problema 
de la competición para la nodulación como la interacción competitiva entre dos o más 
genotipos de (brady)rizobios por penetrar los limitados sitios de infección de las raíces y 
alcanzar exitosamente las zonas (sub)corticales para colonizar al nódulo en formación, en 
un ambiente edáfico particular, cuyas características pueden influir dicha competición. Por 
lo tanto, una manera de realizar un acercamiento a la comprensión de la problemática es 
evaluar por un lado qué características intrínsecas posee cada una de las poblaciones en 
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competencia y por otro lado, qué condiciones del ambiente las pueden poner en ventaja a 
una sobre otra. De la mano de esta comprensión, se podría mejorar la calidad de las cepas 
de los inoculantes, no solo desde el punto de vista de su eficiencia y efectividad, sino 
también de su competitividad. A continuación nos centraremos en las características 
principales que pueden estar influenciando o aventajando la competencia para la 
nodulación.  

I.5.1. Los suelos, su dinámica y su biodiversidad. 

El suelo puede verse como uno de los ecosistemas más complejos y diversos, con 
una estructura que lo caracteriza. Un suelo está compuesto por partículas minerales de 
distintos tamaños, que se clasifican en arcilla (menos de 2 µm), limo (entre 2 y 50 µm) y 
arena (entre 50 µm y 2 mm). Así, las proporciones relativas de cada tamaño de partícula 
que conforman el suelo definen su textura, que en consecuencia puede clasificarse a 
grandes rasgos en arcillosa, limosa y arenosa. Además, el suelo posee materia orgánica con 
distintos grados de descomposición, llegando hasta las sustancias húmicas, que cumplen 
funciones cementantes de las partículas minerales del suelo. Así, con cada textura se 
forman estructuras estables, que pueden visualizarse como terrones, dentro de las cuales 
existen distintos tipos y tamaños de poros que determinan la capacidad de retención de 
agua y la aireación del suelo.  

Los tipos de organismos presentes en el suelo presentan una gran diversidad, cuya 
magnitud depende de las condiciones del suelo, las especies vegetales presentes, como así 
también el historial de cultivos realizados en el mismo (Watt et al. 2006). En un suelo 
agrícola típico, las raíces representan la mayor fracción del material biológico. De esa 
fracción una porción corresponde a raíces muertas, ya sea de plantas vivas o de remanentes 
de cultivos anteriores, pero todas ellas van a estar formando parte de la rizósfera, que es un 
ambiente mucho más rico que el suelo no rizosférico (cf. I.3.2.1).  

Los organismos presentes en la rizósfera dependerán en gran medida de las 
condiciones del suelo y de las especies vegetales, pero a grandes rasgos las bacterias y los 
hongos constituyen la fracción de biomasa más grande, incluyendo (bradi)rizobios, 
bacterias filamentosas, solubilizadoras de fósforo, fijadoras de N2 de vida libre y micorrizas. 
Las densidades de la población bacteriana pueden variar en hasta tres órdenes de magnitud, 
dependiendo del ambiente. En el suelo también se encuentra una microfauna, como 
protozoos y nematodos, que van a estar interactuando con las poblaciones de 
microorganismos (Gupta 1994). Por su parte, la mesofauna del suelo está formada por 
lombrices, colémbolos y artrópodos como ácaros, termitas y hormigas, todos los cuales 
cumplen un papel importante en el movimiento de las partículas del suelo, la formación de 
poros y la dispersión de la microbiota. La porosidad del suelo influye no solamente en el 
crecimiento de las raíces, sino que resulta esencial para el establecimiento de las 
poblaciones bacterianas.  

La biota del suelo condiciona la evolución del mismo, de acuerdo con la 
composición y tasa de degradación de la materia orgánica que genera, lo cual a su vez 
puede modificar el pH y la composición iónica del suelo y en último término, la propia 
biodiversidad. Es decir, el suelo es un ambiente vivo y dinámico, razón por la cual es muy 
complejo y cambiante en tiempo y espacio. Por lo tanto, las poblaciones (bradi)rizobianas 
presentes dependerán en parte del tipo de suelo donde se encuentren. Sin embargo hay 



Capítulo I                                                 Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

36 
 

ciertas características de los (bradi)rizobios que se mantienen independientemente del tipo 
de suelo.  

Diversos trabajos han demostrado que los rizobios pueden persistir en vida libre 
durante largos periodos de tiempo (McLoughlin et al.1990, Sadowski & Graham, 1998). En 
particular, pueden adherirse a todo tipo de superficies vivas o inertes, como podrían ser 
superficies de raíces o restos celulares. Muchas veces, la persistencia de los rizobios puede 
relacionarse con la capacidad de formar biopelículas, microcolonias estructuradas dentro 
una matriz de polímeros extracelulares –entre los que predominan los EPS– con 
microcanales por donde circulan agua y nutrientes (Parsek & Fuqua 2004, Danhorn & 
Fuqua 2007). Se ha observado que las bacterias Gram-negativas son mucho más resistentes 
en las biopelículas que en el estado planctónico frente a una diversidad de agresiones, como 
por ejemplo antibióticos, luz ultravioleta, desecación y predadores. (Stoodley et al., 2002). 
En el caso de B. japonicum, la formación de biopelículas se ve favorecida por la lectina de 
soja bajo condiciones de laboratorio, pero podría suponerse que en el suelo, los restos de 
raíces de soja podrían liberar lectina y actuar como núcleos de formación de biopelículas en 
las zonas donde anteriormente hubo rizósferas de soja. Dado que la lectina de soja es una 
proteína extraordinariamente estable, esto podría beneficiar la persistencia del bradirrizobio 
en el medio edáfico, especialmente en microambientes que previamente hayan sido 
moldeados de alguna manera por la simbiosis (Pérez-Giménez et al. 2009). Por otro lado, 
se ha observado que en situaciones de escasez de N, B. japonicum aumenta la síntesis de EPS 
(López-García et al. 2001). Este hecho nuevamente pondría de manifiesto que B. japonicum 
podría formar biopelículas para sobrevivir durante largos periodos en suelos pobres en N.  

Aparte de la interacción con las leguminosas, se ha observado que los 
(bradi)rizobios interactúan de con otras organismos que forman parte del ecosistema en el 
suelo. Madsen y Alexander (1982) han observado que las lombrices del suelo son agentes 
muy activos en la dispersión de los bradirrizobios. Posteriormente, Horiuchi et al. (2005) 
han registrado un comportamiento similar con los nematodes. También se ha observado 
que los microorganismos con actividad promotora del crecimiento (PGPR) interactúan con 
los (bradi)rizobios de manera beneficiosa, promoviendo la simbiosis (Nelson 2004).  

Las poblaciones de (bradi)rizobios son en general muy diversas. Se estima que en 
suelos con cultivos de soja estas poblaciones se encuentran en un rango de entre 105 y 107 
bacterias por gramo de suelo en las proximidad de la raíz (Pérez-Giménez et al. 2010) 
Diversos trabajos han mencionado que en suelos con historial de cultivo de soja la 
diversidad de (bradi)rizobios es mayor a la que podría esperarse (Hungria et al. 2006, M. 
Loureiro et al. 2006, Gomes Barcellos et al. 2007, Melchiorre et al. 2010) así por ejemplo en 
Mato Grosso, Brasil, se observó que en suelos que no presentaban (bradi)rizobios, luego de 
18 años de inoculación se observaron nueve perfiles genéticos distintos a las cepas de los 
inoculantes (Loureiro et al. 2006). Para explicar estos niveles de diversidad, algunos autores 
han propuesto que aunque un determinado genotipo inicialmente se encuentre con una 
baja frecuencia, podría aumentar rápidamente si consigue invadir de manera eficiente los 
nódulos de la leguminosa (Provorov & Vorobyov 2000). Así, la capacidad de competir 
eficientemente por la nodulación podría ser heredada en poco tiempo desde unos pocos 
individuos hacia una población mucho mayor. Esta adaptación podría perfeccionarse por 
medio de transferencia horizontal de material genético, lo cual permitiría la dispersión de la 
capacidad competitiva de la mano de una alta diversidad genotípica. También se ha 
reportado que los rizobios alóctonos podrían tener un comportamiento muy competitivo 
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pero deficiente para la fijación de N2, con respecto a las cepas de los inoculantes, sobre la 
base de estudios realizados con aislamientos de suelos del medio-oeste de Estados Unidos 
(Sadowsky & Graham 1998). De manera análoga, en suelos de Hawaii se ha observado que 
la presencia de 10 a 100 rizobios noduladores por gramo de suelo resulta suficiente para 
impedir el efecto de la biofertilización sobre el rendimiento de cultivos de poroto (Thies et 
al. 1991). Sin embargo, ambas observaciones han sido realizadas en Estados Unidos con 
(brady)rizobios de suelos con características distintas a los nuestros, por lo cual no 
necesariamente debería ocurrir lo mismo en Argentina. En nuestro país se ha observado 
que en provincias del NOA, como Salta y Tucumán, se encuentran cepas alóctonas que 
promueven mayores rendimientos en cultivos de soja con respecto a B. japonicum E109 
(Perticari et al. 1998). Por otro lado Melchiorre et al. (2011) han observado una alta 
diversidad en poblaciones alóctonas de bradirrizobios noduladores de soja aislados de 10 
zonas con historial de cultivo de esta leguminosa, en algunas de las cuales había poca 
representatividad de E109 y una tasa de FBN similar a la de esta cepa.  

I.5.2. Los inoculantes y la posición de los (bradi)rizobios en el suelo. 

Según la resolución del SENASA (Apendice A), los inoculantes deben contener por 
lo menos una concentración de 108 (bradi)rizobios vivos por ml o g a la fecha de 
vencimiento. Sin embargo, una semilla bien inoculada puede contener entre 105 y 106 
bacterias y se estima que aproximadamente el 80 % de ellas mueren dentro de las primeras 
dos horas transcurridas después de la inoculación (Streeter 2007). Además, mencionamos 
que muchas de ellas quedan adheridas a los tegumentos de los cotiledones por lo cual, al 
desarrollarse la plántula y emerger los cotiledones de la superficie, las llevan consigo fuera 
del suelo. Por lo tanto, si consideramos todos los eventos desde la inoculación hasta que se 
inicia el enraizamiento, las bacterias del inoculante quedarían es desventaja competitiva 
frente los (bradi)rizobios alóctonos, que para ese momento ya están distribuidos en el perfil 
de suelo que va a ser ocupado por la rizósfera, en una concentración aproximada de 105 a 
107 (bradi)rizobios por gramo de suelo. Es decir que los (bradi)rizobios alóctonos ya están 
presentes en las cercanías de las posibles zonas de infección de las raíces que, debemos 
recordarlo, se mantienen en el estado infectable durante un periodo muy estrecho. De este 
modo, solo una muy rápida movilidad permitiría a las pocas bacterias del inoculante 
remanentes en los alrededores del cuello de la raíz llegar a las zonas infectables antes que 
los (bradi)rizobios de la población alóctona. Esta exigencia se hará tanto más intensa a 
medida que las raíces crezcan, llevando las zonas de los pelos emergentes cada vez más 
lejos del cuello de la raíz.  

Los (bradi)rizobios son bacilos móviles, y responden quimiotácticamente a diversas 
sustancias como las que son exudadas por las raíces a la rizósfera (Caetano-Anollés et al. 
1988, Barbour et al. 1991, Kurdish 2002, Brencic & Winans 2005). Estas propiedades han 
llevado a la creencia de que los (bradi)rizobios son capaces de moverse hacia las raíces 
atraídos por los exudados de las mismas a una velocidad lo suficientemente alta como para 
que esa movilidad efectivamente los lleve desde la zona del cuello de la raíz hasta los sitios 
de infección en la zona de los pelos emergentes. Esta hipótesis se apoya en diversos 
trabajos, entre ellos que mutantes defectivos en la movilidad son incapaces de realizar la 
colonización radical disminuyendo la tasa de nodulación (Caetano Mellor et al. 1981), 
observaciones microscópicas de bacterias vivas dirigiéndose hacia la zona de los pelos 
emergentes (Gulash et al. 1984) mediciones de dispersión rizobiana en forma horizontal en 
las capas superficiales del suelo (Lowther & Patrick 1993), o la incapacidad de mutantes 
alterados en quimiotaxis para competir por la nodulación (Yost et al. 2003). De esta 
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manera, durante años se ha postulado que tanto la quimiotaxis como la movilidad de los 
(bradi)rizobios juegan un rol determinante a la hora de posicionarlos de manera más 
eficiente en los sitios de infección. Así, los (bradi)rizobios con deficiente movilidad 
deberían ser poco competitivos comparados con las cepas móviles (González & Marketon 
2003, Yost et al. 2003, Fujishige et al. 2006). Sin embargo, el defecto común que presentan 
estos trabajos es que se llevaron a cabo en medios líquidos, o con raíces sobre superficies 
de agar, o en el mejor de los casos, en medios porosos saturados de agua. Estas 
condiciones no representan al medio edáfico, el cual, como veremos enseguida, tiene 
profundas diferencias con un medio líquido homogéneo. Por lo tanto, si bien no podemos 
negar que los rizobios se mueven y que en efecto responden a los quimioatractantes, esto 
no es suficiente como para concluir que las propiedades que determinan la movilidad y la 
quimiotaxis en medios líquidos también rijan el posible acercamiento de los (bradi)rizobios 
a las raíces en el suelo. 

Por otra parte, se ha propuesto que la desventaja en la competición para la 
nodulación podría estar relacionada con diferencias en el estado fisiológico entre las 
bacterias del inoculante y las alóctonas. Por un lado se supone que las bacterias alóctonas se 
encuentran en un estado nutricional deficiente con respecto a las de los inoculantes, las que 
provienen de un medio de cultivo rico, necesario para llegar a la concentración antes 
mencionada. De esta manera, se supone que las primeras están en algún estado de inanición 
y por lo tanto tienen mayor voracidad para colonizar la rizósfera e infectar las raíces. Esta 
propuesta se fundamenta en aumentos observados en la adhesividad e infectividad de 
(bradi)rizobios incubados en solución mineral o con limitaciones de nutrientes (Lodeiro & 
Favelukes 1999). De manera correspondiente, se ha observado que bradirrizobios crecidos 
con limitación en la fuente de N aumentan la expresión de nodC (López-García et al. 2001). 
Sin embargo, también se ha reportado la existencia de genes como nfe (por sus siglas en 
inglés de “nodule formation efficiency”) que codificarían funciones relacionadas con la 
competitividad intrínseca de las bacterias. Estos genes se relacionarían con la eficiencia en 
la nodulación y competición pero no jugarían un papel para establecer el proceso 
simbiótico (Toro 1996).  

En 2002, López García et al. pusieron a prueba estas propuestas. Inocularon 
macetas con vermiculita con una cepa de bradirrizobios, a la que incubaron durante 30 días 
en ausencia de plantas, con el fin de simular el establecimiento de una “población 
alóctona”. Dado que durante todo ese tiempo estos bradirrizobios solo recibieron solución 
mineral libre de fuentes de C y N, la incubación condujo a un estado de inanición de la 
población. Finalizado el periodo de incubación, en una parte de las macetas sembraron soja 
inoculada en las semillas con una cepa isogénica y de la otra parte de las macetas extrajeron 
la “población alóctona”, la que fue mezclada en forma homogénea en medio líquido con las 
bacterias del “inoculante” y con esa mezcla regaron macetas nuevas en las que se sembró 
soja sin inocular (Fig. I.11.). Cultivaron las plantas para permitir la nodulación, y 
observaron que cuando el inoculante era colocado sobre las semillas, casi no ocupaba 
nódulos, tal como se esperaría de acuerdo con la hipótesis de que la inanición de la 
“población alóctona” la volvía más competitiva. Sin embargo, esto no se confirmó en el 
otro grupo de macetas, donde las bacterias del “inoculante” ocuparon casi el 90 % de los 
nódulos cuando estuvieron distribuidas homogéneamente en la maceta, al igual que la 
“población alóctona” hambreada (Figura I.11.). De este experimento se desprende que fue 
la posición de los bradirrizobios respecto de las raíces, y no su estado nutricional, la que 
jugó el rol determinante en la competición para la nodulación. Como corolario, estos 
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resultados estuvieron de acuerdo con la hipótesis de que la movilidad vertical de los 
bradirrizobios en un medio poroso no saturado de agua es escasa, la cual se apoya en el 
trabajo de Madsen y Alexander (1982), donde los autores reportaron que el desplazamiento 
de los bradirrizobios en el suelo a capacidad de campo se logra por un transporte pasivo 
sobre las lombrices o arrastrados por el agua luego de un riego o por la misma acción de la 
labranza, el trabajo de Mc Dermott y Graham (1989), quienes observaron que la población 
de B. japonicum inoculado sobre semillas disminuye a lo largo de la raíz a medida que 
aumenta la distancia desde el punto de inoculación, el trabajo de Liu et al. (1989) quienes 
observaron que mutantes no móviles de B. japonicum compitieron eficazmente por la 
nodulación frente a la cepa salvaje en un suelo a capacidad de campo, y el trabajo de 
Horiuchi et al. (2005), donde se demuestra que E. meliloti no se desplaza en un suelo a 
capacidad de campo a menos que sea llevado en forma pasiva sobre la superficie o dentro 
del tracto intestinal de los nematodos. Estos resultados plantean, entonces ¿cómo llegan los 
rizobios a las raíces? 

 

 

A priori podemos proponer dos hipótesis no mutuamente excluyentes. La primera 
de ellas implica el hecho conocido de que a medida que la planta se desarrolla las raíces 
también lo hacen en busca de nuevos nutrientes, así podríamos plantear que a medida que 
las raíces se desplazan en el suelo van “barriendo” microcolonias de (bradi)rizobios que se 
encontraban distribuidas como pequeñas biopelículas, de las cuales, aquellas que por 
casualidad entren en contacto con la zona infectable de la raíz podrían liberar 
(bradi)rizobios que comiencen la infección de inmediato. La segunda hipótesis se relaciona 
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con la posible movilidad de los (bradi)rizobios hacia las raíces, lo cual, como ya vimos, en el 
suelo solo podría ocurrir en distancias cortas y a baja velocidad.  

Si recordamos la estructura de un suelo, en el mismo existen poros de distintos 
diámetros. Estos poros permiten distintos niveles de retención de agua luego de una lluvia 
o riego, como así también la constitución de distintos nichos. A grandes rasgos podemos 
mencionar que cuanto más chico sea el diámetro del poro, mayor será su retención del 
agua, permitiendo clasificarlos en poros capilares, cuyo tamaño oscila entre 0,1 y 6 µm en 
los cuales el agua es retenida con mayor fuerza que la gravedad, y poros no capilares de 
donde el agua gravitacional drena fácilmente. De esta manera se esperaría que los poros 
capilares formen hábitats favorables para las bacterias y que presenten pequeños canales 
discontinuos por dentro de los cuales las mismas podrían desplazarse (Bohn et al. 2001). 
Sin embargo, el camino de las bacterias por estos poros es muy tortuoso. Puede estimarse 
que, a la velocidad que nada B. japonicum (Kanbe et al. 2007) una bacteria que recorra poros 
capilares se irá encontrando y chocando con la superficie de una partícula de suelo cada 
menos de un segundo. Dado que el sistema de quimiotaxis le permite a estas bacterias 
nadar en línea recta en un líquido durante tres o cuatro segundos cuando son atraídas por 
un quimioatractante pero no permite el nado en línea recta por más de un segundo cuando 
el quimioatractante está ausente, es difícil imaginar cuál puede ser la utilidad de este sistema 
para desplazarse en el suelo, si es que pretendemos extrapolar el comportamiento en medio 
líquido al comportamiento en el suelo. Los trabajos realizados en medios porosos indican 
que aquí la quimiotaxis no juega un papel tan importante, siendo más determinante la 
capacidad de las bacterias para cambiar de dirección (Barton & Ford 1995, Liu & Ford 
2009). Estos cambios de dirección serían los que le permitirían a la bacteria ya sea esquivar 
las partículas de suelo o bien salir de su superficie después de haber chocado con ellas (Liu 
& Ford 2009, Jimenez-Sanchez et al. 2012). Si bien los cambios de dirección también están 
gobernados por el sistema de quimiotaxis, en este contexto no cumplirían el rol de 
responder a la “atracción” que las sustancias “quimioatractantes” ejercerían sobre la 
bacteria. 

En este sentido, Althabegoiti et al. (2011) realizaron un experimento que podría dar 
un indicio de la extensión de cada uno de los movimientos antes mencionados: la raíz hacia 
los bradirrizobios o los bradirrizobios hacia la raíz. Los autores coinocularon plantas de 
soja con dos cepas de B. japonicum: una cepa salvaje y otra mutante derivada de la primera, 
que no poseía flagelos y por lo tanto, no era móvil. Cuando se midió la competición para la 
nodulación entre estas dos cepas en macetas con vermiculita a capacidad de campo, 
prácticamente no hubo diferencias en los porcentajes de ocupación de nódulos por parte 
de una y otra, pese a que una era completamente móvil y quimiotáctica y la otra no. Sin 
embargo, cuando el experimento se realizó en paralelo con macetas que se mantuvieron 
inundadas durante todo el ensayo, la cepa salvaje ocupó más del 85 % de los nódulos. 
Estos resultados indicaron que solo bajo condiciones de total anegamiento la movilidad de 
los bradirrizobios hacia la raíz jugó un papel importante en la competición para la 
nodulación, sin embargo, en condiciones de capacidad de campo el movimiento de las 
raíces hacia los rizobios parece haber sido el más determinante. Volveremos sobre este 
punto más adelante, ya que parte del trabajo de esta Tesis estará dirigido a plantear un 
modelo de cómo estos movimientos podrían estar ocurriendo en el suelo y cómo esto 
puede condicionar la competitividad para nodular frente a poblaciones alóctonas. 
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I.5.3. La inoculación en el surco de siembra y el mejoramiento de la movilidad de B. 

japonicum pueden incrementar el rendimiento del cultivo de soja. 

De acuerdo con los resultados de los experimentos en medios porosos no 
saturados, en nuestro laboratorio se planteó la posibilidad de que el método de inoculación 
en semillas no sería el más apropiado para la biofertilización cuando el suelo donde se va a 
implantar el cultivo contiene una población alóctona de bacterias noduladoras. Entonces, 
en la campaña 2002/2003 se realizó un ensayo en Marcos Juárez donde en un suelo con 
población alóctona se comparó la inoculación en semilla con la inoculación en el surco de 
siembra, en ambos casos con un inoculante líquido, ya que la inoculación en el surco de 
siembra permitiría una mejor distribución de los bradirrizobios en el suelo. Como 
resultado, se observó que la inoculación en el surco de siembra permitió duplicar el 
porcentaje de ocupación de nódulos por parte del inoculante, lo cual fue acompañado por 
un aumento en el rendimiento (Tesis Doctoral, López García, SL. 2004.) 

Posteriormente, Althabegoiti et al. (2008) pudieron obtener una cepa con movilidad 
aumentada a partir de B. japonicum USDA 110 gracias a un proceso de selección artificial. 
Esta cepa, llamada LP 3008, presenta una mayor movilidad en agar semisólido con respecto 
a su cepa parental. Al evaluar esta cepa, los autores observaron que presenta una cinética de 
crecimiento igual a su parental, con lo cual la generación de halos de movilidad de mayor 
diámetro no puede atribuirse a una diferencia de crecimiento. Su quimiotaxis hacia manitol 
y aminoácidos, y su capacidad de adhesión e infectividad a raíces de soja en medios líquidos 
fueron mayores que en la parental, pero no así su movilidad sobre las raíces en tubos con 
vermiculita a capacidad de campo.  

Para evaluar su comportamiento a campo, se comparó la competición para la 
nodulación de LP 3008 y la cepa salvaje en cuatro localidades diferentes, es decir frente a 
distintas poblaciones alóctonas, tanto con inoculación en semilla como con inoculación en 
el surco de siembra. Si bien las dos cepas ocuparon más nódulos cuando fueron inoculadas 
en el surco de siembra que cuando fueron inoculadas en semillas, en general LP 3008 fue la 
que ocupó más nódulos. Además, el rendimiento en grano de estos cultivos experimentales 
se incrementó significativamente, en forma correlacionada con el aumento de ocupación de 
los nódulos por la cepa inoculada (Althabegoiti et al. 2008, López García et al., 2009). Por 
lo tanto, el aumento de la movilidad en LP 3008 no solo impactó positivamente en la 
competitividad para nodular a campo, sino que este aumento de competitividad para 
nodular se tradujo en un aumento del rendimiento en grano del cultivo de soja gracias a la 
simbiosis, lo cual es el objetivo final de todos estos trabajos de mejoramiento 
microbiológico. Estas capacidades de LP 3008 se vieron favorecidas por la inoculación en 
el surco de siembra. 

Estos resultados vuelven a poner de manifiesto la complejidad del sistema edáfico, 
donde se han realizado muy pocos estudios vinculando la movilidad de los (bradi)rizobios y 
la simbiosis. Es posible que los (bradi)rizobios se movilicen en los cortos periodos de 
anegamiento luego de las lluvias y que ello contribuya a su distribución en el suelo para 
favorecer su encuentro con las raíces en crecimiento. Sin embargo, no es sencillo disectar 
estos fenómenos, no solamente por la complejidad del sistema edáfico, sino también 
porque los (bradi)rizobios pueden moverse de distintas maneras (no solamente mediante el 
conocido movimiento de natación), con lo cual deben considerarse los otros movimientos 
que el inoculante podría realizar. Por lo tanto, en las próximas secciones realizaremos una 



Capítulo I                                                 Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

42 
 

descripción del sistema locomotor de B. japonicum USDA 110, como así también cuáles 
podrían ser los tipos de movimiento que realice esta cepa teniendo en cuenta las 
características del suelo. 

I.6. B. japonicum USDA 110 y sus flagelos. 

Al igual que otros (bradi)rizobios, B. japonicum USDA110 comparte la mayoría de las 

características de vida libre y simbiosis que sus pares, sin embargo esta cepa posee una 

particularidad que la distingue del resto, y es que presenta flagelación mixta (Kanbe et al. 

2007, Althabegoiti et al. 2011). Esta característica la comparte con un grupo muy reducido 

de bacterias de otras especies, como Vibrio parahaemolitycus (Shinoda & Okamoto, 1977), 

Vibrio alginolyticus (Kawagishi et al., 1995), Aeromonas spp. (Shimada et al., 1985), Azospirillum 

brasilense (Tarrand et al., 1978, Hall & Krieg, 1983), Rhodospirillum centenum (McClain et al., 

2002), Helicobacter mustelae (O’Rouke et al., 1992) y Plesiomonas shigelloides (Inoue et al., 1991) ( 

Merino et al. 2006, Merino & Tomas 2009). La flagelación mixta observada en B. japonicum 

implica que cada uno de los flagelos posee una estructura y un sistema de control de la 

expresión independiente del otro (Kanbe et al. 2007, Althabegoiti et al. 2011).  

Los flagelos son las estructuras de locomoción más ampliamente distribuidas en 
bacterias y arqueas (McCarter 2004), en su construcción y movimientos participan más de 
40 proteínas diferentes, codificadas en genes estrictamente regulados (McCarter 2006). La 
estructura general de los flagelos presenta tres partes bien definidas: el cuerpo basal, que es 
la parte que se inserta en las membranas celulares y que posee un motor que es el que va a 
permitir el movimiento de giro, el filamento, que es la estructura más externa y visible, y el 
gancho, que es la conexión entre el cuerpo basal y el filamento (Fig. I.12). Este filamento 
está formado por la polimerización de miles de moléculas de flagelina, una proteína cuyo 
tamaño molecular en general es de alrededor de 30 kDa, pero que puede llegar a tener más 
de 70 kDa en algunas especies. 
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Es decir que la unidad estructural del filamento es la flagelina. Así, se suele clasificar 
a los flagelos en simples o complejos, dependiendo del número de flagelinas distintas que 
los constituyen. En B. japonicum ambos flagelos son complejos. Uno de los flagelos está 
formado por cuatro flagelinas, conocidas como FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4 (Kanbe et al. 
2007), cada una de las cuales poseen una masa molecular de 65 kDa y se encuentran 
codificadas por los genes bll5843, bll5844, bll5845 y bll5846 respectivamente según la 
nomenclatura del genoma definida por Kaneko et al. (2002). Este flagelo tiene una 
ubicación subpolar y una forma relajada cuando se lo observa al microscopio electrónico de 
transmisión (MET). El otro flagelo está formado por dos tipos de flagelinas codificadas por 
los genes bll6866 y bll6865, cuya masa molecular es de 33 kDa cada una. Estas proteínas 
fueron denominadas por Kanbe et al. (2007) FliCI y FliCII, basados en el modelo de 
Salmonella (Kanbe et al. 2007). Sin embargo, estos flagelos son inducibles, y al realizar 
observaciones al MET, se observa que presentan ubicación lateral o perítrica y una forma 
más sinusoidal (Fig. I.13.), por lo cual nosotros proponemos renombrarlas LafA1 y LafA2 
respectivamente, de acuerdo a la definición dada por Merino y Tomás (S. Merino & Tomas 
2009). Los genes que codifican tanto las flagelinas subpolares como las laterales, son, en 
todos los casos, monocistrónicos (Tesis Doctoral, M. J. Althabegoiti 2011). Un análisis 
bioinformático realizado en nuestro laboratorio permitió concluir que los genes que 
codifican los componentes y los reguladores del flagelo subpolar presentan similitud con 
los de Caulobacter crescentus, en cambio los que codifican estas funciones para el flagelo lateral 
presentan similitud con Brucella melitensis, por lo cual podría hipotetizarse que B. japonicum 
USDA 110 presenta una regulación independiente en cada uno de sus flagelos, la cual se 
asemejaría a la de cada una de estas bacterias (Mongiardini, com. pers.). Cabe destacar que 
hasta el momento no hay trabajos acerca de la regulación de la expresión de los flagelos en 
nuestro sistema. También, con relación a lo observado en otras especies con flagelación 
mixta, se puede hipotetizar que el motor del flagelo subpolar podría funcionar por medio 
de la diferencia del potencial iónico, en particular de Na+, y que en cambio el flagelo lateral 
obtendría su energía por medio de la fuerza protón-motriz (Atsumi et al. 1996, Mc Clain et 
al. 2002, McCarter 2001,  McCarter 2004). Kanbe et al.  (2007) intentaron analizar esto 
mediante el uso de ionóforos que disipan cada uno de estos potenciales y reportaron que el 
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flagelo subpolar parece moverse gracias a una fuerza protón-motriz, aunque los resultados 
se presentan de una forma semicuantitativa sin aclarar la relación entre la dosis de ionóforo 
y la movilidad. Por su parte, los resultados que reportan para el flagelo lateral se basan en 
muy pocas observaciones, con lo cual no pueden considerarse concluyentes.  

Como mencionamos al principio, B. japonicum se diferencia del resto de los 
(bradi)rizobios por poseer flagelación mixta, pero también se diferencia dentro de las 
bacterias con este tipo de flagelación dado que nuestra cepa también presenta la 
característica de que su flagelo lateral presenta expresión diferencial dependiendo la fuente 
de carbono (Tesis Doctoral, M. J. Althabegoiti 2011). En particular en nuestro laboratorio 
hemos observado que B. japonicum expresa el flagelo lateral en medios de cultivo líquidos 
con gluconato de Na o arabinosa, pero no así en aquellos con manitol o extracto de 
levadura como únicas fuente de C (Althabegoiti et al. 2011). Si bien se ha reportado que 
muchas de las especies con flagelación mixta presentan expresión diferencial del flagelo 
lateral, esta expresión se relaciona con diferencias en la viscosidad del medio, pero no ha 
sido reportado previamente que dicha expresión dependa de la fuente de carbono (Atsumi 
et al. 1996, McCarter 2004, Merino et al. 2006). Por otro lado el flagelo subpolar o grueso 
presenta una expresión constitutiva.  

