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INTRODUCCION

El nitrdégeno es uno de los elementos mis importantes que interv%e-
nen en el desarrollo de las plantas, ya que es esencial en la formacién
de gran nmero de compuestos, tales como: amino4cidos, proteinas, hormo-
nas, vitaminas, etc. ‘

Es ampliamente conocido que el nitrbgeno es el elemento mds abun-
dante en la atmdsfera, aproximadamente el 79% del aire estd compuesto por
éste,

Por otra parte, se ha encontrado que en la mayoria de los suelos de
México y del mundo, el nitr6geno es insuficiente ﬁéra el desarrollo normal
de los cultivos, por lo que es necesario aiiadirlo en forma de fertilizan-
tes (inorganicos y orginicos).

La creciente escasez de fertilizante nitrogenado, el alto requeri-
miento de ehergia para su fabricacidn y principalmente el incremento de
su produccifén, han producido gran interés en la bGsqueda de tecnologias,
alternativas para obtenerlo. Por otro lado, la fertilizaci6n trae como
consecuencia problemas de salinidad, cambios de pH y puestd que el fertili-
zante es un subproducto de petrfleo, es un recurso no renobable.

La fijacién de nitr6geno atmosf&rico por medios biolégicos, es una
opcidn cen que puede contar el hombre para substituir las aplicaciones de
elementos nitrogenados. Este tipo de fijacidén se logra gracias a una -~
asociacién simbiftica que existe entre las bacterias del género Rhizobium
sp ¥y una planta leguminosa. Debido a esto la planta recibe nitrégeno,kel
cual fue previamente convertido a formas utilizables, a su vez la bacteria

recibe de la planta glucGcidos que sirven como fuente de energia para su

desarrollo.



En México, como en otros paises en vias de desarrollo, la dieta
alimenticia b&dsica estd formada generalmente por dos familias de plan-
tas: las gramineas; ya sea maiz, arroz, trigo, etc. y las leguminosés;
vya sea frijol (principalmente), chicharo, soya, lenteja, etc. De tal
forma que si nosotros utilizamos alternativas que disminuyan el consumo
nacional de fertilizantes nitrogenados, como lo hacen las leguminosas
debido a su asociacifén simbidtica, serd ventajoso ya que este fertilizan-
te ahorrado podrd ser destinado a otros cultivos que no tengan 1la par-
ticularidad de fijar nitrégeno, como 1o son las gramineas.

Por otro lado, desde el punto de vista agronSmico, la asociacién
simbi6tica Rhizobium-leguminosa reviste especial interés, ya que las le-
guninosas han sido empleadas en el sistema 1lamado rotaci6n de cultivos
con el pr0pdsito &e mejorar las tierras con respecto a su contenido de
nitrégeno, este método constituye en la actualidad el medio mis préictico
de enriquecer el suelo en forma natural con ese elemento.

El presente trabajo tiene como objetivo presentar los diferentes
factores que intetrvienen en el proceso denfijacidn biol6gica de nitroge-
no, con el fin de esclarecer uﬁ poco mds este tema y poder obtener un me-
jor provecho de dicha relacidn.

Para lograr tal meta, se revisaron algunos de los principales traba-
jos experimentales que involucran este proceso, asi como los diferentes
conceptos bdsicos de varios autores que estudian la microbiologia del sue-
lo, por lo que se considera un compendio de material bibliogrdfico dis-

perso.



LAS LEGUMINOSAS

Importancia Econémica.

Uno de los problemas actuales m&s agudos en la alimentacién de millo-
nes de habitantes en el mmndo, es el déficit proteico de la dieta alimenticia
(Ustemenko 1982). Las leguminosas son una alternatiya para contrarrestar -
esteproblema, ya queconstituyenuna fuente principal de protefnas que se pue-
de obtener a bajo costo.

Entre los representantes mis importantes de la familia dehlas legumi-
nosas (subfamilia papilionoidea), que se cultivan en las regiones cilidas de

los trbpicos y subtrépicos se encuentran: El frijol (Phaseolus vulgaris L.),

la sova (Glycine max L. Merril), el chicharo (Pisum sativum L.), el garbanzo

(Cicer sp), 1la alfalfa (Medicago sativa), la lenteja (Lens esculenta), el haba

(Vicia faba), y el cacahuate (Arachis hipogea).

Las leguminosas por sus precios bajos son preferidas por grandes con-
glomerados humanos, y se les cultiva tanto por sus granos como por su forraje,
ademés se utilizan como abono verde (Reyes 1972).

Segim los datos de la FAO, el 4rea mundial ocupada por las leguminosas
de grano constituye 118 millones de hectédreas, alcanzando una produccién total
de unos 43 a 44 millones de toneladas.

En México la produccién de leguminosas en el afioc de 1981 fue de - -
19'182,854 toneladas sembradas en una superficie de 3'351,128 hectédreas. Tabla

La importancia en cuanto a su composicién quimica es bastante amplia.

Tabla 2.

El contenido proteico en las semillas de las leguminosas es de dos a
tres veces mis alto que en los cereales (trigo el 7-21%, mafz 7-15% y arroz -

7-8%) y diez a veinte veces mayor con los tubérculos (Ustemenko 1982).
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Ademds las leguminosas hacen una importante contribucién de fierro, tiami-

na y 4cido nicotinico a la dieta ( Doughty yOrrarca 1966 ).

Tabla 2

Valores medios de la composicitn quimica de las semillas de algunas legumi-
nosas en % de materia seca (Ustemenko 1982).

Qultivos Proteina Grasa Ceniza Substancias Celulosa
cruda cruda extrativas cruda
sin N
Soya 39.2 17.5 4.7 30.2 4.4
Frijol 21.0 1.5 3.6 57.5 3l
Garbanzo 18.6 B 3.3 55.6 4.5
Vigna 21.9 1.4 3.4 58.8 6.9

Las leguminosas tienen una gran area de adaptacidn, cultivdndose en
diferentes altitudes y latitudes; suelos y climas. Las razas, variedades

e hibridos tienen un 4rea de adaptacién mds restringida.

Descripcién TaxonGmica,

Las leguminosas se clasifican de 1la siguiente manera:

Reino: Vegetal
Subreino: Plantas
Phillum: Tracheophita
Clase: Angiospermas
Subclase: Dicolitedoneas
Orden: Rosales
Suborden: Rosinae

'Familia: Legunminosae




Subfamilias: Papilionoidea
Cesalpinoidea
Mimosoideas
Como se menciond anteriormente la subfamilia mds importante desde el

punto de vista agrondmico es la Papilionoidea, con los géneros ya menciona-

dos.

Descripcién Boténica.

La familia Leguminosae, comprende plantas herbdceas, arbustivas o
arbdreas que viven en climas tropicales y templados.

Sus 6rganos presentan las siguientes caracteristicas:

Raiz. Poseen raiz tipica, en la que presentan nudosidades o abul-
tamientos provocados por la presencia de bacterias del género Rhi zobium
(Ruiz 1979). Al respecto Allen y Allen (1947) citados por Salle (1947)
mencionan que las leguminosas comprenden 429 géneros con unas 10,000 espe-
cies de plantas. De ellas en 179 géneros (413%) con 946 especies se ha es-
tudiédo la nodulacién y tnicamente 77 especies han dejado de presentar nddu-
los una y otra vez.

Hojas.‘ Son alternas generalmente pinadas, con n(mero variable de
foliolos, ademas poseen estipulas y se disponen en forma alterna.

Flores. Poseen flores hermafroditas, pentameras, sigomorfas o acti-
nomorfas, generalmente se agrupan en inflorescencia en racimos. E1 caliz
posee cinco cépalos libres o algo soldados y la corola cinco pétalos libres
rara vez soldados o desiguales. El androceo presenta generalmente 10 es-
tambres, rara vez mds o menos de 10. El1 gineceo pfesenta ovario sGpero, uni-

carpelar, unilocular.

Fruto. El fruto es una vaina dehiscente o indehiscente y las semi-



llas carecen de endospermo, o bien este queda reducido a una delgada capa

(Ruiz 1979).



EL METABOLISMO DEL NITROGENO

Importancia del Nitrdgeno en las Plantas.

El nitrégeno se encuentra en las plantas cumpliendo importantes
funciones bioquimicas,

Este elemento para ser absorbido por la mayorifa de las plantas {excep-
to las leguminosas), debe estar en forma diferente que el nitr6geno molecu-
lar. Las formas mds comunes asimiladas por las plantas son los iones de ni-
trato (NO& (Tisdale 1982). |

Independientemente de la forma absorbida, el nitrSgeno es transforma-
do en el interior de las plantas en bases nitrogenadas (-N=, -NH- & NHZ).
De esta forma el nitr6geno interviene en la formacién de aminoicidos, lue-
go éstos entran en la sintesis de prdtidos y de proteinas vegetales |
(Tisdale 1982). Aproximadamente el 20 al 30% de los alimentos plisticos
estd formado por protefnas  (Benavides 1982).

Ademids el nitr6geno se encuentra en moléculas tan importantes como
las purinas, las pirimidinas, porfirinas y coenzimas. Las purinas y piri-
midinas se encuentran en los 4cidos nucleicos RNA y DNA esenciales para la
sintesis de protefnas. El anillo de la porfirina se encuentra en compuestos
tan importantes desde el punto de vista metabSlico, como las clorofilas y
las enzimas del grupo de los citocromos, esenciales para la fotosintesis y
la respiracién (Devlin 1980).

Un adecuado suministro de nitrdégenoc estd asociado .con vigorosos cre-
cimientos vegetativos y un intenso color verde, asi como con un aumento
en corpulencia de los granos  (Buckman y Brady 1977, Tisdale 1982).

Sin embargo existen diferentes efectos negativos que se presentan de-

bido a la aplicacién de cantidades excesivas de nitrégeno, entre estos efec-



tos encontramos los sigulentes:

a) Prolongacitn del periodo de crecimiento y retrazo de la madurez.

b) Excesivo crecimiento de los entrenudos que forman asi un largo
y débil tallo.

¢) Puede hacer bajar la calidad del grano, debido a la falta 6pti-
ma de sequedad del mismo.

d) En ocasiones puede suprimir la resistencia a enfermedades y pla-

gas. Esto es debido a la suculencia que presentan los tejidos (Buckman

y Brady 1977).

Formas de Nitrdgeno Disponible por la Planta.

Las formas de nitr6genc que se encuentran a disposicién de la planta
se distribuyen en cuatro grupos:

1. Nitr6geno en forma de nitrato

2. Nitr6geno en forma amoniacal

3. Nitr6geno en forma orgadnica

4, Nitr6geno en forma molecular

1. Nitrdgeno en forma de nitrato (NOS). Es una forma inorganica
producto de la descomposicién de las proteinas gracias al proceso de ni-
trificacién,

2, Nitrégeno en forma amoniacal (NH;). Forma inorganica producto
de la reduccién del amoniaco, que es un compuesto intermedio del proceso
de nitrificacién y que se produce especificamente en una fase llamada
amonizacion,

3. Nitrégeno en forma orgdnica. En las plantas superiores el apro-

vechamiento del nitr6geno orginico, se da en muy baja escala puesto que
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queda sujeto principalmente a organismos inferiores. El nitrdgeno or-
ginico puede ser representado por la entrada de algunos aminoacidos y
algunas sales orgdnicas como la Urea.

4. Nitr6geno molecular (NZ). Esta forma es la mis abundante ya que
se encuentra en un 79% en la atmdsfera, Qin embargo las plantas no pueden
aprovecharla en forma directa, sino que necesitan de algunos microorganis-
mos para poder obtenerla (Benavides 1982).

