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Aspectos generales de la simbiosis

leguminosa-rizobio

La simbiosis leguminosa-rizobio es la
relacion reciproca entre las plantas y la
bacteria. La bacteria invade las raices (0 en
casos raros, los tallos) e induce la formacion
de un nddulo, en el cual ésta reduce el
nitrégeno atmosférico en amonio y provee a la
planta de compuestos nitrogenados a cambio
de compuestos carbonatados y otros
nutrientes. La planta gana en habilidad para
crecer en suelos pobres en nitrégeno y la
bacteria obtiene una cubierta protectora en la
gue se multiplica, y de la cual escapa en un
gran numero al ocurrir la senescencia del
nédulo.

La simbiosis fue reconocida por primera
vez hace mas de 100 afios, y su importancia
agricola ha sido asegurada a través de las
investigaciones cientificas realizadas en el
mundo. Una caracteristica inusual de estas
investigaciones ha sido la relacionada con la
diversidad taxonémica de las plantas y sus
simbiontes. Los esfuerzos encaminados en
este aspecto, lejos de ser una pérdida de
tiempo, han proporcionado una informacion
comparativa que permite distinguir los casos
especificos de los generales (Young vy
Johnston, 1989).

Existen otras formas de fijacion bioldgica
del N, atmosférico, pero la combinacion de las
leguminosas y los rizobios resulta la mas
significativa en términos de la fijacién global de
nitrégeno y es, hasta el momento, la mas
comprendida.

El género Rhizobium ha dejado de ser
Unico para las bacterias que fijan dinitrégeno
atmosférico en las leguminosas. A partir de las
investigaciones realizadas sobre la base de la
taxonomia numérica y las técnicas de biologia
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molecular, ha surgido una nueva nomenclatura
que comprende hasta el momento
representantes de los géneros Rhizobium,
Mesorhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium y Allorhizobium (Young vy
Haukka, 1996; de Lajudie, Laurent-Fulele,
Willems, Torck, Coopman, Collins, Kersters,
Dreyfus y Gillis, 1998a; de Lajudie, Willems,
Nick, Moreira, Molouba, Hoste, Torck, Neyra,
Collins, Lindstrom, Dreyfus y Gillis, 1998b).
Estos géneros representan las bacterias que
provocan la nodulacion radicular de un enorme
rango de leguminosas diseminadas a través
de las mas variadas zonas geograficas y
climéticas del mundo.

Las leguminosas son muy diversas en su
morfologia, habitat y ecologia, desde las
plantas anuales del artico, hasta los arboles
tropicales. Sin embargo, la gran mayoria de
ellas son infectadas por los rizobios (Young y
Johnston, 1989). Con aproximadamente 700
géneros y 18 000 especies, la familia
Leguminosae es la tercera familia més grande
de las plantas con flores. Leguminosae se
divide en tres subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae y Papilionoideae. Existen cerca
de 152 géneros y 2 800 especies en
Caesalpinioideae, cerca de la misma cantidad
en Mimosoideae y 480 géneros con 12 000
especies en Papilionoideae (Somasegaran y
Hoben, 1994). Segun Polhill y Vidal (1981),
Caesalpinioideae fue la subfamilia que sirvid
de base para la evolucién de las subfamilias
Mimosoideae y Papilionoideae. Sin embargo,
Sprent (1994) considerd incorrecta esta
informacion, debido a algunas evidencias que
se basaron, entre otros estudios, en la
estructura de los nédulos.

El proceso de nodulacibn ha sido
encontrado en mas del 90 % de las plantas
pertenecientes a las subfamilias Mimosoideae
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y Papilionoideae, y en un 30 % de las
Caesalpinioideae  (Vincent, 1982). Por
ejemplo, el género Chamaecrista de las
Caesalpinioideae nodula bien; sin embargo, no
se ha observado nodulacién en los géneros
Delonix, Tamarindus, Peltophorum y muchos
otros. Naisbitt, James y Sprent (1992)
afirmaron que las células infectadas en los
nédulos de Chamaecrista muestran bacteroi-
des retenidos dentro de los filamentos de
infeccion durante el periodo de fijacion del
dinitrégeno, mientras que en otras especies
los rizobios son liberados durante la
diferenciaciéon, lo que segin Sprent (1994)
pudiera ser el indicio de una evolucion de los
nédulos de forma prematura en el desarrollo
de las leguminosas, o una evolucién de una
forma parasitica a una mas simbiotica. Por
otra parte, McKey (1994) aseguré que el déficit
de nitrdgeno en el suelo ejercié6 una marcada
influencia en el desarrollo de esta familia.