El análisis de los tamaños moleculares de las flagelinas indica una discrepancia entre 
los tamaños de LafA1 y LafA2 observados en electroforesis desnaturalizante y los 
respectivos tamaños predichos a partir de sus secuencias de aminoácidos (Althabegoiti et al. 
2008). Por análisis bioinformático hemos detectado potenciales sitios de glicosilación tanto 
en estas flagelinas como en FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4, con lo cual es probable que ambos 
filamentos estén glicosilados, aunque todavía no lo hemos comprobado. 

Por último, Althabegoiti et al. (2011) observaron que los dos flagelos no solo 
difieren por su estructura y patrón de expresión, sino también por el tipo de rotación de sus 
motores. El flagelo subpolar puede rotar en sentidos horario y antihorario. Por su parte el 
flagelo lateral o fino solo puede rotar en dirección antihoraria y en este caso una bacteria 
mutante que solo expresa el flagelo lateral realiza cambios de dirección más frecuentes que 
la del tipo silvestre (Althabegoiti et al. 2011). 

En vista de las características de los flagelos de B. japonicum y el posible rol de la 
movilidad en la competición para la nodulación, es inevitable preguntarnos para qué tiene 
dos flagelos distintos y si esto le confiere algún tipo de ventaja en el ambiente edáfico. 

I.7. Movilidad dependiente de flagelos. 

Los procariontes, a lo largo de su evolución, adquirieron diversas estrategias que les 
permitieron desplazarse sobre diferentes superficies. Así, existen en estos microorganismos 
distintos tipos de movimiento que pueden implicar la utilización de aparatos locomotores 
externos como flagelos o pili, internos como la organización del citoesqueleto o la 
utilización de vesículas con gases, como así también extensiones de la membrana 
citoplasmática formando “pseudo-piernas” que en el caso de los Mycoplasmas le van a 
permitir “caminar” (Jarrell & Mcbride 2008). Independientemente del tipo de maquinaria 
utilizada para desplazarse, los microorganismos utilizan sistemas sensoriales complejos que 
le van a permitir controlar sus desplazamientos en respuesta a estímulos, en el caso de las 
bacterias, la quimiotaxis estaría cumpliendo dicha función (Wolfe & Berg 1989, Lux & Shi 
2001, McCarter 2004, Baker et al. 2006, Zhao et al. 2007, Caiazza et al. 2007, Partridge & 
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Harshey 2013). Actualmente existen tantas clasificaciones como tipos de movimiento 
observados en las bacterias. Así, los movimientos se pueden clasificar en sociales o 
individuales, activos o pasivos, en función del tipo de motor que utilizan, en función de la 
superficie en donde se realizan, etc. (Jarrell & Mcbride 2008). Cabe destacar que ya en 1972, 
Henrichsen (1972), describía y clasificaba a cinco tipos de movimiento que ocurrían sobre 
superficies semisólidas: swarming, twitching, gliding, sliding y darting, y un tipo de movimiento 
que ocurría en medios líquidos: swimming o natación. Tanto la natación como el swarming 

utilizan los flagelos como aparato locomotor, en cambio el twitching y el gliding social utilizan 
el pili tipo IV y el resto de los movimientos: gliding individual, sliding y darting, no dependen 
de aparatos locomotores y en el caso de los dos últimos se trataría de movimientos pasivos. 
(Fig. I.14) 

Si bien desde aquella época se los conoce y se los ha descripto, los movimientos 
dependientes de flagelos son por lejos los más estudiados y en particular la natación ha sido 
muy bien caracterizada en diversos procariontes. El ejemplo más claro lo constituyen 
Escherichia coli y Salmonella, que no solo han servido de modelo para describir la natación, 
sino también la expresión y regulación de sus flagelos y su relación con el aparato 
quimiotáctico. Hoy en día los modelos del aparato de quimiotaxis están basados en los 
estudios realizados en dichas bacterias (Baker et al. 2006, Kentner & Sourjik 2006) . 

Teniendo en cuenta las características de los flagelos de B. japonicum USDA 110, esta 
cepa podría desplazarse tanto con natación como con swarming en el ambiente edáfico. 
Hasta la fecha de la realización de este trabajo de Tesis, el swarming no había sido descripto 
en esta especie y sólo existían unos pocos reportes en rizobios.  

I.7.1. Desplazamientos en medios líquidos: natación. 

La natación ha sido ampliamente estudiada en diversas bacterias y se la define como 
el desplazamiento de bacterias en medios líquidos de forma individual, dependiente de 
flagelos (Harshey 2003, Bardy 2003, Armitage 2006, Jarrell & Mcbride 2008). El número de 
flagelos y su disposición va a depender del tipo de especie estudiada, así, en especies con un 
solo tipo de flagelo se ha observado que se pueden utilizar tanto los flagelos perítricos 
como en el caso de E. coli y S. entérica serovar Typhimurium o los flagelos subpolares, como P. 

aeruginosa. A su vez, la dirección del movimiento va a estar sujeta a la quimiotaxis, lo cual va 
a motivar que el flagelo rote en sentido horario o antihorario. Se cree que todas las 
bacterias flageladas pueden realizar natación con unos pocos flagelos, y que para producir 
el movimiento de swarming se requiere una diferenciación morfológica que involucra la 
producción de un gran número de flagelos. Por su parte, en bacterias con flagelación mixta, 
se ha propuesto que el flagelo subpolar y de expresión constitutiva es el encargado de 
realizar este movimiento (Henrichsen 1972, Harshey 2003, Jarrell & Mcbride 2008)  

En nuestro laboratorio, Althabegoiti et al. (2011) caracterizaron la natación de B. 

japonicum USDA 110, y su derivada con aumentada movilidad, LP 3008. Para ello, 
obtuvieron mutantes desprovistos de cada uno de los flagelos o de ambos, en cada uno de 
los dos acervos genómicos mencionados. La natación puede visualizarse en el laboratorio 
mediante el empleo de cajas de Petri con medio de cultivo semisólido, con un porcentaje de 
agar de generalmente 0,3% p/v. Estas cajas, al observarlas tangencialmente, deben mostrar 
una migración por debajo del agar, es decir por dentro de los canales de agua formados 
entre la malla de agar. De esta forma se logró caracterizar la natación en USDA 110, 
encontrando que independientemente de las fuentes de carbono utilizadas (extracto de 
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levadura, manitol, gluconato de sodio y arabinosa), LP 3008 siempre presenta un fenotipo 
de mayor movilidad, observado como un halo de dispersión de mayor diámetro en la placa 
de Petri con respecto a su cepa parental. A su vez, los mutantes desprovistos de ambos 
flagelos son incapaces de realizar desplazamientos, confirmando que se trata de un 
movimiento dependiente de flagelos. En cambio, los mutantes desprovistos de uno u otro 
flagelo, generan halos de menor diámetro. Por lo tanto, B. japonicum USDA 110 podría 
utilizar ambos flagelos para realizar natación, pero el flagelo lateral tendría un rol mayor en 
dicho desplazamiento. (Althabegoiti et al. 2011). Este resultado nos resultó curioso, dado 
que contradecía a lo propuesto por Kanbe et al. (2007), quienes, mediante la utilización de 
mutantes de la misma índole habían planteado que el flagelo subpolar era el utilizado para 
natación, tal como se postula para bacterias con flagelación mixta.  

I.7.2. Desplazamientos en medios semisólidos: swarming. 

A diferencia de la natación, el swarming hasta el momento ha sido observado en 
pocas especies bacterianas, particularmente en algunas Gram-positivas como firmicutes o 
en Gram-negativas como, α- y γ-proteobacterias (Partridge & Harshey 2013, Harshey 2003, 
Kearns 2011) (Fig. I.15). A este desplazamiento se lo define como un movimiento social, 
que ocurre sobre superficies húmedas, en donde las bacterias se diferencian aumentando el 
número de flagelos, secretan sustancias con actividad surfactante, como así también 
sustancias relacionadas con la percepción del quórum, todo lo cual les permite organizarse 
y poder traslocarse en masa (Harshey 2003). Este movimiento ha sido observado, la 
mayoría de las veces, en bacterias patógenas como Proteus mirabilis, Serratia liquifaciens, 

Clostridium septicum, y Bacillus cereus, por lo cual se cree que este tipo de desplazamiento 
permite colonizar nuevas superficies (Harshey 2003, Kearns 2011, Partridge & Harshey 
2013). Aunque su definición es muy sencilla, el fenotipo asociado y las condiciones 
necesarias para ponerlo de manifiesto dependerán de cada especie.  
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Para realizar este movimiento las bacterias sintetizan un gran número de flagelos. 
(Fig. I.16.) En aquellas bacterias que solo expresen un tipo de flagelo, bastará con 
hiperflagelarse (Harshey 2003, Jarrell & Mcbride 2008, Partridge & Harshey 2013) pero en 
especies con flagelación mixta, se observa que el flagelo lateral o perítrico es inducido 
diferencialmente para ser utilizado en el swarming (Harshey 2003, McCarter 2004, Merino et 
al. 2006, Merino & Tomas 2009, Jarrell & Mcbride 2008, Verstraeten et al. 2008, Kearns 
2011). Sin embargo, como toda regla tiene su excepción, en R. centenum se ha reportado que 
es necesaria la presencia del flagelo polar para realizar swarming (Mc Clain et al. 2002). Al ser 
un movimiento que se realiza sobre superficies, algunos autores han propuesto que este 
tipo de desplazamiento permite que las bacterias migren en búsqueda de nuevos sitios de 
colonización promoviendo la simbiosis ya sea mutualista o patogénica con plantas o 
animales (Harshey 2003, McCarter 2004, Kaiser 2007).  

A diferencia de la natación, los requerimientos para visualizar el swarming son 
mucho más específicos y dependientes de cada cepa. De hecho, la mayoría de las 
publicaciones sobre swarming solo se limitan a visualizarlo y caracterizarlo en diferentes 
condiciones, pero muy pocas lo estudian en base a la función que podría tener este tipo de 
movilidad para colonizar nuevos nichos.  

En este punto, vale la pena aclarar que muchas veces en la literatura se confunde el 
desplazamiento de swarming con la natación o en otros casos se hace referencia a “zonas de 
swarming” para indicar “zonas de desplazamiento”, como ya observaba Henrichsen en su 
trabajo de 1972 (Henrichsen 1972). Sin embargo, este tipo de confusiones todavía ocurren, 
como así también una cierta falta de rigor en el apego a la definición con respecto a las 
características que deberían observarse en cepas que realizan swarming. De hecho, algunos 
autores proponen que el swarming también puede ser realizado sin flagelos, por medio de la 
utilización del pili tipo IV (Kaiser 2007), lo cual, a nuestro entender, y de acuerdo a las 
definiciones dadas más arriba, podría tratarse de un tipo de gliding social. A continuación, 
haremos un breve resumen de las características más importantes del swarming.  
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I.7.2.1 Visualización del swarming en el laboratorio. 

Como primera aproximación a este movimiento se debe tener en cuenta que ha 
sido reportado que algunas cepas de uso rutinario en el laboratorio no presentan swarming ( 
Kearns & Losick 2003, Patrick & Kearns 2009). Sin embargo, esta imposibilidad podría 
estar relacionada con el proceso de domesticación y variación de fase. Así, se observó que 
cepas de B. subtilis adaptadas al laboratorio son incapaces de realizar swarming, mientras que 
cepas sin domesticar logran realizar el movimiento de forma robusta (Kearns & Losick 
2004, Patrick & Kearns 2009). 

Como se mencionó anteriormente, el swarming es un movimiento social en 
superficie, la cual debe estar húmeda para que las células puedan trasladarse. Una superficie 
que cumple idealmente con estos requisitos es la del agar, que es donde Henrichsen realizó 
sus observaciones (Henrichsen 1972). Por lo tanto, la concentración de agar requerida en 
las placas de Petri es crítica, ya que no debe ser demasiado blando como para que las 
bacterias migren por debajo de la superficie haciendo natación, ni demasiado dura como 
para que no fluya la suficiente humedad a la superficie. Diversos autores plantean que por 
encima de 0,3 % p/v se restringe la natación, y se fuerza a la bacteria, si es posible, a 
realizar swarming. Sin embargo, la máxima concentración recomendada depende del autor y 
la especie bacteriana. Así, Kearns (2011), Tambalo et al. (2010) y Kim y Surette (2004), 
plantean que por encima de 1 % p/v el desplazamiento ya no puede realizarse debido a una 
muy alta tensión superficial, por otro lado, Butler et al. (2010), Verstraeten (2008) y 
Harshey (2003) plantean que la concentración óptima ronda entre 0,5 y 0,7 % p/v de agar, 
denominándolo swarming en agar blando, pero que algunas especies como Proteus , Vibrio,  

Rhodospirillum y Azospirillum pueden realizar el desplazamiento en “agar duro” con 
concentraciones de entre 1.5 %–2 %, dado que estas especies son capaces de sintetizar y 
secretar sustancias con buena capacidad surfactante que les permiten disminuir la tensión 
superficial del medio. En el caso de los pocos rizobios en los que se ha caracterizado el 
swarming, este porcentaje rondó entre 0,6 y 0,75 % para cepas de E. meliloti, R. leguminosarum 

y R. etli (Soto et al. 2002, Braeken et al. 2008, Tambalo et al. 2010). 

Como todo movimiento, el swarming requiere energía, pero muchas veces, las células 
no deben estar demasiado alimentadas, como para que tengan el estímulo de explorar otros 
ambientes. Por lo tanto, el medio de cultivo y los requerimientos nutricionales también son 
bastante específicos, y dependen de la especie. Así, B. subtilis podría realizar swarming en casi 
cualquier medio lo suficientemente rico, sin embargo S. enterica parecería requerir glucosa 
en el medio y R. etli, medios de cultivo mínimos (Braeken et al. 2008, Kearns 2011). 

I.7.2.2. Caracteres morfológicos del swarming. 

Uno de los rasgos más comunes del swarming es que las bacterias se diferencian a un 
estado hiperflagelado. Se cree que, en microorganismos con flagelación mixta, el flagelo 
subpolar con expresión constitutiva tiende a rotar con dificultad en un medio de alta 
viscosidad como podría ser la placa de Petri, lo cual resultaría en un aumento de la fuerza 
de torque. Este aumento se traduciría en la des-represión de la síntesis del flagelo lateral, lo 
que conduciría a la hiperflagelación. Sin embargo el mecanismo que termina de 
desencadenar esta respuesta todavía no se ha dilucidado (Atsumi et al. 1996, McCarter 
2004, Wilhelms et al. 2012). Por otro lado, esta hipótesis no sería aplicable a bacterias con 
un solo tipo de flagelo, que también presentan hiperflagelación durante el swarming (Patrick 
& Kearns 2012). Algunos autores proponen que en ciertos casos, como podría ser el de P. 
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aeruginosa, que presenta un solo tipo de flagelo polar, las bacterias sintetizan un motor 
alternativo para realizar el swarming, el cual les va a permitir desplazarse en medios 
viscosos (Kearns 2011).  

Una vez hiperflageladas, las bacterias deben asociarse entre sí y coordinar la 
rotación de sus flagelos. Este hecho cobra vital importancia en el denominado swarming en 
“agar duro”, donde las bacterias deben generar una mayor fuerza de torque para poder 
desplazarse. Así, se ha planteado que las mismas deben aumentar su superficie de contacto 
de manera tal de favorecer la unión longitudinal entre células. Este comportamiento no 
sería necesario en aquellas bacterias que realicen swarming en “agar blando”, tal como se 
observa en los rizobios en los que dicho movimiento ha sido caracterizado (Soto et al. 
2002, Braeken et al. 2008, Kearns 2011). En P. mirabilis, que fue la primer bacteria en donde 
se estudió el swarming, se observó que para que las células obtengan una mayor superficie de 
contacto, éstas deben adquirir una especie de forma filamentosa y por ello se las ha 
observado multinucleadas. Aunque este comportamiento se ha sugerido como general, solo 
se ha observado fehacientemente en dicha especie y estaría más relacionado a una 
deficiente septación que al swarming (Kearns 2011).  

Algunas bacterias son capaces de sintetizar y secretar sustancias con actividad 
surfactante, de manera tal de disminuir la tensión superficial y permitir el desplazamiento. 
La presencia de surfactantes se suele observar en el frente de desplazamiento de la colonia 
(Kearns 2011). A su vez, la presencia de surfactantes se relaciona con la percepción del 
quórum, el cual podría estar regulando la organización entre las células (Daniels et al. 2004). 
La naturaleza del surfactante va a depender de la especie bacteriana, por ejemplo B. subtilis y 
Serratia liquefaciens secretan lipopéptidos denominados surfactina y serrawettina 
respectivamente (Daniels et al. 2004, Kearns 2011). Por su parte, P. aeruginosa secreta 
rhamnolípidos (dos azúcares unidos a un ácido graso) (An et al. 2006, Butler et al. 2010). 
En cambio, E. coli y S. enterica no secretan surfactantes, pero en compensación utilizan el 
LPS para disminuir la tensión superficial (Burkart et al. 2000). Por lo tanto, se cree que la 
percepción del quórum no es un requisito fundamental para realizar el swarming.  
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Por último, en B. subtilus se ha observado que existe un intervalo de tiempo 
denominado “swarming lag”, en el cual las bacterias se diferencian y se adaptan para pasar de 
un medio líquido a un medio semisólido, antes de comenzar a realizar el desplazamiento 
(Kearns & Losick 2003). Este tiempo puede ser disminuido si una nueva placa de swarming 
es inoculada con bacterias que ya vienen de placas de dicho movimiento, dado que de esta 
forma ya se encuentran diferenciadas y listas para desplazarse (Kearns 2011). 

I.7.2.3. Fenotipo macroscópico asociado al swarming. 

Aquí vale la pena hacer la mención de que el fenotipo asociado al swarming no solo 
va a depender de la especie evaluada sino también de las condiciones en las cuales se 
desarrolla la colonia de swarming (Fraser & Hughes 1999, Tambalo et al. 2010). Por lo tanto, 
pueden observarse tantos fenotipos como especies y condiciones se evalúen, sin embargo, 
a grandes rasgos las colonias de swarming  pueden enmarcarse dentro de tres posibles 
patrones. El primero de ellos es el observado en P. mirabilis, donde el fenotipo asociado 
forma anillos concéntricos dado que esta bacteria se desplaza en ciclos. El segundo patrón 
es el observado en P. aeruginosa: esta bacteria forma colonias de swarming con bordes 
irregulares, similares a dendritas. El tercer patrón es el denominado desplazamiento en 
vortex observándose bordes irregulares, como en oleadas (Kearns 2011). En este patrón 
suelen encajar los fenotipos de swarming observados en R. etli, R leguminosarium y E. meliloti 

(Soto et al. 2002, Braeken et al. 2008, Tambalo et al. 2010). En la Fig. I.17 se observan los 
patrones descriptos. 

I.7.2.4. El rol de la quimiotaxis. 

A diferencia de la natación, en donde es necesario el direccionamiento continuo de 
las bacterias en el medio líquido, en el swarming parecería la quimiotaxis no tendría un rol 
determinante. En particular, en E. coli se ha observado que el sistema quimiotáctico es 
necesario para realizar el swarming, pero no la quimiotaxis en sí (Burkart et al. 1998). En 
base a esta observación, algunos autores proponen que el aparato quimiotáctico es 
necesario para mantener la rotación de los flagelos, pero no para orientar a la célula. A su 
vez, también proponen que algunas de las proteínas de dicho sistema estarían involucradas 
en la expresión diferencial del flagelo lateral. Sin embargo estas hipótesis todavía no han 
sido demostradas y por lo tanto actualmente no se comprende cuál es el rol de la 
quimiotaxis en el swarming (Kearns 2011). 

I.7.3. Swarming en rizobios. 

Como hemos mencionado a lo largo de esta sección, son pocos los rizobios en los 
cuales se podido evidenciar el swarming. El primero en donde se describió fue en una cepa 
de E. meliloti, llamada RM1021, que presenta una mutación en el gen fadD. La proteína 
codificada en este gen se relaciona con la síntesis de ácidos grasos y perecería que en su 
ausencia se disparan las señales para dar comienzo al desplazamiento (Soto et al. 2002). En 
este trabajo solo pudieron caracterizar el swarming en la mutante pero no en la cepa salvaje. 
Recién ocho años más tarde del primer trabajo con este mutante fadD, el mismo grupo 
realiza una trascriptómica de las células que hacen swarimng, y es en este trabajo donde 
pueden mostrar el swarming por parte de la cepa salvaje (Nogales et al. 2010). Los autores 
sugieren que en la cepa salvaje es necesaria la síntesis de un sideróforo para que se realice el 
swarming, lo cual no es necesario en el mutante. Por último, en un trabajo posterior plantean 
que si bien la expresión del EPS no es necesaria para el swarming, si está presente facilita la 
traslocación (Nogales et al. 2012).  
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Otros autores observaron en 2008 que mutantes delecionados en el sistema de 
percepción del quórum son incapaces de realizar el desplazamiento (Hoang et al. 2008). 
Más tarde, también se realizaba una caracterización de los patrones de swarming según las 
condiciones de cultivo en R. leguminosarum viciae en las cepas 3841 y VF39SM (Tambalo et 
al. 2010). Por último, en R. etli también se ha observado y caracterizado el swarming. En este 
caso, hasta la fecha solo se reportaron dos trabajos en los cuales se ha demostrado, a partir 
de mutantes, que en esta especie es necesario el metabolismo de aminoácidos y poliaminas, 
como así también la percepción del quórum, y la síntesis y secreción de los EPS, como 
posibles surfactantes (Braeken et al. 2008). Como hemos visto, la mayoría de estos trabajos 
solo realizaron la caracterización del movimiento en cajas de Petri, estudiando los 
requerimientos genéticos o de cultivo, dada la complejidad que requiere poner en evidencia 
el swarming en el laboratorio. Sin embargo, ninguno de ellos hace referencia al posible rol de 
este movimiento en el ambiente edáfico. 

Por otro lado, estos rizobios presentan un solo tipo de flagelos, en donde E. meliloti 
presenta flagelación perítrica y en cambio R. leguminosarum y R. etli presentan flagelos 
subpolares. Por lo tanto, las observaciones del swarming en estos rizobios no necesariamente 
serian aplicables a B. japonicum. Sin embargo, si buscamos en la bibliografía reportes acerca 
del swarming en Brucella o en Caulobacter, dada la similitud de los flagelos de nuestra cepa con 
los estas dos especies, observamos que en la primera especie hasta el momento no hay 
reportes, mientras que en la segunda solo hay uno, donde caracterizan el swarming en 
relación con el ciclo de vida (Lin et al. 2010). 

I.8. Resumen. 

En este capítulo hemos hecho mención a la importancia que tiene el cultivo de soja 
en nuestro país. Sin embargo, esta leguminosa requiere un aporte importante de N para 
obtener buenos rendimientos, el cual, si se quiere promover la agricultura sustentable a 
largo plazo, no debería salir exclusivamente de la fertilidad del suelo, ni aún siendo 
suplementado por fertilizantes químicos. Una manera de abastecer N de forma sustentable 
y económica para lograr altos rindes podría ser la utilización del potencial de los rizobios 
fijadores de N2. Así, la biofertilización ha sido la técnica utilizada desde los comienzos de 
este cultivo, como una forma de mantener los niveles de N en el suelo. Sin embargo, en 
suelos con historial de cultivo de soja, a lo largo de las sucesivas biofertilizaciones se va 
perdiendo la respuesta del rendimiento. Este hecho se observa dado que las 
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biofertilizaciones facilitan el desarrollo de poblaciones de bacterias noduladoras de soja en 
el suelo, la cuales pueden adaptarse a las condiciones edáficas, formando las denominadas 
poblaciones alóctonas. Estas poblaciones, en algunos casos, se han señalado como 
poblaciones de (bradi)rizobios muy competitivas para la nodulación pero deficientes en la 
FBN, por lo cual impedirían el ingreso a los nódulos de los bradirrizobios inoculados 
durante la biofertilización. Esto, a su vez, explicaría por qué no se obtienen respuestas en el 
rendimiento luego de la biofertilización. A este fenómeno se lo ha denominado “el 
problema de la competición para nodulación”, el cual, por su extensión geográfica y 
ubicuidad en distintos agroecosistemas, constituye uno de los puntos clave de la mala 
performance general de la biofertilización. Por lo tanto, es necesario conocerlo y encarar 
mejoras para evitarlo. Como todo proceso biológico, la competición para la nodulación 
depende de diversos factores, entre ellos podemos mencionar las características propias de 
la población bacteriana del suelo y otros inherentes a la cepa inoculada, como así también 
factores ambientales y la posición de los (bradi)rizobios en el suelo. Con respecto al último 
punto, la movilidad de los (bradi)rizobios suele ser un punto en discusión y no está claro 
hasta qué punto este factor influye en la competitividad para nodular. B. japonicum, la 
especie utilizada generalmente en los inoculantes para soja, posee flagelación mixta, por lo 
cual es de esperar que los dos sistemas de flagelos tengan algún rol dentro del ciclo de vida 
de este microorganismo en el ambiente edáfico. En nuestro laboratorio ya se ha 
caracterizado la natación de esta cepa, pero dadas las condiciones del medio edáfico es 
posible que este bradirrizobio utilice allí un tipo de desplazamiento caracterizado por ser en 
superficie, el swarming. A partir de estos interrogantes se plantean los objetivos de esta 
Tesis. 

I.9.Objetivos generales. 

Profundizar nuestra comprensión de las variables que condicionan y determinan el 
fenómeno de la competición para nodulación. 

Objetivos específicos. 

• Evaluar las poblaciones alóctonas de (bradi)rizobios noduladores de soja 
presentes en suelos argentinos en base a su genotipo, su capacidad 
simbiótica, competitiva y de adaptación a su medio de origen. 

• Observar el swarming en B. japonicum, caracterizarlo en laboratorio y averiguar 
si este tipo de movilidad es el utilizado en el medio edáfico. 
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II.1. Material biológico utilizado. 

II.1.1. Cepas bacterianas. 

Las cepas bacterianas utilizadas durante esta Tesis se detallan en las Tablas II.1 
(aislamientos de suelos) y II.2 (cepas de laboratorio), junto con sus principales 
características (Althabegoiti et al. 2008, 2011; López-García et al. 2002).  

II.1.2. Plantas. 

Se trabajó con Glycine max (L.) Merr. (soja), variedad DonMario 4800, provista por 
el Ing. Agr. Alejandro Perticari del IMYZA-INTA (Castelar, Pcia. de Buenos Aires) o por 
Barenbrug-Palaversich S.A. (Pergamino, Pcia. de Buenos Aires). 

II.2. Medios de cultivos para (bradi)rizobios y plantas. 

II.2.1. Medios de cultivo y de conservación de (bradi)rizobios. 

II.2.1.1. Medios de mantenimiento y conservación de (bradi)rizobios. 

Para mantener las cepas de (bradi)rizobios, se utilizó el medio de cultivo extracto de 
levadura-manitol (YEM) agarizado cuya composición (en g.l-1) se detalla a continuación: 
extracto de levadura 0,4; manitol 10; NaCl 0,1; MgSO4.7H2O 0,2; K2HPO4 0,5; agar 15; 
rojo congo 2,5.10-5 (Vincent 1970). Los cultivos así preparados se mantuvieron a 4 ºC 
durante un máximo de 60 días para su uso rutinario. Para su conservación a largo plazo las 
bacterias fueron cultivadas en el medio YEM líquido sin rojo congo hasta fase logarítmica 
tardía, se suplementaron con glicerol estéril 25 % (v/v) o 50 % (v/v) y se almacenaron a –
80 ºC o –20 ºC, respectivamente. 

La esterilización de los medios y las soluciones stock se realizó durante 20 minutos 
a 121 ºC en autoclave. 

II.2.1.2. Medios de cultivo de rizobios. 

Para los experimentos de velocidad de crecimiento, modificación del pH y 
tolerancia a la acidez y al aluminio, se modificó el medio adicionando el indicador de pH 
azul de bromotimol 2,5.10-5 g.l-1 en sustitución del colorante rojo congo (Somasegaran & 
Hoben 1985). Cuando fue necesario, el medio YEM-agar fue modificado llevando su pH a 
4,8 con HCl 1 N y/o incorporando AlCl3 6,67.10-3 g.l-1. Los estudios de tolerancia a 
glifosato se llevaron a cabo utilizando el medio mínimo MSR (Moorman et al. 1992), cuya 
composición (en g.l-1) se detalla a continuación: HEPES 1,3; MES 1,1; manitol 10;, 
glutamina 0,29; biotina 2.10-5; tiamina-HCl 2.10-5; riboflavina 2.10-5; ácido p-aminobenzoico 
2.10-5; piridoxina 2.10-5. La mezcla de HEPES, MES y manitol fue esterilizada durante 20 
minutos en autoclave a 121 °C. Las soluciones de vitaminas y de glutamina fueron 
preparadas por separado y esterilizadas por filtración por membrana de 0,22 µm y luego 
agregadas al resto del medio esterilizado, una vez enfriado. En caso de ser necesario se 
incorporó al medio glifosato (isopropilamina de N-fosfonometilglicina) 0,42 g.l-1. La 
solución stock de glifosato fue preparada a una concentración de 8,4 g.l-1 utilizando el 
medio MSR como solvente y esterilizada por filtración por membrana de 0,22 µm. 
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Para los ensayos de swarming, se utilizaron el medio AG (Sadowsky et al. 1987) y el 
medio mínimo de Götz et al. (1982). El medio AG contiene (en g.l-1): Na2HPO4 0,125; 
Na2SO4 0,25; NH4Cl 0,32; MgSO4.7 H2O 0,18; FeCl3 0,004; CaCl2.2H20 0,0013; HEPES 
1,3; MES 1,1; extracto de levadura 1; L-arabinosa 1; gluconato de sodio 1. Las soluciones 
de NH4Cl, MgSO4 y CaCl2 se esterilizaron individualmente en autoclave durante 20 
minutos a 121 °C, y la solución de FeCl3, se esterilizó por filtración por membrana de 0,22 
µm. Todas estas soluciones se agregaron luego de autoclavar el medio. La composición del 
medio de Götz (en g.l-1) es: manitol 5,0; K2HPO4 1,06; KH2PO4 0,53; MgSO4 0,25; 
(NH4)2SO4 0,13; CaCl2 0,015; NaCl 5,85.10-3; Na2MoO4 2,42.10-4; FeSO4.7H2O 2,8.10-4; 
biotina 2.10-5; tiamina-HCl 2.10-5; riboflavina 2.10-5; ácido paminobenzoico 2.10-5; 
piridoxina 2.10-5. La solución basal de manitol, fosfatos, sulfato de amonio, cloruro de 
sodio y molibdato de sodio fue esterilizada en autoclave 20 minutos a 121 °C. Las 
soluciones de calcio y magnesio fueron esterilizadas en forma separada también por calor 
húmedo, en cambio la mezcla de vitaminas y la solución de sulfato ferroso fueron 
esterilizadas por filtración por membrana de 0,22 µm. Estas soluciones se agregaron a la 
solución basal una vez enfriada. En algunos ensayos se utilizó como fuente de C L- 
arabinosa, gluconato de sodio o extracto de levadura a la misma concentración que el 
manitol. Para obtener el medio semisólido se agregó agar Oxoid 5 g.l-1. 

II.2.1.3. Antibióticos. 

Los antibióticos se prepararon en agua bidestilada a excepción de la 
espectinomicina, que fue preparada en metanol. En todos los casos se prepararon a una 
concentración 1.000 X y se esterilizaron por filtración por membrana de 0,22 µm. Las 
concentraciones finales en los medios de cultivo fueron las siguientes: kanamicina sulfato 
(Km) 0,15 mg.l-1, estreptomicina (Sm) 0,40 mg.l-1, espectinomicina (Sp) 0,20 mg.l-1, 
cloranfenicol (Cm) 0,02 mg.l-1 y cicloheximida (Ch) 0,02 mg.l-1. 

II.2.2. Soluciones para el cultivo hidropónico de plantas. 