En esta forma de nitrdgeno, es donde intervienen las bacterias del

género Rhizobium sp., de las cuales hablaremos mds adelante.

Etapas Esenciales del Ciclo del Nitrégeno.

En todos los suelos existen al cabo del afio considerables entradas
y salidas de nitrSgeno acompanadas de muchas transformaciones complejas.
Algunos de estos cambios pueden controlarse mds o menos por €l hombre,
mientras que otros estian mas alls de su control. Esta sucesifén de reaccio-
nes quimicas controladas constituye 1o que se conoce con €l nombre del
""Ciclo del Nitr6geno''  (Buckman y Brady i977). Fig. 1

En el ciclo del nitrdgeno las:plantas juegan un papel muy importante
ya que contienen protefnas vegetales. Los animales al alimentarse de las
plantas transforman estas proteinas a proteinas animales y deéechos nitro-
genados, los cuales pasan nuevamente al suelo. Otro cambio de este ciclo
lo constituye la muerte de las plantas y animales ya que las bacterias y
hongos de la putrefaccién incorporan rmevamente al suelo el nitrSgeno de
los primeros. Ademds de los microorganismos fijadores de nitrdgeno atmos-
férico, las tommentas eléctricas juegan un papel importante en este proce-
so, gracias a ellas, se combina el nitrdgeno con el oxigeno formando ni-

tratos, los cuales se precipitan con la lluvia entrando a través de los



estomas, conduciendo a una fertilizacidn foliar en forma natural. Las
cantidades fijadas son muy pequefias, van de 2 a 20 Kg./Ha.

La mineralizacioén de los compuestos nitrogenados orgdnicos se pro-
duce etapa por etapa en tres reacciones esenciales: Aminizacién, Amoni-
trificacién y Nitrificacidén. Las dos primeras se realizan a través de
organismos heterdtrofos y la tercera se realiza por organismos autStrofos
del suelo. Los heterStrofos requieren como fuente de energia compuestos
carbonados orgdnicos, los autStrofos obtienen la energia de la oxidacién
de sales inorganicas y obtienen el carbono necesario del CO2 de la atmds-
fera que 1o rodea  (Tisdale 1982).

a) Aminizacién ¢ Aminificacifn

Es una de las etapas finales de la descomposicién de los materiales
nitrogenados, que consiste en la descomposicién hidrolitica de las pro-
tefnas y la liberacidén de aminas y aminodcidos. Esta funcién la realizan

organismos heter6trofos que incluyen numerosos grupos de bacterias y hon-

gos.
Se representa esquemdticamente como sigue:
Proteinas y
# RN, + CO, + E + Otros productos
- 2 2
Proteinoides

Donde E = Energia

b) Amonificacién

Las aminas y los aminodcidos asf liberados son utilizados posterior-
mente por otros grupos de organismos het;rdtrofos con la liberacién de

compuestos amoniacales. Esta etapa se denomina Amonificacién y se repre-

senta como sigue:

11
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R-NH, + HOH ———— NH; + R-OH + Energfa

Comb. Amino
- +

El amonfaco asi liberado sufre destinos diversos en el suelo:

1. Puede ser convertido por nitritos y nitratos por el proceso de

nitrificacién.
2. Puede ser absorbido directamente por las plantas superiores,

esto se logra mediante la reaccidn con el agua formando hidréxido de amo-

nio, de tal forma que los iones de amonio pueden ser utilizados directa-

mente como fuente de nitrdgeno.

3. Puede ser fijado en una forma no utilizable biolSgicamente en

clertos tipos de arcillas en expansion.

4. Puede escaparse al aire. (Buckman y Brady 1977, Tisdale 1982)

Factores que favorecen la amonificacidn:
1. Cantidad de carbohidratos disponibles,

2. Composicitn quimica del material nitrogenado.

3. Microorganismos involucrados.

4. Acidez, aereaci6n y humedad del suelo. (Buckman y Brady 1977 y

Meyer 1970)
¢) Nitrificacifn

Algo de NHZ liberado en el proceso de amonificacién es convertido a

nitrato, Esta oxidaci6n biol6gica del amonfaco se conoce como nitrifica-
cién. Es un proceso en dos etapas en el que el amoniaco es convertido pri-

mero a nitrito (NOE) y luego de &ste a nitrato (NO&). La conversi6én a ni-

trato se realiza especialmente por un grupo de bacterias -autStrofas obli-

gadas conocidas como Nitrosomonas mediante una reaccifén que puede represen-
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tarse por la siguiente ecuacién:

+
ZNH & -
4 + 302 -vZNO2

La conversifn de nitrito a nitrato se efectda sobre todo por un se-

+ 24,0 + 4H" + Energia

gundo grupo de bacterias denominadas Nitrobacter. La ecuaci6én puede re-

presentarse como sigue:
3NO2 + Op———a 2NO; + Energia

Tres puntos importantes se revelan en estas ecuaciones de nitrifica-
cidén proporcionando un conocimiento que puede clarificar las reacciones que
suceden cuando se aplican al terreno fertilizantes nitrogenados comerciales,
tanto en forma inorgdnica como orginica.

En primer lugar la reaccidp requiere oxigeno molecular (02), por 1o
tanto se llevard a cabo en una forma mis efectiva en suelos con una buena
aereaci6n. Un segundo punto es que la-reaccién libera iones de hidrd&geno
(H+). La liberacién de estos iones da como resultante la acidificacién
del suelo cuando los fertilizantes son convertidos a nitratos. Un tercer
punto es que, puesto que estd implicada la actividad microbiana, la rapidez
y extensién de la transformacién estari influenciada de gran manera por las
condiciones ambientales del suelo, asi como por la humedad y la temperatura

(Buckman y Brady 1977, Tisdale 1982).

Pérdidas de Nitrdgeno Aprovechable.

Existen diferentes procesos por los cuales se puede\perder el nitr6-
geno en forma gaseosa. Estas p€rdidas ocurren cuando el nitrégeno es 1li-
berado a causa de ciertas reacciones quimicas y biolégicas que se verifican
en el terreno. Han sido tres los mecanismos como causa de estas pf€rdidas:

1. La desnitrificacién que es la reduccién bioquimica de los nitra-
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tos bajo condiciones anaerdbicas.

2. Reacciones quimicas que implican a los nitratos bajo reacciones

aerdbicas.

3. Pérdidas volitiles de amoniaco gaseoso (NHS) de la superficie

de los suelos alcalinos.

Desnitrificacidén.

Cuando los suelos se encharcan, el oxigeno es excluido y entonces se
implanta la descomposicidén anaerSbica., Los microorganismos que intervienen

son llamados bacterias desnitrificantes, siendo Bacterium desnitrificans

una de las especies mejor conocidas. Estas bacterias extraen el oxigeno de
los nitratos y nitritos. Mis que usar el oxigeno atmosférico, este oxigeno
es utilizado para oxidar el hidr6genc de los alimentos orginicos, formando
agua, G6xido nitroso (NZO) y nitrégeno molecular (NZ)' Otras pérdidas pueden
éer debido a; la erosién, lixiviacién, volatilizacién  (Buckman y Brady 1977,
Rojas 1981 y Tisdale 1982),

Las fuentes para incorporar el nitrdgeno perdido pueden ser por; mate-
ria orgdnica, abono verde, adicifn de fertilizantes inorgdnicos, fijacién de

nitrégeno atmosférico por organismos simbidticos y asimbidticos.
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l »INITROGENO ATMOSFERICO
DESNITRIFICACION [FIJACION DE NITROCENG

Reduccién de los nitratos

a nitrégeno por las bac--
terias p. e, Pseudomonas.

L N

Los nitratos
sirven como

utriente veg,

[FORMACION DE NITRATO
(Nitrificacidn)
Oxidacion del nitrito a
nitrato por Nitrobacter.

I

FORMACION DE NITRITO
Oxidacién del amoniaco a
nitrito por Nitrosomonas.

y 1

El nitr6geno atmosférico es
fijado por varios microorga-
nismos. p. e. Rhizobium -
Clostridium, Azotcobacter, etc.

FORMACION DE NITROGENO
ORGANICO .

El nitrégeno fijado es utili-
zado por las plantas y conver-
tido en proteinas vegetales,
Las plantas son consumidas poj
los animales y éstos producen
proteina animal.

Muchas especies hete
rétrofas reducen los
nitratos a amoniaco
via nitritos.

v

roteinas.

Los microorganismos
utilizan el amonfaco
para la sintesis de

NITROGENO ORGANICO
Excremento de animales muer/

tos y restos vegetales depo-
sitados en el suelo.

b
FORMACION DEL AMONIACO
(Amonificacion)
Desaminacién de amino&cidos
por muchos microorganismos.
Amonfaco uno de los produc-

Ltos finales del proceso.

{

1

DEGRADACION DEL NITROGENO
ORGANICO

Las proteinas, 4dcidos nucle-
cleicos etc. son atacados
por una diversidad de micro-
organismos. La desarticula-
ci6én produce mezcla de amino-

dcidos.

Fig 1. Representacifn esquemdtica del ciclo del nitrégeno.

6008



ANTECEDENTES HISTORICOS

Hace ya muchos afios se demostrd que el cultivo de ciertas plantas
mejora la tierra y al aumentar su fertilidad, estimula o favorece las co-
sechas venideras. La; plantas que producen tal estimulo resultaron ser
de la familia de las leguminosas (Salle 1965).

Sin embargo, no se sabfa de que forma las leguminosas aportaban
nutrientes. Finalmente se dieron cuenta que los nédulos en las raices
de estas plantas tenfan algo que ver en este proceso. Wornin (1866)
encontrd que una bacteria estaba presente en este proceso, pero €1 lo ex-
plicé como un fendmeno patolégico. Mas con el conocimiento de la es-
terilizacién del suelo, se encontrs que la formacién de nédulos era inhi-
bida, indicando el origen bioldgico de éstos.

Una contribucidén importante fue hecha por Wuard, quién descubri6
que se podfa inocular las plantas jévenes de las leguminosas mediante el
contacto de €stas con nbédulos de plantas adultas.  (Tanner 1948).

En Alemania se observé que el cultive de soya (Glycine max L.
Merril) no prosperaba sin antes haber adicionado suelo del habitat natu-
ral de la soya a sus semillas.

En 1886 dos cientificos alemanes Hellriegel y Wilfarth, reportan
haber descubierto que cierta bacteria, después 1lamada Rhizobium, que se

encontraba en las raices de las leguninosas inducfa a la formacién de -
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nédulos, Demostraron que las plantas no leguminosas dependen para Su cre-

cimiento del nitrdgeno mineral suministrado, pero que esto no es necesa-
riamente asi en el caso de las leguminosas. Hallaron que estas plantas
cultivadas en un medio libre de nitrégeno, excepcifn hecha de las trazas

aportadas en un indculo del suelo, obtenfan esta substancia en grado -
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suficiente y crecian bient cuando formaban nédulos. Por otro lado, si se
agregaba un in6culo de suelo y luego se le esterilizaba, sus rafces no

formaban nédulos, su crecimiento era lento y no ganaban nitrSgeno (Tabla 3).

Tabla 3

Rendimiento de avena (Avena sativa) y arvejas (Pisum sativum L.) y salde
de nitrégeno en arena cuarzosa inoculada de diversas maneras o fertilizada

con nitrégeno (Hellriegel y Wilfarth 1891).