Asociaciones leguminosa-rizobio

Los primeros estudios sobre la asociacion
leguminosa-rizobio estaban dirigidos princi-
palmente hacia las especies pertenecientes a
los géneros Pisum, Vicia, Lens, Lathyrus,
Trifolium y Medicago, las cuales eran
utilizadas frecuentemente en la agricultura
europea Yy norteamericana. Esos mismos
estudios incipientes demostraron que las
cepas aisladas de un género de leguminosas
no necesariamente formaban nddulos en las
de otro género y se llegd a la conclusién que
las leguminosas estudiadas formaban grupos
segun la habilidad de sus respectivas cepas
de rizobios para infectarlas (Vincent, 1982). En
aquella época se denominé al rizobio de
acuerdo con una de las plantas hospederas
del grupo que éste infectaba (tabla 1).

Tabla 1. Grupos de inoculacion cruzada (tomado de Vincent, 1982).

. . Especies
Grupo Géneros representativos de Rhizobium
Trébol Trifolium R. trifolii
Vicia Pisum, Lathyrus, Lens, Vicia R. leguminosarum
Frijoles Phaseolus vulgaris R. phaseoli
Alfalfa Medicago, Melilotus, Trigonella R. meliloti
Soya Glycine max R. japonicum
Lupin Lupinus, Ornithopus R. lupine
Caupi Un gran ndmero de géneros de tres subfamilias de Rhizobium spp.
Leguminosae
Otros Pequefios grupos de uno 0 méas géneros o especies los Rhizobium spp.

cuales son “especificos” en el requerimiento de rizobios. Ej:
Lotus, Sesbania, Mimosa, Leucaena, Cicer, Coronilla,

Onobrychis, etc.

Estudios mas avanzados demostraron que
muchas leguminosas son hospederas de mas
de una especie 0 género del simbionte y las
cepas de rizobios varian enormemente en su
especificidad; las mas promiscuas infectan
leguminosas en diferentes tribus e incluso
diferentes subfamilias, por lo que cualquier
correspondencia entre la filogenia del
hospedero y el simbionte es dificil de aclarar
(Young y Johnston, 1989).

Segun Somasegaran y Hoben (1994), un
grupo de inoculacion cruzada consiste en una
coleccién de especies de leguminosas que
desarrollan una nodulacién efectiva cuando
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son inoculadas con el rizobio obtenido de los
nodulos de cualquier miembro de ese grupo.
Algunas asociaciones leguminosa-rizobio son
altamente especificas, mientras que otras son
promiscuas. Por ejemplo, la asociacién Cicer
arietinum-rizobio es altamente especifica. Por
otra parte, Tang, Tamayo y Marquez (1982);
Tang, Rodriguez y Avila (1994) y Tang (1996)
han encontrado respuestas pobres en las
asociaciones Stylosanthes guianensis-rizobio,
Leucaena leucocephala-rizobio y Aeschyno-
mene histrix-rizobio inoculadas con diferentes
cepas comerciales y nativas de Cuba.
Mpepereki, Woullum y Makones (1996), en
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estudios realizados con rizobios nativos de
Zimbawe, encontraron que Arachis hypogaea
y el cv. Carioca de Phaseolus vulgaris
resultaron muy especificos en cuanto a las
cepas inoculadas, pertenecientes a un amplio
rango de especies.

En la tabla 2 se muestran los grupos de
inoculacion cruzada segln conceptos mas
modernos, prevalecientes hasta principios de
la década de los 90. Sprent (2001) publicé una
nueva lista de géneros y especies con
ejemplos de leguminosas en las cuales los
rizobios forman nodulos efectivos (tabla 3).

Mecanismos fisiolégico-bioquimicos
de lafijacion simbidtica del dinitrégeno
nodulacién las

¢ El proceso de en

leguminosas

La infeccion de una leguminosa por los
rizobios es una relaciéon intima, la cual

depende del reconocimiento mutuo especifico
para una fijacion efectiva del dinitrégeno
(Vincent, 1982).

De acuerdo con lo expresado por Kijne
(1992), una infeccion exitosa no se inicia en la
superficie de la raiz, sino que consiste en un
proceso multidisciplinario que comienza en la
rizosfera. En este proceso toman parte la
activacion de los genes de nodulacién, la
ocupacion por la bacteria de los sitios méas
apropiados de la superficie radicular y la
liberacién del estimulo por el rizobio.

En los exudados que emiten las raices de
las leguminosas existe un rango determinado
de aminoécidos, azucares y acidos carboxili-
cos, los cuales resultan atrayentes en la
quimiotaxis que se forma entre la bacteria y
las raices, aunque aparentemente la quimio-
taxis no es el mayor factor en la determinacion
de la especificidad en la planta hospedera
(Gaworzewska y Carlile, 1982).

Tabla 2. Especies de rizobios en los géneros | y I, y los grupos de inoculacién cruzada de leguminosas
noduladas por esos rizobios (tomado de Somasegaran y Hoben, 1994).