Para los ensayos con plantas se utilizó la solución de Fåhraeus modificada libre de 
nitrógeno (Lodeiro et al. 2000), la misma contiene (en g.l-1): CaCl2.2H2O 0,11; 
MgSO4.7H2O 0,12; K2HPO4 0,20; KH2PO4 0,17; NaCl 0,06; citrato férrico 0,005 y los 
siguientes micronutrientes (en mg.l-1): KCl 3,73;, H3BO3 1,55; MnSO4 H2O 0,85; CuSO4 5 
H2O 0,13; ZnSO4 7 H2O 0,58; (NH4)6Mo7O24 4 H2O 18; pH 7,0. Las soluciónes de 
fosfatos, cloruro de sodio, citrato férrico y micronutrientes se esterilizó en autoclave por 20 
minutos a 121 °C. Una vez enfriada se le agregaron las sales de calcio y magnesio 
previamente esterilizadas en autoclave. 

II.3. Métodos microbiológicos. 

II.3.1. Cultivos bacterianos y preparación de los inóculos. 

Para la mayoría de los ensayos los cultivos se iniciaron a partir de stocks en YEM-
agar a 4 °C o bien a partir de cultivos conservados en glicerol a –20°C. Las bacterias se 
hicieron crecer en medio YEM a 28 °C con agitación rotatoria a 180 rpm hasta saturación. 
Luego se diluyeron 1:100 en medio de cultivo fresco y su cultivo se continuó por otros tres 
días más, con el fin de que todas las células alcanzaran la fase de crecimiento exponencial. 
A partir de este cultivo iniciador se realizaron diluciones 1:50 en los medios a ser 
estudiados y se continuó su cultivo en las mismas condiciones hasta la fase de crecimiento 
deseada. 



Capítulo II                                             Tesis Doctoral    Julieta Covelli 

 

58 
 

II.3.2. Estimación de la biomasa y recuento de células viables. 

La biomasa se estimó por lecturas de densidad óptica a 500 nm (DO500). En los 
ensayos de competición para la nodulación, adicionalmente se estimó el número de células 
totales por recuento al microscopio óptico empleando una cámara de Neubauer. El 
número de células viables se estimó por recuento en placa de las unidades formadoras de 
colonias (UFC) en el medio YEM-agar. Los recuentos se realizaron por el método de la 
gota (Somasegaran & Hoben 1985) colocándose gotas de 5 µl del cultivo bacteriano diluido 
de forma tal que se puedan contar entre 5 a 40 UFC provenientes de cada gota. Se 
colocaron de 10 a 15 gotas por dilución y tres diluciones por placa. En caso de ser 
necesario, los recuentos se realizaron en presencia del antibiótico correspondiente. 

 

II.4.Técnicas de biología molecular. 

II.4.1. Obtención de ADN. 

Se utilizaron dos técnicas de extracción de ADN para su posterior utilización en la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, ver más adelante). 

II.4.1.1 Obtención de ADN total mediante resinas. 

A partir de una estría de cultivo se recogió masa bacteriana en una punta de pipeta y 
se la resuspendió en 300 µl de NaCl 1 M. Se agitó vigorosamente por vórtex y se incubó 
toda la noche a 4 °C. La muestra se centrifugó en microcentrífuga a 14.000 rpm durante 4 
minutos y el pellet obtenido se lavó dos veces con 300 µl de agua bidestilada estéril. Luego 
se continuó con el protocolo empleando una resina de calidad para biología molecular, que 
tiene la capacidad de unir ADN (Walsh et al. 1991). Para ello se agregaron 150 µl de resina 
Chelex-100 (Bio-Rad) 5 % (p/v) con agitación y se mezcló manualmente. Se incubó 
durante 20 minutos a 56 °C, se agitó con vórtex y se volvió a incubar durante 8 minutos a 
99 °C. Finalmente se agitó con vórtex y se conservó a 4 °C. 

II.4.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico. Para los 
ensayos de huella digital se utilizo el cebador Box A1R (Versalovic et al. 1994) y fue 
sintetizado por encargo en Operon Co. (EEUU). La composición de las mezclas de 
reacción fue: tampón de reacción Tris-HCl 10 X, MgCl2 2,5 mM, dNTPs 200 µM, 20 µM 
del cebador Box A1R y 2 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen o PBL), completando un 
volumen final de mezcla de reacción, para todos los casos, de 20 µl. Como molde se utilizó 
5 µl de una dilución de la extracción de ADN total de forma tal de tener 20 ng de ADN en 
la mezcla de reacción.  

El ciclado se realizó respetando el esquema básico de una desnaturalización inicial; 
35 ciclos de desnaturalización, hibridación (annealing) y elongación; y por último una 
elongación final. Los tiempos y temperaturas utilizados se detallan en la Tabla II.3. Al 
finalizar las reacciones de PCR, los productos de las mismas fueron separados por 
electroforesis en gel de agarosa. 

II.4.3 Electroforesis en geles de agarosa. 

La electroforesis horizontal en geles de agarosa fue la técnica que se utilizó para 
observar el producto de las extracciones de ADN total, como así también los productos 
obtenidos por PCR. El porcentaje de agarosa de la solución (0,8 – 2% p/v) preparada 
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empleando solución tampón TBE (Tris 89 mM, EDTA Na2 2,5 mM, BO3H3 89 mM, pH 
8,2) se eligió según el producto que se deseaba observar. Las muestras se mezclaron para su 
siembra con solución de carga 6 X (sacarosa 40 % p/v y azul de bromofenol 0,25 % p/v en 
TBE). Las corridas se realizaron a voltaje constante (80 a 120 volts), utilizando como 
solución tampón de corrida el mismo TBE. Para los productos obtenidos por PCR con los 
cebadores BoxAR1, se realizó una corrida electroforética a 70 voltios durante 5 horas.  

 

II.4.3.1 Revelado de los geles y fotografía. 

El agregado de 0,5 µg.ml-1 de bromuro de etidio a los geles de agarosa permitió la 
visualización de los fragmentos de ADN por transiluminación con luz ultravioleta de 
longitud de onda λ = 260 nm. El registro de los resultados se realizó mediante fotografía 
de los geles con una cámara digital Kodak modelo DC 120 (software EDAS-Kodak) bajo 
iluminación ultravioleta. 

En caso de ser necesario determinar el peso molecular de los fragmentos 
visualizados, se corrió en paralelo con las muestras el marcador de peso molecular DNA 
ladder plus 100 pb (Genbiotech).  

II.5. Microscopía. 

II.5.1. Óptica. 

Los cultivos de rizobios se colocaron entre porta y cubreobjetos y se observaron en 
un microscopio óptico Carl Zeiss Jena por contraste de fase con un aumento de 1.000 X 
con luz visible. 

II.5.2. Electrónica de Transmisión (MET). 

Para observar  células a partir de colonias de swarming, se utilizó el método de Kirov 
et al. (2002) con las siguientes modificaciones: la muestra se tomó directamente colocando 
la grilla conteniendo una gota de buffer PIPES (piperazina-N, N-bis [ácido 2-
etanosulfónico]) pH 7,3 sobre la zona de la colonia a observar. Una vez obtenida la muestra 
sobre la rejilla, se fijó con glutaraldehído 0,5 % (p/v) en buffer PIPES 0,1 M durante dos 
minutos. Las grillas fueron lavadas tres veces con buffer PIPES durante 10 segundos y 
teñidas negativamente  durante 10-30 segundos con fosfotungstato de potasio 2 % (p/v). 
El microscopio electrónico de transmisión utilizado fue un JEM 1200 EX II (JEOL), 
ubicado en el Servicio Central de Microscopía de la Facultad de Ciencias Veterinarias, 
UNLP. 
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II.6. Ensayos biológicos. 

II.6.1. Ensayos microbiológicos. 

II.6.1.1. Caracterización fenotípica de aislamientos de (bradi)rizobios 

noduladores de soja. 

Los aislamientos de (bradi)rizobios detallados en la tabla II.2 fueron evaluados 
según su crecimiento en YEM-agar para caracterizar sus fenotipos más relevantes. 

Para estimar la velocidad de crecimiento, cada uno de los aislamientos fue 
sembrado en placas suplementadas con rojo congo o con azul de bromotimol. En ambos 
casos, las placas fueron incubadas en estufa a 28 °C y se realizaron observaciones diarias, 
hasta ver la aparición de colonias típicas de (bradi)rizobios. De acuerdo con Somasegaran 
& Hoben (1985) los (bradi)rizobios pueden ser catalogados como de crecimiento rápido si 
se observa un color amarillo (ácido) en placas de YEM-agar con azul de bromotimol y la 
aparición de colonias ocurre entre los tres a cinco días. En cambio, pueden ser clasificados 
como bradirrizobios cuando alcalinizan el medio produciendo un cambio de color hacia el 
azul y presentan colonias a partir de los cinco a siete días.  

Para evaluar la capacidad de los aislamientos para crecer a temperaturas altas, se los 
sembró en placas de YEM-agar por duplicado, de forma tal de obtener colonias aisladas. 
Uno de los duplicados fue incubado durante 10 días en estufa a 37 °C, mientras el otro fue 
incubado durante el mismo periodo a 28 °C. Las placas fueron observadas a los 3, 5, 7 y 10 
días. Como referencia se utilizó la cepa E109.  

La tolerancia de los rizobios para crecer en presencia de aluminio y a pH ácido en 
YEM-agar se evaluó de acuerdo con Ayanaba et al. (1983). Previamente, se realizó un 
ensayo para evaluar la capacidad de los rizobios para crecer en YEM-agar con azul de 
bromotimol a pH 4,8 durante 10 días en estufa a 28 °C. Una vez observada esta capacidad, 
se evaluó de la misma forma la capacidad para crecer en placas conteniendo el medio ácido 
y en presencia de aluminio (para más detalles de los medios véase el apartado II.2.1.2). 
Como referencias se incluyeron las cepas E109 y USDA110.  

Para evaluar la tolerancia a glifosato se utilizó el método propuesto por Moorman 
et al. (1992). Las cepas fueron crecidas en medio MSR, con agitación a 180 rpm y a 28 °C 
hasta una concentración aproximada de 108 células.ml-1, constituyendo así el cultivo 
iniciador. A partir de este cultivo, se realizaron las diluciones adecuadas para obtener 
aproximadamente 107 células.ml-1 en el medio MSR con o sin glifosato 2,5 mM. Los 
cultivos diluidos fueron crecidos con agitación a 180 rpm y 28 °C durante cuatro días. En 
todos los casos se tomaron muestras para medir DO500 y para realizar el recuento de viables 
tanto del cultivo iniciador como del cultivo diluido; en este último caso se tomaron 
muestras a los días 0, 1, 2 y 3. Como cepa de referencia se utilizó LP3018.  

II.6.1.2. Caracterización molecular de los aislamientos de (bradi)-rizobios 

noduladores de soja. 

Para evaluar la variabilidad genómica de los aislamientos se utilizó la huella digital 
de ADN por PCR con cebadores Box A1R. Una vez terminada la reacción de PCR, se 
realizó la separación de los fragmentos obtenidos para cada muestra mediante electroforesis 
en gel de agarosa 2 % (p/v) en donde para cada reacción de PCR de los aislamientos se 
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realizaron dos geles de agarosa independientes. En cada gel se sembraron 5 µl de producto 
de PCR por triplicado. La corrida electroforética se realizó durante cinco horas a 70 V 
(constante). En todos los casos cada gel fue sembrado en los extremos con marcador de 
peso molecular y con alguno de los controles positivos con su duplicado de PCR. Cada gel 
fue fotografiado y analizado con el software GelCompare II 4.0 (Applied Maths, Kortrijk, 
Belgium) como se detalla más adelante. 

II.6.1.3. Ensayos de movilidad. 

Para preparar las placas de Petri con gradiente de la fuente de C para ensayos de 
swarming se utilizaron dos medios de Götz, a uno de los cuales no se le adicionó la fuente de 
C. En flujo laminar, las placas fueron elevadas en uno de los lados aproximadamente 0,5 
cm y se les adicionó 25 ml del medio de Götz fundido conteniendo la fuente de C. Se las 
dejó secar durante 15 minutos en flujo laminar y se les retiró la inclinación. Por último se 
les adicionó 25 ml del medio de Götz sin la fuente de C y se las dejó secar por otros 15 
minutos en flujo laminar. Las placas de Petri preparadas de esta manera fueron incubadas 
toda la noche en estufa a 28 °C para favorecer la formación del gradiente (Fig. II.1). 
Paralelamente, se cultivaron las bacterias en AG sin antibióticos, hasta una DO500 de 1,5 
(fase logarítmica). Dos µl de ese cultivo se inocularon a aproximadamente 2 cm del borde 
de la placa del lado en donde la concentración de C era 0 g/l.  Las placas inoculadas se 
dejaron secar unos minutos en flujo laminar y se las incubó en estufa a 28 °C durante 
aproximadamente 10 días, con la tapa hacia arriba y envueltas en parafilm para evitar la 
desecación (Fig. II.2). 
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Para analizar la movilidad de los rizobios en muestras de suelo con contenidos 
hídricos conocidos, se incluyeron las mismas en placas de Petri con medio AG-agar 1,5 %. 

El contenido hídrico de las muestras de suelo se reguló de acuerdo con su 
capacidad de campo (CC), la cual se determinó gravimétricamente. Para ello se colocó una 
cantidad conocida de suelo seco en un vaso de plástico que poseía perforaciones en su base 
y se le agregó agua bidestilada hasta saturación. Se dejó que drene el agua gravitacional 
durante aproximadamente 14 horas evitando la evaporación, tras lo cual se volvió a pesar el 
vaso y la diferencia de pesos entre el suelo seco y el suelo húmedo representó el volumen  
de agua retenida por esa cantidad de suelo. El valor de CC se calculó como la cantidad de 
agua retenida por gramo de suelo.  

Para incluir las muestras de suelo en las placas, se practicaron huecos de 1,4 cm de 
diámetro en el medio de cultivo, los cuales serían rellenados con cantidades conocidas de 
suelo. Para determinar la cantidad de suelo que rellenaría cada hueco, las muestras de suelo 
fueron colocadas en tubos Eppendorf y esterilizadas tres veces en autoclave durante 20 
minutos a 121 °C. Luego de la esterilización cada tubo fue pesado en balanza analítica. Con 
cada una de esas muestras de suelo se rellenó cada uno de los huecos de las placas de Petri 
y se volvió a pesar el contenido remanente de cada tubo. La diferencia de pesos de los 
tubos antes y después de llenar los huecos permitió calcular la cantidad exacta con la cual se 
rellenó cada hueco en el medio AG-agar. A cada muestra de suelo se le adicionó el 
volumen correspondiente de agua bidestilada estéril de forma tal de obtener un 80 % o 100 
% de la CC. Por último, se inocularon 2 µl de la suspensión bacteriana (previamente 
cultivada en AG hasta una DO500 de 1,5) en el centro de cada muestra de suelo. Las placas 
se secaron en flujo laminar por 30 min y se incubaron en estufa a 28 °C, con la tapa hacia 
arriba y envueltas en parafilm durante 10 días. Como control negativo, en una de las 
muestras de suelo se inocularon 2 µl de agua bidestilada estéril (Fig. II.3). 
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II.6.2. Ensayos con plantas. 

II.6.2.1. Esterilización superficial y germinación de semillas de soja.  

Las semillas de soja se lavaron durante unos segundos con alcohol 96 % (v/v) y 

luego fueron inmersas en una solución de lavandina comercial diluida al 20 % (v/v) durante 

10 minutos, con agitación ocasional. En algunos casos, se reemplazó la solución de 

lavandina por una solución de peróxido de hidrógeno 3 % (v/v) y se las dejó inmersas 

durante cinco minutos, con agitación ocasional. En ambos casos, se descartó la solución y 

se lavaron al menos seis veces con agua destilada estéril, de forma tal de eliminar el 

remanente de lavandina o peróxido de hidrogeno. Una vez esterilizadas, las semillas fueron 

germinadas sobre una superficie de agar-agua al 1,5 % (p/v) durante 2 a 4 días, en estufa a 

28 °C y en oscuridad. 

II.6.2.2. Ensayos de competición para la nodulación. 

En estos ensayos las cepas evaluadas se compitieron contra una cepa de referencia 
que presentaba resistencia a antibióticos para permitir su posterior identificación. Las 
plantas se cultivaron en vasos de plástico descartables de aproximadamente 500 ml, 
previamente esterilizados mediante lavados con alcohol 96° y exposición de dos horas a la 
luz ultravioleta en cámara cerrada. Los vasos se llenaron con vermiculita previamente 
esterilizada en autoclave durante 1 hora a 121 °C, y a cada uno se lo regó con un exceso de 
solución de Fåhraeus modificada estéril conteniendo aproximadamente 106 bacterias.ml-1 de 
cada cepa, provenientes de cultivos líquidos en AG. El tamaño del inóculo utilizado fue 
ajustado por recuentos al microscopio óptico y posteriormente, el número de UFC 
inoculadas fue confirmado por recuento usando el método de la gota. La siembra de soja se 
realizó inmediatamente después de regar y cada en cada maceta se colocaron dos semillas 
de soja germinadas. Por cada condición se ensayaron 15 plantas. A su vez en cada ensayo se 
incluyeron cinco macetas inoculadas con Fåhraeus modificada estéril sin bacterias y cinco 
macetas inoculadas con cada cepa a evaluar en forma separada, constituyendo así los 
controles negativos y de nodulación respectivamente. Las macetas sembradas fueron 
tapadas con film y llevadas al invernáculo. Al tercer día de la siembra se realizó un corte en 
el film para permitir que las plántulas puedan emerger. Las macetas permanecieron en el 
invernáculo durante 30 días, con una temperatura diurna de aproximadamente 26-28 °C y 
una nocturna de 14 °C, una fotofase de 14 horas y un riego periódico con agua destilada 
estéril para mantener la humedad. Transcurridos 30 días las plantas fueron llevadas al 
laboratorio para determinar los porcentajes de ocupación de nódulos de cada cepa. Los 
nódulos de cada tratamiento fueron extraídos y cada uno colocado separadamente en fosas 
de placas multipocillo estériles. Una vez depositados, se procedió a la esterilización 
superficial con lavandina al 20 % (v/v) durante cinco minutos, seguidos de al menos seis 
lavados con agua destilada estéril. De esta manera cada nódulo pudo ser procesado de 
manera independiente en su fosa, evitando la contaminación cruzada. Los nódulos 
esterilizados superficialmente fueron macerados con palillos estériles con una de sus puntas 
truncas, y este mismo material se depositó en placas de Petri réplicas. Una de esas placas 
contenía los antibióticos selectivos para la cepa de referencia, lo que permitió determinar 
qué cepa ocupaba cada nódulo. 

II.6.2.3. Ensayos de fijación de N2. 

Las plantas se cultivaron en tuppers Ta-Tay de 600 ml, con tapa a rosca (Plásticos 
Ta-Tay S.A. Barcelona, España). En cada tapa se practicó un orificio de aproximadamente 
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5 cm de diámetro, para que posteriormente las plántulas puedan emerger. Esta tapa 
permitió eliminar cualquier fuente de contaminación cruzada. Los tuppers fueron 
esterilizados como se describió arriba y llenados con una mezcla de vermiculita/perlita 
estéril en una relación 2:1, previamente esterilizada en autoclave durante 1 hora a 121°C. 
Cada tupper fue regado con 250 ml de solución de Fåhraeus modificada e inmediatamente 
se sembraron semillas de soja previamente germinadas como se describió. Cada semilla fue 
inoculada directamente con 1 ml de suspensión bacteriana, preparada a partir de cultivos en 
YEM-agar resuspendidos en solución de Fåhraeus modificada. Se ensayaron 8 plantas por 
cepa y se incluyeron controles con plantas sin inocular y controles con plantas inoculadas 
con cepas de referencia (E109 y USDA110). Las macetas sembradas e inoculadas fueron 
trasladadas a un fitotrón con una fotofase de 16 horas, temperatura diurna de 26 °C con 
humedad relativa del 60 % y temperatura nocturna de 18 °C con humedad relativa del 80 
%. Se aplicó un régimen de tres riegos semanales de los cuales uno se realizaba con 
solución de Fåhraeus modificada y el resto con agua destilada estéril. A los 20 días las 
plantas fueron nuevamente inoculadas con 1 ml de suspensión bacteriana. A los 50 días las 
plantas se encontraban en la etapa vegetativa V5, momento en el que fueron procesadas. 
De cada planta se separó la parte aérea (tallo y hojas), la raíz y los nódulos, y se registraron 
los correspondientes pesos frescos. Posteriormente, el material vegetal fue secado hasta 
constancia de peso en estufa a 60°C, y se determinó su peso seco. Luego, se tomaron 
muestras de 10 mg de hojas para determinar su concentración de alantoína. A cada muestra 
se le adicionó 1 ml de NaOH 0,2 N, se lo calentó durante 30 minutos a 100 °C y se 
centrifugó durante 10 minutos a 7.500 rpm. La cuantificación de la alantoína se llevó a cabo 
por duplicado con el método colorimétrico de Trijbels & Vogels (1966). 

II.7. Análisis estadísticos y bioinformáticos. 

II.7.1. Análisis estadísticos. 

El análisis de los datos provenientes de las medidas de tolerancia a glifosato se 
realizó mediante el cálculo del intervalo de confianza. En los ensayos de plantas se utilizó el 
análisis de varianza (ANOVA). En el ensayo de fijación de N2 se utilizaron tanto un 
ANOVA según un diseño en bloques completamente aleatorizados (DCBA), como un 
diseño completamente aleatorizado (DCA). Para establecer entre qué medias existían 
diferencias significativas se utilizó el test de Tukey. Para evaluar el ensayo de competición 
para la nodulación se realizó una transformación angular de los porcentajes de ocupación 
de nódulos antes de aplicar un ANOVA (Lison 1976). Para tener en cuenta la posibilidad 
de que los nódulos estuvieran ocupados por ambas cepas competidoras al mismo tiempo 
(doble ocupación), se utilizó un análisis de χ2. Esta misma prueba fue utilizada en el análisis 
de clados obtenidos mediante la tipificación molecular con Box AR1, en donde se evaluó la 
distribución de los agrupamientos observados. 

II.7.2. Análisis bioinformáticos. 

Para el análisis del perfil de bandas obtenido con los cebadores Box A1R, se utilizó 
el software Gelcompar II 4.0 (Applied. Maths, Kortrijk, Belgium). Los geles fueron 
normalizados por medio del marcador de peso molecular y analizados por presencia o 
ausencia de bandas. A su vez, al perfil de bandas obtenido se le aplicó una optimización y 
una tolerancia de 1,5 %. El cladograma se obtuvo con el algoritmo UPGMA (Sneath & 
Sokal 1973) y el coeficiente de Jaccard (Jaccard 1912). 

 



CAPITULO 

III 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterización 
fenotípica y genotípica  

de (bradi)rizobios 
alóctonos aislados de 
suelos con historial de 

cultivo de soja. 
 

 



Capítulo III                                       Tesis Doctoral    Julieta Covelli 

 

66 
 

Para  comprender  el  problema  de  la  competición para la nodulación desde el 

punto de vista del microsimbionte deben abordarse dos aspectos complementarios, como 
caras de una misma moneda: quién compite y contra quiénes compite.  

El primero es sin dudas el inoculante. Las cepas utilizadas en los inoculantes han 
sido seleccionadas y ensayadas, y en Argentina B. japonicum E109 es la recomendada 
actualmente por el INTA. Sin embargo, la legislación argentina no exige declarar con qué 
cepas se formulan los inoculantes; de hecho, solo el 46,5 % de los inoculantes inscriptos 
declaran estar formulados con esta cepa (González 2007) y el resto lleva mezclas de E109 
con otros bradirrizobios.  

Los segundos representan un universo todavía muy poco explorado en los suelos 
de nuestro país (González 2007, Melchiorre et al. 2011). La planta de soja puede ser 
nodulada por Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii, Ensifer fredii B. liaoningense, Rhizobium sp. 
NGR234, Ensifer xinjiangensis y Meshorizobium thianshanenese. Pese a esto, por los valores de 
pH en nuestros suelos es esperable que en Argentina la soja sea nodulada en mayor 
proporción por el género Bradyrhizobium, en particular por B. japonicum y B. elkanii. 

(González et al. 2000).  

Trabajos realizados en otros países de la región demuestran que las poblaciones 
alóctonas aisladas de suelos con historial de cultivo de soja poseen un alto polimorfismo en 
comparación con las cepas de los inoculantes (Hungria et al. 2006, Loureiro et al. 2006, 
Batista et al. 2007). Por lo tanto, es probable que nuestras poblaciones alóctonas también 
sean diversas, aunque el genotipo de E109 debería ser el predominante, debido al extenso 
uso que se hace de la biofertilización. Dado que nuestro laboratorio cuenta con una 
colección de aislamientos de rizobios noduladores de soja provenientes de distintas zonas 
del cinturón sojero, en esta primera parte de mi Tesis trataremos de responder a la pregunta 
planteada más arriba y conocer mejor contra quiénes debe competir el inoculante. Para ello, 
en este capítulo evaluaremos las características fenotípicas y genotípicas más relevantes de 
100 aislamientos tomados de esa colección, y nos preguntaremos si los genotipos 
dominantes en los nódulos tienen alguna particularidad con respecto a la población en 
general. Esto nos va permitir realizar una aproximación al entendimiento del fenómeno de 
competición para la nodulación y eventualmente, encontrar cepas adaptadas a ambientes 
locales que puedan poseer características simbióticas deseables para futuros inoculantes. 

En ese sentido la caracterización del conjunto de aislamientos de (bradi)rizobios 
puede encararse de distintas formas dependiendo de los parámetros a evaluar. Nosotros 
nos propusimos realizar una caracterización de la colección de (bradi)rizobios alóctonos 
mediante: 

• Análisis de caracteres fenotípicos (morfológicos y fisiológicos). 

• Tipificación genotípica mediante huella digital de ADN. 

III.1. Obtención de la colección de (bradi)rizobios alóctonos. 

En la Fig. III.1 se observa la distribución geográfica de los sitios a partir de los 
cuales se obtuvieron los aislamientos que serán caracterizados en este estudio. En 
particular, los sitios de muestreo pertenecen a dependencias del INTA (provincias de 
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Buenos Aires y Entre Ríos) y a un establecimiento agropecuario de la provincia de 
Córdoba. Los sitios de muestreo fueron: 

� INTA-Castelar, (CA) Pcia de Buenos Aires. 

� INTA-Concepción del Uruguay, (CU) Pcia de Entre Ríos. 

� INTA-Nueve de Julio, (NJ) Pcia de Buenos Aires. 

� INTA-San Antonio de Areco, (SA) Pcia de Buenos Aires. 

� Est. “Kilgruman” Cavanagh, cercano a Venado Tuerto, (VT) Pcia. de 
Córdoba. 

 

En estas localidades los suelos presentan un historial de cultivo de soja y 
biofertilización con E109 de al menos un año. En la cosecha anterior a los muestreos se 
cultivó soja en Castelar y Concepción del Uruguay, trigo en San Antonio de Areco y maíz 
en Nueve de Julio y Venado Tuerto. En todos los casos la estructura del suelo era similar. 
Las principales características de estos suelos se resumen en la Tabla III.1. 

Para comenzar nuestro estudio de los (bradi)rizobios alóctonos noduladores de soja 
nos preguntamos en primer lugar si los que eran capaces de ocupar nódulos bajo las 
condiciones de suelo y clima particulares del sitio y en el momento del muestreo, serían 
genotípicamente distintos de los (bradi)rizobios noduladores de soja de la población 
general. Este aspecto reviste importancia ecológica porque podría ocurrir que existan 
adaptaciones específicas para realizar el proceso de infección/nodulación bajo condiciones 
ambientales particulares, lo que podría otorgar ventajas a las cepas alóctonas en su 
competitividad para nodular. Por lo tanto, realizamos dos tipos de muestreo: 
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1. Rizobios aislados a partir de nódulos obtenidos de plantas de soja sin 
inocular cultivadas en cada sitio (N). 

2. Rizobios aislados a partir de muestras de suelo tomadas en cada sitio (S). 

Con la primera metodología se logró rescatar a rizobios que efectivamente 
ocuparon nódulos desarrollados en el sitio de muestreo, es decir rizobios que fueron 
capaces de infectar y nodular en las condiciones particulares de suelo y clima del sitio en 
cuestión. Con la segunda metodología se partió directamente de extractos de la solución del 
suelo, los cuales fueron inoculados a plantas de soja en condiciones controladas de 
laboratorio (plantas “trampa”) y recuperados de sus nódulos, representando así a los 
rizobios potencialmente capaces de nodular independientemente de las condiciones locales. 
De esta forma el subgrupo de rizobios N, que podrían poseer ventajas adaptativas para 
nodular en cada lugar de muestreo debería quedar incluido en la población de rizobios 
potencialmente noduladores de soja (S). 

En todos los casos (N y S), los rizobios obtenidos desde los nódulos se purificaron 
por estría en YEM-agar, hasta obtener colonias puras. A partir de una colonia se inocularon 
nuevamente plantas de soja, las cuales se cultivaron en vermiculita estéril con solución de 
Fåhraeus modificada hasta su nodulación. A continuación se extrajeron tres nódulos de la 
raíz principal de cada planta y se recuperaron los rizobios de su interior. Estos rizobios 
fueron nuevamente purificados por otros tres pasajes de estría en YEM-agar, tras lo cual se 
tomó una colonia al azar y se la congeló en glicerol. Esta colección se realizó a lo largo de 
seis años con la colaboración de la Qca. Cecilia Cimino y actualmente consta de más de 500 
aislamientos, que se mantienen en el IBBM. 

A partir de esta colección seleccionamos al azar veinte aislamientos de cada sitio de 
muestreo, que incluyeron diez aislamientos N y diez aislamientos S. Así, utilizamos un total 
de 100 aislamientos para los estudios que se describen a continuación. Los nombres 
asignados a los aislamientos hacen referencia al sitio de procedencia y al tipo de muestreo, 
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así por ejemplo CU42S, implica que es la cepa 42 aislada en el INTA-Concepción del 
Uruguay (Pcia. de Entre Ríos) y que fue obtenida a partir de una muestra de suelo. 

III.2. Análisis de la diversidad genotípica. 

Con la llegada de la biología molecular como herramienta, se desarrollaron diversos 
marcadores moleculares para realizar estudios sobre la diversidad de organismos presentes 
en una población, inferir sobre relaciones filogenéticas e identificar a un microorganismo. 
Si nos centramos en el estudio de diversidad en poblaciones bacterianas, actualmente 
existen múltiples métodos para evaluarla, entre ellos podemos mencionar: amplificación 
aleatoria de ADN polimórfico (RAPD, Thomas-Oates et al. 2003), análisis de fragmentos 
de restricción con polimorfismo de longitud, (RFLP, Qin Qin et al. 2011) electroforesis en 
gel con gradiente de desnaturalización (DGGE, Webster et al. 2012) y huella digital 
(Fingerprint, De Bruijn et. al. 1992). Estas técnicas pueden ser utilizadas tanto de forma 
individual(Chen et al. 2000), como en conjunto (Batista et al. 2007, Hungria et al. 2006) 
dependiendo del objetivo y nivel de información que se desea obtener. En particular, la 
técnica de huella digital ha sido ampliamente utilizada para caracterizar la diversidad de 
poblaciones alóctonas de bacterias noduladoras de leguminosas (Laguerre et al. 1994, 
Rademaker et al. 2000, Thomas-Oates et al. 2003, Grange & Mariangela Hungria 2004, 
Loureiro et al. 2006, Menna et al. 2006, Saeki 2008,  Batista et al. 2007, Estrella et al. 2009, 
Angelini et al. 2011). Esto se debe a que la huella digital de ADN es un método muy 
sencillo que analiza la existencia de secuencias repetitivas dentro del genoma (Versalovic et 
al. 1994). Para ello se utiliza la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con 
cebadores específicos para tales secuencias. Además, este tipo de método, utilizado en 
forma conjunta con el análisis de secuencias que codifican al ARNr 16S, o de genes como 
nodC, nifH glnA, glnII, recA, dnaK, permite identificar e inferir las relaciones filogenéticas de 
las cepas entre sí (Lloret & Martínez-Romero 2005, Menna et al. 2006, Ribeiro et al. 2009). 