Peso de materia Nitrdgeno en las
seca de las plantas ganado (+)
plantas o perdido (-),
Nitrégeno en g en mg
agregado
como nitrato
mg inoculacién Avena  Arvejas Avena Arvejas
0 sin inocular 0.6 0.8 -20 - =25
0 inoculado pe-
TO esterili-
zado. - - 0.9 - - -23
0 inoculado 0.7 16.4 -19 +386
112 sin inocular 12.0 12.9 -49 +38
112 inoculado 11.6 15.3 -47 +107

1Relativo al nitrdgeno agregado a la semilla, al medio y en forma de nitrato.

Sobre la base de estos experimentos, Hellriegel y Wilfarth formularon
la teorfa de que las bacterias de los n6dulos radiculares asimilaban nitré-

geno elemental del aire y que posteriommente, las plantas usaban parte de los
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compuestos nitrogenados sintetizados por las bacterias. (Black 1975)
En 1888, Beijerinck logr6 aislar el organismo casual de los né-

dulos radiculares, al que denomind Bacilus radicola que posteriormente

cambié para designarlo con el nombre genérico de Rhizobium. Mientras que
el suelo es el habitat natural del rizobio, éste no esti presente en to-
dos los suelos  (Burton 1961 citado por Carranza 1984).

En 1892 Scholoesing y Laurent comprobaron que la ganancia en ni-
trégeno por las plantas se equilibraba con una pérdida correspondiente de
aquel por la atmSsfera, con lo que se corroboraba la teoria de Hellriegel
y Wilfarth en cuanto a la fuente de nitrdgeno. (Black 1975).

A este proceso de fijacién biol6gica de nitr6geno debido a una a-
sociacidn de una bacteria (Rhizobium sp) con una leguminosa, se le 1llamé
simbiosis. La simbiosis consiste en una asociaci6n Intima y permanente
entre dos tipos diferentes de organismos (Croquist 1980). En un sentido
m4s restringido, el témmino simbiosis se refiere a asociaciones en que am-
bos simbiontes sacan provecho de la vida en comtin (Black 1975). En es-
te caso los microdrganiémos radfcolas utilizan el nitrégeno de la atmfsfe-
ra y sintetizan compuestos nitrogenados. La planta recibe su nitrégeno
de las actividades sintéticas de las bacterias y les proporciona a su vez
alimento en forma de carbohidratos; es decir que una y otra se benefician

viviendo en comin (Salle 1965).
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CARACTERISTICAS DE Rhizobium sp

Clasificacion TaxonSmica.

Bergey citado por Salle (1965), clasifica a Rhizobium sp de la siguien-

te manera:
Reino: Vegetal
Subreino: Thalophita
Divisién: Schizophita
Clase: Schizomycetes
Orden: Eubacteriales
Familia: Rhizobiaceae
Género: " Rhizobium
Especies: leguminosarum, phaseoli, trifolii,

lupini, japonicum y meliloti

Un concepto generalmente aceptado para la clasificacién del género -
Rhizobium sp es la de grupos de inpculacidn cruzada, dicha agrupacién se re-
fiere solamente a la relacidén organismo-planta sin tomar en cuenta las ca-
racteristicas individuales de la bacteria (Perez 1980j . Burton (1967) cita-
do por el mismo autor, define como grupo de inoculacifn cruzada a las legumi-
nosas que pueden ser inoculadas por un mismo Rhizobium sp y en consecuencia
una especie del género Rhizobium sp estd formada por todas las cepas que no-
dulan a un grupo de inoculacién cruzada.

Fred y Wisconsin (1932) citados por Russell (1961) reconocen seis gru-
pos de inoculacifn cruzada, basados en el supuesto de que todas las cepas que
forman un grupo, podrfan infectar todas las especies de plantas dentro del -
grupo y nunca fuera de €1. Fred considera que cada éspecie de Rhizobium sp in-

fecta a diferentes especies de leguminosas dentro de cada grupo.
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Hay casi tantas cepas de bacterias radicolas como plantas sensibles,
Hay que conjugar la pareja adecuada; la planta y el rizobio han de ser per-
fectamente compatibles (Salle 1965).

Regulammente se reconoce seis grupos de inoculacién cruzada: el grupo
alfalfa, frijol de vaca, lupino, chicharo, trébol .y soya.

Stevenson citado por Tisdale (1982) emite un esquema de clasificacifn

de las asociaciones Rhizobium-leguminosa Tabla 4.
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TABLA 4
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Esquema de clasificacidn de las asociaciones Rhizobium-leguminosa

ESPECIES DE GRUPO AL (UE PUEDE GENERD LEGUMINOSAS
I

RHIZOBIUM INOCULARSE HUESPED INCLUIDAS J

R, meliloti Alfalfa Medicago Alfalfa
Melilotus Trébol dulce
Trigonela Fenogriego

R. trifolii Trébol Trifolium Trébol -

R. leguminosarum Chicharo Pisum Chicharo
Vicia Haba
Lanthyrus Guisante dulce
Lens Lenteja

R. phaseoli IFrijol Phaseolus

R. lupini Altramuz Lupinus Altramuz
Orithopus Serradella

R. japonicum Soya Glycine Soja

Guisante
Vac:uno1 Vigna Cowpea

Lespedeza Lespedeza
Crotolaria Crotolaria
Pueraria Kudzu
Arachis Cacahuate
Phaseolus Frijol lima

1Este grupo no ha alcanzado la condicidén de variedad.
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Descripcidén morfoldgica.

Tanner (1949) describe a Rhizobium como una bacteria aerobia ca-
paz de producir nédulos en las diferentes raices de las leguminosas, son
Gram negativas, miden de 0.5 a 0.9 pof 1.2 a 3 micras; son méviles -
cuando jévenes comunmente cambian a formas bacterocidales en un cultivo ar-
‘tificial que contiene alcaloides o gluc6sidos, o debido a un incremento en
la acidez, o bien durante la simbiosis dentro del nédulo. La temperatura
6ptima en que viven es de 25°C. Es una bacteria de tipo heterotré6fica,

Generalmente las bacterias se producen asexualmente por divisidn sen-
cilla (fision), divisidn del cuerpo progenitor de dos partes hijas mis o
menos iguales (Salle 1965).

Los bacilos de Rhizobium tienen dos a cinco flagelos peritricos so-
bre la superficie y uno de ellos subpolar, en la mayoria de los casos los
flagelos peritricos se desprenden ficilmente lo que no sucede con el fla-
gelo subpolar (Rassel 1965 citado por Perez 1980).

En medios de cultivos in vitro pueden ser conservados fdcilmente da-
das las caracteristicas heterotr6ficas (Bergey 1957 citado por Salle 1965).

Cuando se desarrollan en los nddulos muestran ramificaciones en for-
ma de '"T'" o "Y' (fommas bacteroidales) en las que se cree que la fijacién de
nitrégeno se efectda en forma mds eficiente., Otras formas caracteristicas
encontradas son de tipo de estrellas, clavas y bastones vacuolados (Echegary
1958).

Aunque la mayorfa de los autores reconocen que Rhizobium es Gram ne-
gativa, Bisset (1952)citado por Perez (1980) menciona haber encontrado en nddu-
los de algunas leguminosas silvestres, formas Gram positivas semejantes a la

del género Basillus sp que producen cocoides (formas muy pequefias de bac-

terias) y endosporas resistentes., Crecen en medios que contenga agua de -



levaduras, manitol, extractos de plantas, malta y otros materiales. Re-

ducen ligeramente los nitratos y no utilizan los nitritos.
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IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA RELACION SIMBIOTICA
Rhizobium- LEGUMINOSA

El aumento de la poblacibén mundial y la escasez de energia son
dos fenémenos que van en crecimiento continuo, por una parte la pobla-
cibén demanda mayor cantidad de alimento y la produccién de éstos deman-
da a la vez la energia necesaria para incrementar el factor productivi-
dad, ya que en los filtimos afios el aumento de la produccién vegetal esté
dependiendo del consumo de fertilizantes, sobre todo fertilizantes nitro-
genados (Lopez y Ferrara 1981).

Para tener una idea de dicha dependencia, se menciona que la can-
tidad de este insumo utilizado para fines agricolas fue de 0.4 X 106 Ton.
en 1905, de 3.5 X 106 Ton. en 1974 y las proyecciones futuras indican que
1a demanda para la produccién vegetal seri alrededor de 160 X 10® Ton. pa-
ra el afio 2000 (Hardy citado por Lopez 1975).

Al cambio de la estructura molecular del nitrbgeno que incluye el
rompimiento de la molécula y su posterior reaccién con hidrégeno para la
formacién en primer lugar del amoniaco y en forma subsecuente otros pro-
ductos, se le denomina "Fijacién de Nitrégeno'. Este proceso es facti-
ble a nivel industrial mediante sintesis quimicas, requiere consumos de
grandes cantidades de combustible (hidrocarburos) para reunir las condi-
ciones elevadas de temperatura y presién (Trujillo 1981).

Por otro lado, eﬁiste en la naturaleza un proceso de fijacién de
nitrégeno atmosférico de gran importancia. Este es realizado por dife-
rentes microorganismos que poseen en su estructura un complejo sistema
enzimdtico, capaz de transformar el nitrdgeno atmosférico a varias formas

asimilables por las plantas en condiciones de vresibén y temperatura nor-
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males. Este proceso es llevadoa cabo por varios microorganismos que vi-
ven en simbiosis con gran numero de plantas, especialmente plantas legu-
minosas con las bacterias del género Rhizobium sp.

Existen gran cantidad de reportes que sefialan la factibilidad eco-
némica del uso de cepas eficientes de Rhizobium en sustitucién del ferti-
lizante nitrogenado y en el incremento del rendimiento econdmico del cul-
tivo (L6pez y Ferrara 1981). | -

Gragham et. al., (1978-1979) efectu6 un ensayo colaborativo de ino-
culacién en varias local idadés, utilizando diez cepas de Rhizobium -
phaseoli altamente eficiente. Los 12 ensayos del IBIT (The International
Bean Inoculation Trial) se sembraron en siete pafses: Mexico, Peri, Bo-
livia, EE UU (Hawaii), Brasil, El Salvador y Colombia, obteniendo respues-
tas significativas en el rendimiento (incremento del 39 al 61% sobre plan-
tas testigas sin nitrégeno).

El area total cultivada en México es de 18'792,497 Ha. de las cua-
les 3'471,498 corresponden a légu.nninosas. Considerando que enel 27% de esta
4drea se emplea fertilizante nitrogenado que representa el 17.3% de la pro-
- duccidn actual del sulfato de amonio en Mgxico y de que la produccién de
inoculantes solamente satisface el 10.36% de las necesidades, 1las cuales lle-
gan a 10,334 Ton. por afio, se puede observar que la practica de inoculacién
no es muy comin, La principal causa es la falta de informacién y de divul-
gacion de los beneficios que pueden obtenerse con la adecuada aplicacidn de
los inoculantes (Trujillo 1981).

De acuerdo con el gran namero de datos experimentales en los que se
evalian la cantidad de nitrfgeno atmosférico que son fijadas por las dife-

rentes leguminosas que se ‘siembran en México, se puede observar la ventaja



que representa el uso adecuado de los inoculantes en las 3'000,000 de
Ha. que aproximadamente se siembran, la fijacion bioldgica aportaria
210,000 Ton. de nitrégeno anualmente, que equivaldrian a 1'000,000 de

Ton. de sulfato de amonio.
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IMPORTANCIA ECOLOGICA

La fijacién de nitr6geno por las leguminosas, les confiere ventajas
competitivas bajo condiciones de deficiencias de nutrientes, obviamente
ellas son mis eficientes al efectuarla bajo un conjunto de condiciones par-
ticulares. Nosotros estamos acostumbrados a considerar las plantas en tér-
minos ecoldgicos de su sistema fotosintético (CS’ Cq ¥ CAM). La informa-
cién llega a ser gradualmente disponible que nos permite pensar en términos
paralelos con respecto a la fijacién de nitrdgeno  (Sprent 1981).