En esta sección analizamos la diversidad genotípica de nuestra colección de 
aislamientos mediante el método de huella digital de ADN con los cebadores Box A1R, los 
cuales ya han sido utilizados exitosamente por diversos autores (Loureiro et al. 2006, 
Batista et al. 2007, Gomes Barcellos et al. 2007, Melchiorre et al. 2010) Los resultados de 
dicha técnica fueron analizados mediante la utilización del software GelCompar II 4.0 
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium).  

III.2.1. Tipificación genotípica. 

Para realizar el análisis con el software GelCompare II 4.0 nos basamos en el 
análisis de presencia o ausencia de cada banda en el gel de agarosa. Debido a que la 
asignación de “presencia/ausencia” depende de la posición de la banda en el gel, debíamos 
asegurar la reproducibilidad de los perfiles obtenidos. Las reacciones de PCR suelen estar 
sujetas a variaciones por ser una metodología de muy alta sensibilidad; por lo tanto, con el 
fin de minimizar esta variabilidad decidimos llevar a cabo el diseño experimental que se 
describe a continuación.  

Realizamos una sola mezcla de reacción para PCR, con un duplicado para cada 
muestra. Además incluimos a otras cepas noduladoras de soja como cepas de referencia, 
por un lado E104 y E110, ambas B. elkanii, y por otro E109 y USDA 110, ambas B. 

japonicum. Para evaluar la reproducibilidad del perfil de bandas, realizamos dos geles de 
agarosa independientes para cada aislamiento, y a su vez en cada gel sembramos cada 
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muestra por triplicado. De esta manera cada aislamiento tenía dos reacciones de PCR a 
partir de la misma mezcla de reacción, y su perfil de bandas resultante se visualizó por 
medio de dos geles de agarosa independientes sembrados cada uno por triplicado. Por su 
parte, USDA 110 también fue utilizada como cepa de control interno en cada uno de los 
geles de agarosa, es decir que esta cepa se utilizó en absolutamente todos los geles 
realizados, y a diferencia del resto de las cepas, ésta tuvo sextuplicados pero se sembró solo 
por duplicado. En la Fig. III.2 se muestra un gel de agarosa representativo de los obtenidos 
para el análisis de la colección de aislamientos. 

Una vez obtenidas todas las fotografías de los geles, se procedió a realizar el análisis 
de los perfiles de bandas. Aunque se trató de minimizar las fuentes de variabilidad entre los 
geles, muchas veces observamos que dos bandas del mismo peso molecular no quedaban 
exactamente en la misma posición en un mismo gel. Esto puede ser corregido en el 
GelCompar II 4.0 mediante la elección de los porcentajes de los parámetros denominados 
tolerancia y posición. Estos dos parámetros hacen referencia a los límites del software para 
interpretar que dos bandas son diferentes, es decir acepta hasta un cierto valor 
(determinado por el usuario) de diferencia de posición por encima y por debajo entre dos 
bandas para seguir tomándolas como si se tratara de la misma banda. En tal sentido, 
(Vinuesa 2007) propone utilizar valores de optimización y tolerancia de 1,5 a 2 % 
respectivamente, aunque se pueden encontrar en la bibliografía valores de tolerancia que 
llegan al 5 %, dependiendo de la población bajo estudio (Batista et al. 2007, Loureiro et al. 
2006). Por lo expuesto, previamente al análisis de los cien aislamientos, realizamos una 
evaluación de los porcentajes de tolerancia, utilizando el perfil de bandas de las cepas de 
referencia (USDA 110, E104, E109, E110 y E. fredii USDA 205) y fijando los valores de 
este parámetro en 2 y 5 %. Como se observa en la Fig. III.3, el porcentaje de tolerancia que 
mejor se adaptó a nuestro perfil de bandas fue 2 %, dado que con ese valor las cepas del 
género Bradyrhizobium quedaron agrupadas tal como esperábamos: las cepas de una misma 
especie –por ejemplo E109 y USDA 110– se relacionaron dentro de un mismo grupo y en 
cambio E. fredii se ubicó en un grupo distinto. Finalmente, realizamos el análisis de 
similitud con el coeficiente de Jaccard, dado que es el que se adapta mejor cuando los geles 
evaluados presentan manchas (Grange & Mariangela Hungria 2004).  
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III.2.2. Análisis del cladograma. 

En la Fig. III.4 se observa el cladograma obtenido para nuestra colección de 100 
aislamientos, donde además incluimos información sobre el sitio de procedencia (CA, CU, 
NJ, SA, VT) y el tipo de muestreo utilizado (S o N). Como puede observarse, hay una 
significativa diversidad, que puede agruparse en clados de mayor o menor tamaño según el 
porcentaje de similitud que se escoja para trazar la línea de corte. Si se elige un 45 % de 
similitud, resultan nueve clados mayoritarios bien distinguibles, que hemos numerado del I 
al IX (Fig. III.4). Entre estos clados destaca el Nro. VI por contener más de la mitad de las 
huellas digitales de ADN, y por lo tanto lo hemos subdividido con una línea de corte al 54 
% de similitud en tres clados a los que hemos llamado VIA, VIB y VIC. Posteriormente, y 
como la inmensa mayoría de los aislamientos del clado VI quedaron agrupados en el clado 
VIB, decidimos realizar una subdivisión adicional de este clado con una línea de corte al 62 
% de similitud, con lo cual resultaron los clados VIB1, VIB2 y VIB3. 

Si bien estas divisiones y subdivisiones son en cierto modo arbitrarias, en todos los 
casos se tomaron líneas de corte con porcentajes de similitud inferiores a la similitud 
necesaria para considerar que dos aislamientos pertenecen a la misma cepa (Kaschuk et al. 
2006, Loureiro et al. 2006). En efecto, si consideramos que huellas digitales de ADN con 
similitudes mayores o iguales a 70 % pertenecen a la misma cepa, nuestra colección de 
aislamientos contendría por lo menos 44 cepas distintas. 

Asimismo, la mayoría de los clados observados en base a nuestras divisiones 
arbitrarias contienen un número de aislamientos tal que permite realizar un análisis 
estadístico de las tendencias de distribución de los genotipos de acuerdo al tipo de 
muestreo utilizado para ver si es posible corroborar la hipótesis planteada más arriba, según 
la cual podría existir  una adaptabilidad  específica  para nodular  en las  condiciones  
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particulares de suelo y clima de cada muestreo. Si esta hipótesis es cierta, debería observarse 
una tendencia de los aislamientos N a agruparse juntos, distintamente de los aislamientos S, 
que deberían aparecer dispersos en el cladograma. Si esto no se cumple, el criterio de 
división adoptado para agrupar los genotipos nos puede permitir detectar si hay alguna otra 
tendencia estadísticamente significativa al agrupamiento por otra propiedad. 

Para detectar estas posibles tendencias utilizamos la prueba de χ2, que permite 
comparar dos hipótesis: la hipótesis nula, según la cual la propiedad elegida se distribuiría de 
forma aleatoria entre los clados, y la hipótesis alternativa, según la cual la propiedad elegida 
tendería a concentrarse en forma significativamente sesgada en uno o unos pocos clados 
particulares en detrimento de los otros. El cálculo se realiza sobre la base de evaluar los 
cuadrados de las diferencias entre los valores esperados de la distribución de las 
propiedades si ésta fuera al azar, y los efectivamente observados. Así, si hubiera un ajuste 
perfecto de los valores observados con los esperados, el resultado del χ2 debería ser cero. 
Sin embargo, deben esperarse desviaciones de este valor debido a la aleatoriedad de las 
muestras. Para valorar estadísticamente estas desviaciones se compara el valor de χ2 
calculado con valores tabulados, que representan los máximos valores de χ2 que podrían 
obtenerse con una probabilidad dada debido a la aleatoriedad del muestreo, si aún la 
hipótesis nula fuera cierta. 

Nosotros planteamos como hipótesis nula que los aislamientos N y S se distribuyen 
al azar entre los clados, por lo que se esperaría que en cada clado haya aproximadamente un 
50 % de aislamientos de cada tipo, ya que la mitad de los aislamientos son N y la mitad son 
S. Para realizar el cálculo consideramos solamente a los cinco clados que contienen como 
mínimo cinco aislamientos cada uno, con lo cual el análisis constó de diez comparaciones. 
El valor de χ2 obtenido al comparar la distribución de los genotipos contra esta hipótesis 
nula fue de 16,01 mientras que, con 9 grados de libertad, el valor límite por encima del cual 
la hipótesis nula puede rechazarse con una probabilidad de error menor que 0,05 es de 
16,92; lo cual indica que los aislamientos N y S efectivamente están distribuidos al azar 
entre los clados. 

La otra propiedad ecológicamente importante de los aislamientos es su sitio de 
procedencia. Por lo tanto, repetimos el cálculo esta vez planteando como hipótesis nula 
que en cada clado todos los sitios de procedencia están representados al azar. Nuevamente, 
dado que la colección de 100 aislamientos está compuesta por 20 aislamientos de cada sitio, 
se esperaría que de cumplirse la hipótesis nula, cada clado con al menos cinco aislamientos 
debería contener en promedio uno de cada sitio (20 %). Esta vez se realizaron 25 
comparaciones, y el valor de χ2 obtenido al comparar la distribución de los sitios de 
procedencia dentro de los clados frente a la hipótesis nula fue de 133,06; mientras que, con 
24 grados de libertad, el valor límite de χ2 tabulado por encima del cual puede rechazarse la 
hipótesis nula con una probabilidad de error menor que 0,001 es de 51,18. Este resultado 
indica que existe un sesgo estadísticamente muy significativo en la distribución de los 
genotipos por sitio de procedencia entre los clados. 

Para visualizar este resultado en forma gráfica, analizamos histogramas de la 
distribución de cada sitio de procedencia dentro de los clados, como muestra la Fig. III.5. 
De aquí podemos observar lo siguiente: 
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• CA: Tendió a agruparse en el clado VI, distribuyéndose con mayor 
frecuencia en los clados VIB.2 y VIB.3 (81 % de los aislamientos) y en 
menor proporción en los clados VIB.1, I y II.  

• CU: Se agrupó casi por completo en el clado I con un 82% de los 
aislamientos. 

• NJ: Se distribuyó de forma pareja entre todos los clados, excepto en los 
clados II (que contiene solo tres aislamientos) y el IX (formado por un solo 
aislamiento). 

• SA: Se distribuyó con un 55% de los aislamientos en el clado VIA y con un 
33% en el VIB.1. 

• VT: El 59% se agrupó en el clado VIB.1 y el 30% en el VIB.3. 

Dado que el clado VI se subdividió dos veces, realizamos otros dos análisis de χ2 
para ver si esta subdivisión introducía un sesgo artificial. En el primer análisis consideramos 
al clado VI sin subdividir, y nuevamente la probabilidad de que la distribución de los sitios 
de procedencia fuera al azar entre los clados fue menor que 0,001. Alternativamente, 
analizamos solamente al clado VI con sus subdivisiones y hallamos también que la 
distribución de los sitios de muestreo dentro de este clado tiene un sesgo estadísticamente 
significativo, con una probabilidad de error menor a 0,001.  

El análisis de los clados nos sugirió por un lado, que las cepas obtenidas en este 
trabajo poseen una fuerte adaptación a su zona de origen, pero que las cepas que 
efectivamente nodularon en el sitio y el año de muestreo dentro de cada zona no poseen 
una adaptación particular entre las que potencialmente son capaces de nodular soja en 
dichas zonas. Además, parecería que la cepa utilizada mayormente como inoculante en 
estos suelos, B. japonicum E109, está pobremente representada, ya que la misma se agrupa 
en el clado III, el cual contiene menos del 4% del total de cepas analizadas.  
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III.3. Caracterización Fenotípica. 

Hoy en día, la caracterización de un (bradi)rizobio se basa tanto en los caracteres 
fenotípicos como genotípicos. De esto modo de acuerdo a Jordan (en Manual de 
Bacteriología Sistemática de Bergey 1984) los (bradi)rizobios pueden ser descriptos de 
acuerdo a su crecimiento en medios de cultivo sólidos o líquidos. Tanto el tamaño, la 
forma, el color y la textura de las colonias, como así también la capacidad de modificar el 
pH del medio, son características estables que pueden utilizarse para la caracterización de 
cepas. Los (bradi)rizobios presentan una temperatura óptima de crecimiento de 25 a 30 °C, 
en medios de cultivo con pH entre 6 y 7.  

Para comenzar nuestra caracterización de los 100 aislamientos de rizobios 
noduladores de soja realizamos una evaluación de distintos aspectos fenotípicos y 
fisiológicos. De esta manera obtuvimos una aproximación del tipo de diversidad rizobiana 
de cada sitio. En esta sección evaluamos los siguientes caracteres: 

1. Capacidad de crecimiento a 28 °C y 37 °C. 

2. Coloración de las colonias crecidas en YEM-agar suplementado con rojo 

congo. 

3. Acidificación o alcalinización del medio YEM agar suplementado con azul de 

bromotimol. 

III.3.1. Capacidad de crecimiento de las colonias a distintas temperaturas. 

Con el fin de evaluar la capacidad de los aislamientos para crecer a temperaturas 
por encima de la óptima tolerada por los (bradi)rizobios, cultivamos las bacterias en placas 
de YEM-agar con rojo congo a 28 °C y a 37 °C. La primera temperatura es la normal para 
el crecimiento de (bradi)rizobios y la segunda no es tolerada por (bradi)rizobios mesófilos, 
aunque en los suelos puede haber cortos periodos con estas marcas térmicas en zonas 
expuestas al sol durante el verano. Como se observa en la Tabla III.2, todos los 
aislamientos fueron capaces de crecer a 37 °C, en contraste con la cepa E109 utilizada 
como referencia. La colección de (bradi)rizobios presentó un tiempo de formación de 
nuevas colonias a 37 °C similar al observado a 28 °C. Este resultado sugiere que nuestros 
aislamientos pueden poseer una ventaja selectiva frente a la cepa utilizada en los 
inoculantes por su tolerancia a la alta temperatura. La soja es un cultivo de verano, y la 
formación de los nódulos que más contribuyen a la fijación de N2 total del cultivo ocurre 
en las primeras etapas, entre diciembre y febrero, meses que suelen ser muy calientes en las 
zonas donde se realizaron los muestreos. 

III.3.2. Evaluación de la coloración de las colonias en YEM-agar con rojo congo. 

El medio YEM-agar con rojo congo es uno de los medios de cultivo más utilizados 
para (bradi)rizobios, por ser indicador para este género de bacterias en base a la baja o nula 
capacidad de las mismas para absorber el colorante. Como resultado, las colonias de estas 
bacterias son generalmente blancas con los bordes regulares, pudiendo virar al rojo un 
cierto tiempo después que se completó el crecimiento debido a la biosíntesis tardía de 
celulosa. Por lo tanto, dentro de esta característica y dependiendo del (bradi)rizobio, 
podemos encontrar distintos grados de coloración, incluyendo colonias blancas, opacas, 
traslúcidas, rosadas y en algunos casos rojas (E. meliloti). La Tabla III.2 nos muestra la 
distribución del tipo de coloración obtenido en nuestra colección. Si bien es clara la  
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diversidad, la mayoría de las cepas presentaron un fenotipo translúcido, a diferencia de 
E109, que presentó colonias blancas más típicas del crecimiento de B. japonicum en YEM-
agar con rojo congo. Estos resultados además indican que la capacidad de sintetizar 
celulosa está pobremente representada en nuestra colección. 

III.3.3. Evaluación de la modificación del pH del medio y la velocidad de 

crecimiento. 

Para observar la capacidad de estas cepas para modificar el pH del medio 
suplementamos el YEM-agar con azul de bromotimol. Este colorante es utilizado como 
marcador de pH, dado que su viraje a un color amarillo indica la acidificación del medio, 
mientras que su viraje hacia el azul se corresponde con la alcalinización. Estas 
modificaciones en el pH del medio se correlacionan además con la velocidad de 
crecimiento. Los rizobios como E. fredii, liberan al medio ácidos orgánicos, disminuyendo 
así su pH. En cambio, los bradirrizobios como B. japonicum liberan al medio cationes que lo 
alcalinizan. Mediante estas observaciones hemos dividido a los aislamientos en 
bradirrizobios, en los cuales la presencia de colonias se evidenciaba a partir de los cinco 
días de crecimiento y el medio viraba al azul, y los rizobios, en los que las colonias fueron 
visibles en dos días y el medio viraba al amarillo. Como referencias utilizamos a B. japonicum 

E109 como representante de los bradirrizobios y E. fredii USDA 205 como representante 
de los rizobios. Cabe destacar que algunos aislamientos no mostraron modificación del pH 
del medio. En esos casos, no pudimos determinar con certeza si se trataba de 
bradirrizobios o rizobios (para más detalles, véase Tabla 1 en el apéndice B). 

Si realizamos el análisis por viraje de pH, en todos los sitios se obtuvo entre un 45 
% y 75 % de aislamientos que dieron color verde (G) excepto para CU que solo mostró un 
15 % de esta categoría. El color verde implicaría un pH neutro y por lo tanto no podemos 
determinar si se trata de bradirrizobios o rizobios. Si analizamos el viraje a pH alcalino, 
vemos que en Castelar y Concepción del Uruguay el 15 % de los aislamientos mostraron un 
color azul (B) y en Nueve de Julio, San Antonio de Areco y Venado Tuerto lo hicieron un 
35 % de las cepas. Por último, si analizamos el viraje a pH ácido, en todos los casos 
obtuvimos unos valores de entre 10 y 35 %, excepto para Concepción del Uruguay, que 
mostró un 70 %. En forma global, el 42 % de las cepas produjo un pH neutro, el 33 % un 
pH ácido y el 25 %, alcalino. Con respecto al tipo de crecimiento, observamos que el 25 % 
de los aislamientos serían de crecimiento lento, el 33% de crecimiento rápido y a un 42% 
no lo pudimos determinar por este medio (Tabla III.2). 
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III.3.4. Elección de cepas para continuar el estudio. 

Los próximos pasos que nos propusimos para nuestro estudio consistieron en: 

1. Tratar de develar qué características ambientales podrían explicar el sesgo en 
la distribución de los genotipos por sitio de procedencia, y si ello podría 
tener relación con la baja representatividad de la cepa E109 en el 
cladograma. 

2. Analizar las capacidades simbióticas de las cepas de esta colección con el fin 
de poner a prueba experimentalmente la hipótesis corriente de que las cepas 
alóctonas de la población del suelo son buenas competidoras para la 
nodulación pero mediocres fijadoras de N2, y eventualmente, encontrar 
cepas con caracteres deseables para su uso en nuevos inoculantes. 

Debido a que resultaba imposible llevar a cabo estos análisis con los 100 
aislamientos, decidimos elegir dos representantes de cada sitio de muestreo, de modo tal 
que también estuvieran representados los otros criterios, es decir: pertenencia a diferentes 
clados, modo de aislamiento y capacidad de modificar el pH del medio (asimilable a 
crecimiento rápido o lento). Con este criterio elegimos las siguientes cepas: CA12S, 
CA61N, CU05N, CU42S, NJ33N, NJ63N, VT12S, VT16S, SA35N, SA37S (para más 
detalles, ver Tabla 1 en el Apéndice B). 

III.4. Evaluación de la tolerancia a la acidez. 

Con el objeto de encontrar posibles características ambientales que expliquen el 
agrupamiento de los genotipos por zona de origen, realizamos un análisis de las 
características de los suelos de donde provenían nuestros aislamientos. Entre las 
características evaluadas incluimos los valores de pH de cada suelo (Tabla III.1). La 
medición de este parámetro es afectada tanto por la dilución de la muestra utilizada, como 
por la concentración de sales que presenta. Por ello, este parámetro puede ser medido por 
dos metodologías: en disolución con KCl (nos da una idea de los H+ disueltos y de los 
iones adsorbidos en la muestra) o con H2O (nos da el valor de la concentración de H+ 

disueltos). Dependiendo del método utilizado, se puede definir una clasificación de los 
suelos. Dado que nuestras muestras habían sido medidas en H2O, tomamos la clasificación 
definida en el manual Soil Chemestry (Bohn et al. 2001).  

• Suelos débilmente ácidos: aquellos que presentan un rango de pH de 6,1 a 
6,5, incluyendo en este grupo a los suelos de Nueve de Julio (pH 6,2) y 
Concepción del Uruguay (pH 6,4). 

• Suelos moderadamente ácidos: aquellos con un rango de pH de 5,6 a 6, 
ubicando en este grupo a Castelar (pH 5,7) y a Venado Tuerto (pH 5,8). 

• Suelos muy fuertemente ácidos: como aquellos que presentan un rango de 
pH de 4,5 a 5, en este grupo ubicamos a San Antonio de Areco (pH 4,8). 
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Como se observa en la Fig. III.6, esos valores de pH se correspondieron con la 
distribución de los clados evidenciados con la técnica de huella digital de ADN, donde 
además se puede observar que las cepas de referencia se ubican en clados relacionados con 
suelos débilmente ácidos. Es decir que el agrupamiento por zonas de origen podría 
relacionarse con el pH de los suelos de dichas zonas y por lo tanto, esto podría reflejar una 
cierta adaptabilidad de las cepas bajo estudio a esos rangos de acidez. 

Además de la influencia del pH en el crecimiento de los rizobios y los 
bradirrizobios, es conocido el hecho de que en suelos ácidos aumentan las concentraciones 
de los cationes Al3+ y Mn2+ y se reducen las de Ca2+, PO4

3-, Mg2+ y Mo2+. En particular, 
cuando el suelo presenta pH por debajo de 5,3 la concentración de Al3+ disponible 
aumenta, llegando a observarse un efecto tóxico para las plantas, como así también para 
este grupo de bacterias, y por ende la simbiosis resulta afectada (Keyser & Munns 1978). 

Por todo lo expuesto, decidimos continuar nuestros estudios evaluando la 
tolerancia a la acidez y al Al3+ tanto de las diez cepas seleccionadas como de la cepa E109. 
Para realizar este análisis utilizamos el método propuesto por el grupo de Ayanaba et al. 
(1983) excepto que el medio mínimo propuesto por ellos fue reemplazado por YEM-agar 
(20 g.l-1). Así, las cepas a evaluar fueron estriadas en placas de Petri conteniendo: 

� YEM-agar, pH 7 (control de crecimiento).  

� YEM-agar, pH 4,8. 

� YEM-agar, pH 4,8 suplementadas con AlCl3 50 µM. 

En todos los casos los medios contenían el colorante azul de bromotimol como 
indicador de pH. Como se observa en la Tabla III.3, todas las cepas fueron capaces de 
crecer a pH 4,8 y pH 7 luego de 10 días de incubación a 28 °C. Sin embargo, cuando 
evaluamos su crecimiento a pH 4,8 en presencia de AlCl3, observamos que todas las cepas 
alóctonas crecieron, mientras E109 no. Dentro de las cepas alóctonas observamos dos 
comportamientos: algunas crecieron igual en presencia o ausencia de AlCl3, mientras que 
otras crecieron en menor medida en presencia de AlCl3. Por lo tanto, en líneas generales 
podemos afirmar que las cepas alóctonas presentan mayor tolerancia al aluminio que la 
cepa E109. El análisis en conjunto del crecimiento a pH ácido nos revela que esta 
propiedad no fue exclusiva de las cepas provenientes de suelos fuertemente ácidos, con lo 
cual podría ser una cualidad intrínseca de todo este grupo de bacterias, no necesariamente 
sujeta a selección en su nicho particular. Por otro lado, encontramos cepas que fueron 
aisladas de suelos débilmente ácidos (NJ33N, NJ63N, CU05N y CU42S) y que resultaron 
tolerantes a aluminio, mientras que la cepa SA35N, que fue aislada desde el suelo con 
menor pH, fue menos tolerante. Estos resultados indican que la tolerancia a aluminio 
tampoco se correlacionaría con la acidez del suelo de origen. En cualquiera de los casos, 
estas características no parecerían estar relacionadas con la velocidad de crecimiento, es 
decir si son bradirrizobios o rizobios. 

Por lo tanto, si bien es claro que hubo una tendencia de los genotipos a agruparse 
según el nivel de acidez de sus suelos de origen, la capacidad de estas cepas para crecer en 
medio YEM a pH 4,8 en presencia o ausencia de AlCl3 no explica la adaptabilidad sugerida 
por dicho agrupamiento.  
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III.5. Evaluación de la tolerancia al glifosato. 

El herbicida glifosato (isopropilamina de N-fosfonometilglicina) ha sido 
ampliamente utilizado en los cultivos de soja en nuestro país. Esto se debe a que el 95 % de 
los cultivos de soja se realizan empleando la variedad transgénica RR, la cual es resistente a 
este herbicida. El glifosato actúa como inhibidor competitivo de la enzima 3-enoil- 
piruvilshikimato-5-fosfato (EPSP) sintasa (EC 2.5.1.19), dado que presenta una estructura 
química muy similar al fosfoenolpiruvato (PEP), sustrato de dicha enzima (Steinrucken & 
Amrhein 1980). La EPSP sintasa está presente en plantas y microorganismos, pero no en 
animales. Esta enzima reviste vital importancia ya que pertenece a la vía metabólica de la 
síntesis de aminoácidos aromáticos. 

Algunas especies de bacterias, tales como Agrobacterium tumefaciens, poseen formas de 
EPSP sintasa resistentes a glifosato. Además, este herbicida puede ser degradado y utilizado 
como fuente de fósforo. Diversos reportes muestran que esta capacidad es una 
característica ampliamente extendida en la familia Rhizobiaceae, sin embargo muy pocas 
especies son capaces de utilizarlo como única fuente de fósforo (Liu et al. 1991). En 
particular B. japonicum USDA110, USDA123 y USDA138 han sido reportadas como 
sensibles a glifosato en medios libres de aminoácidos aromáticos (Moorman et al. 1992).  

Para evaluar la posible tolerancia a glifosato de las cepas alóctonas utilizamos el 
método propuesto por (Moorman et al. 1992) (para más detalles véase Capítulo II). En la 
Fig. III.7 se muestran los resultados como porcentaje de sobrevivientes en una incubación 
en MSR con glifosato 0,42 g.l-1 con respecto a una incubación paralela en MSR sin 
glifosato. La mayoría de las cepas alóctonas presentaron un mayor porcentaje de sobrevida 
al glifosato en relación con E109, cuya supervivencia no superó el 50 %, de acuerdo con lo 
observado en otras cepas de B. japonicum (Moorman et al. 1992). La excepción fue CA61N, 
que resultó inhibida un 70 %.  
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Si bien estos resultados por sí solos no explican la baja representatividad del 
genotipo de E109 en el cladograma, sugieren que la tolerancia al glifosato de las cepas 
alóctonas podría jugar un papel en su adaptabilidad a los suelos bajo cultivo de soja.  

 

III.6. Resumen y discusión. 

En este capítulo nos propusimos realizar una caracterización de las bacterias 
alóctonas frente a las cuales deben competir los bradirrizobios de los inoculantes, de 
manera tal de tratar de comprender mejor ese aspecto de la problemática de la competición 
para la nodulación de soja en Argentina. A partir de una colección de aislamientos de 
bacterias noduladoras de soja obtenidos de cinco zonas del denominado cinturón sojero de 
nuestro país logramos realizar un paneo de su diversidad biológica, tanto desde el punto de 
vista fenotípico como genotípico. El material utilizado incluyó muestras de las provincias 
de Buenos Aires (Castelar, Nueve de Julio y San Antonio de Areco), Entre Ríos 
(Concepción del Uruguay) y Córdoba (Cavanagh, cercana a Venado Tuerto), las que fueron 
obtenidas con dos métodos de muestreo: desde nódulos desarrollados en el sitio o desde 
muestras de suelo (N o S respectivamente). De esta forma, los aislamientos fueron 
evaluados por área de muestreo y por su potencial de nodulación tanto en condiciones 
óptimas (laboratorio), como en una condición ambiental particular. Esto también nos 
permitió evaluar la posible adaptación de los aislamientos a cada zona y hacer una 
estimación de la influencia de las condiciones del suelo sobre la adaptabilidad de la cepa 
E109, usualmente utilizada en los inoculantes.  

Al realizar la caracterización fenotípica de los aislamientos mediante la evaluación 
del tipo de colonia formada en placas de YEM-agar con rojo congo y su capacidad de 
modificar el pH en YEM-agar suplementado con azul de bromotimol, observamos un alto 
grado de diversidad entre ellos. Este comportamiento fue independiente de la zona de la 
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cual fueron obtenidos, como así también del método de muestreo utilizado. Sin embargo, 
cuando evaluamos su capacidad para tolerar temperaturas superiores (37 °C) a la óptima de 
cultivo (28 °C), observamos una alta homogeneidad, dado que el 100 % de los aislamientos 
crecieron a 37 °C a diferencia de la cepa E109, que fue incapaz de tolerar dicha 
temperatura. Este tipo de evaluación nos puso de manifiesto que nuestra colección 
presentaba un alto grado de heterogeneidad con respecto a características morfológicas y de 
crecimiento, pero no así en su adaptabilidad a una característica ambiental generalizada en 
las zonas de muestreo.  

Al realizar la caracterización genotípica por medio de la técnica de huella digital de 
ADN, obtuvimos un cladograma que nos permitió evidenciar nuevamente un alto grado de 
diversidad en los perfiles de bandas. Asimismo, creemos que la colección está formada por 
al menos 44 cepas distintas, si consideramos como la misma cepa a un conjunto de 
aislamientos que presentan un valor de similitud mayor al 70 % (Loureiro et al. 2006).  

La diversidad de cepas alóctonas tendió a agruparse en clados según el sitio de 
procedencia y en particular, según el nivel de acidez del suelo de procedencia  

Debido a que resultaba imposible llevar a cabo análisis biológicos más 
pormenorizados con todas las cepas, decidimos elegir dos representantes de cada sitio de 
muestreo para continuar el trabajo. Los criterios de elección fueron: pertenencia a 
diferentes clados, modo de aislamiento y capacidad de modificar el pH del medio 
(crecimiento rápido o lento). Con estos criterios elegimos las siguientes cepas: CA12S, 
CA61N, CU05N, CU42S, NJ33N, NJ63N, VT12S, VT16S, SA35N, SA37S. 

Los suelos de los cuales habían sido aisladas las cepas presentaban un pH ácido. De 
acuerdo a sus valores, pudimos clasificarlos en suelos débilmente ácidos (Nueve de Julio y 
Concepción del Uruguay), moderadamente ácidos (Venado Tuerto y Castelar) y muy 
fuertemente ácidos (San Antonio de Areco). A su vez, encontramos que el ordenamiento 
de los valores de pH de cada suelo se correlacionó con la distribución de los clados. Así, los 
aislamientos de suelos catalogados en débilmente ácidos (NJ y CU) se ubicaron en un 
extremo del cladograma, mientras los aislamientos provenientes del suelo extremadamente 
ácido (SA), se ubicaron en el extremo opuesto. Por su parte, la cepa E109 se agrupó dentro 
del clado correspondiente a suelos débilmente ácidos. Sin embargo, todas las cepas 
analizadas fueron tolerantes a la acidez en medio YEM, pero solo las cepas alóctonas 
fueron al mismo tiempo tolerantes a aluminio. Un comportamiento similar tuvieron en su 
tolerancia a glifosato, donde E109 fue sensible, mientras que nueve de las diez cepas 
analizadas resultaron resistentes.  