La coevolucidén de Rhizobium-leguminosa se ha adaptado a diferentes
condiciones ambientales y esto puede aiin extenderla a tolerancias de mine-
rales especificos; como el niquel y el magnesio, lo cual penhite el enrique-
cimiento de nitrGgéno en tales suelos,

La deficiencia de nitr6geno, se presenta en ireas erosionadas y
abandonadas, tales como las dunas de arena, la lava volcinica, seguido de
ireas agricolas sobreexplotadas por el hombre. Estas dreas pueden ser re-
cuperadas en cuanto al confenido de nutrientes, ya que la introduccién de
leguminosas permitiria.. el establecimiento de otras plantas no leguminosas
que evitarian la erosién y ayudarfa a captar agua y nutrientes., Las le-
guninosas juegan un papel positivo en el desarrollo de ecosistemas y en
praderas, su ubicacién especificapuede estar estrechamente relacionada con
especies complementarias especialmente pastos, las cuales crecen formida-
blemente en dicha asociacién. La transferencia de nitrégeno de los dos
simbiontes Rhizobium-leguminosa puede realizarse por la exudacifn de com-
puestos nitrogenados orginicos simples; por el desprendimiento de los nédu-
los y por el tejido radicular muerto,

Si un sistema se desarrolla por completo en bosques muy densos,
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el sombreado generalmente eliminari a las leguminosas fijadoras de nitrége-
no. El nitrégeno liberado de esta manera puede ser aprovechado por el bos-
que. Cuando el nitrdgeno es reincorporado al suelo, las leguminosas pier-

den su capacidad competitiva y si &stas persisten fijardn poco nitrégeno.
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LA RELACION PLANTA-BACTERIA

Principios que Explican la Relaciocn Rhizobium-Leguninosa.

La relaci6n Rhizobium-leguminosa depende de como sea interpretada
la situacién. Cuando dos organismos viven préximos el uno al otro es ne-
cesario entender cuales son las diferentes explicaciones que pueden darse
al fendmeno.

Una forma interesante de intercambio de materiales entre paridsito
y hospedero es la que constituye la llamada simbiosis.

Con todo el rigor terminoldgico, la simbiosis es la asociaéidn de
dos organismos de manera tal que la vida de uno esti estrechamente unida
a la del otro. También el parasitismo patolSgico constituye una forma de
simbiosis, puesto que uno de los dos microorganismos por lo general acaba
nor sucumbir, tal simbiosis se llama simbiosis antagénica.

Algunos autores han sugerido a 1la relacifén Rhizobium-leguminosa como
un caso de parasitismo, la leguminosa efectda el papel de hospedero y la
bacteria el papel de pardsito. Ruiz (1979) menciona que la simbiosis es
un caso especial de parasitismo en el cual se establece una lucha entre el
pardsito y el hu€sped; de esta lucha resulta un equilibrio funcional, que
una vez obtenido permite al huésped vivir a expensas del pardsito contra el
cual se defiende y al pardsito existir a expensas del hu€sped. Algunas -
veces el equilibrio se rompe, pues en ciertas ocasiones se ha hecho constar
que la planta mata a las bacterias y viceversa; &€stas en condiciones apro-
piadas se reproducen con gran intensidad, que invaden todas las raices y
la leguminosa llega a sucumbir.

En la asociacidén Rhizobium-leguminosa ambos organismos se benefician,



por lo tanto el parasitismo no interviehe en este fendmeno, la simbiosis
nutua parece ser la explicacién mds razonable. Desde este punto de vis-

ta la simbiosis ha sido definida como una sucesién contigua entre dos o

mds organismos morfolSgicamente distintos, de diferente especie, resultan-
do como consecuencia la adquisicién de sustancias alimenticias. Esta de-
finicién implica que los organismos involucrados tienen la habilidad de
vivir en forma independiente pero que ambos se benefician con la asociacién.
La pregunta puede responderse como uh organismo que beneficia a otro en -
este caso. Esto se explica debido a que la bacteria obtiene de la planta
carbohidratos y da a cambio el nitr6geno que es necesario para su crecimien-
to. En comparacifén con la forma no simbi6tica de fijacidén de nitrdgeno, la

forma simbiStica tiende a aumentar la cantidad de materia orgdnica en una

forma alta en el suelo.

Infeccién y Formacién de Nédulos.

En la actualidad se comprenden bastante bien las etapas de la infec-
cién y desarrollo de los n6dulos radicales. (Fig. 2).

Las raices de las leguminosas segregan diversos materiales organicos que
estimulan el crecimiento de una microflora en la rizésfera. Alrededor de
la parte exterior de la rafz de la leguminosa se forma una capa especifica
membranosa, el objeto de esta membrana es evitar que las secreciones de la
rafz escapen de la regidén inmediata adyacente a esta y que la flora de la
rizbésfera quede asi concentrada en esta zona, si en el suelo hay rizobios,
crecen en la rizésfera y producen altas densidades de poblacién (Brock 1973).

Dentro de los exudados radicales se han encontrado aminoicidos, -
azicares, enzimas y vitaminas, siendo mayores las cantidades en las legu-

minosas {Rovira 1962 citado por Perez 1980). Asfi mismo Rovira y Harris 1961
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citados por el mismo autor, mencionan que-la biotina pudiera ser el fac-
tor de crecimiento mds importante de los exudados ya que estd en cantida-
des suficientes para influir en los organismos de la rizdsfera. Las se-
creciones radicales de las leguminosas estimulan cepas efectivas y no efec-
tivas de Rhizobium y en menor grado otros microorganismos de diferentes
especies., |

Las bacterias existen en el suelo probablemente en una fase cocoide
inm6vil, llamada también premdvil y luego pasan a la forma flagelar de ma-
nera que estan en condiciones de movilizarse y poder penetrar en los pelos
absorbentes (Echegary 1958j(Pig. 3y 4.

La infeccién de la rafz se produce a través de los pelos radicales.
Una de las secreciones de la rafz es el trintofano que se transforma en
la hormona vegetal &cido indolacético (IAA) por los Rizobios (Brock 1973).

Resumiendo el presente estado de concocimiento concerniente en los
sucesos de la rizbésfera antes de la infeccién por Rhizobium,Nutman (1963)
emite un esquema de 1a-interaccidn entre las bacterias y las raicillas.
En la Fig 5 se distinguen una serie de nueve etapas. Las primeras seis
afectan a la reaccién de enrizado del pelo radicular de la leguminosa vy
las dltimas tres son asociadas con la etapa preliminar especifica de in-
feccifn. Nutman menciona que, primero existe una secrecién de la raiz,
esto influye en una multiplicacién de la bacteria, a su vez la planta se-
creta triptofano y la bacteria lo oxida a &cido indolacético (IAA), que
con la ayuda de un cofactor no conocido segregado por la planta, produce
un enrizado en la misma, posteriommente la bacteria produce un polizac&ri-
do que induce a la secreci6n de poligalacturasa por la planta, luego se
produce la infeccifn. En este momento pueden producirse enzimas que di-

suelven el material cementante que mantiene juntas las microfibrillas de



33

v
R .,
;‘ - 0../ o

Ciclo de Rhizobium leguminosarum mostrando su pleomorfismo

Fie, 3

Ciclo de Bisset. N.en el nddulo pequefias bacterias pasan a bacterioides (4).
S. en el suelo endosporas (8) o swarmers (2) que se forman de bacilos gran-
des (1-2). Los '"swarmers' se transforman en pequefios bacilos (5-6), los
cuales pueden atacar los pelos de las raices de plantas susceptibles o cre-
cer de nuevo como bacilos grandes (1). (Rubio y Tijerina citados por San-

chez 1964)



34

la celulosa del pelo radical y penetran en el citoplasma (Brock 1973).
Entre los sistemas de enzimas poligalacturonisicos se encuentran la
B-1, 3- glucanasas y pectinasas. Estas enzimas afectarian las fraccio-
nes bécticas de las paredes celulares componentes mayoritarios, en este
caso facilitando de esta manera la penetracitén fisica de la bacteria

(C6rdoba 1976).

BACTERIA ‘ ' RAIZ DE LA PLANTA

A | _— Secreci6n de la raiz 1
2 Multiplicaci6n de |

las bacterias

*// Secreci6n de triptofano 3
4 Oxidacién a IAA
Co-factor no conocido 5
—
\ 3 ’ - -
] Enrizado y ramifica- 6
cién de los pelos ra-
—~» dicales
7 Polizacarido bacterial

\\
Induccién de PG 8

Secrecién de PG 9

Infeccidn 10

-

Fig. 5 Interaccién entre la bacteria Rhizobium y las rafices
de la léguminosa antes de la infecci®n
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Una vez dentro de la rafz, las bacterias se multiplican con -
gran rapidez y formman largos filamentos en esos pelos y hacia el inte-
rior del parénquima radical (Salle 1965). Estos filamentos son lla-
mados "Filamentos de Infeccién' (Brock 1973). La progresién de este
cordén infectante va acompafiada de sintesis activa de celulosas y emi-
celulosas, depositadas longitudinalmente al camino de penetracién, de
tal manera que el cordSn bacteriano queda envuelto en una rigida vaina
polisacdrida (C6rdoba 1976). Estas bacterias originan una ripida pro-
liferacidén de los tejidos circundantes en las cé€lulas corticales mis
internas de la rafz y asi se inicia la fommacién del nédulo. Este es-
‘bozo empuja hacia afuera el parénquima y la epidermis y produce una -
tumefaccidén lateral en la raiz; el nédulo consiste en una masa de cé-
lulas parenquimatosas de fina membrana generalmente llenas de germen
especifico. En estas etapas las bacterias ya perdieron sus flagelos
y se transforman en las formas llamadas bacteroides, que aparecen en el
interior de las céluias huésped con aspectos irregulares (Formas de X,
Y, estrellas, clavas, bastones piriformes, hinchados o ramificados) y
generalmente rodeados de una masa mucosa (Echegary 1958). Fig. 3

Si la c€lula infectada es una c€lula diploide normal habitualmen-
te es destruida por la infeccion sufriendo necrosis y degenera, sin em-
barge si es una célula tetraploide puede ser el predecesor de un nddu-
lo, ya que las divisiones progresivas de tales c€lulas conducen a la
aparicién de éste (Brock 1973).

En cultivo los rizobios producen citocininas que hacenque las -
c€lulas tetraploides se dividan y es posible que la producci6n de éstas

tenga lugar en las cé€lulas infectadas. Puppo Yy Rigaud (1978) mencionan
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que la produccién de citocininas en forma exbgena por la planta es la res-
ponsable de alteraciones morfoléeicas de la raiz antes de la nodulacién.
Asi mismo se ha comprobado aue en la produccién de estos fitoreguladores es
necesaria la nresencia de ambas partes; bacteria y planta.

Las leguminosas proveen a los bacteroides con carbohidratos los cuales
oxidan. Varios de los electrones y ATP obtenidos durante esta oxidacién son
usados nara reducir N2 a NHZ. Este NHI es convertido en los otros compuestos nitro-
genados, la mayoria de los cuales son absorbidos por las células cercanas
y traslocados a otros organismos (Salisbury 1978).

En frijol (Phaseolus vulgaris L.) se ha encontrado que la actividad de
fijacién de nitrégeno por Rhizobium sp, comienza a ser efectiva cuando la
planta tiene de dos a tres pares de hojas y se han sintetizado todos los com-
ponentes nodulares. Ella se incrementa ripidamente hasta la etapa de flora-
cién y decrece hasta llegar a cero antes de la madurez fisioldgica (Rivero
1976). A vartir de 1la madurez fisioldgica, el nédulo emnieza a deteriorar-
se en esnecies anualés (Brock 1978), lo cual no sucede en especies perenes
va que se ha encontrado que un mismo nédulo puede durar varios afios (Black
1975). Una vez que el nédulo se desintegra, libera bacterias al suelo. Las
formas bacteroidales son incapaces de dividirse, vero siempre hay un peque-
fio nfmero de células bacilares que han permanecido inactivas; éstas prolife-

ran ahora usando como nutriente algunos de los productos del nbédulo deterio-

rado, y pueden iniciar un proceso de infeccién en otras rafces o pueden 1lle-
var una existencia libre en el suelo.

En resumen, el rizobio pasa por un ciclo especial que comprende cin-
co o seis fases: estado cocoide, fase cocoidea prembvil con organismos de
didmetro mayor que los anteriores, fase mévil monoflagelar, fase mévil peri-

trical, fase de bastones no flagelados y por Gltimo, fase bacteroide con for-
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mas vacuolizadas o con cromatina en bandas (Sinchez 1964). Fig. 3 y 4.

Infectividad y Efectividad.

Hay dos conceptos bisicos que nos sirven para comprender la produc-
cién de nbédulos, por la relacibn bacteria-hospedero, asi como la eficiencia
de estos nbdulos en el proceso de fijacién bioldgica del nitrdgeno. Ellos
son la infectividad y la efectividad. Cepa infectiva es aquella capaz de
infectar una cierta leguminosa pero no siempre es capaz de producir nédulos
fijadores de nitrbgeno, por lo tanto estos son pequefios de color blanco ver-
doso. Cepa efectiva es aquella capaz de producir una eficiencia en cuanto
a la fijacién de nitrbgeno. Al respecto Black (1975) menciona que el mejor
elemento Visﬁal de la eficiencia de los nédulos es su color. -Un nédulo e-
ficaz presenta un centro rosado o rojizo, ademids es generalmente grande y se
encuentra en una menor proporciénlen la raiz concentrado en las raices prin-
cipales, en tanto que los nédulos ineficaces estén concentrados en las raices
laterales son pequefios y numerosos. Podemos encontrar ndédulos eficaces e -
ineficaces en una misma planta.

Por otro lado, el color rojo resulta de la produccién de una proteina
parecida a la de la hemoglobina llamada leéhemoglobina. No se conoce bien su
papel pero parece ligarse a la fijacién del NZ’ porque facilita la difusibn
del O2 ya que el alto consumo de éste pudiera crear una limitante en el pro-
ceso (S4nchez 1964). Ni la planta ni Rhizobium sintetizan hemoglobina por
si solos pero la formacién es inducida de algln modo por la interaccién sim-
biética de estos organismos. La informacién genética para la sintesis de
leghemoglobina proviene, no obstante de la planta, como lo demuestra el hecho
de que si dos leguminosas no relacionadas son infectadas con la misma especie

de Rhizobium sp se forma proteina de leghemoglobina que presenta diferencias
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electroforéticas, mientras que si la misma leguminosa es infectada con dos

especies de Rhizobium, se forma la misma leghemoglobina (Brock 1973).

Bioquimica de la Fijacién de NitrGgeno.

En el proceso de fijacién el nitrSgeno es reducido a amoniaco y este
es convertido en la forma orginica. El procesoc de reduccién es catalizado
por la enzima nitrogenasa, que consiste en dos componentes proteicos sepa-
rados (I y II). Los dos componentes contienen hierrc y el componente I con-
tiene ademds molibdeno. Los componentes de 1la nitrogenasarson inactivados
por el oxfgeno incluso si son aislados a partir de un aerobio. Debido a la
estabilidad del enlace N=N el nitrSgeno es extremadamente inerte y su re-
duccién es un proceso que requiere mucha energia (Brock 1978). Por otro
lado, la nitrogenasa no e€s una enzima muy activa y es por lo tanto reque-
rida en grandes cantidades (1-2% de la proteina celular total) ademids que
es una enzima que requiere grandes cantidades de energfa (24-36 ATPs por
cada molécula de Nz'reducida a NH3)(Brill 1979). Ademids tienen que trans-
ferirse seis electrones por la ferredoxina para la reduccifén del nitrdgenc
(Fig. 8), pueden suponerse varios pasos intemmedios, pero puesto que nunca
se han aislado intermediarios, actualmente se supone que los tres pasos de
reduccifn sucesivos tienen lugar con los intermediarios fimmemente unidos
a la enzima, La fijacién de nitrdgeno es de naturaleza altamente reducto-
ra y el proceso es inhibido por el oxigeno. En las bacterias aercbias la
fijacién de N, tiene lugar en presencia de oxigeno en las células enteras,
pero no en las preparaciones enzimiticas purificadas, y se cree que la ni-
trogenasa de las c€lulas se haya en un microambiente protegido del oxigeno
(Brock 1979). Precisamente el papel de la leghemoglobina es impedir que el

oxfgeno desactive la nitrogenasa (Brill 1979). Algunas bacterias que pueden
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crecer tanto anaer6bicamente como aertbicamente, fijan N2 s6lo en condi-
ciones anaerdbicas.

Los electrones para la reduccién del nitrdgeno son transferidos a
la nitrogenasa desde la ferredoxina, el transﬁortador de electrones es de
bajo potencial redox. (De hecho, la ferredoxina se descubrié primeramente
en las bacterias fijadoras de nitr6geno al realizar estudios sobre ‘la natu-
raleza del transportador de electrones en la fijacifén del nitrSgeno y lue-
go se encontré que estaba también presente en los organismos no fijadores
de nitrbgeno). .

En todos los organismos estudiados, ademds de la ferredoxina es ne-
cesario ATP .para la fijacifén de nitrégeno. Los electrones son primeramen-
te transferidos al componente II la ferroproteina, aunque el componente II
debe reaccionar primero con el ATP antes de que pueda aceptar electrones.
Una vez que el componente II es reducido, puede reaccionar con el componen-
te I oxidado, la proteina ferromolibdénica, que luego es reducida. El com-
ponente I reducido puede ahora convertir el N2 aNH,. Fig. 6

La nitrogenasa no es especifica para el N,, sino que también reduce
el cianuro (CN7), el acetileno (HC:CH) o CZHZ y varios compuestos, la reduc-
cion del acetilenc probablemente no tiene ninguna finalidad préctica para
la c€lula, pero proporciona al experimentador una manera simple de medir
la actividad de los sistemas fijadores de nitrfgeno ya que es ficil medir
la reduccién del acetileno a etileno (HZCECHZ). Esta técnica se emplea ac-
tualmente para detectar la fijacidén de nitr6geno en sistemas desconocidos. |
Otro método consiste en mostrar un incremento neto en el contenido total
de nitrdgeno del medio mas el de los organismos despu€s de la incubacién;
deberfa suponerse que el nitrSgeno incrementado sélo pedria proceder del

N2 del aire. Un procedimiento mds sensible es utilizar un is6topo del -
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nitrégeno “N como trazador (E1 "“N no es un isStopo radiactivo, sino
estable y su presencia puede detectarse por el espectofotSmetro de masas)
(Brock 1978). El1 procedimiento consiste en la activacién de la atmSsfera

15

del suelo con N, durante cortos periodos de tiempo, medicifn del aumento

del 15N en las plantas y cédlculo del nitrdgeno total durante este periodo.
Los primeros resultados obtenidos con plantas de frijol (Phaseolus - -
vulgaris L.) y trébol (Trifolium sp) demostraron que después de siete ho-
ras de incubacién, pudieron medirse cantidades significantes de 5y en las
plantas, permitiendo la determinacién precisa de la relacidén C2H4/N2. Du-
rante perfodos mis largos de tiempo, tales cantidades son de gran importan-
cia para seguir el modelo de distribucidn de N de los nddulos hacia los
drganos reproductivos de las plantas (Montage 1951). Sin embargo, el
método de reduccitn de acetileno es un procedimiento todavia mis sensible
y estd sustituyendo rdpidamente ai método del 1SN, mis dificultoso. E1
cultivo extracto celular es incubado con acetileno y la mezcla de reaccién
es luego analizada.por cromatografia en fase gaseosa para la produccién de
la substancia gaseosa de etilenc. Este método es mucho mds simple y rapido
que los demis. |

La Fig. 6 muestra un esquema de la fijaci6n de nitrSgeno segin -
Carpenter (1969) y Brock (1973).

La Fig. 7 muestra un esquema del proceso general de fijacién de nitr6-

geno seg(in Shanguman citado por Rojas (1981).
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Fig 6. Fijaci6n de nitrfgeno dentro de la bacteria. (Segin Brock 1973 y Car-
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FACTORES AMBIENTALES Y GENETICOS QUE AFECTAN A LA RELACION
Rhizobium-LEGUMINOSA

La fijacién de nitrSgeno por el sistema simbi6tico Rhizobium- legu-
minosa, depende de una serie de factores edidficos, climiticos y genéticos
que pueden ser agrupados én dos categorias:

a) Factores End6genos. Son los que determminan el grado de compati-
bilidad entre la planta y la bacteria, dado por caracterfsticas fisiolfgicas,
morfolbgicas y fenoldgicas de los individuos,

b) Factores Exé6genos. Se refieren a las condicibnes del medio am-
biente que inciden en el sistema rafz-bacteria y definen la intensidad de la
infecci6n, nodulacién y fijacidn activa de nitr6geno. Algunos de los mis
importantes son: temperatura, humedad, oxfgeno, pH, disponibilidad de nutri-
mentos y otros (Alcalde 1976 citado por Alcantar 1978).

Por ctro lado, podemos agrupar a los factores que afectan a la fija-
cién biol6gica del nitrégeno, de acuerdo a la naturaleza de los mismos en:

a) Factores Quimicos. Se refieren al efecto que tienen los nutrien-
tes, fungicidas, insecticidas, etc.

b) Factores Fisicos. En este aspecto quedan agrupadas; la temperatu-
ra, humedad, pH, luz, etc,

c¢) Factores BiolGgicos. Se refiere a la interaccién que tiene la
bacteria con el hospedero, y con otros microorganismos que se encuentran en
la rizésfera. Este tipo de interaccién incluye procesos camo el antagonismo,
el sinergismo y la predacién, asf como el efecto genético de la bacteria -
y hospederc en su relaci6n como simbiontes. Para nuestro estudio nos ba-

saremos en esta dltima clasificacidn.
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Factores Fisicos.

Temperatura. La temperatura es un factor importante en la super-
vivencia de la bacteria, tanto en el suelo como en la planta. Segim
Mievar y Wollum (1981) algunos aspectos de la simbiosis afectados por la
temperatura son:

1. El crecimiento y supervivencia del rizobio en la rizésfera Fig. 8.

2. La unién de células rizobiales con las células de los pelos radi-
‘cales.

3. La formacién ¢e filamentos de infeccién.

4. El contenido de leghemoglobina en los nédulos.

5. La formacién de pelos radicales.

6. La actividad de la enzima nitrogenasa.

7. Y consecuentemente el contenido de nitrbgeno y produccién de ma-
teria seca en la planta.

Gomez (1963) efectuando un experimento en frijol con el fin de medir
el efecto de la méteria orginica, pH y la temperatura del suelo sobre la

nodulacién causada por Rhizobium phaseoli, encontré que la nodulacién fue

mayor a una temperatura de 30°C. que a 40°C. De acuerde con Gukova (1945)
una disminucién de 5°C. en la temperatura éptima ocasiona una reduccién de
un 5% en la cantidad de nitr6geno fijado, en cambio cuando aumenta 4°C., la
fijacién se reduce un 50%. Temperaturas abajo de 6.5°C. no afectan el poder
infectante. Seg(n este autor la temperatura Sptima estd entre 20 y 24°C.
(Gukova 1945 citado por Snchez 1964).