Los resultados de este capítulo nos indican la existencia de un alto grado de 
diversidad rizobiana en los suelos bajo cultivo de soja en Argentina. Esta diversidad parece 
relacionarse con el sitio de procedencia de cada población, pero parecería que todas las 
cepas alóctonas sufrieron la misma presión de selección, ya que todas mostraron un 
comportamiento homogéneo para los caracteres selectivos estudiados: tolerancia a la alta 
temperatura, a la acidez, al aluminio y al glifosato, independientemente del sitio de 
procedencia, tipo de muestreo y velocidad de crecimiento. Este comportamiento no es 
general de los (bradi)rizobios, ya que fue diferencial a E109, la que resultó sensible a la alta 
temperatura, al aluminio y al glifosato. El análisis del cladograma nos puso de manifiesto 
que el genotipo de la cepa E109 se ubicaba en un clado representado por menos del 6 % 
del total de los genotipos, lo que nos indicaba que esta cepa presentaba una baja 
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representatividad dentro de nuestra colección. Esta baja representatividad podría estar 
relacionada con la adaptabilidad diferencial de las cepas alóctonas, pero no puede 
descartarse que haya otros caracteres adaptativos que también sean diferenciales entre 
aquéllas y E109. 

Los resultados presentados en este capítulo indican que a la hora de formular 
nuevos inoculantes, no solo se debería tener en cuenta su eficiencia simbiótica, sino 
también su capacidad de adaptación general al sitio donde se pretende que sean utilizados. 
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En el capítulo anterior  pudimos agrupar a las cien  cepas aisladas  de suelos con 

historial de cultivo de soja en nueve clados de acuerdo a sus huellas digitales de ADN por 
PCR con cebadores arbitrarios Box A1R (Versalovic et al. 1994). En la mayoría de los 
casos, las cepas se agruparon con una tendencia estadísticamente significativa, según su 
zona de procedencia, pero no así por su tipo de crecimiento en placas de YEM-agar ni por 
el tipo de muestreo (Fig. III.4.). Por lo tanto, estos clados solo nos proporcionan 
información sobre las relaciones genotípicas de estas cepas. Si bien todas estas cepas ya 
habían demostrado su capacidad de nodular, hasta el momento no teníamos una visión 
clara de sus capacidades simbióticas, las que no pueden derivarse del agrupamiento 
genotípico.  

La hipótesis más comúnmente aceptada para explicar la falta de respuesta a la 
biofertilización en suelos con poblaciones alóctonas de (bradi)rizobios noduladores de soja 
es que dichas poblaciones son muy competitivas para nodular pero poco eficientes para 
fijar N2, razón por la cual interfieren con el biofertilizante al ocupar la mayoría de los 
nódulos y por lo tanto, conducen a una pobre FBN en general. La simbiosis, como se 
mencionó anteriormente, es un proceso complejo que no solo está determinado por el 
(bradi)rizobio sino también por las necesidades nutricionales de la planta y los factores 
bióticos y abióticos que condicionan la infectividad. De este modo, en este capítulo 
pondremos a prueba experimentalmente la hipótesis antedicha, evaluando la capacidad 
simbiótica de nuestras cepas, no solamente desde el punto de vista de su capacidad para 
nodular y fijar N2, sino también de su capacidad intrínseca para competir por la nodulación.  

Dado que, por razones de espacio, los experimentos de interacción rizobio-planta 
no podían llevarse a cabo con las cien cepas, utilizamos las 10 cepas seleccionadas en el 
capítulo anterior, las cuales que fueron evaluadas en comparación con B. japonicum E109 
(empleada en la mayoría de los inoculantes en la Argentina) y B. japonicum USDA 110 [cuyo 
genoma se encuentra totalmente secuenciado (Kaneko et al. 2002)] como cepas de 
referencia (Tabla IV.1). Además de poner a prueba la hipótesis de que estas cepas deberían 
poseer, mayoritariamente, una alta competitividad para nodular y una baja eficiencia para 
fijar N2, contemplamos la posibilidad de que exista algún tipo de relación entre la eficiencia 
simbiótica de cada cepa y su lugar de procedencia. 

IV.1. Diseño del ensayo de fijación de FBN. 

Para realizar los ensayos de nodulación y fijación de N2 se inocularon ocho plantas 
con cada cepa, y se dejaron ocho plantas sin inocular como controles negativos. A cada 
planta se le midió el peso seco de la parte aérea, el número de nódulos, el peso seco de los 
nódulos y el contenido de ureidos en hojas. 1 

Teniendo en cuenta el número de plantas totales (104), el espacio físico a utilizar y 
la manipulación necesaria para el procesamiento de las mismas, se decidió realizar el 
experimento en dos etapas, inoculando cuatro plantas con cada cepa en un día y repitiendo 
la operación con otras cuatro plantas al día siguiente. Esto permitió realizar todas las 
manipulaciones de inoculación y cosecha adecuadamente, pero trajo el inconveniente de 
que los dos grupos de cuatro plantas que recibieron inóculos de una dada cepa fueron 
inoculados con cultivos distintos, lo cual podría implicar que las unidades experimentales 
de un grupo de plantas difirieran de las del otro grupo de cuatro plantas. Para ver si este 
diseño experimental incorporaba una fuente de variación adicional, se realizaron análisis de  

                           1Realizado en la Universidad Pública de Navarra (Pamplona, España) bajo la dirección del Dr. Cesar Arrese-Igor 
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variancia según un diseño en bloques completamente aleatorizados, DBCA, donde los 
bloques fueron los grupos de cuatro plantas inoculadas en días sucesivos. En la Tabla IV.2 
se muestra el análisis de los datos de peso seco de la parte aérea a modo de ejemplo, donde 
se observa que no hubo diferencias significativas entre los dos bloques. Resultados 
similares se obtuvieron con las otras variables, de lo cual se concluyó que esta inoculación 
en dos etapas no introdujo una fuente de variación adicional. Por lo tanto, en lo sucesivo el 
experimento se analizó según un diseño completamente aleatorizado, DCA, considerando a 
las ocho plantas inoculadas con cada cepa como unidades experimentales equivalentes. 
Posteriormente, para analizar si existían diferencias significativas entre las performances de 
las diferentes cepas, se aplicó el análisis de variancia seguido de un test de Tukey (p < 0,05). 
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IV. 2 Análisis de parámetros nodulares 

Se evaluaron tanto el peso seco promedio de los nódulos, como el número total de 
ellos de cada planta. Como primera medida al procesar cada bloque, se verificó que los 
controles negativos no presentaran nódulos en sus raíces. A continuación se procedió al 
procesamiento de las plantas. 

Al analizar estadísticamente el peso seco promedio por nódulo (PSN, Fig. IV.1.) se 
observó que las cepas se separaban claramente en cuatro grupos: 1) las que producían 
menor PSN que las cepas de referencia, 2) las que producían mayor PSN que las cepas de 
referencia, 3) las que producían PSN dentro del rango de las cepas de referencia, y 4) 
SA37S, que produjo un PSN significativamente mayor que todas las otras cepas. A los fines 
prácticos, en lo que sigue incluiremos a SA37S dentro del grupo que produjo mayor PSN 
que las cepas de referencia. 

Al analizar los tres grupos por sus características de crecimiento, éstas también se 
relacionaron. El grupo que presentó menor PSN estuvo integrado por rizobios, excepto 
CU05N. Esta cepa, como se comentó en el capítulo anterior, es representativa del clado 
VIII, el cual presenta un 75 % de cepas provenientes de Nueve de Julio y de crecimiento 
rápido. Por otro lado el grupo de mayor PSN estuvo constituido por bradirrizobios, 
excepto CU42S. El tercer grupo, de PSN sin diferencias significativas con respecto a las 
cepas de referencia contiene sólo a NJ33N, la cual también es un bradirrizobio y por tales 
razones decidimos incluirla con el resto de las cepas de crecimiento lento, con el fin de 
simplificar el análisis. Con estos datos, podemos plantear que el conjunto de cepas 
analizadas se puede dividir en dos grandes grupos: 

1. Cepas mayoritariamente de crecimiento rápido (MCR) y de bajo PSN, 
integrado por las cepas CA12S, NJ63N, SA35N, VT02S (todas rizobios) y 
CU05N (bradirrizobio). 

2.  Cepas de mayoritariamente de crecimiento lento (MCL) y de mayor PSN, 
integrado por las cepas CA61N, NJ33N, SA37S, VT16S (todas 
bradirrizobios) y CU42S (rizobio).  

La pregunta que se desprende de este resultado es ¿el bajo PSN se debe a un bajo 
número de nódulos? Para responder a esta pregunta analizamos los datos de número de 
nódulos por planta obtenidos con cada cepa.  

A diferencia de lo observado para el PSN, la tendencia de número medio de 
nódulos no fue tan marcada (Fig. IV.2). No obstante, puede observarse una relación 
inversa entre el PSN y el número medio de nódulos comparando el grupo MCL con el 
grupo MCR. Si bien las cepas MCL produjeron un mayor PSN que las MCR, el número 
medio de nódulos en las MCL resultó menor que en las MCR. En otras palabras, las cepas 
MCL produjeron pocos nódulos pero de mayor tamaño. Por su parte, en el grupo de cepas 
MCR, el número medio de nódulos producidos no fue tan consistente como en el caso 
anterior (Fig. IV.2).  

Al analizar los dos parámetros de nodulación en conjunto podemos deducir que las 
cepas MCL presentaron caracteres compatibles con una mayor actividad nitrogenasa. Por 
otro lado, en las cepas MCR el menor PSN se relacionó con el tamaño de los nódulos de 
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manera dispar. En las cepas SA35N, CA12S y NJ63N, tal efecto resultó de un alto número 
de nódulos, pero de tamaño pequeño. En cambio, en VT02S y CU05N, el bajo PSN se 
debió a un número pequeño de nódulos de tamaño heterogéneo. En cualquiera de los dos 
casos, y tal como describimos anteriormente, un bajo PSN implicaría una deficiente tasa de 
FBN. Para tratar de corroborar esto, analizamos el contenido de ureidos en nuestras 
plantas.  
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IV. 3. Estimación de la actividad nodular 

IV.3.1. Análisis de la concentración de ureidos en hojas. 
De los resultados observados en el análisis de la nodulación, podríamos estimar que 

las cepas MCL, con mayor peso seco medio de nódulos y bajo número medio de nódulos 
por planta, deberían tener una eficiente fijación de nitrógeno y lo contrario debería ocurrir 
con las MCR.  

Para corroborarlo, determinamos la concentración de ureidos en hojas. Este ensayo 
nos da una medida indirecta de cuán eficiente es la FBN a nivel global, ya que los ureidos 
son los compuestos mediante los cuales la soja transloca el nitrógeno asimilado, y de 
acuerdo con ello, se ha establecido una correlación positiva entre la FBN y la concentración 
de ureidos en hojas (Grageda-Cabrera et al. 2003). A cada muestra de hojas proveniente de 
cada planta, se le realizó la medida de concentración de ureidos por cuadriplicado. A los 
datos obtenidos de cada planta se le aplicó un análisis de varianza (p < 0,05) y en todos los 
casos se observó que los datos no mostraban diferencias estadísticamente significativas 
para los resultados de los cuadruplicados. Esto indicó que las cuatro medidas de cada 
planta eran consistentes y por lo tanto, se continuó el análisis de datos trabajando con la 
media obtenida en cada planta como una repetición. 

Al analizar los datos por grupos de cepas MCL y MCR se observaron nuevamente 
dos comportamientos bien definidos (Fig. IV.3). Tal como esperábamos, las cepas MCL 
tuvieron en general una mayor concentración de ureidos en hojas que las MCR. Estas 
diferencias fueron estadísticamente significativas excepto para VT16S y CU42S (ambas 
MCL), que mostraron un comportamiento intermedio. La cepa USDA 110 no presentó 
diferencias estadísticamente significativas con ninguna de las cepas MCR o MCL, no 
obstante se siguió observando con ella la tendencia intermedia antes mencionada. Entre las 
cepas MCR, CA12S (Fig. IV.3) presentó una llamativamente mayor concentración de 
ureidos en hojas con respecto al resto del grupo y sin diferencias estadísticamente 
significativas con el grupo MCL. Este resultado no era el esperado a priori dado que, como 
observamos anteriormente, CA12S presentaba muchos nódulos de tamaño pequeño y bajo 
peso seco (Fig. IV.1 y IV.2), por lo que suponíamos que los mismos serían ineficientes para 
la FBN.  

Con estos resultados y teniendo en cuenta lo observado con los parámetros 
nodulares podríamos interpretar que las cepas MCL tendrían una mayor actividad fijadora 
de N2 que las cepas MCR, e incluso podríamos proponer que CA61N y SA37S tendrían un 
mejor comportamiento simbiótico general que la cepa E109. Para corroborarlo, analizamos 
la producción de biomasa total de la parte aérea. 

IV.3.2. Análisis del peso seco de la parte aérea. 

El interés agronómico en la eficiencia simbiótica es lograr un aumento en el 
rendimiento y la calidad de las leguminosas sin que esto implique una pérdida de nutrientes 
para el suelo. Teniendo esto en mente, nos preguntamos si el comportamiento observado 
con las diferentes cepas se vería reflejado en la biomasa total de la parte aérea de las plantas, 
la cual se traslada luego a la producción de granos. De este modo, y para poder concluir 
nuestro estudio sobre la eficiencia simbiótica, analizamos el peso seco promedio de la parte 
aérea (PSA, Fig. IV.4). Con este parámetro volvimos a corroborar que las cepas MCR y 
MCL se dividían en los mismos dos grupos que ya caracterizamos.  
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Las cepas MCR presentaron, tal como esperábamos, un PSA significativamente 
menor que las cepas MCL. Excepto CA12S, el resto de las cepas MCR no tuvo diferencias 
estadísticamente significativas con el control negativo. La cepa CA12S ya había sido notada 
como anómala en los análisis anteriores. Esta cepa produjo muchos nódulos de bajo peso 
seco, y promovió una concentración de ureidos del mismo orden que las cepas MCL. De 
este modo, no nos extrañó el hecho de que las plantas inoculadas con esta cepa tuvieran un 
PSA significativamente mayor que el resto de las cepas MCR. Sin embargo, y a diferencia 
de lo ocurrido con la concentración de ureidos, el PSA de estas plantas solo alcanzó al 73% 
del obtenido con E109. En el caso de las plantas inoculadas con las cepas MCL, excepto 
CU42S, el resto tuvo un peso medio de la parte aérea del mismo orden que USDA 110 y 
E109, y significativamente mayor que las cepas MCR. CU42S es un rizobio (Tabla IV.1) 
que ya había mostrado deficiencias en la producción de ureidos, y fue la cepa que produjo 
el menor número de nódulos por planta (Fig. IV.1-3) 

De este modo, el agrupamiento MCL, realizado en base al peso seco de los 
nódulos, se reduce a un conjunto de bradirrizobios cuando consideramos al resto de los 
parámetros simbióticos. Este conjunto está formado por cuatro de las cinco cepas de 
bradirrizobios elegidas para este trabajo, a saber: CA61N, NJ33N, SA37S y VT16S. Por su 
parte, CU42S habría quedado incluida en este grupo MCL al ser una excepción entre las 
cepas de crecimiento rápido (en general de baja eficiencia simbiótica), por presentar 
algunos parámetros, tales como PSN y concentración de ureidos en hojas, compatibles con 
una moderada eficiencia en la FBN.  

Por último, la cepa NJ33N también mantuvo la tendencia observada con los 
anteriores parámetros. Esta cepa siempre se comportó de manera similar a las cepas de 
referencia USDA110 y E109, aun cuando estas dos cepas pertenecen a un clado bien 
diferenciado, con una similitud menor al 40 % respecto de NJ33N (Fig. III.4). 

IV.4. Correlación entre distintos parámetros. 

Hasta aquí hemos realizado un análisis de los parámetros nodulares y de la 
estimación de la actividad nodular, basándonos en que cada uno de ellos tiene una relación 
directa con la eficiencia de la FBN. Estas relaciones se encuentran ampliamente descriptas 
en la literatura, pero ¿existe alguna relación directa entre cada uno de los parámetros 
analizados en este trabajo? Para tratar de contestar esta pregunta y de manera de obtener 
una corroboración adicional de la consistencia de los resultados obtenidos hasta aquí, 
medimos la correlación estadística entre los distintos parámetros. En particular, 
establecimos la correlación entre: 

1) PSN vs. PSA 

2) PSN vs. concentración de ureidos en hojas 

3) PSA vs. concentración de ureidos en hojas 

Para cada una de las correlaciones calculadas utilizamos el conjunto de todos los 
datos de cada uno de los ensayos incluidas las plantas sin inocular. Como se observa en la 
Fig. IV.5, en los tres casos existe la tendencia de una pendiente positiva. Para verificar si 
esta tendencia tiene significación estadística calculamos, para cada par de datos, el 
coeficiente de Pearson (r).  
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En los tres casos evaluados, el valor de r dio entre 0,42 y 0,47 (Fig. IV.5), indicando 
una correlación estadísticamente significativa y positiva con p< 0,0001 entre los tres pares 
de variables analizadas.  

 

IV.5. Competitividad para la nodulación. 

En esta sección evaluamos la capacidad intrínseca de las diez cepas para competir 
por la nodulación. Definimos como “capacidad intrínseca” a la que muestra una cepa dada 
puesta a competir frente a una cepa de referencia en iguales condiciones tanto de número 
de UFC, estado fisiológico y distribución respecto de la raíz (Amarger & Lobreau 1982, 
López-García et al. 2001, 2002). 

Nuevamente, el número de plantas a utilizar nos obligó a dividir el ensayo en dos 
bloques, evaluando así por un lado a los bradirrizobios frente a la cepa de referencia y luego 
a los rizobios frente a la misma cepa de referencia. En todos los casos la cepa de referencia 
fue LP 3018 (E109 resistente a Sm y Sp, Tabla II.2), ya que previamente verificamos que 
nuestras cepas eran sensibles a al menos uno de estos antibióticos. Antes de inocular las 
macetas conteniendo la mezcla de cepas a competir, realizamos diluciones de los inóculos 
iniciales para asegurarnos de que todas las competiciones se realizaran con igual número de 
bacterias. Como se observa en la tabla IV.3, en todos los casos los recuentos fueron del 
orden de 107 UFC ml-1. Luego de 3 semanas en invernáculo, se recogieron las plantas y se 
sacaron los nódulos para procesarlos. Dado que nuestros aislamientos no presentaban 
alguna resistencia a antibióticos que los diferenciara de LP 3018, no pudimos distinguir la 
proporción de nódulos ocupados solamente por esta cepa de la proporción de nódulos con 
doble ocupación, la que podría abarcar al 10-20 % de los nódulos totales (Althabegoiti et al. 
2011). Por lo tanto, realizamos un análisis de χ2  con dos hipótesis nulas alternativas. En 
una de ellas supusimos que hasta un 20 % de los nódulos podrían presentar doble 
ocupación. Esta hipótesis nula prevé que el 60 % de los nódulos que presenten crecimiento 
en placas con o sin antibiótico, representan un 40 % ocupado por la cepa LP3018 y un 20 
% con doble ocupación. Por otro lado, el 40 % restante contendrá bacterias capaces de 
crecer solo en placas sin antibiótico. En la otra hipótesis nula planteada, supusimos que 
solo el 10 % de los nódulos podrían presentar doble ocupación. Haciendo el mismo 
razonamiento que en el caso anterior, podíamos esperar que un 55 % de los nódulos estén 
ocupados con LP3018 y un 45 % con las cepas a evaluar. Los valores obtenidos se 
muestran en la Tabla IV.3 y nos indican, por un lado, que los rizobios fueron muy malos 
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competidores, ya que solo ocuparon entre 1,4% (CU42S) y 7% (VT02S) de los nódulos, en 
coincidencia con trabajos previos realizados con cepas provenientes de otros suelos 
(Pastorino et al. 2009). Un comportamiento atípico fue observado para el rizobio CA12S, 
que ocupó un 39,7% de de los nódulos, indicando una competitividad similar a LP3018.  

En el caso de los bradirrizobios, el porcentaje de ocupación de nódulos 
comprendió entre un 6 % (NJ33N) y un 36 % (SA37S). En particular, las cepas NJ33N, 
VT16S y CU05N fueron significativamente menos competitivas que LP3018, mientras que 
CA61N y SA37S presentaron la misma capacidad competitiva que la cepa de referencia.  

 

 

IV.6. Resumen y discusión. 

A lo largo de este capítulo, analizamos las 10 cepas alóctonas seleccionadas en el 
capítulo anterior y evaluamos su capacidad simbiótica y su competitividad intrínseca para la 
nodulación. En particular analizamos: 

1) Peso seco de los nódulos. 

2) Número de nódulos. 

3) Concentración de ureidos en la parte aérea. 
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4) Peso seco de la parte aérea. 

5) Competitividad para la nodulación. 

En los 5 casos, observamos una tendencia diferencial entre los bradirrizobios y los 
rizobios. En los parámetros relacionados con la simbiosis y la FBN generalmente los 
bradirrizobios mostraron un comportamiento similar a las cepas de referencia E109 y 
USDA 110, y significativamente superior a los rizobios. Las diferencias de comportamiento 
observadas evidenciaron la existencia de una correlación positiva y estadísticamente 
significativa entre el PSN, el PSA y la concentración de ureidos. 

Las cepas MCL, excepto CU42S, mostraron un bajo número de nódulos con un 
alto peso seco por nódulo. Estos dos parámetros nos indican que los nódulos formados 
por estas cepas poseen buena eficiencia de FBN. Esto se corrobora al cuantificar tanto la 
concentración de ureidos en hojas como el PSA. Por lo tanto, estas cepas resultan más que 
interesantes para mejorar la respuesta del rendimiento a la biofertilización con cepas 
adaptadas a nuestros suelos. En particular Perticari et al. (1998) seleccionaron cepas 
alóctonas del NOA con potencial uso en inoculantes, lo cual, de acuerdo con nuestros 
resultados y los de Melchiorre et al. (2011) podría extenderse a la zona pampeana. Sin 
embargo el proceso de selección no es un proceso cerrado, lo cual a futuro se podría dirigir 
a la búsqueda de nuevas cepas para la formulación de biofertilizantes adaptados a cada una 
de las regiones donde se desarrolla el cultivo de soja en nuestro país.  

Por su parte, las cepas MCR tuvieron un comportamiento inverso a las MCL: 
excepto CA12S, el resto presentó un alto número de nódulos pero de bajo PSN, lo cual se 
tradujo en una baja concentración de ureidos en hojas y bajo PSA. 

Las excepciones CU42S y CA12S tuvieron un deficiente rendimiento de la parte 
aérea. En el caso de CA12S, se observó un gran número de nódulos pero de bajo PSN (Fig. 
IV.6), lo cual sugiere que son deficientes para la FBN. Sin embargo, la concentración de 
ureidos fue mayor que en los rizobios del mismo grupo y del orden de las cepas de 
referencia, lo cual podría explicarse suponiendo que el alto número de nódulos podría 
haber provisto una actividad nitrogenasa global significativa. De todos modos, el PSA fue 
bajo y las hojas presentaron un color amarillo similar al de la planta que no recibió 
inoculación (Fig. IV.6), indicando que esta cepa podría inhibir de algún modo la utilización 
de los ureidos o inducir clorosis en las hojas (O'Connell & Handelsman 1993) Por su parte, 
en la otra excepción, CU42S, el bajo rendimiento de la parte aérea se correspondió con una 
baja concentración de ureidos. Esto podría deberse al tamaño heterogéneo los nódulos 
(Fig. IV.6), lo que implicaría que varios de ellos habrán tenido una deficiente actividad 
FBN. 

Cuando evaluamos la capacidad intrínseca para competir para la nodulación frente a 
la cepa de referencia LP 3018 (E109 Smr/Spr), observamos que excepto CA12S (rizobio), 
CA61N y SA37S (bradirrizobios), el resto de la cepas fue deficiente, ocupando solamente 
un 1,41 % a 17,78 % de los nódulos. Por lo tanto, no se observó la tendencia de 
comportamiento diferencial entre rizobios y bradirrizobios observada en los otros 
caracteres de la simbiosis y en general se puede decir que las cepas alóctonas estudiadas 
aquí son malas competidoras para la nodulación en comparación con LP 3018. Entre las 
cepas de buen comportamiento, CA61N y SA37S no presentaron diferencias significativas 
de competitividad intrínseca con LP 3018. Por su parte, CA12S también mostró una similar 
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competitividad intrínseca que la cepa de referencia, lo cual no coincide con que los rizobios 
suelen ser deficientes noduladores cuando se los compite con bradirrizobios (O Chueire et 
al. 1997, Pastorino et al. 2009).  

En general, no hemos observado una mayor competitividad para nodular en las cepas 
alóctonas, contrariamente a reportes previos (McDermott & Graham 1989). Esto nos 
induce a pensar que la mayor competitividad de la población alóctona observada a campo 
(López García et al. 2009) podría estar relacionada con su adaptación y supervivencia en el 
medio edáfico, y por ello también observamos una baja representatividad de la cepa E109 
en el cladograma. En tal sentido, Buendía–Clavería et al. (1994), observaron una clara 
relación entre el pH de los suelos y la capacidad de competir entre USDA110 y E. fredii 
HH103. En particular, estos autores observaron que a pH ácidos USDA 110 presenta una 
mayor ocupación de nódulos, en cambio a pH alcalinos la relación se invierte y E. fredii 
ocupa hasta un 80 % de los nódulos, lo que indicaría que el pH de los suelos estaría 
jugando un rol determinante en dichas competiciones. De forma análoga, nosotros 
podemos hipotetizar que la distribución espacial de los (bradi)rizobios en el suelo, su 
movilidad y su adaptabilidad a las condiciones locales pueden estar jugando un rol 
determinante en la competitividad para nodular a campo (Althabegoiti et al. 2008, López-
García et al. 2002, 2009). Por lo tanto, además de la competitividad intrínseca del 
inoculante y la población alóctona, es imprescindible entender cómo juegan estos otros 
factores en el resultado final de la ocupación de nódulos a campo. Los trabajos previos del 
laboratorio han señalado que la movilidad de los (bradi)rizobios en el suelo puede ser un 
factor determinante en el problema de la competición para la nodulación (Althabegoiti et 
al. 2008, 2011, López-García et al. 2002, 2009) pero aún no se comprenden bien todos los 
tipos de movilidad que estas bacterias podrían utilizar en el suelo. En particular la 
movilidad sobre superficies podría jugar un rol en la colonización de diversos nichos en el 
suelo y la rizósfera, por lo cual es necesario caracterizarla en los bradirrizobios. 
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En los capítulos anteriores hemos hecho referencia al término “competición para  

la nodulación” para describir un fenómeno complejo, que puede ser estudiado desde 
distintos puntos de vista. También hemos señalado que, al estudiarlo desde el punto de 
vista del microsimbionte, es necesario abarcarlo conociendo quién compite y contra 
quiénes compite. 

Así, en la primera parte de esta Tesis realizamos un estudio sobre las características 
fenotípicas, genotípicas y simbióticas de las cepas alóctonas contra quienes debe competir 
el inoculante. Como una de las conclusiones principales de esos estudios hemos observado 
que la competitividad intrínseca de representantes de esa población fue sorprendentemente 
baja, no pudiendo explicar por sí sola al problema de la competición para la nodulación, al 
menos en los suelos del cinturón sojero de Argentina. Por lo tanto, alguna otra 
perturbación conspira contra la competitividad del inoculante, con lo cual ha llegado el 
momento de profundizar nuestro conocimiento acerca de quién compite. Pero más allá de 
sus características intrínsecas, es necesario estudiar a dicho participante desde el punto de 
vista de cómo se posiciona en el ambiente edáfico, escenario de esta competición.  

Desde hace años, en nuestro laboratorio ha sido demostrado que la movilidad de 
los bradirrizobios en el suelo, junto a su distribución en profundidad, pueden determinar el 
resultado de la competición aun cuando se comparen cepas con la misma capacidad 
competitiva intrínseca (Althabegoiti et al. 2008, López-García et al. 2009). Ello se debe a 
que la distribución de los (bradi)rizobios alóctonos suele ser mucho más amplia que la de 
las bacterias recién inoculadas, que quedan restringidas a un pequeño volumen de suelo 
alrededor de la semilla. Así, la raíz emerge y crece hacia la zona ocupada por la población 
alóctona, con pocas chances de encontrarse con los bradirrizobios inoculados. Por lo tanto, 
la movilidad de las bacterias llevadas en el inoculante es clave para que puedan distribuirse 
activamente hacia los puntos de infección tempranos de la raíz en crecimiento. Es por ello 
que, para avanzar en el estudio de los factores que condicionan la competitividad del 
inoculante, nos enfocaremos en la movilidad de B. japonicum. 

Desde la década del ’70 se describen por lo menos seis formas distintas en que las 
bacterias pueden desplazarse, tanto sobre medios sólidos como dentro de líquidos 
(Henrichsen 1972). Estos tipos de desplazamientos pueden ser clasificados de diversas 
maneras (sociales, individuales, activos, pasivos, etc) (Jarrell & McBride 2008). Sin 
embargo, una de las clasificaciones más utilizadas es la que se basa en diferenciarlos por el 
tipo de aparato celular que utilizan para desplazarse; de esta manera podemos distinguir 
entre los que utilizan el o los flagelos de los que utilizan otros tipos de locomoción (véase 
I.7). Entre los desplazamientos dependientes de flagelos se han caracterizado la natación en 
medios líquidos (I.7.1) y el swarming, un movimiento social que ocurre sobre superficies 
sólidas o semisólidas (I.7.2). Es importante destacar que muchas veces en la literatura se ha 
utilizado el término swarming para hacer referencia a zonas de desplazamiento o como 
sinónimo de la natación (Henrichsen 1972, Kearns 2011). Sin embargo el swarming es un 
tipo de desplazamiento que se caracteriza, a diferencia de la natación, por ser un 
movimiento en masa, dependiente de flagelos, que ocurre sobre superficies sólidas o 
semisólidas. Para lograr esto, las bacterias se diferencian a formas híperflageladas y secretan 
sustancias que disminuyen la tensión superficial, como así también moléculas que ayudan a 
la organización entre células (Kearns 2011). Debido a estas características, el swarming 
podría ser el tipo de movimiento mediante el cual los (bradi)rizobios se desplacen sobre las 
partículas del suelo o de la raíz, con lo cual podría resultar clave para que el inoculante 
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pueda distribuirse en el suelo de tal manera que pueda expresar su mayor competitividad 
para nodular frente a las cepas alóctonas.  

Para intentar averiguar si el swarming puede jugar un papel en la distribución de los 
bradirrizobios del inoculante en el suelo, primero es necesario ponerlo de manifiesto en 
este tipo de bacterias. Entre los rizobios son muy pocas las especies en donde se ha 
demostrado el movimiento de swarming. (Kearns 2011). Además, en la mayoría de los casos 
solo se observó el swarming en cepas particulares o en mutantes; como ejemplos podemos 
nombrar a Ensifer meliloti (Nogales et al. 2010, 2012), Rhizobium etli (Daniels et al. 2006, 
Verstraeten et al. 2008) y R. leguminosarum bv. viceae (Tambalo et al. 2010), pero al momento 
de realizar este trabajo no existían reportes de este tipo de movimiento en B. japonicum. 
Dado que B. japonicum USDA 110 presenta dos tipos de flagelos diferentes (Kanbe et al. 
2007, Althabegoiti et al. 2008), es de esperar que sea capaz de desplazarse por swarming. Por 
lo tanto, decidimos encarar nuestros estudios con B. japonicum USDA 110, que se encuentra 
totalmente secuenciada (Kaneko et al. 2002) y de la cual poseemos mutantes en cada flagelo 
(Althabegoiti et al. 2011), para encontrar las condiciones en las cuales un bradirrizobio 
podría desplazarse por swarming y describir sus requerimientos principales. 

V.1. Posibles fenotipos del swarming. 

Aunque las características que definen al swarming están muy definidas, no ocurre lo 
mismo con las condiciones fisiológicas necesarias para que se desarrolle este movimiento, 
ni el fenotipo esperado en placas de Petri. Es más, parecería que dependiendo de la cepa a 
estudiar las condiciones de cultivo podrían ir desde medios ricos a condiciones específicas 
(como presencia de hierro o glucosa) o a medios con deficiencia nutricional. Por su parte el 
fenotipo asociado podría variar de acuerdo de diversas variables de cultivo, como podrían 
ser: concentración de agar, temperatura de incubación, fuente de C etc. (Daniels et al. 2004, 
Kearns 2011) 

En base a lo expuesto nos hemos enfrentado a dos desafíos:  

1- Encontrar las condiciones en las cuales se podría evidenciar el swarming en B. 

japonicum USDA 110. 

2- Verificar si los movimientos observados en B. japonicum USDA 110 bajo 
esas condiciones podrían ser considerados como swarming. 

Así, además de poder poner a punto la metodología para evidenciar este 
movimiento, debimos definir qué fenotipo podríamos esperar observar. En ese sentido, 
nosotros decidimos utilizar la caracterización dada por Kearns (2011). De acuerdo a este 
autor, el swarming se define como un movimiento multicelular dependiente de flagelos, el 
cual requiere una diferenciación de las células, un aumento de la síntesis de los flagelos, 
interacciones célula–célula y de la secreción de sustancias que puedan actuar como 
surfactantes. En el laboratorio, este tipo de movimiento puede ser  evidenciado utilizando 
placas de agar con concentraciones superiores a 0,3% (ya que por debajo de esta 
concentración las células tienden a realizar natación) y menores al 1% (a mayores 
concentraciones, la tensión superficial podría inhibir el desplazamiento). El fenotipo 
asociado implica la formación de una monocapa de células, que se extiende uniformemente 
desde el punto de inoculación (Kearns 2011), la cual suele ser traslúcida por el efecto de los 
surfactantes. Las células del borde de la monocapa son las que se encuentran diferenciadas 
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con respecto a las del centro de la colonia. Dicho desplazamiento puede adoptar alguna de 
las siguientes formas: anillos concéntricos, ramificaciones tipo dendríticas, o una especie de 
“crecimiento en vortex”. Como la mayoría de los rizobios que realizan swarming presentan 
un fenotipo de bordes con pequeñas ramificaciones o en forma de “crecimiento en 
vortex”, nosotros enfocamos nuestra búsqueda a un fenotipo similar en B. japonicum. 

V.2. Obtención de las condiciones experimentales para evidenciar el 

swarming en cepas derivadas de B. japonicum USDA 110. 

Las cepas B. japonicum LP 3004 y LP 3008 derivan de B. japonicum USDA 110 y son 
Nod+ y Fix+ en soja. LP 3004 es una mutante espontánea con resistencia a estreptomicina 
(López-García et al. 2002) y LP 3008 fue seleccionada por mayor movilidad a partir de LP 
3004 (Althabegoiti et al. 2008). Al ser caracterizadas por su perfil de expresión de flagelinas 
en el medio mínimo de Götz, la cepa LP 3004 presentó solamente al conjunto de las 
flagelinas subpolares (FliC1234), mientras que LP 3008 presentó tanto FliC1234 como las 
flagelinas laterales (LafA12) (Tesis Doctoral M. J. Althabegoiti 2011, UNLP)  

Para comenzar nuestro estudio del swarming, no solo debíamos encontrar el medio 
de cultivo adecuado para observarlo, sino también ajustar ciertas condiciones clave, como 
la concentración de agar, la cantidad y el estado fisiológico de las bacterias, como así 
también las condiciones de incubación. Ya que en ese momento no había ninguna 
publicación al respecto en Bradyrhizobium, empezamos por reproducir las condiciones que 
ya habían sido utilizadas en otras especies de rizobios. 

Los primeros ensayos los realizamos en placas de Petri conteniendo YEM-agar 
semisólido (0,5; 0,6 y 0,7 % de agar). En esas placas inoculamos cultivos de LP 3004 o LP 
3008 crecidos en YEM líquido hasta una DO500 de 1. Además, y sobre la base de un reporte 
de Thampuran y Surendran (1996), modificamos las concentraciones de algunas sales del 
medio de cultivo (Tabla V.I). Otra de las variables a ensayar era la cantidad y el estado 
fisiológico de las bacterias, por lo cual decidimos probar las fases de crecimiento 
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logarítmica y exponencial tardía, como así también distintas concentraciones del inóculo 
(104, 105, 106 y 108 UFC.ml–1 de medio de cultivo). Adicionalmente, probamos las siguientes 
temperaturas de incubación: 22, 28 y 30 °C. A modo de control positivo, utilizamos la cepa 
R. etli CNPAF512 puesto que el swarming en la misma ya había sido reportado y 
caracterizado (Daniels et al. 2006). 

Si bien el fenotipo de swarming que obtuvimos en R. etli CNPAF512 no fue idéntico 
al descripto previamente, resultaba claro que se trataba de dicho movimiento (Fig. V.1.), 
corroborando así que nuestras condiciones de ensayo permitían reproducirlo. Sin embargo, 
nosotros no logramos observar el swarming en LP 3004 ni en LP 3008 durante estos 
primeros experimentos.  

En vista de esos resultados, decidimos cambiar de medio de cultivo y utilizar un 
medio mínimo en la placa de Petri. Para tal fin elegimos el medio de Götz, debido a que 
por un lado había sido desarrollado para estudios de movilidad en E. meliloti (Götz et al. 
1982) y por otro, ya había sido utilizado en el laboratorio para estudiar la natación de LP 
3004 y LP 3008 (Althabegoiti et al. 2008, 2011). Nuevamente variamos las concentraciones 
de sales, en este caso CaCl2.2H2O, ya sea aumentando o disminuyendo su concentración 10 
veces (0,01; 0,1 y 1 g.l-1). Además, dado que algunos reportes señalaban que la 
incorporación de sustancias con actividad surfactante favorecían el desarrollo de colonias 
de swarming (Soto et al. 2002, Niu et al. 2005), decidimos incorporar a las placas de Petri 
sustancias que disminuyeran la tensión superficial. Con tal fin, utilizamos carboximetil 
celulosa, dodecilsulfato sódico o Tween 20. Sin embargo, los resultados volvieron a ser 
negativos. Una posible explicación para esta imposibilidad de ver el swarming podría ser que 
USDA 110 no produce acil-homoserina lactonas (acil-HSL) (Pongsilp et al. 2005), que 
además de su conocido rol en la percepción del quórum presentan actividad surfactante 
(Daniels et al. 2004, 2006). Por otro lado, se había encontrado que las raíces de soja pueden 
secretar moléculas homólogas a las acil-HSL (Teplitski et al. 2000), con lo cual pensamos 
que podría ser necesario agregar exudados de raíces de soja en nuestros ensayos. Por lo 
tanto, agregamos exudados de raíces de soja, o extractos de raíces de soja o extractos de 
semilla de soja, pero nuevamente obtuvimos resultados negativos. Lo mismo ocurrió con el 
agregado de otras sustancias como ácido etilendiamin-tetra acético (EDTA) o 
casaminoácidos. 
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Hasta ese momento nosotros no podíamos poner en evidencia que las señales que 
disparaban este tipo de movimiento en otras bacterias lo hicieran en LP 3004 o LP3008. 
Sin embargo, B japonicum está evolutivamente poco relacionado con los otros rizobios, lo 
que nos hizo plantear que tal vez las condiciones que disparaban el swarming en nuestras 
cepas eran distintas a las requeridas en aquéllos. Así, nos propusimos que un estrés 
nutricional en la placa de Petri podría estimular este desplazamiento. Para que este efecto 
sea más severo, decidimos cambiar el medio YEM para el crecimiento del inóculo líquido 
por el medio AG (Sadowsky et al. 1987). Este es un medio rico y fue elegido dado que las 
cepas cultivadas en el mismo presentaban una tasa de duplicación alta. A su vez en este 
medio tanto USDA 110 como LP 3004 expresan ambos flagelos. Es decir, nos planteamos 
cultivar las cepas en un medio rico, con extracto de levadura y dos fuentes de C  
(L-arabinosa y gluconato de sodio) y luego exponerlas a un estrés nutricional por el cambio 
brusco del medio rico al medio mínimo en las placas de Petri. El medio de Götz contiene 
manitol 0,05 g.l-1 y (NH4)2SO4, 0,13 g.l-1, lo que permite el crecimiento sostenido de estas 
bacterias. Por ello también nos planteamos que deberíamos potenciar el efecto nutricional. 
Una forma de potenciar el efecto causado por el déficit nutricional, podría ser inocular las 
bacterias en un gradiente de concentración de la fuente de C o de N en las placas, entre 
cero y la concentración normal del medio. A continuación describimos los experimentos 
realizados con esta metodología.  

V.2.1 Obtención de gradientes en placas de Petri. 

Para poner de manifiesto nuestra idea de que un estrés nutricional podría requerirse 
para que B. japonicum comience a realizar swarming, iniciamos experimentos tratando de 
generar un gradiente en las placas de Petri. Como primera aproximación a la formación del 
gradiente, preparamos placas según se describió en la sección II.6.1.3, excepto que a una 
fracción del medio de cultivo se le agregó rojo congo. Estas placas fueron incubadas 
durante la noche en estufa a 28 °C, para favorecer la formación del gradiente. Como se 
observa en la Fig. V.2., pudimos observar la formación de un gradiente del colorante en las 
placas de Petri, el cual se visualizaba por la variación de la intensidad del color rojo desde 
un extremo de la placa hacia el otro. De manera análoga pensamos que eliminando en uno 
de los medios agarizados las fuentes de nutrientes podríamos formar los gradientes de 
concentración de las fuentes de C o N.  
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Con este protocolo pusimos a prueba las fuentes de C y N, en particular manitol 
(en gradiente de 0 a 5 g.l-1) o (NH4)2SO4 (en gradiente de 0 a 1,3 g.l-1) respectivamente. 
Además, evaluamos nuevamente distintas condiciones del inóculo inicial y de la incubación. 
Al cabo de aproximadamente 6 días post-inoculación, comenzamos a observar pequeñas 
irregularidades en los bordes de la colonia de B. japonicum LP 3004 y LP 3008. Esto se 
observaba en aquellas placas cuya inoculación había sido a aproximadamente a 2 cm del 
borde correspondiente al extremo de concentración 0 g.l-1. Este efecto era más notorio en 
la cepa LP 3008 (Fig. V.3.).  

Este resultado fue mucho más reproducible en las placas de Petri con el gradiente 
en la fuente de carbono, las cuales habían sido inoculadas con cultivos crecidos hasta fase 
exponencial tardía. En cuanto a la variable temperatura, observamos que a 22 °C o a 30 °C, 
el swarming parecería estar inhibido, dado que solo observamos colonias de crecimiento con 
los bordes homogéneos. Con respecto a las concentraciones de agar evaluadas (0,5; 0,6 y 
0,7%), solo con 0,5% obtuvimos un fenotipo reproducible. Además, esta concentración 
nos permitía observar una mayor expansión del movimiento con respecto a las otras 
concentraciones evaluadas. Finalmente, el inóculo con el que observamos un mayor 
desplazamiento fue 2 µl del cultivo DO600 de 1,5 (fase exponencial tardía). 

 

Así, finalmente pudimos establecer un protocolo reproducible para observar un 
fenotipo macroscópico que coincidiera con los fenotipos descriptos como swarming. En 
resumen, el protocolo consistió en: 

1- Las bacterias se cultivaron en medio AG líquido sin antibióticos a 28 °C 
hasta alcanzar una a DO600  de 1,5. 

2- El día anterior a realizar el ensayo de swarming se prepararon las placas con 
gradiente en la fuente de C como se describió anteriormente. Las placas de 
Petri fueron incubadas toda la noche en estufa a 28 °C, para favorecer la 
formación del gradiente. 

3- En flujo laminar, se inocularon 2 µl de la suspensión de bacterias a 2 cm del 
borde de la placa donde se había colocado el medio sin fuente de C. 
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4- Las placas de Petri fueron tapadas y se dejaron secar en flujo laminar hasta 
que se observó que la suspensión bacteriana fue absorbida. Por último, las 
placas de Petri fueron envueltas con Parafilm y se las incubó con la tapa 
hacia arriba en estufa a 28 °C durante aproximadamente 10 días (Fig. 
V.3.B.). 

V.2.2 Observación microscópica de los rizobios tomados de colonias de swarming. 

Para confirmar si el fenotipo macroscópico observado en las placas de Petri con 
gradiente en la fuente de C se trataba de swarming, realizamos observaciones del fenotipo 
microscópico. Si las bacterias se encontraban realizando swarming, se esperaría que las 
células de los bordes se encontraran diferenciadas con respecto a las del centro de la 
colonia, las cuales suelen ser no móviles. Esta diferenciación implica la multiflagelación y 
un aumento del tamaño celular para favorecer la asociación entre las células, lo cual 
permitiría coordinar el movimiento. Así, la observación de este tipo de diferenciación en las 
colonias que se desplazan sobre la superficie del medio de Götz con gradiente de la fuente 
de C permitiría confirmar que el movimiento observado en las derivadas de USDA110 es 
swarming. Por lo tanto, realizamos observaciones al microscopio electrónico de transmisión 
(MET) de las células de los bordes y del centro de las colonias de swarming obtenidas con 
LP 3008. No obstante, nuevamente nos enfrentamos a una puesta a punto de la técnica de 
fijación de las células de los bordes de la colonia de swarming, antes de visualizarlas en el 
MET ya que por un lado, sabíamos que los flagelos de B. japonicum se desprenden con 
facilidad y que la morfología de sus células puede sufrir distorsiones al ser fijadas. Por otro 
lado, algunos autores postulan que basta una gota de agua para disgregar las asociaciones 
entre las células y favorecer que las mismas realicen natación (Henrichsen 1972). Para ello 
realizamos modificaciones al protocolo propuesto por el grupo de Kirov  et al. (2002). Este 
protocolo, a diferencia de otros, incluye una fijación de las células directamente sobre el 
centro o en los bordes de la colonia (para más detalles véase capítulo II). Como se observa 
en la Fig. V.4, las células de LP 3008 fijadas desde los bordes de la colonia de swarming  
(Fig. V.4.C) se encontraban diferenciadas con respecto a las células tomadas desde el centro 
de la misma colonia (Fig. V.4.B). A su vez éstas se observaban mucho más flageladas que 
las células de LP 3008 tomadas desde una colonia de crecimiento en placas de Petri con 
medio de Götz sin gradiente (Fig. V.4.D-F). Al realizar  una comparación más profunda de 
los parámetros que deberían ser diferenciales en colonias de swarming, pudimos caracterizar 
lo siguiente: 

• Flagelos: En las células tomadas desde los bordes de las colonias de 
swarming se observó una hiperflagelación con respecto a las del centro o a 
células tomadas de placas de crecimiento sin gradiente. Aunque LP 3008 
expresa ambos flagelos en medio de cultivo líquido (Althabegoiti et al. 
2008), no teníamos evidencias si sucedía lo mismo en medio semisólido. En 
este caso también pudimos poner en evidencia que se expresaban ambos 
flagelos pero no logramos determinar con precisión si alguno de ellos lo 
hacía en mayor medida. 

• Tipo de asociación: las células de los bordes se encontraban asociadas, 
pero a diferencia de lo esperado, estas se encontraban asociadas por los 
polos. Este tipo de asociación fue similar al observado por Ho et al. (1990) 
debido a la actividad de la lectina bacteriana BJ38. Si bien no era el tipo de 
asociación esperada, la misma no contradecía la caracterización dada por 
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Kearns (2011), quien postula que no siempre se observan asociaciones 
longitudinales, y por lo tanto no debería tomarse como un requisito esencial 
para corroborar que el fenotipo observado en la placa de Petri es swarming, 
sin embargo lo que sí debe cumplirse es el aumento de los flagelos. Otros 
autores además postulan que la asociación longitudinal entre células solo es 
requisito para aquellas especies capaces de realizar swarming en 
concentraciones de agar mayores a 1 %. (Harshey 2003). 

• Superficie de contacto: Las células de los bordes generalmente 
presentaban una superficie de contacto mayor que las células tomadas desde 
una placa de crecimiento sin gradiente. Esto no se observaba en las células 
tomadas desde el centro de la colonia. Las células del centro de la colonia 
presentaban la misma morfología de las células de las placas de crecimiento 
en medio Götz sin gradiente.  

Con estas diferencias de morfología con respecto a las células del centro de la 
colonia, pudimos confirmar dos hechos que hasta ese momento eran desconocidos. El 
primero de ellos era que habíamos encontrado por lo menos una condición reproducible 
para evidenciar el swarming en B. japonicum, y el segundo, que LP 3008 era capaz de realizar 
dicho movimiento en placas con gradiente de la fuente de C. Estos resultados ahora nos 
inducían a tratar de develar si la condición que disparaba el swarming en LP 3008 era la 
existencia de un gradiente de la fuente de C o si solo era necesaria una determinada 
concentración de la misma. 
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V.3. ¿Gradiente o deficiencia nutricional? 

El hecho de haber observado swarming solo cuando la placa de Petri contenía un 
gradiente, nos llamó particularmente la atención. ¿Sería el gradiente de concentraciones de 
fuente de C lo que disparaba las señales para que la célula comenzara a realizar swarming o 
solo sería necesaria una concentración particular de fuente de C? Para continuar nuestros 
estudios, nos planteamos realizar variantes a nuestro protocolo, con el fin de determinar 
cuál de las condiciones era la que disparaba el swarming en B. japonicum. Como el gradiente 
de concentraciones de la fuente de C iba de 0 g.l-1 a 5 g.l-1 realizamos dos experimentos. Por 
un lado, preparamos placas con gradiente de la fuente de C como detallamos más arriba, 
pero en vez de inocularlas a 2 cm de distancia del borde que no tenía la fuente de C, 
inoculamos a distintas distancias barriendo un rango de concentraciones del gradiente. Por 
otro lado preparamos placas con medio Götz sin gradiente, con concentraciones definidas 
de la fuente de C dentro de los límites que elegimos para el gradiente, en particular 
ensayamos con 5; 2,5 y 1 g.l-1. En el primer caso evidenciamos que solo cuando la cepa se 
inoculaba en la parte de menor concentración se observaba un fenotipo similar al 
observado anteriormente, pero en el caso de concentraciones definidas de la fuente de 
carbono, no pudimos observar el fenotipo en ninguna de las concentraciones. Estos 
resultados nos terminaban de indicar que era necesaria la formación de un gradiente, a 
menos que la concentración de fuente de carbono requerida para el swarming sea muy 
particular y en un rango estrecho. Sin embargo, ciertas propiedades del suelo y en especial, 
de la rizósfera, podrían explicar el requerimiento de un gradiente de concentración. Dichos 
gradientes son comunes en los suelos, dado que en ciertos lugares puede haber altas 
concentraciones de materia orgánica en disolución y lenta difusión (como por ejemplo, 
alrededor de restos animales o vegetales). Asimismo, en la rizósfera es esperable que se 
formen gradientes de concentración de nutrientes debido a la constante exudación de los 
mismos por parte de las raíces y al consumo simultáneo por parte de la microflora que 
coloniza tanto la rizósfera como el rizoplano. Así, en condiciones naturales podrían existir 
gradientes dinámicos. En el caso de nuestras placas, los gradientes se van disipando con el 
tiempo y por lo tanto, en el punto donde se han inoculado las bacterias existe un constante 
influjo de fuente de C que proviene desde la zona rica, yendo hacia la zona de falta de 
fuente de C. Quizás estos gradientes dinámicos estimulen el swarming en B. japonicum. 

V.4. Relación entre el swarming, la expresión de flagelos y las 

fuentes de C. 

Como mencionamos al principio del capítulo, las fuentes de C influyen sobre la 
expresión de uno de los flagelos de USDA 110. Este hecho no ha sido reportado para otras 
especies bacterianas que presenten dos tipos de flagelos. En particular, el flagelo que 
expresa de manera diferencial USDA 110 en gluconato o L- arabinosa, es el flagelo 
perítrico o lateral. La cepa LP 3004, dado que pertenece al mismo acervo genético que 
USDA 110, presenta el mismo comportamiento de expresión en medios de cultivo con 
dichas fuentes de carbono. En particular, el flagelo perítrico está compuesto por las 
flagelinas LafA1 y LafA2 (en adelante nos referiremos a ellas en conjunto como LafA1-2), 
que poseen un peso molecular de 33 KDa, a diferencia de las flagelinas del flagelo subpolar, 
llamadas FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4 (en adelante, FliC1-4) cuyo peso molecular es mayor 
que el promedio de las flagelinas (65 KDa). Las flagelinas LafA1-2 no se producen cuando 
LP 3004 o USDA 110 son cultivados en medio líquido conteniendo manitol o extracto de 
levadura como única fuente de carbono, a diferencia de sus ARNm, lo cual indica que el 
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control de su síntesis es al nivel de la traducción (Tesis Doctoral M. J. Althabegoiti 2011, 
UNLP). Bajo esas mismas condiciones en LP 3008, que presenta mayor movilidad, se 
observa el perfil de bandas correspondientes a ambas flagelinas (Althabegoiti et al. 2011). 

Dado que en varias especies de bacterias que poseen dos sistemas de flagelos se ha 
propuesto que uno de ellos se utiliza para la natación y el otro para el swarming (Atsumi et 
al. 1996, Kirov et al. 2002, Stewart & McCarter 2003, McCarter 2004, Merino et al. 2006, 
Turner et al. 2010, Partridge & Harshey 2013) nos preguntamos si el efecto de las fuentes 
de C sobre la síntesis de LafA1-2 también se vería reflejado en el swarming.  

Para ello, analizamos y caracterizamos el swarming en las cepas LP 3004 y LP3008 en 
placas con gradiente de cada una de las fuentes de C mencionadas. 

V.4.1 Swarming en las distintas fuentes de C. 

Como se observa en la Fig. V.5.A, tanto LP 3004 como LP 3008 fueron capaces de 
realizar swarming en el medio de Götz ya sea con L-arabinosa, o extracto de levadura, o 
manitol o gluconato como única fuente de C. Sin embargo, y aunque es difícil medir con 
precisión la extensión de las colonias de swarming, LP 3008 siempre presentó una mayor 
movilidad con cualquiera de las fuentes de C evaluadas. Este hecho igualmente no nos 
llamó la atención, ya que previamente se había observado que la mayor movilidad de LP 
3008 no está relacionada solamente con la expresión constitutiva del flagelo lateral, puesto 
que mutantes de LP 3008 carentes de este flagelo siguen siendo más móviles que mutantes 
similares en el acervo de LP 3004 (Althabegoiti et al. 2011). Además, la expresión 
diferencial del flagelo perítrico en LP 3004 se observó en medios líquidos, lo cual no 
necesariamente debería ocurrir en un medio semisólido. Existen varios reportes que indican 
que los flagelos laterales se inducen en contacto con superficies viscosas (Kirov et al. 2002,  
Stewart & McCarter 2003, Merino et al. 2006). Sumado a esto, como mencionamos 
anteriormente, la regulación del flagelo lateral parecería ser a nivel traduccional. Por lo 
tanto, podría ocurrir que si bien LafA1-2 no se detectaran en medio líquido de Götz con 
manitol o extracto de levadura como únicas fuente de carbono, el flagelo lateral sí se 
expresara en mayor proporción en LP 3004 una vez que esta bacteria entrara en contacto 
con la superficie. Volveremos sobre esta cuestión más adelante, al analizar las imágenes de 
estas células obtenidas por microscopía electrónica.  

V.4.2. Tiempo de formación de colonias de swarming.  

Tanto LP 3004 como LP 3008 presentaron aproximadamente el mismo tiempo de 
formación de las colonias, sin embargo las diferencias se dieron al comparar sus 
comportamientos en las distintas fuentes de C. 

En manitol, gluconato y L-arabinosa las colonias comenzaron a expandirse y 
ramificarse a partir de los cinco días luego de la inoculación, en cambio en extracto de 
levadura este efecto comenzó a los 10 días. La expansión completa se obtuvo a los 10 días 
en L-arabinosa y gluconato, a los 15 días en manitol, y a los 20 días en extracto de levadura. 
Teniendo en cuenta datos previos (Althabegoiti 2011) de los tiempos de duplicación en las 
distintas fuentes de carbono, calculamos el número de duplicaciones necesarias para 
desarrollar el swarming. Como se observa en la Tabla V.2., los valores obtenidos para 
gluconato y L-arabinosa fueron 6 y 11 duplicaciones respectivamente. Estos valores fueron 
similares a los observados en S. meliloti, que teniendo un tiempo de duplicación de  
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aproximadamente 2-3 horas tarda unas 20 hs, es decir unas 7 a 10 duplicaciones, para 
expandir la colonia (Nogales et al. 2012). 

 

V.4.3 Morfología macroscópica. 

Al comparar la morfología de las colonias de swarming observamos que, 
dependiendo de la fuente de C, las mismas adoptaban fenotipos particulares. En todos los 
casos siempre observamos tanto para LP 3004 como para LP 3008 un desarrollo de la 
colonia por encima del agar, pero en particular en L-arabinosa y gluconato, los bordes de la 
colonia eran más difusos que en manitol o extracto de levadura (Fig. V.5.A). 

Además, en algunos casos LP 3004 y LP 3008 presentaron en el centro de la 
colonia un color más oscuro que en los bordes. Esto nos sugiere cierta diferenciación 
fisiológica entre las células del centro y las del borde (Fig. V.5.A). Esta diferencia de color 
nunca había sido observada en colonias de crecimiento en placas con 1,5 % de agar, lo que 
nos sugeriría el requerimiento de una diferenciación fisiológica para la iniciación del 
swarming. 

V.4.4. Morfología microscópica. 

Para caracterizar la morfología celular se tomaron muestras del centro y de los 
bordes de cada colonia de swarming, obtenidas en cada una de las fuentes de carbono y las 
observamos en el MET con el protocolo de fijación antes mencionado. Tal como habíamos 
observado en el fenotipo macroscópico de LP 3008, su mayor desplazamiento también se 
relacionaba con el fenotipo microscópico, presentando un mayor número de flagelos con 
respecto a LP 3004. En particular, en las células tomadas del borde de las colonias 
obtenidas con L-arabinosa observamos claramente, tanto en LP 3004 como en LP 3008, la 
presencia de ambos flagelos (Fig. V.5.B). La morfología de los flagelos perítricos 
presentaba una forma sinusoidal, en cambio el flagelo subpolar presentaba una forma más 
relajada (Fig. V.5.B) de acuerdo con observaciones previas (Althabegoiti et al. 2008). En el 
caso de LP 3008, los flagelos perítricos fueron observados de forma más abundante en 
todos los casos. En cambio, en LP 3004 los flagelos perítricos no pudieron ser observados 
en manitol o extracto de levadura, lo cual nos sorprendió, dado que como se mencionó 
anteriormente, en otras especies el flagelo lateral está presente cuando las bacterias realizan 
swarming y podría ser inducido por el contacto con la superficie de mayor viscosidad. Sin 
embargo, se ha observado que en Rhodospirillum es necesaria la presencia del flagelo polar 
para desplazarse (McClain et al. 2002). 
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Por último, volvimos a corroborar que las células tomadas desde los bordes de la 
colonia presentaban una morfología distinta a las células tomadas del centro 
independientemente de la fuente de C, y además observamos nuevamente el tipo de 
asociación de las células por los polos en las placas con manitol o gluconato como única 
fuente de C. 

V.5. Resumen y discusión. 

Al comenzar este capítulo, hemos comentado sobre la importancia de la movilidad 
en la competición para la nodulación. De entre los tipos de movilidad identificados en 
bacterias (Henrischen, 1972) el swarming podría jugar un papel en el desplazamiento de los  
(bradi)rizobios sobre las superficies del suelo o la planta y por lo tanto, podría estar 
implicado en la dispersión de los (bradi)rizobios en el suelo, la cual es determinante de su 
competitividad para nodular (López García et al. 2002). Además, B. japonicum, a diferencia 
de otros (bradi)rizobios, expresa dos sistemas flagelares diferentes, uno subpolar y otro 
lateral. Se ha sugerido en otras bacterias que el sistema lateral podría ser el responsable del 
swarming, lo cual nos indicó que este tipo de movimiento muy probablemente fuera llevado 
a cabo por B. japonicum. Por ello, decidimos estudiar la capacidad de B. japonicum LP 3004 y 
LP 3008 (derivadas de USDA 110) para realizar dicho desplazamiento. Como no 
contábamos con un protocolo para poner en evidencia al swarming, nuestro primer objetivo 
incluía encontrar las condiciones adecuadas en las cuales B. japonicum podría realizarlo. 
Luego de un número de intentos negativos, en los cuales fuimos probando diversas 
variables, encontramos un protocolo que nos permitió observar el swarming de forma 
reproducible en cepas derivadas de USDA 110. Este protocolo se basó en la utilización de 
un gradiente de la fuente de C en las placas de Petri. El gradiente implicaría un déficit 
nutricional para la bacteria, y al mismo tiempo podría ser representativo de cambios 
dinámicos de las concentraciones que ocurren en el suelo y en la rizósfera. 

Como segundo objetivo nos planteamos confirmar que el fenotipo macroscópico 
observado en las placas de Petri con gradiente en la fuente de C se correlacionaba con el 
fenotipo microscópico esperado para las células que realizan swarming. Para realizar la 
observación microscópica, nuevamente nos enfrentamos al desafío de poner a punto un 
protocolo para fijar y teñir las células para su posterior visualización en el MET. En nuestro 
caso, realizamos una adaptación del método propuesto por Kirov et al. (2002), en el cual las 
células son fijadas directamente desde la colonia de swarming, evitando así el 
desprendimiento de flagelos y la modificación de las estructuras de asociación entre 
bacterias. Con este protocolo logramos observar y caracterizar microscópicamente las 
células de B. japonicum que realizaban swarming. Las células de los bordes presentaban una 
morfología diferencial con respecto a las células del centro o a las células que provenían de 
colonias en crecimiento en placas sin gradiente. En particular, y en concordancia con lo 
descripto para otras bacterias que realizan swarming, las células de los bordes presentaban 
mayor superficie de contacto y mostraban hiperflagelación. Sin embargo, estas células 
estaban asociadas por los polos. Este hecho, si bien no está descripto para otras bacterias 
que realizan swarming, tampoco contradice la definición general del movimiento que 
mencionamos más arriba. 

Cuando evaluamos si existía algún tipo de relación entre las fuentes de C y el 
desarrollo del swarming, observamos que las células de los bordes se encontraban 
híperflageladas, pero que LP 3008 siempre presentó un mayor número de flagelos 
perítricos, independientemente de la fuente de C utilizada. En cambio, en la cepa LP 3004 
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el flagelo perítrico no pudo ser observado en las placas de swarming que contenían manitol o 
extracto de levadura como fuente de C. Este resultado se correspondía con el perfil de 
flagelinas observado en medios líquidos (Althabegoiti et al. 2011). Sin embargo a nivel del 
fenotipo macroscópico, observamos que de manera análoga a lo observado para el 
movimiento de natación, LP 3008 siempre mostró un perfil de desplazamiento mayor que 
LP 3004, independientemente de las fuentes de C. Al inquirir si existía alguna diferencia del 
swarming con las distintas fuentes de C, observamos que con gluconato o L-arabinosa se 
necesitaba un menor número de duplicaciones. Estos valores eran similares a los 
observados en colonias de swarming de E. meliloti (Nogales et al. 2010). En algunos casos, 
observamos que los centros de las colonias de swarming presentaban un color más oscuro 
con respecto a los bordes, que eran blancos y traslúcidos. Esto nos indicaría que las células 
del centro de la colonia presentaban una diferenciación fisiológica con respecto a las del 
borde. Se ha demostrado que para realizar el swarming es necesario que las bacterias secreten 
sustancias surfactantes, una de las cuales son las acil-HSL (Daniels et al. 2004, 2006, Kearns 
2011). Aunque bien es conocido que B. japonicum USDA 110 no sintetiza en cantidades 
significativas de acil-HSL (Pongsilp et al. 2005), se ha demostrado que en bacterias como 
E. coli o S. enterica los lipopolisacáridos (LPS) superficiales estarían cumpliendo dicha 
función (Kearns 2011). Por lo tanto no sería raro que en B. japonicum las células de los 
bordes de la colonia de swarming estuvieran sintetizando una mayor cantidad de LPS a fin de 
disminuir la tensión superficial y favorecer la translocación. Esta suposición podría ponerse 
a prueba con mutantes específicos en la biosíntesis de polisacáridos superficiales.  