Muevar y Wollum (1981) encontraron que el proceso de iniciacién nodu-
lar es mis susceptible a bajas temperaturas (alrededor de 28°C.) que a tem-
neraturas medianamente altas (33°C.), as{ mismo durante esta temperatura,

las colonias muestran un mayor peso nodular y actividad de nitrogenasa.
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Fig. 8 Efecto de la temperatura en la sobrevivencia de Rhizobium meliloti

en un suelo de arena finofranca. (Ciat 1980).
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Reacciton del Suelo.

La reaccidén del suelo es de gran importancia, no s6lo afecta el
desarrollo del rizobio y la produccidén de nédulos, sino también el cfe-
cimiento y captacién de nitrdgeno por las plantas. Los suelos &cidos ge-
neralmente causan escasez de elementos bdsicos como calcio, magnesio, po-
tasio y frecuentemente fésforo y nitfdgeno, ademds pueden originar libe-
racién de elementos tdxicos, como aluminio y manganeso (Sanchez 1964).

Vencatasamy y Beerally (1981) mencionan que en cultivos hechos

in vitro, la cepa de Rhizobium phaseoli presentd crecimiento satisfacto-

rio con un pH entre 5.8 y 8.7. El desarrollo de las plantas no se dfect6
dentro de un rango &e pHde 4.7 a 8.7, pero se observaron diferencias al-
tamente signifiéativas en la produccién de tejido nodular. También encon-
traron que la formacion y desarrollo de los nédulos se inhibi6 a un pH
de 5.5 y por encima de un pH de 6.8, Los n6dulos no se produjeron a un
pH de 7.9 ni por encima de este.

| El CIAT {1981) reporta haber encontrado cepas de Rhizobium sp que
tienenla habilidad de crecer en un medio sintético con un pH de 4.6 y exce-
so de aluminio y manganeso Fig. 9.

Se ha encontrado que todos los rizobios muestran la misma toleran-

cia a la alcalinidad con un limite aproximado de pH igual a 9.6; sin em-

bargo la acidez les afecta en una forma variable siendo Rhizobium meliloti

el menos tolerante, con un limite aproximado de pH igual a 5.0; los mis
tolerantes con un pH igual a 3,2 - 4.2 son R. lupini y R, japonicum -
Whyte 1968):

El efecto del pH puede estar correlacionado con otros factores. -

Gomez (1963) efectuando un experimento con frijol (Phaseolus vulgaris L.)

46
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con el propdsito de medir el efecto de la materia orgsnica, pH y tempe-
ratura del suelo sobre la nodulacién causada por R. phaseoli, encuentra
que la nodulacién es mayor con los factores; temperatura del suelo a‘30°C.,
pH 7.3 y presencia de materia organica, sin embargo cuando la temperatura
del suelo fue de 35°C, el mayor nimero de nddulos correspondié a los fac-

tores pH 7.8 y sin materia orginica.

Humedad .

El efecto de l1a humedad del suelo, en la nodulacifn de las legumino-
sas es manifiesto, ya que ésta puede sér demorada o inhibida completamente
en los suelos expuestos a sequia o a perfodos secos y himedos alternos -
(Mckee 1961)}. La humedad no es s6lo un factor importante en el desarro-
11lo de la planta hospedera, sino también en la supervivencia de Rhizobium
sp tanto en el suelo como en la semilla inoculada. Se sabe que esta bac-
teria es extremadamente sensible a la sequfa, solamente unas cuantas célu-
las pueden sobreﬁivir cuando la mezcla del suelo contiene aire seco, por
otro lado un exceso de agua puede limitar la aereacifén y por lo tanto inhi-
bir el crecimiento de las bacterias (Sinchez 1964). De ahf que en las re-
giones 4dridas es importante inocular con cepas nativas y no con cepas impor-
tadas debido a 1la adaptabilidad de las primeras,

Trinidad (1979) 1llev6 a cabo un ensayo de inoculacién con Rhizobium

de veza (Vicia villosa Roth) y trébol rojo (Trifolium incarnatum) bajo con-

diciones de invernadero. El ensayo se hizo con el fin de observar el efec-
to de la inoculacifén en el rendimiento de materia seca, bajo dos condiciones
de humedad en el suelo. Se encontrd un aumento en el rendimiento de M.S. en
trébol rojo, por el efecto de la inoculacifén a un nivel alto de hmedad -

(19% en suelo arcilloso y 9% en suelo arenoso), en tanto la veza fue mayor
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a bajo nivel de humedad (14% en suelo arcilloso y 5% en suelo arenoso ).

Luz.

El nimero de nbdulos radiculares fijadores de nitrbgeno, estd con-
trolado’por el fotoperiodo que act@a a través de las hojas de la planta,
puesto que la bacteria necesita engrgia alimenticia manufacturada por las
hojas para realizar su labor, cuanto mis luz y clorofila haya, tanto mis
alimento se le proporciona a la bacteria, asi pues la coordinacién mixima
entre la planta y la bacteria se ve reforzada por el regulador fotoperiédi-
co (Odum 1977). Estas observaciones de Odum son hasta cierto punto verda-
deras ya que es ampliamente conocido el hecho de que la bacteria necesita
de fotosintatos ~para su manutencién, al respecto Sinchez (1964) menciona
que si una planta en proceso de nodulacién es puesta en la oscuridad, la for-
macién de nodulos cesa y los ya formados degeneran, la hemoglobina se destru-
ye y da origen a pigmentos verdes. Esto se puede explicar debido al déficit
de fotosintatos, ya que la planta en ausencia de luz no los produce y por lo
tanto la bacteria degenera. Por otro lado, Odum (1977) menciona que con un
aumento en el nimero de horas luz, hay mis alimento para la bacteria y su efi-
ciencia en la fijacién es mayor, sin embargo en la prictica se ha encontrado lo
contrario; Mckee (1961) estudib el efecto de la luz en la nodulacién de trébol
v encontrd que ésta fue inferior en fotoperiodos de 9, 11 y 24 horas luz en -
comparacién a la obtenida por el fotoperiodo que variaba de 12 a 15 horas; asi
mismo Dart (1973) encontrd que tanto los dias cortos como la intensidad de luz
limitaron la nodulacién y fijacién de N, los nédulos desarrollados en dias -
cortos desaparecieron durante la floracibén y formaron otros nuevos durante el
desarrollo de las vainas, excepto con uma cepa de Rhizobium. Por otro lado,

un exceso de luz trae como consecuencia la formacién excesiva de carbohidratos,
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1o cual produce una disminucién en la fijacién de nitrégeno (Sdnchez 1964).
De lo anterior podemos concluir que tanto un exceso como un déficit

de luz, provocan uma disminucién en la eficiencia de la relacién planta

bacteria. Ya que el exceso trae como consecuencia la formacibn excesiva

de carbohidratos y por lo tanto una disminucién en la fijacién de Nz, por

otro lado un déficit disminuiri 1a cantidad de energia en forma de fotosin-

tatos destinados a la bacteria.

Densidad de Poblacibn.

Aunque la densidad de poblacién no es un factor meramente fisico,
se agrupé‘entre éstos, debido al efecto que tiene sobre la capacidad de 1luz.
Graham (1978) prob6 la densidad de poblacién de tres variedades de frijol,

con el fin de observar la fijacién de nitrégeno y el desarrollo nodular. Al

cosechar el frijol de tipo trepador (P 590) a los 39 dias observbd que la -
fijacién de nitrégeno disminuyé de 15.1 mol de C,H, producido/planta/hora con
8.5-plantas/m2, a solamente 4.2 mol de CZHZ producido/planta/hora con 41.5

plantas/m2 en tanto que las variedades de tipo rastrero mostraron constantemen-

te una fijacién alta con altas densidades de siembra. La variacibén de la fija-

cién de nitrégeno obedece principalmente al cambio del peso de los nédulos y

la actividad nodular especifica (ANE). Los cambios en la densidad afectaron

al desarrollo de la hoja, la raiz y el tallo en todos los cultivares, pero las
hojas de los nudos mds bajos fueron las mis severamente afectadas. Es 16gico
pensar que una disminucién en el 4rea foliar de la planta, disminuye la capa-
cidad para producir fotosintatos y por lo tanto la capacidad de fijacién de
nitrégeno, sobre todo por las hojas bajas, sin embargo, es necesario encontrar
la mixima densidad posible por unidad de 4rea sin afectar el 4rea foliar por

efecto del sombreado, y de esta manera tener la miaxima produccién de grano.



Factores Quimicos.
1.- Nutrientes

Nitrdgeno. Se ha observado que existe una gran influencia de la cun-

tidad de nitrdgeno que se encuentra en el suelo, en la nodulacién causada por

Rhizobium sp. Westermann (1981) menciona que cuando un cultivo se fertiliza
con una fuente nitrogenada (p.e. sulfato de amonio) y se inocula simultinea-
mente, la cantidad de nitrégeno simbib6tico fijado disminuye a medida que el
nitrégeno disponible en el suelo o el fertilizante nitrogenado aumenta. Asi
mismo en suelos deficientes de nitr6geno, una baja tasa de fertilizacién con
este elemento, asegura un crecimiento inicial vigoroso aunque no siempre -
aurenta el rendimiento de la semilla. Respecto a otras fuentes de nitrdgeno
se ha encontrado un efecto similar, Paz (1979) en un ensayo de inoculacidn de

Phaseolus vulgaris con Rhizobium sp, aplic6 cuatro niveles de nitrSgeno(uti-

lizando como fuente el nitrato de sodio a0, 8.4, 16.8 y 42 ppn) a una
solucién nutritiva, encontrando que el nitrdégeno aplicade inhibi6 la nodula-
cidén vy fijacidén de nitrdégenc, sin embargo, €s necesario una primera désis
para el desarrollo de la planta. Alcantar (1978) mendiante el estudio de di-
ferentes niveles de NH4 y NO3 sobre la nodulacién, eficiencia de fijacién -
de nitr6geno y rendimiento de frijol, encuentra que el peso y nimero de nédu-
los son reprimidos por los niveles altos de nitrégeno N { 35 y 60 ppm), du-
rante las etapas iniciales de su formaci6n y crecimiento. Habiéndose detec-
tado que existe una accién diferencial entre las dos fuentes estudiadas encon-
trandose una represifn mis evidente para los nitratos.

Posiblemente el efecto depresor del nitrSgeno, sea debido a la rela-

ci6én carbohidratos-nitrdégeno en la planta, como consecuencia de que €sta no -
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suministra suficiente cantidad de carbohidrato a la raiz (Allison y -
Ludwing 1935 citado por Sanchez 1964). Si esta relaci6n C/N se prolonga
durante micho tiempo se inicia la degeneraci6n del nédulo, en tales cir-
cunstancias, la presencia del n6dulo en el hospedero es mds perjudicial que
dtil, ya que los rizobios entran en una fase parasitaria. Por el contrario,
cuando €l suelo contiene poco o ﬁingﬁn nitrégeno asimilable y las plantas
dependen por completo de 1a fijacién simbidtica, despu€s de la germinacién
y antes de que se haya establecido el sistema de simbiosis, la planta entra
en un perfodo de hambre de nitr6geno en.que utiliza todas las reservas de

la semilla durante una semana o mis, hasta que empieza la fijacidén, si no se
recurre a la inoculacién.