Hasta aquí, si bien habíamos logrado caracterizar el swarming en LP 3004 y LP 3008 
en diversas fuentes de carbono tanto a nivel macroscópico como microscópico, no 
habíamos podido determinar si la condición en la cual B. japonicum realizaba swarming era 
debido al déficit nutricional o solo al gradiente nutricional. Si extrapoláramos nuestros 
resultados a las condiciones naturales a las cuales deberían estar expuestas las bacterias, 
resulta razonable que las mismas necesiten un gradiente de nutrientes, ya que es esperable 
que en la rizósfera la concentración de los nutrientes no sea estática. Sin embargo, las 
células no se desplazaron en las placas de Petri de forma direccionada hacia las zonas de 
mayor concentración de nutrientes, lo cual resulta curioso dado que las bacterias presentan 
un sistema de quimiotaxis que les permite censar la diferencia de concentración de los 
nutrientes y en base a ello orientar su desplazamiento. Por análisis bioinformático de la 
secuencia nucleotídica de B. japonicum USDA 110 (Kaneko et al. 2002), hemos hallado dos 
sistemas quimiotácticos, lo cual nos haría pensar que cada uno de ellos podría estar 
relacionado con cada uno de los flagelos. Sin embargo, en E. coli se ha propuesto que el 
sistema quimiotáctico pero no la quimiotaxis en sí es necesario para que esta bacteria realice 
swarming (Burkart et al. 1998), si bien no se ha aclarado del todo cuál es la función del 
sistema quimiotáctico en este contexto. Además, se ha reportado que durante el swarming las 
bacterias no pueden modificar la dirección de sus movimientos por medios de tumbos, tal 
como ocurre en respuesta al sistema de quimiotaxis en medios líquidos (Kearns 2011). En 
base a esto podríamos hipotetizar que el posible requerimiento del gradiente nutricional 
para que B. japonicum realice swarming podría relacionarse con un rol del sistema 
quimiotáctico en percibir dicho gradiente, lo cual podría ser parte del disparo de la 
señalización intracelular que va dar como resultado la hiperflagelación y la activación del 
movimiento. 
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Los dos sistemas de flagelos de B. japonicum difieren completamente entre sí no 

solamente por el tipo de filamento que presentan, sino por los diferentes reguladores que 
controlarían su biosíntesis y las distintas proteínas que conforman sus cuerpos basales y 
motores, todo lo cual parece tener un origen evolutivo independiente (Liu & Ochman 
2007, Mongiardini, com. pers.). La flagelación mixta observada en B. japonicum es un rasgo 
que se observa en pocas especies bacterianas, entre las cuales podemos nombrar Vibrio 
parahaemolyticus, Rhodospirillum centenum, Azospirillum sp. y Aeromonas sp. En estas especies se 
ha demostrado que el flagelo lateral se expresa de forma adicional al subpolar en medios 
sólidos o de alta viscosidad, donde se requiere mayor fuerza de tracción y eventualmente, 
las bacterias conmutan su movimiento de natación por el de swarming. Por lo tanto, se 
propone que el movimiento constitutivo de estas bacterias es la natación, y dependiendo de 
las circunstancias se induciría el movimiento de swarming, que requeriría al flagelo lateral 
(McCarter 2004, Jarrell & Mcbride 2008, Merino & Tomas 2009, Kearns 2011). En el caso 
de B. japonicum, la propuesta de que cada flagelo se utiliza para cada tipo de movimiento no 
se ha sustentado con evidencia experimental. Por otra parte, Kanbe et al. (2007) sugirieron 
que ambos flagelos utilizan la fuerza protón-motriz para hacer funcionar sus motores, a 
diferencia de otras especias de flagelación mixta, en donde el flagelo polar utiliza la fuerza 
de la bomba de Na+ y el flagelo lateral utiliza la fuerza protón-motriz. Por lo tanto, no 
puede descartarse que B. japonicum utilice cualquiera de los dos flagelos para realizar el 
swarming. 

En nuestro laboratorio contamos con mutantes delecionales de cada uno de los 

flagelos y de ambos, tanto en el acervo genómico de LP 3004 como en el de LP 3008 

(Tabla VI.1). Los mutantes LP 5843 (∆fliC1234/lafA12+) y LP 6865 (fliC1234+/∆lafA12), 

ambos derivados de LP 3004, expanden sus halos de natación a una tasa similar en medio 

de Götz con agar 0,3 %. Sin embargo, no ocurre lo mismo con los mutantes equivalentes 

derivados de LP 3008. El mutante denominado LP 5844 (∆fliC1234/lafA12+) que solo 

posee el flagelo lateral, muestra una tasa de expansión del halo de natación del 90% con 

respecto a su cepa parental; en cambio, el mutante LP 6866 (fliC1234+/∆lafA12), que solo 

posee el flagelo polar, tiene una tasa de expansión del halo de natación del 60% de su cepa 

parental (Althabegoiti et al. 2011). Estos resultados nos indican que B. japonicum, a 

diferencia de las otras bacterias con flagelación mixta, utiliza ambos flagelos para realizar 

natación, y en particular, señalan que esta especie bacteriana es capaz de realizar natación 

solamente con el flagelo lateral. Nuevamente, estas evidencias nos pusieron de manifiesto  

que no tiene por qué haber una tendencia marcada en B. japonicum para utilizar un tipo de 

flagelo en particular para cada tipo de movimiento. 

Para ver si el flagelo lateral es requerido para el swarming nos propusimos analizar la 

capacidad de la colección de mutantes en cada uno de los flagelos de LP 3004 y LP 3008 

para realizar este tipo de movimiento. En los experimentos que se describen a continuación 

utilizamos como fuentes de C, L-arabinosa o extracto de levadura, dado que con la primera 

se expresan los dos flagelos y se observa el fenotipo macroscópico en 10 días, mientras que 

con la segunda no se detecta el flagelo lateral y el fenotipo macroscópico se obtiene luego 

de 20 días. De esta manera evaluamos el rol de cada flagelo en las condiciones nutricionales 

más opuestas que hemos podido caracterizar. 
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VI.1. El movimiento social observado en el capítulo anterior requiere 

los flagelos. 

Entre los tipos de movimiento descriptos por Henrichsen (1972) solamente la 

natación y el swarming requieren los flagelos. A su vez, estos dos tipos de movimientos se 

distinguen entre sí por las características reseñadas en el Cap. V, y muy especialmente por 

ser el swarming un movimiento en superficie y la natación un movimiento en el interior de 

un líquido. Por lo tanto, el hecho de que el movimiento observado por nosotros en el Cap. 

V fuera en superficie descarta la posibilidad de que sea natación. Si además este tipo de 

movimiento es dependiente de los flagelos, podríamos confirmar que se trata de swarming. 
Para encarar esta cuestión comenzamos por estudiar el movimiento en superficie de las 

cepas LP 6543 y LP 6644, carentes de ambos flagelos, en comparación con sus respectivas 

cepas parentales (Tabla VI.1). Tal como se esperaría en el caso de que se tratara de 

swarming, ambos mutantes fueron incapaces de moverse sobre la superficie de las placas con 

gradiente de la fuente de C (Fig. VI.1). Cabe mencionar que estudios previos en nuestro 

laboratorio mostraron que los distintos mutantes poseen la misma tasa de crecimiento que 

su cepa parental (Tesis Doctoral M. J. Althabegoiti 2011, UNLP), por lo que la diferencia 

en el tamaño de la colonia de swarming refleja directamente la diferencia en la tasa de 

movilidad. La diferencia entre LP 3004 y LP 6543, o LP 3008 y LP 6844 para realizar 

swarming se observó independientemente de la fuente de carbono utilizada.  

Con este resultado descartamos que el desplazamiento superficial observado en esta 

Tesis se tratara de twitching, gliding, sliding o darting (Henrichsen 1972). Estos hechos, unidos 

a la observación de que se trata de un movimiento social, con mayor flagelación y aumento  

de la longitud celular, nos confirmaron que el movimiento caracterizado por nosotros 

efectivamente es swarming. 

En la mayoría de los casos, las mutantes aflageladas LP 6543 y LP 6644 

presentaron, al igual que LP 3004 y LP 3008, un color marrón en el centro de la colonia, 

cuyos bordes seguían siendo blancos aunque no se expandían como en las cepas de tipo 

silvestre. Como mencionamos en el capítulo anterior, esto podría implicar una 

diferenciación fisiológico-metabólica de las células previa a realizar el swarming.  
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De este modo podríamos suponer que la condición de gradiente de la fuente de 

carbono dispararía una señalización de diferenciación metabólica requerida para iniciar el 

swarming, la cual ocurre aún cuando las células sean luego incapaces de moverse por carecer 

de flagelos. Sin embargo, aún no sabemos si las células carentes de flagelos por falta de 

flagelina pueden formar las estructuras del cuerpo basal y el motor, dado que la 

construcción del filamento flagelar es la última etapa de la biosíntesis de esta organela 

(Brown et al. 2009).  

Por lo tanto, esta diferenciación de colores entre los bordes y el centro de la colonia 

podría indicar un proceso de diferenciación en preparación para el swarming que podría estar 

ocurriendo ya sea independientemente de la síntesis del flagelo o bien en paralelo con el 

disparo de las etapas iniciales de la misma. Si bien algunos autores proponen que existe una 

diferenciación celular previa al swarming (Kearns & Losick 2003, Kearns 2011) ésta no 

siempre se asocia con una diferenciación de colores en la misma colonia. Dado que la 

generación del pigmento marrón no se observó en el 100 % de los casos, podría ocurrir 

que las condiciones óptimas para su acumulación hasta un nivel tal que sea visible varían de 

un experimento a otro. De todos modos, la formación de este pigmento resulta curiosa y 

ofrece la oportunidad de realizar experimentos más dedicados para dilucidar si se trata de 

parte de un proceso de diferenciación previo al swarming. 

VI.2. Los mutantes que solo expresan el flagelo subpolar (∆∆∆∆lafA12) 

están severamente afectados en el swarming. 

Las cepas LP 6865 y LP 6866, derivadas de LP 3004 y LP 3008 respectivamente, 

poseen deleciones en lafA12 y por ello solo son capaces de expresar el flagelo subpolar, 

propuesto como el responsable de la natación en B. japonicum (Kanbe et al. 2007). Sin 

embargo, LP 6865 y LP 6866 presentan disminuciones de sus halos de natación del 30 o el 
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45 % con respecto a su cepa parental respectivamente (Althabegoiti et al. 2011), indicando 

que el flagelo lateral también es requerido para la natación. De este modo, resulta difícil 

anticipar si los mutantes delecionales de lafA12 presentarán alteraciones en el swarming. Sin 

embargo, como se observa en la Fig. VI.2, tanto LP 6865 como LP 6866 realizaron 

swarming con extracto de levadura y con L-arabinosa como única fuente de carbono, pero el 

mismo fue drásticamente reducido. En la mayoría de los casos volvimos a observar la 

diferenciación de color entre el centro y los bordes de la colonia. Este resultado nos sugirió 

que B. japonicum es capaz de utilizar el flagelo subpolar para realizar swarming, pero que el 

flagelo lateral debería estar realizando un aporte mayoritario en este tipo de 

desplazamiento. 

 

VI.3. Los mutantes que solo expresan el flagelo lateral (∆∆∆∆fliC1234) están 

menos afectados en el swarming. 

Las cepas LP 5843 y LP 5844, con una deleción de los genes fliC1234, son 

incapaces de expresar las flagelinas FliC1234 que forman parte del flagelo subpolar y por lo 

tanto solo pueden expresar el lateral. Como observamos en el capítulo anterior, las células 

de LP 3004 y LP 3008 provenientes de colonias de swarming presentaron diferentes perfiles 

de expresión de flagelos. En particular, LP 3008 produjo ambos flagelos con todas las 

fuentes de carbono, mientras que en LP 3004 no pudimos detectar con el MET al flagelo 

lateral, ya sea en manitol o extracto de levadura. Este resultado coincidió con los obtenidos 

en natación. Si bien el flagelo lateral fue propuesto como responsable del swarming en 

bacterias con flagelación mixta, hasta el momento no había sido debidamente demostrado 

el rol de dicho flagelo en el swarming de B. japonicum. Como se observa en la Figura VI.3 

ambos mutantes, LP 5843 y LP 5844, fueron capaces de realizar swarming, de acuerdo a lo 

predicho. Si bien el tamaño de las colonias de swarming producidas por estos mutantes era 
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considerable, nunca llegaron a desarrollar colonias del mismo tamaño que sus cepas 

parentales en ninguna de las dos fuentes de C ensayadas. Si comparamos ambos mutantes, 

LP 5843 o LP 5844 con su cepa parental LP 3004 o LP 3008 respectivamente, observamos 

que independientemente de la fuente de carbono, en ambos casos el tamaño de la colonia 

de la mutante fue menor. Este hecho nos confirmó que si bien el flagelo lateral aportaría en 

mayor proporción al swarming, ambos flagelos están implicados en este tipo de movimiento 

ya que cuando están presentes ambos se obtiene la mayor expansión de la colonia de 

swarming. 

En particular, en extracto de levadura la reducción del tamaño de la colonia de 

swarming fue más pronunciado que en L-arabinosa. Esto podría estar relacionado con la 

eficiencia metabólica de las bacterias en estas dos fuentes de carbono, ya que la 

disponibilidad de protones para la formación del gradiente que genera la fuerza protón-

motriz en células crecidas en L-arabinosa es muy alta, presumiblemente mayor que la que 

podrían otorgar los componentes del extracto de levadura (Thorne & Burris 1940).  

 

VI.4. Resumen y discusión. 

En ese capítulo hemos evaluado el rol de cada uno de los flagelos de B. japonicum 

sobre el desplazamiento de swarming. De manera complementaria a lo obtenido en el 

capítulo anterior, hemos observado que los mutantes que carecen de ambos flagelos fueron 

incapaces de moverse en placas con medio de Götz-agar 0,5 % con gradiente de la fuente 

de carbono, lo que nos indicaría, junto a la caracterización micro y macroscópica ya 

realizada, que el desplazamiento social observado es dependiente de flagelos y por lo tanto 

se trata de swarming.  

A continuación analizamos la influencia del flagelo subpolar y del lateral por 

separado, mediante el empleo de mutantes delecionados en una u otra de las flagelinas. 
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Pudimos observar que B. japonicum fue capaz de utilizar cualquiera de los dos flagelos para 

el swarming, aunque la total expansión de la colonia requirió la presencia de ambos. La falta 

del flagelo lateral redujo drásticamente al swarming, mientras que en los mutantes carentes 

del flagelo subpolar el defecto del swarming fue menos pronunciado. Tomados en conjunto, 

estos resultados nos indicarían que si bien B. japonicum necesita de los dos flagelos para el 

swarming, el flagelo lateral es más determinante. Este hecho se contradice con lo propuesto 

por Kanbe et al. (2007), pero coincide con lo observado en otras especies con flagelación 

mixta. En particular, en R. centenum se ha observado que aún cuando el flagelo lateral juega 

un papel importante en el swarming, células desprovistas de dicho flagelo son capaces de 

realizar swarming solo con el flagelo polar. Por otro lado, en V. parahaemolyticus se ha 

observado que si bien el flagelo polar no participa del movimiento de swarming, el mismo es 

utilizado como un sensor de la viscosidad del medio, controlando así la expresión del 

flagelo lateral.  

En otros estudios se observó que el flagelo polar rota en sentido horario y 

antihorario (Althabegoiti et al. 2011). En general, las bacterias nadan linealmente cuando 

sus flagelos se mueven en sentido antihorario, pero al cambiar el sentido de rotación de los 

flagelos al sentido horario, la bacteria comienza a dar tumbos, lo cual le permite cambiar el 

sentido del movimiento. Estos cambios de sentido de rotación de los flagelos están 

controlados por el sistema de quimiotaxis (Schmitt 2002)  y le permiten a la bacteria nadar 

en una trayectoria sesgada hacia el aumento de concentración de nutrientes, por ejemplo. 

En el caso del flagelo lateral, su movimiento es solamente en sentido antihorario 

(Althabegoiti et al. 2011), pero los mutantes que poseen solo este flagelo muestran una 

mayor tasa de tumbos (Kanbe et al. 2007, Althabegoiti et al. 2011). El flagelo lateral parece 

derivar del flagelo de E. meliloti y Brucella spp (Liu & Ochman 2007), y en estas especies lo 

tumbos ocurren como consecuencia de la detención asincrónica de la rotación de los 

flagelos, lo que favorece el desmembramiento del bucle de flagelos, similarmente a como 

ocurre en otras especies al cambiar el sentido de rotación (Attmannspacher et al. 2005). 

Según Kearns (2011), las bacterias que realizan swarming solo pueden moverse en una 

dirección, y no presentan cambios de dirección mediados por tumbos. Esto sería 

favorecido con el flagelo lateral, el cual rota en una sola dirección y, dado que el swarming 
ocurre sobre una superficie, el movimiento browniano no debería influir. 
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  Al  comenzar  esta  Tesis hemos  hecho  hincapié   en  la  problemática  de  la  

competición para la nodulación desde dos grandes puntos de vista: uno de ellos relacionado 
con los factores ambientales bióticos y el otro con las características propias de los rizobios 
empleados como inoculantes. Así, en la primera parte hemos estudiado la biodiversidad y 
las propiedades de las bacterias noduladoras de soja que se encuentran como poblaciones 
alóctonas en los suelos bajo cultivo de esta leguminosa, y ya en la segunda nos hemos 
enfocado en la movilidad de los bradirrizobios y en particular en el swarming como un factor 
propio del bradirrizobio inoculado que podría influir en su competitividad.  

La relación entre la movilidad, la colonización rizosférica y la competitividad para 
nodular es bastante más compleja que lo que se pensó en un principio. Diversos autores 
han propuesto que los (bradi)rizobios, atraídos por quimioatractantes del exudado radical, 
se desplazarían hacia las raíces para colonizar la rizósfera y comenzar el proceso de 
simbiosis. Esta proposición se sustenta en ensayos con mutantes no móviles, que son 
incapaces de iniciar la colonización radical, o en la quimiotaxis de los (brady)rizobios hacia 
sustancias liberadas en los exudados radicales (Gulash et al. 1984, Barbour et al. 1991, 
Caetano-Anollés & Gresshoff 1991). Sin embargo, la mayoría de estos ensayos se llevaron a 
cabo en condiciones de laboratorio y particularmente en medios líquidos o saturados de 
agua. Ahora bien, si tenemos en cuenta las características del medio edáfico, en donde 
realmente ocurre el desplazamiento de estas bacterias, no se debería esperar una difusión 
homogénea de los quimioatractantes, ya que los canales de agua del suelo no son 
continuos, y por lo tanto, las condiciones recreadas en el laboratorio para evidenciar el 
desplazamiento, tal cual como lo han observado estos autores, pueden conducir a 
extrapolaciones erróneas. Ello podría explicar la contradicción entre los trabajos 
mencionados y otros realizados en medios porosos insaturados, donde se observó una 
escasa movilidad y en especial, una pobre correlación entre la capacidad de moverse y la 
competitividad para nodular (Madsen & Alexander, 1982, Liu et al. 1989, McDermott & 
Graham 1989, López- García et al. 2002, Horiuchi 2005). 

Por supuesto, no podemos discutir que B. japonicum posee movilidad y más aún, que 
cepas con mayor movilidad son más competitivas (Althabegoiti et al. 2008, 2011), pero eso 
no indica que dicha movilidad se ejerza como una quimiotaxis hacia la raíz. Entonces ¿Cuál 
es el rol de la movilidad en los medios edáficos? La respuesta a esta pregunta va a depender 
de diversas variables, las cuales son imposibles de estudiar de manera conjunta. Sin 
embargo, la respuesta no debería abordarse desde experimentos en medios líquidos o 
agarizados, los cuales no representan las condiciones edáficas, sino más bien desde el 
propio suelo como modelo experimental.  

El suelo está constituido por partículas de distintos tamaños y materia orgánica, que 
en conjunto favorecen la formación una estructura estable, con poros de diversos 
diámetros. Estos poros le confieren al suelo la capacidad de retener agua, siendo inversa la 
relación entre el diámetro de cada poro y su capacidad de retención de agua. De esta 
manera, los poros pueden ser clasificados en poros no capilares, que suelen drenar 
fácilmente el agua (referida como agua gravitacional) y en poros capilares, en los cuales el 
agua sí puede ser retenida con distintas presiones dependiendo del tamaño de los poros y el 
contenido hídrico del suelo. Los poros capilares, debido a su tamaño, le confieren a las 
bacterias del suelo un microhábitat que excluye a los protozoos.  
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El contenido de agua del suelo es muy variable; así, el suelo solo se va a encontrar 
saturado de agua (inundado) luego de una precipitación o un riego. En condiciones 
normales los suelos insaturados van a contener algunos canales de agua en los cuales los 
(bradi)rizobios van a poder nadar libremente, como así también superficies con menor 
contenido de agua, que podrían favorecer el movimiento de swarming. Por lo tanto, en un 
suelo insaturado el movimiento de swarming podría ser más común que la natación, y ello 
podría explicar la aparente contradicción entre los resultados experimentales obtenidos en 
medios líquidos y aquellos obtenidos en medios porosos insaturados. 

Hasta el momento no ha sido demostrado qué tipo de movimiento es el que 
podrían realizar los (bradi)rizobios en el suelo para colonizar diferentes nichos. Como 
describimos en los dos capítulos anteriores, hemos logrado poner en evidencia al 
movimiento de swarming en B. japonicum y caracterizarlo en función del requerimiento cada 
uno de los dos flagelos de esta especie, como así también en relación con la influencia de 
las fuentes de C sobre la expresión del flagelo lateral. Así concluimos que B. japonicum 
necesita de sus dos tipos de flagelos para desplazarse por swarming, pero en particular el 
flagelo lateral sería el más necesario.  

No obstante, como hemos observado, las condiciones en las cuales B. japonicum es 
capaz de realizar swarming en una caja de Petri son muy restrictivas y particulares, como para 
que ocurran en las condiciones naturales del suelo. Si bien nosotros postulamos que el 
gradiente de la fuente de carbono podría estar presente en la rizósfera, nuestras 
observaciones indicarían que el intervalo de concentraciones necesarias para disparar la 
diferenciación hacia el swarming es muy estrecho, como así también el estado fisiológico de 
crecimiento del inóculo, el contenido de humedad de la caja de Petri, la calidad del agar 
empleado, y el tamaño del inóculo, todo lo cual no necesariamente ocurra así en el suelo, 
haciendo que nos planteemos si este tipo de desplazamiento realmente puede ocurrir en el 
suelo. 

Si bien no pretendemos resolver la cuestión de la movilidad en el suelo, en los 
estudios que se presentan en este capítulo hemos tratado de realizar una aproximación al 
conocimiento de los desplazamientos de B. japonicum mediados por flagelos en su ambiente 
natural. Para ello, utilizamos la cepa LP 3008 y sus mutantes en cada uno de sus flagelos o 
en ambos, ya que es el acervo genómico que presentó un fenotipo de movilidad más 
evidente tanto en natación (Althabegoiti et al. 2011) como en swarming (Cap. VI).  

V.II.1. Evaluación del swarming en suelos hidratados a distintos 

porcentajes de su capacidad de campo. 

Se entiende como capacidad de campo (CC) a la cantidad de agua que es capaz de 
retener el suelo después de haber drenado el agua gravitacional. Así, se esperaría que la 
natación se vea favorecida en tanto mayor sea el contenido hídrico respecto de la CC. Es 
decir que al 100 % de la CC, se observará el mayor contenido de agua en los poros 
capilares, donde las bacterias podrán realizar natación en los canales del suelo, y por lo 
tanto se favorecerá la observación de este desplazamiento sobre el swarming. En cambio en 
suelos con menor CC, ambos movimientos estarían presentes y el swarming iría 
prevaleciendo a medida que el contenido de agua disminuyera. 
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Por lo tanto para estos experimentos elegimos llevar el suelo hasta el 80 % o el 100 
% de su CC, dado que en ensayos previos donde evaluamos la competición para la 
nodulación de las cepas mutantes contra su parental en macetas con vermiculita, utilizamos 
estas mismas condiciones (Althabegoiti et al. 2011). 

A su vez, la utilización de los mutantes derivados de LP 3008 nos permitiría 
discernir el tipo de movimiento que llevarían a cabo los (bradi)rizobios en cualquiera de las 
condiciones, ya que el mutante que solo expresa el flagelo lateral, LP 5844, mostró un 
desplazamiento de casi el 90 % con respecto a su cepa parental, LP 3008, en el movimiento 
de natación (Althabegoiti et al. 2011). Esta similitud en la natación entre el mutante y su 
parental no fue observada en el swarming, el cual se vio severamente restringido en el 
mutante LP 5844 (Fig. VI.2.). Por lo tanto, esperaríamos que si LP 5844 se desplazara 
mucho menos que LP 3008, el movimiento predominante sería swarming, en cambio, si 
ambas cepas se desplazaran de manera similar, el movimiento predominante sería la 
natación. 

 Para poder evaluar la movilidad de B. japonicum en el suelo, utilizamos una 
modificación del método de Vilain et al. (2006). Como describimos en el Cap. II, al medio 
AG sólido (1,5 % agar) contenido en una placa de Petri se le realizaron perforaciones de 
aproximadamente 1,4 cm de diámetro. Estas perforaciones posteriormente fueron 
rellenadas con cantidades conocidas de suelo de Cavanagh estéril, al que previamente se le 
determinó su CC gravimétricamente, lo que nos permitió calcular el volumen de agua 
necesario para obtener un 80 % o 100 % de su CC. El ensayo en sí consistió en inocular la 
suspensión bacteriana en el centro de la muestra de suelo hidratado e incubarla a 28 °C. Si 
ocurría un desplazamiento por parte de las bacterias desde el punto de inoculación en el 
centro de la muestra de suelo hacia los bordes, observaríamos un crecimiento bacteriano en 
el medio de cultivo que rodeaba el límite del suelo hidratado. En tal caso, si la mutante 
carente de flagelos, LP 6644, solo presentaba crecimiento en el centro del suelo, podíamos 
decir que el movimiento observado además era dependiente de flagelos. 

Nosotros evaluamos las placas de Petri  a los días 6, 7 y 9 post-inoculación. Como 
se observa en las Fig. VII.1.A y B, a los 6 días post inoculación tanto la cepa LP 3008 como 
los mutantes, presentaron crecimiento en el lugar donde se los había inoculado, pero en el 
caso de las muestras de suelo hidratadas al 100 % de su CC, este crecimiento resultó más 
difuso. Esto podría deberse al mayor contenido de humedad de la muestra de suelo. La 
diferencia de crecimiento en la interfase medio de cultivo-suelo entre los distintos mutantes 
y LP 3008 se comenzó a observar al día 7 y fue más evidente al día 9 post-inoculación, en 
ambas CC. Cuando evaluamos la movilidad de las cepas inoculadas en la muestra de suelo 
hidratada al 80 % de su CC, observamos al día 7 post-inoculación que tanto LP 3008 como 
la mutante que solo expresa el flagelo lateral, LP 5844, presentaron crecimiento en la 
interfase medio de cultivo-suelo. Además, el fenotipo observado en ambas cepas fue 
similar, indicándonos que no solo estaba ocurriendo un desplazamiento, sino que también 
había la misma tasa de expansión en ambas cepas. En cambio, en la mutante LP 6644, 
carente de flagelos, y en la que solo expresa el flagelo subpolar, LP 6866, se seguía 
observando crecimiento solo en el punto de inoculación. Al día 9 post inoculación todas las 
cepas, excepto LP 6644, habían alcanzado la interfase y presentaban un grado similar de 
expansión (Fig. VII.1.). De manera similar a lo descripto, cuando evaluamos las cuatro 
cepas en las muestras de suelo al 100 % de su CC, observamos que al día 7 post-
inoculación, tanto las mutantes en uno de los flagelos como LP 3008, presentaron  



Capítulo VII                                       Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

125 
 

 

 



Capítulo VII                                       Tesis  Doctoral    Julieta Covelli 

 

126 
 

crecimiento en la interfase, aunque la cepa que solo expresa el flagelo lateral, LP 5844, 
presentaba un fenotipo semejante al de LP 3008. Al día 9 post-inoculación, el crecimiento 
en la interfase alcanzó su mayor expansión, el cual era similar en las tres cepas 
mencionadas. Nuevamente la cepa LP 6644, carente de flagelos, solo presentó crecimiento 
en el punto de inoculación sin llegar nunca a la interfase suelo-medio AG (Fig. VII.1). 

VII.2. Resumen y discusión. 

En base a lo descripto en las placas de Petri con muestras de suelo hidratadas al 80 
y 100 % de su capacidad de campo, pudimos evidenciar que B. japonicum fue capaz de 
desplazarse en suelos y que ese desplazamiento fue dependiente de flagelos. Por lo tanto, 
los resultados de este capítulo pueden interpretarse comparándolos con la movilidad de 
swarming observada por nosotros en el Cap. VI y con las observaciones del movimiento de 
natación realizadas por Althabegoiti et al. (2011), sin necesidad de invocar ningún otro tipo 
de movilidad. Mientras que el swarming se vio muy limitado en los mutantes que poseen un 
solo flagelo, en especial en LP 6866 (Figs. VI.1 y VI.2), en ensayos de natación ambos 
mutantes se desplazaron considerablemente: LP 6866 un 70 % y LP 5844 un 90 %, en 
ambos casos con respecto a LP 3008 (Althabegoiti et al. 2011). En nuestros experimentos 
con suelo (Fig. VII.1), nosotros observamos que tanto al 80 como al 100 % de la capacidad 
de campo, LP 3008 y su mutante LP 5844 alcanzaron la interfase suelo-agar al mismo 
tiempo, evidenciando un comportamiento similar al observado para la natación. Además, 
cuando evaluamos el desplazamiento al 100 % de la CC, observamos que tanto LP 5844 
como 6866 presentaron crecimiento en la interfase a los 7 días post inoculación, al igual 
que LP 3008. Esto nos indica que estas cepas se habían desplazado tanto con el flagelo 
lateral como con el subpolar y por lo tanto el desplazamiento nuevamente era consistente 
con las observaciones de natación, ya que si hubieran dependido del swarming, deberíamos 
haber observado un retraso considerable en los mutantes. Por lo tanto, podríamos plantear 
que en las condiciones de 80-100 % de la CC la natación por medio de la utilización del 
flagelo subpolar fue suficiente para el desplazamiento en el suelo. Estos resultados no 
permiten descartar que el swarming sea el tipo de desplazamiento predominante a menores 
CC, pero esto no puede abordarse satisfactoriamente con este sistema experimental.  