Fésforo. Las leguminosas requieren de un alto contenido de fésforo,
debido a que este elemento es un constituyente ampliamente distribuido en
las proteinas. Se ha encontrado que la densidad de los nédulos existentes
en la rafz es fuertemente estimulada por el f&sforo.

Diener (1950) citado por Sanchez (1964) observé que cuando ios niveles
de fésforo en el suelo son muy bajos, los rizobios pueden penetrar a la -
rafz de las leguminosas; pero la infeccién se mantiene latente y los nédulos
no se desarrollan,

Segin Alexander (1980) el fésforo en su papel de nutriente esencial,
tiene influencia directa en las ganancias del nitr6geno y en la produccién de
las leguminosas; las respuestas de la fijacién de nitrSgeno y de los mecanis-
mos de nodulacién hacia la fertilizaci6én con f6sforo, estdn asociadas con el
vigor y la salud del hospedero, mis que ser los reflejos de una estimulacitn
especifica de la simbiosis.

Devlin (1980) menciona que en los tejidos meristemdticos (entre ellos
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los de la rafz), sede de un activo crecimiento, se encuentran fuertes
concentraciones de f6sforo, que intervienen en la asociacién de nucleo-
proteinas. Este elemento tiene una gran influencia en el crecimiento y
desarrollo de los sistemas radiculares, lo cual beneficia al hospedero pa-
ra efectuar una mejor relacién planta-bacteria.

El fésforo forma parte de la molécula de ATP (trifosfato de adenosi-
na), este compuesto sirve como portador de energia liberada durante la des-
composicién de productos alimenticios producidos en la fotosintesis -
(Alamong y Mertens 1979), El ATP le confiere energia a‘ 1la enzima nitroge-
nasa que es un complejo que 1oéra la reduccitn del nitrdgeno atmosférico
(N,) convirtiéndose en amoniaco, forma ampliada para su incorporacién en -
aminodcidos (C6rdoba 1976). Fig. 7

Potasio. Se ha encontrado que no hay estimulacién en la fijacién de
nitrégeno por el f6sforo, si no existe en los suelos adecuada cantidad de
potasio, pero no asf en el peso de los n6dulos (Robert y Olson 1942 citado
por Sanchez 1964). Sin embargo, Diener (1950) citado por el mismo autor
menciona que el potasio no afecta la formacién de los nédulos.

Azufre. El azufre al igual que el f6sforo, es necesario para el su-
ministro de energia en los nédulos y en su ausencia €stos permanecen peque-
fios y no fijan nitrégeno.

Janseen (1972) menciona que la aplicacidén de azufre aumenta el con-
tenido de nitrdgeno en la planta, asf como su fijacién. También tiene gran
influencia en el aumento de la metionina en las protefnas.

Molibdeno. Este elemento posee doble funcién, en pequefiisimas canti-
dades es requeridoc para la reduccidn de N03 a NH4 y relativamente en gran-

des cantidades para la fijacion de nitr6geno en las leguminosas. EI molib-

deno forma parte de la enzima nitrogenasa (Rojas 1981).
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Las aplicaciones de molibdéno incrementan significativamente el na-
mero, peso y tamafioc de los nédulos (Mears et. al. citado por Lerma 1977).

Calcio. Este elemento tiene influencia en la reaccién del suelo,
de ahi su importancia en el desarrollo de la planta y sobrevivencia delos
rizobios. Se ha encontrado que las aplicaciones de cal al suelo general-

mente favorecen el crecimiento y nodulacién de Glycine max cuando nodula

en suelos bajos de calcio y con un pH de 5.3 (Diatloff y Luck citados por
Lerma 1977).

Paz (1978) efectud un experimento con el fin de observar la influen-
cia del pH y la nutricién mineral en la nodulacién y fijacién de nitr6geno
por el frijol cultivado en solucién nutritiva. Entre algunas de las va-
riables bajo estudio, suministré seis niveles de calcio (0.01, 0.05, 0.25,
0.50, 1.25 y 2.5 mM/1), actuando bajo cuatro rangos de pH (4.0, 5.0, 6.0 y
7.0), observando un efecto favorable del calcio en los pardametros bajo es-
tudio hasta un ﬁivel de 1.25 mM/1,

Fierro. El fierro es necesario para la produccién de la hemoglobina
presente en los nddulos y en otros compuestos en el proceso de maduracién de
los nSdulos, ya que se cree que actiia como catalizador debido a los cambios
de valencia (transportador).

El fierro forma parte de la enzima nitrogenasa que esti formada por
dos unidades distintas, la primera de ellas que contiene fierro y molibdeno
en su molécula, toma los electrones directamente de la ferredoxina (Fig. 7),
reduciendo €sta para sederlos posteriommente a la segunda subunidad que
contiene exclusivamente fierro, esta es la auténtica proteina reductora del
nitrégeno atmosférico (Cordoba 1976).

Cobalto. E1l cobalto forma parte de la vitamina B,,, que es indis-
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pensable en la sintesis de leghemoglobina.
Boro. Aunque el boro no se ha encontrado que sea esencial para los
rizobios, si es necesario para el buen desarrollo de las plantas y en forma

esporddica, vara el buen desarrollo de las raices.

Cuando existe una deficiencia de boro, el tejido vascular de los nédu-
los se desarrolla en forma anormal afectando el aspmecto bacteroide. Otro
efecto que causa esta deficiencia es la acumulacibén de carbohidratos en la
planta, lo cual disminuye la fijacién de nitrbégeno (Sanchez 1964).

Cobre. La planta necesita pequefias cantidades de cobre para su buen
desarrollo y cuando este elemento es deficiente, el metabolismo de los car-
bohidratos se altera. Erkoma citado por Sinchez (1964), ha demostrado que

cuando hay deficiencia de cobre se forma una menor cantidad de hemoglobina.
Otro de los efectos es una pobre sintesis de proteinas.

2. Elementos Téxicos en la Nodulacién.

Se ha encontrado que elementos como el aluminio, manganeso y el cad-
mio inhiben la nodulacibn, el crecimiento de las raices pequefias y la fi-
jacibén de nitrégeno (Paz 1978, Vige 1981).

La toxicidad de los elementos como manganeso y aluminio asi como la
disnonibilidad de otros, puede deberse a los efectos de la acidez del suelo
v deficiencias de calcio.

Viece (1981) realizd un experimento para determinar la toxicidad del
cadmio en la nodulacién, fijacién de N2 y crecimiento de frijol, cultivando
nlantas en el invernadero en soluciones hidropénicas a las cuales adicion6
0.1 y 500 Mn. de Cd/1. El contenido total de N en los tallos, el peso y nd-
mero de nbédulos y la fijacién de N2 (CZHZ) se correlacionaron negativamente

con las concentraciones de solucién del Cd (r = -0.97).
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3. Pesticidas

Con respecto al efecto de estas substancias en la simbiosis Rhizobium-
leguminosa, los trabajos son miltiples, en general poneﬁ de manifiesto una
inhibicién o disminucién total en la tasa de fijacién de nitrégeno.

De Luna (1983) someti6 tres cepas de R. phaseoli a tres pesticidas co-
merciales (Diazinén, Malathién y Sevin) aplicados en diferentes concentracio-
nes. El observé que el pesticida mas téxico fue el Sevin, puesto que s6lo
permitidé un ligero crecimiento en la cepas. El Diazinén fue el menos téxico,
ya que no afect6 el crecimiento de las colonias. En las figuras 10, 11 y 12
podemos observar la cinética de crecimiento de una cepa de Rhizobium en un me-
dio ELM y tres pesticidas. .

Pillay (1979) investigando el efecto de los pesticidas: Tiram (400,
800, 1600 y 2400 ppm), Azodrin (2300, 4600, 9200 y 13800 ppm) y Dithane (4500,

9000, 18000 y 27000) en Rhizobium phaseoli mediante la técnica de placa de agar,

encontré que el efecto mds toxico fue del Tiram, manifestindose como una inhibi-
cién de la nodulacién, mientras que Dithane 1a redujo pero no totalmente. Azo-
drin no presenté efecto inhibitorio en R. phaseoli.

Como podemos ver, en general el efecto de los pesticidas es perjudicial
para Rhizobium, sin embargo es necesario proteger a la semilla de microorganis-

mos patégenos del suelo, tales como Pusarium, Gliocadium, Phoma, etc.,por 1lo

que algunas veces en experimentos de invernadero es necesario fumigar el
suelo. Se ha encontrado que esterilizantes como el Vapam, no afectan el
crecimiento de la rafz, ni la produccién y peso de los nddulos (Windin y
Kennedy 1983). Por otro lado, cuando es necesario proteger a la semilla y si-
multineamente inocularla, se pueden utilizar cepas tolerantes a pesticidas,

al respecto Odeyemi y Alexander (1977} obtuvieron aislamientos de Rhizobium
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phaseoli resistentes a Cloranil , de ‘R. meliloti resistentes a Tiram y de
un Rhizobium de caupf resistentes a Phigdh, cultivando las bacterias en me-
dios con aplicaciones cada vez mayores de estos fungicidas.

Graham (1980) ha encontrado que el usar un scporte del inSculo peleteo-
limoso la toxicidad del pesticida dismimuye, pero la semilla tiene que uti-
lizarse rapidamente pues sise almacena, baja la viabilidad de Rhizobium, Ta-

bla 5.

Tabla 5

Efecto de un soporte peleteolimoso (CaCOz) en la toxicidad de los pestici-
das Tiram, Captin y Furadéin. '

Método de Inoculacién Nimero de nédulos por planta a los 30 dias
' No Tratado Tiram Captén Furadéan

No inoculado 0 0 0 0

Inoculado 1.3 0 0 1.1

Inoculado con cubierta '

de CaCOs 15.1 12.5 4.1 10.2

Inoculado con cubierta

de CaCOS durante 7 dias 13.1 1.8 9 10.8

Factores Bioldgicos.

1. Microorganismos

Se ha encontrado que varios microorganismos, tales como hongos, vi-
rus y bacterias, tienen un efecto benéfico o perjudicial en la relacién -
planta-bacteria, de ahf que sea comin la presencia de fendmenos como el si-
nergismo, gntagonismo y predacién en esta asociacién simbidtica.

a) Antagonismo. Mew y Howard (1969} estudiaron el antagonismo que

existe entre Rhizobium japonicum y Fusarium oxisporum cuando se les somete
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a diferentes rangos de pH, ellos encontraron que un pH de 7.0 a 7.6, la no-
dulacién fue favorable, por otro lado, el ataque de Fusarium fue muy seve-
ro, sin embargo cuando se presentaron ambos microorganismos, la pudricién
radicular disminuy6 en gran medida. Por dltimo aconsejan la inoculacién de
la semilla con cepas tolerantes a la acidez como una medida para contribuir
a la disminucién de la pudricién radicular.

b) Predacién. Microorganismos como nemitodos, bacteridfagos y proto-
zoarios ejercen un efecto de predacién sobre Rhizobium.

Protozoarios, Ramirez y Alexander (1980) estudiaron los cambios en
las poblaciones de microorganismos alrededor de las semillas de frijol en ger-
minacién., Ellos observaron que los protozoarios aumentaron en nimero después
de la siembra de las semillas, El grado de colonizacién de Rhizobium se re-
lacioné én forma.inversa con la presencia de gran nimero de bécterias Yy pro-
tozoarios. La colonizacién de R. phaseoli se mejoré después de la supresion
de protozoarios con Tiram y también cuando el suelo.se corrigié con otros in-
hibidores de protozoarios y manitol para estimular la exudacién de semillas y
rafces. Los datos demuestran que la disminucidén del ntimero de R. phaseoli,
es causada por el incremento de la predacién de los protozoarios, porque ellos
devoran las bacterias que proliferan mediante la utilizacién de los exudados
de la semillas y ralces como nutrimentos,

Bacteri6fagos. Se ha enconfrado que los bacteriGfagos cuando se hayan
en cantidades considerables en los suelos, provocan la "lisis" de las bacte-
rias Rhizobium, disminuyendo la poblacién de ésta en la rizésfera. Estos mi-
croorganismos son capaces de atacar a la bacteria en forma especifica, esta
propiedad sirvié para explicar la variabilidad genética de la bacteria, ya
que los bacteridfagos participan en la transferencia de material genético de

una cepa a otra, lo cual tiene micho significado cuando se intenta mapear el
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genoma bacterial y el mejoramiento de cepas (Quiroz 1974), ademis esta pro- |

piedad sirvi6 para establecer una clasificacién de los rizobios (Sdnchez 1964).
Nemidtodos. Se ha observado que en presencia de rizobios el ataque de

los nemdtodos es mids severo, En cultivos como la soya, las plantas se vuel-

ven mis susceptibles a Meloidogyne acrita, cuando €stas han sido previamen-

te inoculadas con Rhizobium japonicum. Se cree que existe un efecto predato-

rio de Meloidogyne para con Rhizobium, ya que los pelos radiculares no nodu-

lados presentan menor ataque, sin embargo este efecto puede deberse a la suscep-
tibilidad fisica de los nédulos (Mountain 1963).

c) Sinergismo. El efecto de sinergismo puede presentarse en una re-
lacién bacteria-bacteria u hongo-bacteria,

Azcon y Barea (1980) establecieron un experimento con Rhizobium y el -

hongo de la micorriza VA (vesiculo-arbuscular) Glomus mossae, (Este Gltimo es

capaz de captar P para la planta), ambos fueron inoculados en forma indivi-
dual y conjunta, ellos encontraron que las plantas respondieron mejor a la
doble inoculacién que a la inoculacién individual, pero s6lo hubo respuesta
positiva a la introduccién del microorganismc RIﬁzobiwn, cuando el suelo -
posefa cierto nivel de fosfato asimilable a un nivel de micorrizacién adecuado.
Daft (1978) en un experimento similar, menciona que la nodulacién de

Phaseolus vulgaris aument6 la infeccidén de Glomus sp con un consecuente au-

mento de nitrdgeno y f6sforo en la planta.

Macedo y Ferrara (1981) mencionan que existe una intima relacifn en-
tre el f6sforo absorbido por la endomicorriza y la fijacién de nitrSgeno mo-
lecular por Rhizobium sp, por lo que en un futuro es posible utilizar esta aso-
ciacién con él fin de aumentar la produccién. Lo anterior nos demuestra que
existe un efecto benéfico, tanto para la bacteria como para el hongo, ya que la

funcién de la bacteria serfa la de fijar nitrSgeno y la del hongo, ejercer un
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efecto de desmineralizacitén del f6sforo, lo cual a final de cuenta repercu-
te positivamente en el hospedero.

Respecto al sinergismo bacteria-bacteria se ha encontrado que cuando
dos cepas de Rhizobium se aplican en forma conjunta, la nodulacién y fija-
cién de nitrdgeno se efectita en una forma mis eficiente, que cuando se apli-
ca en forma individual, sin embargo esto no siempre sucede debido a que no
todas las cepas son compatibles. |

d) Competencia del in6culo con las cepas nativas, Existen cepas na-
tivas del suelo que pueden competir con las bacterias del inoculante, pero en
ocasiones esta competencia es desventajosa para éste, debido a que las bac-
terias del suelo se encuentran en gran nmimero (Montiel y Lépez 1974). En
algunas zonas donde nunca se ha utilizado la inoculacién en las leguminosas,
se ha observado que el frijol nodula muy bien con las cepas nativas del sue-
lo y cuando se inocula s6lo un 10 a un 20% de los n6dulos provienen de las
cepas inoculadas artificialmente (Burton 1952 citado por Chonay 1982). -
Vicent atribuye la competencia a la ecologia y origen geogrdfico de la cepa
nativa, 1o cual le confiere mis adaptabilidad al medio.

2. Genética del hospedero y su relacidn con la bacteria,

De acuerdo con Nutman citado por Sdnchez (1964) el nimero de nddulos
formados, la presencia o ausencia de los mismos, la velocidad con la cual -
aparecen y los factores que influyen sobre la efectividad y el desarrollo de
los n6dulos son regulados genéticamente por la planta. El proceso de fija-
cién de nitrGgeno en las leguminosas, €s una caracteristica varietal que
estd determinada por la cantidad de hidratos de carbono disponibles a 10s nG-
dulos radicales (CIAT 1978).

Existe un comportamiento diferencial de la relacién Rhizobium-legumino-

sa, que estd relacionado al origen del hospedero. Se ha encontrado que los
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cultivares tropicales de frijol, tienen un mayor nivel de reduccién de ace-
tileno y una menor actividad de la nitrato-reductasaque los cultivares tem-
plados, lo cual indica que existe una relacifn inversa entre las dos activi-
dades enzimdticas en el frijol y que probablemente existe variabilidad genéti-
ca para un posible mejoramiento de la capacidad de fijacién de nitrégeno.

Suton y Peterson (1980) citados por Sprent (1981) probaron un amplio
rango de combinaciones Rhizobium leguminosa, para indagar si los bacteroides
podrian ser cultivados después de la aplicacién de un detergente suave (lo
cial hay que tomar en cuenta cuando se va a regar el cultivo con aéuas negras) .
Ellos concluyeron que el genotipo del hospedero controla la sensibilidad al
detergente existiendo una alta correlacién entre la sensibilidad y el origen
de la tribu (templado o tropical) Tabla 6.

La ncdulacién estd determinada por la interaccifén de dos factores:

a) [l poder infectivo de la cepa que invade, que se debe a la interac-
cién genético ambiental de la bacteria,

b) l.a susceptibilidad relativa del huésped a la infecci6n, que tam-
bién estd determinada por la interaccidén genético ambiental, en este caso
del hospedero.

El exceso de la infeccién de Rhizobium en una raiz, depende en primer
lagar de la primera fase ridpida de la infeccién, la cual estd determinada
tanto por la cepa como por el hospedero, y en segundo de la tasa de infec-
cién, la cual puede ser caracteristica gené€tica (Nutman 1963). Fig. 13

La fig. 13 ademis de mostrarnos diferentes tasas de infeccidén, segin
la cepa y seguin el hospedero, nos muestra la interaccién de ambos, ya que
una cepa determinada puede tener un comportamiento diferente (en cuanto a

su tasa de infeccidn) dependiendo del tipo del hospedero, por el contrario
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un hospedero puede mostrar una infeccién gradual diferente, dependiendo de

la cepa que lo esté infectando.

Tabla 6

Efecto del hospedero en la sensibilidad a los detergentes por los bacteroi-

des (Sutton y Peterson 1980 citado por Sprent 1981)

Subtribu de la familia Especies Sensibilidad al
papilionoidea detergente
{Trifolineae (T) Medicago sativa alta
M. sculenta alta
M. trunculata alta
Trifolium repens alta
T. resupinatum alta
T. subterraneum alta
Vicece (T) Lathyrus japonicus ~moderada
Pisum sativum alta
Vicia dasycarpa alta
Galegeae (T) Clianthus puniceus moderada
Loteae (T) Lotus tenuis moderada
L. scholleri moderada
L. corniculatus ligera
L. peduoculatus ligera
L. angustissimus baja
Coronilleae (T) Onobrychis vicii folia moderada
Ormithpus sativus baja
Phaseoleae (Trop) Glycine max baja
Macroptilium atrupurpureum baja
Phaseolus vulgaris ligera
Phaseolus aureus1 baja

1

T = Templado
Trop = Tropical

Después ..1lamadas Vigna radiata, ssp. radiata o V. radiata var aurus.
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rie. 13 Tasas de infeccién en plantas tipicas de Trifolium scabrum y p o8

fragiferum inoculadas con las cepas SU 297 y CIF de Phizobium sp
(Nutman 1963 trad.)
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ASPECTOS PRACTICOS DE LA SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA

Cuando se establece un cultivo en un &rea que no ha sido previa-
mente sembrada, probablemente falta en el suelo la cepa adecuada de fi—
zobios. Para aseguraP la nodulacitén antes de la siembra, las semillas son
inoculadas por lo general, con la cepa requerida (Brock 1978). Por otro
lado, 12 inoculacién artificial bien podria tener valor insignificante en
algunos casos donde la leguminosa se cultiva con frecuencia en un mismo -
campo, sin embargo es tan bajo el costo del inoculante y tan grande la po-
sible pérdida de rendimiento a causa de la inoculacién insuficiente o con
una cepa ineficaz, que la inoculacidém artificial puede verse como un se-
guro barato y practicarla sin previo andlisis especifico de eficacia en -
el campo o en el laboratorio,

Métodos de inoculacién,

Poco después de la lluvia, es el tiempo ideal para inocular y sem-
brar la semilla. No es recomendable plantar las semillas inoculadas en -
suelo seco; sin embargd, con el uso de adherentes o preparaciones comer-
ciales se puede alargar la vida de las bacterias (Erdman 1967 citado por
Carranza 1984). Otra forma para no dafiar el inSculo, es efectuar un rie-
go de presiembra, y una vez que el suelo se encuentre en condiciones 6pti
mas efectuar la siembra.

Como se vié anteriommente, los factores ambientales tienen una -
gran influencia en la viabilidad de Rhizobium. Ciertos aditivos como la -
sacarosa, dextrosa, maltosa y goma aribiga alargan la sobrevivencia de -
Rhizobium en la semilla. Se han obtenido buenos resultados agregando -
un 10% de azficar y/o un 40% de goma aribiga al medio donde los microorganismos

estén suspendidos (Vicent 1975).
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Existen varias formas de inocular las semillas, dentro de las cua-
les las mis précticas para el agricultor son las siguientes:

Se mezcla el indSculo (70 gr, de qultivo de turba comercial) con el
adhesivo y posteriommente con la semilla. Las semillas son inoculadas
antes de la plantacién agregando una pequefia cantidad de agua a el inocu-
lante con el adhesivo, mezclando bien por 10 menos durante 5 minutos.

La otra forma es la de humedecer la semilla primero con agua f en-
tonces mezclar el inoculante con la semilla ( Vicent 1975).

Cuidados que se deben de tener al efectuar la préictica de inocula-
cién de las leguminosas con Rhizobium:

1. Manejo del inoculante. Se debe de tomar en cuenta la procedencia
e inoculacién de la cepa adecuada de Rhizobium,- revisar la fecha de venci-
miento, almacenarla en un lugar fresco ( fuera del sol), utilizar la semi-
1la inoculada el mismo dfa, utilizar dosis recomendadas y evitar el con-
tacto con fungicidas y productos &acidos.

2. Acidez del suelo, A un pH de 5.2 la nodulacifén y la supervivencia
de la cepa se reduce.

3. Temperatura. En promedio la temperatura Sptima de nodulacién es
de 30°C.

4, Factores nutricionales. Cualquier deficiencia o toxicidad que -
afecte a la planta afecta a la fijaci6én de nitrdgeno; Sin embargo se re-
quiere de la presencia de Co, P, S, Mo, Ca y poco N.

5. Competencia con cepas nativas. Debe tomarse en cuenta este fac-
tor, ya que muchas veces las cepas nativas son mis eficientes que las intro-

ducidas ( Graham 1977 ).
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