Si bien este ensayo no es un fiel reflejo de lo que sucede en los suelos, ya que por 
un lado al realizar las placas de Petri destruimos la estructura del suelo, y por otro lado 
eliminamos factores bióticos con la esterilización, el mismo nos permite realizar una mejor 
aproximación a la situación natural que los experimentos en placas de Petri con medio de 
cultivo. Teniendo en cuenta estas salvedades, nuestros resultados nos sugieren que el 
desplazamiento predominante en el suelo, tanto al 80 % o al 100 % de su CC, es la 
natación. No obstante, estos resultados no permiten descartar que luego del día 7 post- 
inoculación las bacterias hayan comenzado a realizar swarming, y este movimiento haya 
coexistido con la natación. Si este hubiera sido el caso, el swarming hubiera pasado 
desapercibido ya que solo evaluamos el desplazamiento total desde el punto de inoculación 
hasta el borde de la muestra de suelo. De todas maneras, sigue siendo válido afirmar que el 
movimiento predominante fue la natación. En particular, trabajos recientes señalan que las 
bacterias que realizan swarming, al ser inoculadas desde un medio de cultivo líquido a un 
medio sólido, presentan un periodo en el cual no se desplazan debido a que está ocurriendo 
el proceso de diferenciación a formas híperflageladas (Kearns 2011). 
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Al inicio de esta Tesis hemos mencionado la influencia económica que tiene el  

cultivo de soja en nuestro país, como así también su alto requerimiento de N. Con el fin de 
que la planta pueda obtener este nutriente del aire, se utiliza la biofertilización con 
bradirrizobios eficientes para asociarse con ella y fijar N2, pero en general no suele 
observarse una respuesta significativa del rendimiento. Entre los diversos factores que 
pueden estar conjugándose para observar esa falta de respuesta está la denominada 
competición para la nodulación, la cual parecería tener un rol determinante. Este fenómeno 
depende de tres actores: la planta de soja, los (bradi)rizobios de los biofertilizantes y el 
suelo, incluyendo su microbiota, sus características intrínsecas (pH, estructura, iones, etc.) y 
su heterogeneidad, expresada en multitud de nichos ecológicos. Esto lo vuelve un sistema 
complejo de estudiar. Particularmente, dentro del ecosistema del suelo van a estar presentes 
poblaciones de (bradi)rizobios alóctonos, que van a estar compitiendo por la nodulación de 
la soja contra los bradirrizobios del inoculante. En tal sentido, creemos que es de vital 
importancia poder entender el fenómeno de la competitividad para nodular, como una 
forma de mejorar la eficiencia de la relación simbiótica entre el inoculante y el cultivo de 
soja. 

Dada la complejidad que presenta el fenómeno de la competición para la 
nodulación y en base a observaciones previas de nuestro grupo de trabajo, nos planteamos 
como objetivos generales de esta Tesis realizar una contribución al conocimiento de 
aspectos determinantes de la competitividad para nodular. Específicamente nos planteamos 
estudiar la competición para la nodulación desde dos puntos de vista. Así, en la primera 
parte de esta Tesis hemos estudiado las características ecofisiológicas de las poblaciones 
alóctonas de (bradi)rizobios aisladas de nuestros suelos con historial de cultivo de soja. 
Como segundo enfoque, nos planteamos averiguar si otros tipos de movilidad diferentes de 
la natación ya estudiada con anterioridad (Althabegoiti et al. 2008, 2011) podrían ocurrir en 
el suelo y así contribuir a resolver las contradicciones del conocimiento actual acerca del 
posible rol de la movilidad de los (bradi)rizobios en la competición para la nodulación. Es 
decir, nos planteamos como problema de estudio una población de (bradi)rizobios 
establecida en un medio edáfico con determinadas características, que se enfrenta a una 
población de rizobios del biofertilizante, inoculada en una alta concentración pero que 
queda concentrada en un pequeño volumen de suelo. Entonces surgen estas preguntas: 
¿Por qué los rizobios del biofertilizante son ineficientes para ocupar los nódulos de la soja?, 
¿Qué características poseen estas poblaciones alóctonas que hacen que ocupen mayor 
porcentaje de nódulos? ¿Qué rol juega la movilidad de los (bradi)rizobios en esta 
competición para la nodulacion? ¿Los rizobios se mueven en el medio edáfico? 

En la primera parte de esta Tesis nos focalizamos en estudiar las características 
ecofisiológicas de una colección de aislamientos alóctonos provenientes de cinco zonas con 
historial de cultivo de soja del denominado cinturón sojero, abarcando las provincias de 
Buenos Aires, Entre Ríos y Córdoba. Observamos que estos aislamientos presentaron una 
gran diversidad genotípica que se relacionó con su suelo de origen, pero el potencial para 
nodular no pareció tener adaptaciones específicas al sitio de origen. En el análisis de la 
diversidad, también hemos observado que la cepa utilizada habitualmente en los 
inoculantes, B. japonicum E109, posee una muy baja representatividad, por lo cual nos 
planteamos si esto se debe a las condiciones edáficas o a una alta competitividad de las 
cepas alóctonas. Cuando evaluamos las características fenotípicas de nuestros aislamientos 
encontramos que para ciertas características como velocidad de crecimiento y tipo y 
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morfología de colonia nuestros aislamientos mostraron un comportamiento heterogéneo; 
sin embargo todos fueron tolerantes a 37 °C, por encima de la temperatura óptima de los 
(bradi)rizobios, la cual E109 fue incapaz de tolerar. Estos resultados no nos sorprendieron, 
dado que diversos autores han observado este tipo de comportamiento en suelos donde los 
(bradi)rizobios son introducidos por biofertilización, los cuales evolucionan para formar 
poblaciones alóctonas con un alto grado de diversidad tanto genotípica como fenotípica 
(Chen et al. 2000, Batista et al. 2007, Gomes Barcellos et al. 2007). Este resultado podría 
deberse a la adaptación de lo rizobios al nuevo medio edáfico por deriva genética, como así 
también al proceso de transferencia horizontal de genes como medios de incrementar la 
diversidad genotípica (Gomes Barcellos et al. 2007). Evaluando algunas de las 
características de los suelos de donde fueron obtenidos los aislamientos observamos que se 
trata de suelos con pH ácido, el cual se relacionó con la distribución obtenida mediante el 
análisis genotípico. En medios edáficos ácidos se liberan cationes como Al3+, que presentan 
toxicidad tanto para los microorganismos como para las leguminosas, afectando 
directamente a la simbiosis. En tal sentido, nos pareció interesante evaluar el 
comportamiento de nuestras cepas para crecer a pH ácidos y en presencia de Al3+. Todas 
las cepas alóctonas analizadas, como así también E109, fueron capaces de crecer a pH 4,8; 
sin embargo, a diferencia de las cepas alóctonas, E109 fue incapaz de tolerar la presencia de 
Al3+. Dado que los cultivos de soja en Argentina son casi en su totalidad realizados con 
variedades RR, evaluamos la capacidad de las cepas alóctonas para tolerar glifosato. 
Excepto una cepa (CA61N), el resto mostró una significativamente mayor tolerancia que 
E109. Claramente estos resultados no nos representan todas las adaptaciones que pueden 
estar presentes en las cepas alóctonas, pero sugieren que la baja representatividad de E109 
podría deberse a que carece de ciertas capacidades intrínsecas de los (bradi)rizobios de la 
población alóctona como la tolerancia a la alta temperatura, al glifosato o al Al3+. 

Siguiendo con la caracterización, desde hace años se cree que las cepas alóctonas 
establecidas en los suelos son malas fijadoras de N2 pero eficientes competidoras 
(Boonkerd et al. 1978, McDermott & Graham 1989, Sadowski &  Graham. 1998, Thies et 
al. 1991). Sin embargo los estudios en los que se basa esta hipótesis se realizaron en suelos 
de Estados Unidos, cuyas características edáficas no necesariamente coinciden con las 
nuestras. Diversos autores han señalado que en nuestros suelos existen poblaciones con 
buen potencial de FBN (Perticari et al. 1998, Melchiorre et al. 2010). Por otro lado, se ha 
estudiado la competitividad de rizobios de crecimiento rápido contra bradirrizobios, 
observando que los primeros son deficientes en la ocupación de nódulos (Pastorino et al. 
2009). En tal sentido, algunos autores proponen que esa competición puede estar 
determinada por el pH de los suelos, en donde se vería favorecido B. japonicum a pH ácidos 
y en cambio E. fredii se vería favorecido en suelos alcalinos independientemente de su 
competitividad intrínseca (Buendia Claveria et al. 1994). Cuando evaluamos nuestras cepas 
en comparación con E109 y USDA 110 encontramos dos comportamientos bien definidos, 
con pocas excepciones. Por un lado, los rizobios fueron deficientes en la FBN y en la 
competición para la nodulación; por otro lado, los bradirrizobios fueron eficientes FBN, 
pero en contra de lo previsto, no encontramos ninguna cepa que compitiera más que E109. 
Ahora bien, si todas estas cepas, tanto de rizobios como de bradirrizobios son deficientes 
frente a E109 en la competición para nodular, ¿Por qué persisten? Si bien con nuestros 
resultados no podemos llegar a una conclusión, podemos hipotetizar que las condiciones 
edáficas tienen un rol determinante en la competición; así, aunque las cepas alóctonas 
posean una baja competitividad intrínseca, logran sobrevivir a condiciones desfavorables 
para la cepa del biofertilizante y posicionarse en mejores condiciones a la hora de infectar 
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nuevas raíces. El otro punto que observamos es que de una población de diez cepas 
evaluadas en su capacidad simbiótica y su competitividad encontramos que dos cepas, 
SA37S y VT16S, toleraron más eficientemente la presencia de Al3+ y glifosato y presentaron 
un efecto simbiótico positivo, por lo menos equiparable a E109. Además, SA37S presento 
la misma competitividad intrínseca para nodular que E109. Esto nos hace pensar que si de 
tan solo diez cepas evaluadas, una de ellas presentó un potencial de simbiosis y 
competitividad similares a E109, pero con una mejor adaptabilidad al medio, debe existir 
una gran riqueza de nuevas cepas potencialmente útiles para biofertilizantes en nuestros 
suelos. Haciendo el mismo análisis, también encontramos que existen cepas con buena 
tolerancia al glifosato, como CU42S y NJ33N pero deficientes en FBN y en 
competitividad, otras que son eficientes en FBN y competitividad como CA61N y SA37S, 
pero que presentaron baja tolerancia a glifosato y el resto de cepas que tienen 
comportamientos intermedios. Por lo tanto, nuevamente observamos una heterogeneidad 
en las estrategias que podrían estar utilizando para persistir en el suelo. En tal sentido es 
claro que se deben seguir realizando estudios sobre las características de las cepas 
alóctonas, pero dirigidos a las posibles adaptaciones que pueden conferirles una mejor 
persistencia en el suelo, dado que parecería que la capacidad intrínseca de competir para la 
nodulación no tendría un rol determinante y que, al menos entre los bradirrizobios, la alta 
capacidad para la FBN no parece haber sufrido una alta tasa de deriva génica tal como se 
suele creer. 

En la segunda parte de esta Tesis, hemos abordado la problemática de cómo 
modificar la desfavorable posición de los bradirrizobios del biofertilizante al iniciar la 
infección de raíces. Por ello, hemos planteado la necesidad de entender mejor cómo es el 
proceso mediante el cual los (bradi)rizobios se encuentran con las raíces infectables. En tal 
sentido, hipotetizamos tres opciones, la primera de ellas hace referencia al desplazamiento 
de las raíces a medida que van creciendo, con lo cual podrían ir encontrando a su paso 
colonias de (bradi)rizobios sésiles, la segunda se relaciona con la movilidad de los 
(bradi)rizobios en el suelo y la tercera como una combinación de ambas. Por lo tanto, 
hemos abordado el estudio de los distintos tipos de movilidad que podría poseer B. 

japonicum y cómo estos condicionarían su distribución en el suelo. En este punto, cabe 
destacar que la mayoría de los estudios que hacen referencia a que los rizobios nadan en el 
suelo hacia las raíces fueron realizados en medios líquidos, medios agarizados o medios 
porosos saturados de agua (Caetano-Anollés et al. 1988, Barbour et al. 1991, Lowther & 
Patrick 1993, Gonza & Marketon 2003) mientras que otros estudios realizados en medios 
porosos insaturados no le adjudican un rol importante ni a la natación ni a la quimiotaxis 
(Madsen & Alexander, 1982, Liu et al. 1989,  McDermott & Graham 1989, López- García 
et al. 2002, Horiuchi 2005, Althabegoiti et al. 2008, 2011). Por lo tanto, nos planteamos 
poner de manifiesto y describir el swarming en B. japonicum. Teniendo en cuenta la estructura 
del suelo y de forma análoga a lo observado en otras especies de bacterias patógenas  
(Jarrell & Mcbride 2008, Harshey 2003, Kearns 2011, Partridge & Harshey 2013), el 
swarming podría ser el movimiento que realicen los (bradi)rizobios para colonizar nuevas 
superficies en este ambiente. Este objetivo trajo aparejada la puesta a punto de las 
condiciones para poder observar este desplazamiento en nuestro bradirrizobio, dado que al 
momento de comenzar, el swariming se había demostrado solo en unos pocos rizobios (Soto 
et al. 2002, Braeken et al. 2008, Nogales et al. 2010, Nogales et al. 2012). Además, B. 

japonicum es taxonómicamente bastante lejano a estas especies de rizobios y posee dos 
sistemas flagelares independientes, uno subpolar y constitutivo y el otro, lateral e inducible 
por la fuente de C del medio. Este hecho también diferencia a B. japonicum del resto de las 
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bacterias de flagelación mixta, en donde se ha observado que la expresión diferencial del 
flagelo lateral está relacionada con el aumento de la viscosidad en el medio. Al lograr 
caracterizar el swarming en B. japonicum USDA 110 mediante la utilización de mutantes en 
cada uno o en ambos flagelos, como así también utilizando distintas fuentes de C, pudimos 
observar que B. japonicum necesitó ambos flagelos para realizar el swarming, siendo el flagelo 
lateral el más requerido, de acuerdo a lo observado en Rhodospirillum (Mc Clain et al. 2002) 
pero contrariamente a otras bacterias con flagelación mixta, donde el flagelo perítrico o 
lateral es el encargado de realizar el swarming (Mc Clain et al. 2002, Kirov 2003, Stewart & 
McCarter 2003, Mc Carter 2005, Merino et al. 2006). Sin embargo, observamos que las 
condiciones necesarias para poner en evidencia al swarming en el laboratorio eran demasiado 
restrictivas. Estos resultados, analizados en conjunto, nos llevaron a plantearnos nuevas 
preguntas: si en condiciones de capacidad de campo la movilidad parecería no tener un rol 
en la competición para la nodulación (Althabegoiti et al. 2011) ¿Los rizobios se mueven en 
el ambiente edáfico? y si lo hacen ¿Qué realizan swarming o natación? ¿Para qué les sirve? 
Dadas las condiciones restrictivas para visualizar el swarming en el laboratorio ¿Es esperable 
que ocurra en el suelo? Todas estas preguntas nos llevaron a tratar de ver qué 
desplazamiento podrían realizar estos bradirrizobios en un suelo estéril en placas de cultivo 
como una aproximación a lo que podría observarse en los suelos naturales. Observamos 
que aquel mutante que no posee flagelos fue incapaz de moverse y que el mutante que 
posee un solo flagelo fue capaz de desplazarse en una tasa similar a su parental, lo que nos 
indicó por un lado que en el suelo no hubo movimientos propulsados por aparatos 
diferentes a los flagelos y por otro, que el tipo de movilidad predominante en este ambiente 
es la natación.  

Siendo que B. japonicum puede nadar con un solo flagelo, ya sea el subpolar o el 
lateral, y la natación parece ser el único movimiento relevante en su ambiente natural, ¿Por 
qué posee dos sistemas de flagelos? es más ¿Por qué conserva un flagelo subpolar de 
expresión constitutiva, si éste no es necesario para la natación y aporta muy poco al 
swarming?  

Claramente, con los resultados que obtuvimos a lo largo de este trabajo no 
logramos contestar esas preguntas. Aunque si tenemos en cuenta la estructura del suelo, en 
el mismo vamos a encontrar canales de distinto tamaño, desde macroporos a canales 
capilares en donde la retención del agua va a depender del grado de saturación del suelo. 
Por ejemplo, luego de una lluvia o riego el suelo está saturado de agua y tanto los 
macroporos como los canales capilares poseen agua. En esta situación se favorecería la 
natación; sin embargo, no esperaríamos que las bacterias naden grandes distancias, ya que 
estos canales difícilmente sean continuos. Por otro lado, a medida que el agua gravitacional 
va drenando y se va alcanzando la capacidad de campo, los macroporos se empiezan a 
llenar de aire y solo quedan canales más o menos continuos de agua en los poros capilares. 
Si bien aún los (bradi)rizobios pueden nadar, el camino es mucho más tortuoso y ello 
podría requerir al flagelo lateral, ya que se ha observado que éste promueve cambios de 
dirección más frecuentes y pronunciados en el desplazamiento de los bradirrizobios 
(Althabegoiti et al. 2001). 

Además se ha descripto que en bacterias de flagelación mixta el flagelo lateral se 
induce en medios viscosos. Para ello, el flagelo subpolar funciona como una especie de 
sensor de la viscosidad del medio e induce, vía el sistema de quimiotaxis, la expresión del 
flagelo lateral, el cual funcionaría de manera más eficiente en este tipo de superficies 
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(Atsumi et al. 1996, Jiang et al. 1998). De acuerdo con ello, los mutantes de B. japonicum 

carentes de flagelo lateral son incapaces de moverse en placas de natación suplementadas 
con polivinilpirrolidona 7 %, la cual aumenta la viscosidad del medio (Althabegoiti, com. 
pers.). Con estos resultados podríamos suponer que B. japonicum podría utilizar de forma 
preferencial uno u otro flagelo según la viscosidad. En tal sentido el mucigel que rodea las 
raíces podría requerir la expresión del flagelo lateral para que los bradirrizobios se 
desplacen por él. 

En Azospirillum se ha propuesto que el flagelo subpolar, además de sensar el 
aumento de viscosidad y favorecer la expresión del flagelo lateral en un sistema de 
regulación aun no muy bien conocido, también favorece la adhesión de esta bacteria a las 
raíces (Burdman et al. 2000). En B. japonicum, nosotros hemos observado que los mutantes 
que solo expresan el flagelo subpolar son capaces de competir con mayor eficiencia que su 
parental en condiciones de capacidad de campo (Althabegoiti et al. 2011) por lo cual 
podríamos preguntarnos si este flagelo no cumplirá un rol similar al observado en 

Azospirillum. Es decir, si bien la movilidad no favorecería a la competición para la 
nodulación, permitiría que los rizobios persistan en el suelo y/o comiencen de manera más 
eficiente el proceso de nodulación. 

Teniendo en cuenta estos tres puntos, podríamos hipotetizar el rol del swarming y la 
natación en el medio edáfico. Si tenemos en cuenta la capacidad de los rizobios para formar 
biopelículas que le van a permitir subsistir en un medio cuando las condiciones son 
desfavorables, también debemos tener en cuenta un antes y un después de la formación de 
la biopelícula. En tal sentido, al llegar a un estado de máxima maduración en la biopelícula, 
las bacterias contenidas en dicha película comienzan a diferenciarse y a expresar sus 
flagelos. Una vez ocurrido esto son capaces de salir en busca de un nuevo sitio para 
colonizar si es que las condiciones son favorables para la natación. La forma que tendrían 
de desplazarse al salir de una biopelícula sería nadando pequeñas distancias por medio de 
los canales capilares o arrastradas por el agua de una inundación o alcanzadas por una raíz 
en crecimiento, aunque estas dos últimas podrían suceder sin la necesidad de que la 
biopelículas haya madurado. Independientemente de la forma en que salgan de las 
biopelículas, si las condiciones siguen siendo favorables o si alguna raíz en desplazamiento 
alcanza a los rizobios, éstos podrán colonizar nuevas superficies dentro de la misma raíz 
mediante el swarming. De hecho, algunos autores proponen que existe una relación inversa 
entre el swarming y la formación de biopelículas, es decir que ante condiciones adversas la 
bacteria decide si trata de desplazarse para colonizar una nueva superficie mediante el 
desplazamiento con swarming o realiza una nueva biopelícula (Caiazza et al. 2007). En tal 
sentido la bacteria podría estar censando el aumento de viscosidad debido a la presencia de 
mucílago, o las distintas fuentes de C cerca de la rizósfera, en ambos casos promoviendo 
que se exprese el flagelo lateral y favoreciendo el swarming. A su vez, el flagelo subpolar 
podría tener un rol en la adhesión a las raíces al igual que en Azospirillum. De esta manera, 
tanto la natación como el swarming estarían relacionados con la persistencia de los rizobios 
en el suelo pero no necesariamente con el acercamiento direccionado hacia las raíces como 
paso previo a la infección, tal como hemos observado. 

En conclusión, al querer contribuir al conocimiento del fenómeno de la 
competición para la nodulación, hemos observado que la adaptabilidad de los 
(bradi)rizobios a las condiciones edáficas estaría jugando un rol determinante a la hora de 
favorecer la persistencia de cada cepa, y tal vez por ello observamos una baja 
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representatividad de la cepa E109. Además, hemos puesto en evidencia, en esta Tesis y en 
trabajos previos (Althabegoiti et al. 2011), que la movilidad en el suelo es 
predominantemente natación pero que no tendría un mayor rol en la competición para la 
nodulación cuando el suelo está a capacidad de campo. Tomados en conjunto, estos 
resultados indican que la dispersión de los rizobios en el suelo y su supervivencia en 
condiciones probablemente sésiles son factores clave para la competitividad para nodular, 
sugiriendo que debe ponerse más énfasis en desarrollar métodos de biofertilización que 
aseguren o favorezcan dicha dispersión. 

Es necesario seguir estudiando la problemática de la competición para la 
nodulación de forma más dirigida a las condiciones del suelo, como así también a la 
movilidad en sistemas edáficos, que permitan comprobar nuestra hipótesis, la cual señala 
que el rol principal de la movilidad no estaría relacionado con la nodulación sino con 
favorecer la persistencia de los (bradi)rizobios en el medio edáfico. De este modo, se podría 
dirigir la selección de nuevas cepas para los biofertilizantes en base a su adaptación a 
nuestros suelos, la tasa de FBN y su movilidad para lograr una eficiente dispersión y 
persistencia en los suelos. Para estos procesos de selección podría no solo partirse de las 
cepas ya conocidas, sino también aprovecharse la potencialidad de las poblaciones 
alóctonas de bradirrizobios presentes en nuestros suelos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Son cosas chiquitas. No acaban con la pobreza, no nos sacan del subdesarrollo,  

no socializan los medios de producción y de cambio, no expropian  

las cuevas de Alí Babá.  Pero quizá desencadenen la alegría de hacer, 

 y la traduzcan en actos. Y al fin y al cabo, actuar sobre la realidad  

y cambiarla, aunque sea un poquito, es la única manera 

 de probar que la realidad es transformable. 

Eduardo Galeano. 
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Apéndice A. 

Resolución de SENASA sobre los inoculantes. 

 

Resolución N° 310/1994.  

“Art. 8°- Los fertilizantes biológicos deberán cumplir con las siguientes 

especificaciones del marbete: ser efectivos para la/s especie/s vegetal/es que se 

consigne/n, proveyendo al vencimiento la cantidad de microorganismos viables necesarios 

para obtener una acción efectiva. Deben contener no menos de 109 rizobios por g o ml a la 

fecha de elaboración y no menos de 108  por g o ml a la fecha de vencimiento. En el caso 

de los inoculantes para soja éstos deben proveer el equivalente a no menos de 80.000 

bacterias viables específicas por semilla.” 

“Art 12°-Para semillas preinoculadas, se exigirá al vencimiento la cantidad de 

microorganismos viables, conforme a lo enunciado en el artículo 8º, el certificado del 

Instituto Nacional de Semillas, indicando variedad y calidad de semilla y muestras de las 

mismas. En el marbete deben figurar el inoculante aprobado, número de lote y fecha de 

vencimiento. En caso que la semilla sea preinoculada con un producto no aprobado, se 

deberán realizar ensayos de eficacia a campo durante tres (3) años, fiscalizados por el 

Instituto Argentino de Sanidad y Calidad Vegetal, como así también se verificará su período 

de vencimiento. En caso de productos importados, se deberá dar intervención al Instituto 

Argentino de Sanidad y Calidad Vegetal, previo despacho a plaza de cada partida como lo 

indica el artículo 2º del Decreto Nº 4830/73, Reglamentario de la Ley Nº 20466.” 
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Apéndice B. 

Tabla 1. Caracterización del crecimiento de la colección de rizobios en 

medio YEMagar suplementado con distintos colorantes y a distintas temperaturas.  

No mbre
Co lo r de la co lo nia en YEM 

agar Ro jo  de co ngo
Reacc io n en YEM agar azul de  

bro mo timo l
Crecimieto  a 28 °C Crec imie to  a 37 °C

CA06N Trans luc ida G s i s i

CA06S Trans luc ida G s i s i

CA120S Trans luc ida G s i s i

CA12S Trans luc ida G s i s i

CA149S Trans luc ida G s i s i

CA14S Trans luc ida G s i s i

CA158N Ro s ada Y s i s i

CA15N Trans luc ida G s i s i

CA19S Trans luc ida G s i s i

CA20N Trans luc ida G s i s i

CA21S Trans luc ida G s i s i

CA24S Trans luc ida G s i s i

CA31N Trans luc ida G s i s i

CA32N Blanca/o paca B s i s i

CA34S Blanca/o paca B s i s i

CA37N Trans luc ida G s i s i

CA61N Blanca/o paca B s i s i

CA69S Ro s ada Y s i s i

CA73N Trans luc ida G s i s i

CA84N Trans luc ida G s i s i

CU04N Ro s ada Y s i s i

CU05N Blanca /Trans luc ida B s i s i

CU07N Trans luc ida G s i s i

CU08N Trans luc ida G s i s i

CU19S Trans luc ida G s i s i

CU22S Ro s ada Y s i s i

CU23S Ro s ada Y s i s i

CU27S Blanca/o paca B s i s i

CU31S Ro s ada Y s i s i

CU33N Ro s ada/ Trans luc ida Y s i s i

CU37N Ro s ada Y s i s i

CU42S Ro s ada Y s i s i

CU43S Ro s ada Y s i s i

CU44N Blanca/o paca B s i s i

CU48S Ro s ada Y s i s i

CU52N Ro s ada Y s i s i

CU53S Ro s ada Y s i s i

CU61N Ro s ada Y s i s i

CU62N Ro s ada Y s i s i

CU70N Ro s ada Y s i s i
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Tabla 1. Continuación. 
Abreviaturas: B, blue se corresponde a un viraje de pH alcalino; Y, yellow implica el viraje hacia un pH acido y G, green y se 

corresponde a un pH neutro del medio de cultivo. 

 

No mbre
Co lo r de la co lo nia en YEM 

agar Ro jo  de  co ngo
Reaccio n en YEM agar azul de  

bro mo timo l
Crecimieto  a  28 °C Crecimieto  a  37 °C

NJ 02N Trans luc ida G s i s i

NJ 12N Blanca/o paca B s i s i

NJ 27S Trans luc ida G s i s i

NJ 28.1N Ro s ada Y s i s i

NJ 28N Blanca/o paca B s i s i

NJ 29S Ro s ada Y s i s i

NJ 33N Blanca/o paca B s i s i

NJ 36N Trans luc ida G s i s i

NJ 37S Blanca/o paca B s i s i

NJ 39S Trans luc ida G s i s i

NJ 41S Ro s ada/ Trans luc ida Y s i s i

NJ 59N Blanca/o paca B s i s i

NJ 63N Ro s ada Y s i s i

NJ 67S Ro s ada/ Trans luc ida Y s i s i

NJ 68S Trans luc ida G s i s i

NJ 72S Trans luc ida G s i s i

NJ 73S Blanca/o paca B s i s i

NJ 79S Ro s ada Y s i s i

NJ 81S Trans luc ida G s i s i

NJ 85S Trans luc ida G s i s i

SA07S Trans luc ida G s i s i

SA12N Blanca/o paca B s i s i

SA16S Trans luc ida G s i s i

SA17S Blanca/o paca B s i s i

SA18S Blanca/o paca B s i s i

SA21S Trans luc ida G s i s i

SA23N Ro s ada Y s i s i

SA24S Trans luc ida G s i s i

SA24S Ro s ada Y s i s i

SA25S Blanca/o paca B s i s i

SA26N Ro s ada Y s i s i

SA26S Trans luc ida G s i s i

SA28N Trans luc ida G s i s i

SA35N Ro s ada Y s i s i

SA37S Blanca/o paca B s i s i

SA44N Trans luc ida G s i s i

SA44N Blanca/o paca B s i s i

SA45N Trans luc ida G s i s i

SA47N Blanca/o paca B s i s i

SA60S Trans luc ida G s i s i
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Tabla 1. Continuación. 

Abreviaturas: B, blue se corresponde a un viraje de pH alcalino; Y, yellow implica el viraje hacia un pH acido y G, green y se 

corresponde a un pH neutro del medio de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No mbre
Co lo r de la  co lo nia en YEM 

agar Ro jo  de  co ngo
Reacc io n en YEM agar azul de 

bro mo timo l
Crecimieto  a 28 °C Crecimie to  a  37 °C

VT01S Trans luc ida G s i s i

VT02S Ro s ada Y s i s i

VT04S Blanca /o paca B s i s i

VT05N Trans luc ida G s i s i

VT06N Blanca /o paca B s i s i

VT09.04N Ro s ada Y s i s i

VT09S Ro s ada Y s i s i

VT10S Ro s ada Y s i s i

VT11N Blanca /o paca B s i s i

VT12N Trans luc ida G s i s i

VT16S Blanca /o paca B s i s i

VT18S Trans luc ida G s i s i

VT27S Ro s ada Y s i s i

VT29S Trans luc ida G s i s i

VT30S Ro s ada Y s i s i

VT32S Blanca /o paca B s i s i

VT38S Trans luc ida G s i s i

VT40S Trans luc ida G s i s i

VT43S Ro s ada Y s i s i

VT44N Blanca /o paca B s i s i
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Apéndice C. 

Análisis del cladograma en función de el sitio de procedencia y su fenotipo 

en placa de YEM agar azul de bromotimol. 

 

� Clado I: 17 aislamientos. 14 CU (82 %), 3 NJ (18 %). 9 S (53 %), 8 N 

(47 %). 13 Y (76 %), 3 BY (18 %), 1 B (6 %).  

� Clado II: 3 aislamientos. 1 CA (S, BY), E 110 y E 104.  

� Clado III: 6 aislamientos. 3 NJ (50 %), 1 CA (17 %), E 109, USDA 110. 

3 N (50 %), 1 S (17 %). 2 Y (33 %), 1 BY (17 %), 1 B (17 %)  

� Clado IV: 1 aislamiento NJ, S, Y.  

� Clado V: 4 aislamientos. 2 NJ (50 %), 2 CU (50 %). 3 N (75 %), 1 S (25 

%). 2 B (50 %), 2 BY (50 %).  

� Clado VI: 66 aislamientos.  

� Clado VIA: 9 aislamientos. 5 SA (55 %), 4 NJ (45 %). 3 N (33 %), 6 S 

(67 %). 1 Y (11 %), 3 B (33 %), 5 BY (56 %).  

� Clado VIB: 54 aislamientos..  

� Clado VIB.1: 29 aislamientos. 17 VT (59 %), 2 CA (7 %), 1 NJ (3 %), 9 

SA (31 %). 5 N (17 %), 23 S (79 %). 6 Y (21 %), 11 B (38 %), 12 BY (41 

%).  

� Clado VIB.2: 15 aislamientos. 10 CA (67 %), 2 SA (13 %), 2 NJ (13 %), 

1 CU (7 %). 11 N (73 %), 4 S (27 %).  

� Clado VIB.3: 10 aislamientos. 7 CA (70 %), 3 VT (30%). 5 N (50 %), 4 

S (40 %). 4 Y (40 %), 2 B (20 %), 4 BY (40 %).  

� Clado VIC: 3 aislamientos. 2 SA (67 %), 1 NJ (33 %). 1 N (33 %), 2 S 

(67 %). 1 B (33 %), 2 BY (67 %).  

� Clado VII: 2 aislamientos. 1 SA, N, Y. 1 CU, S, Y.  

� Clado VIII: 4 aislamientos. 3 NJ (75 %), 1 CU (25 %). 1 N (25 %), 3 S 

(75 %). 2 Y (50 %), 1 B (25 %), 1 BY (25 %).  

� Clado IX: 1 aislamiento. CU, N, B.  
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