Grupos de L . del
Rizobios inoculacién €guminosas de 1os grupos
de inoculacion cruzada
cruzada
Género I: Rhizobium

R. leguminosarum bv. viceae Vicia Pisum spp., Vicia y Lathyrus spp., Lens esculenta

R. leguminosarum bv. trifolii Trébol Trifolium spp.

R. meliloti Alfalfa Medicago  spp., Melilotus  spp., Trigonella
foenumgraecum

R. loti Lotus Lotus corniculatus y L. tenuis, Lupinus densi-florus,
Ornithopus sativus, Anthyllis vulneraria

R. galegae Galega orientalis

R. fredii Soya Glycine max

Rhizobium spp. Leucaena spp., Gliricidia sepium, Sesbania
grandiflora, Calliandra callothyrsus, Pithecellobium
dulce, Prosopis pallida, P. juliflora, Acacia senegal,
A. farnesiana, Robonia pseudoacacia

Rhizobium sp. Chicharo Cicer arietinum

Género II: Bradyrhizobium
Bradyrhizobium japonicum Soya Glycine max
Bradyrhizobium sp. Caupi Cajanus cajan, Arachis hypogaea, Acacia mearnsii,

A. mangium, A. auriculiformis, Phaseolus lunatus,
Psophocarpus tetragonolobus, Macroptilium
atropurpureum, Cyamopsis tetrago-nolobus, Vigna
spp., Desmodium spp., Stylosanthes spp., Lablab
purpureus
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Tabla 3. Relacion de géneros y especies de rizobios, asi como de leguminosas en las cuales forman
nddulos efectivos (tomado de Sprent, 2001).

Género

Especies y biovars

Ejemplos de leguminosas
que forman nédulos

Allorhizobium
Azorhizobium
Bradyrhizobium

Mesorhizobium

Rhizobium

Sinorhizobium

undicola
caulinodans
elkanii
japonicum
liaoningense

sp. (género del hospedero)

amorphae
ciceri
huakuii
loti
mediterraneum
plurifarium
tianshanense
etli

bv. mimosae

bv. phaseoli
gallicum

bv. gallicum

bv. phaseoli
galegae

bv. officinalis

bv. orientalis
giardinii

bv. giardinii

bv. phaseoli
haitanense
huautlense
leguminosarum

bv. phaseoli

bv. trifolii

bv. viciae
mongolense
tropici

arboris

fredii

kostiense

medicae

meliloti

saheli

terangae
bv. acaciae
bv. sesbaniae

Neptunia natans (de Lajudie et al., 1998a)
Sesbania rostrata (en el tallo)

Glycine max

Glycine max

Glycine max

Muchas especies potenciales (Ej. Lupinus)
estan actualmente definidas por sus hospederos

Amorpha fruticosa (Wang et al., 1999a)
Cicer arietinum

Astragalus sinicus

Lotus corniculatus

Cicer arietinum

Acacia senegal (de Lajudie et al., 1998b)
Glycyrrhiza pallidiflora

Mimosa affinis (Wang et al., 1999)
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris

Galega officinalis
Galega orientales

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Desmodium sinuatum

Sesbania herbacea (Wang et al., 1998)

Phaseolus vulgaris
Trifolium pratense
Pisum sativum
Medicago ruthenica

Phaseolus vulgaris. Esta es una especie
compleja, con muchos tipos dentro de ella
Acacia senegal (Nick et al., 1999)

Glycine max

Acacia senegal (Nick et al., 1999)
Medicago truncatula

Medicago sativa

Sesbania pachycarpa

Acacia laeta
Sesbania rostrata (raices)
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Después de la formacion de las raices
laterales, se ha observado un aumento de la
poblacién de rizobios en la rizosfera de Pisum,
lo cual pudiera estar correlacionado con la
liberacibn de cantidades significativas de
homoserina de la raiz principal, en los lugares
donde surgen las laterales (Van Egeraat,
1975a, 1975b). La homoserina es un
aminoacido especifico de este género de
leguminosa y representa una fuente de
carbono y de nitrégeno para algunas especies
del género Rhizobium (Van Egeraat, 1975c).

Muchos genes en los rizobios que son
responsables de la nodulacion (genes nod)
estan localizados en los plasmidios de algunos
géneros. Estos codifican para las funciones
comunes y especificas en la nodulacién de la
planta hospedera y estdn organizados en al
menos cuatro operones inducibles. La
expresion de estos operones requiere de la
presencia de un gen nod funcional, asi como
de los flavonoides exudados por la planta
hospedera que ejercen una estimulacion en
los genes nod. Ejemplos de estos flavonoides
lo constituyen: 4,4'-dihidroxi-2'-metaxichalcona
(alfalfa); 7,4'-dihidroxiflavona (trébol), 7,4'di-
hidroxi-4'-metanoxiflavona (vicia) y Daidzeina
(soya) (Kijne, 1992). Sin embargo, Giller
(2001) considera que esta estimulacion no es
del todo especifica, ya que los exudados de
algunas leguminosas no compatibles pueden
activar los genes nod de la cepa de
Rhizobium hasta cierto grado, y en algunos
casos los exudados de plantas no legumi-
nosas pueden causar esta estimulacion. Al
mismo tiempo, la presencia del rizobio en la
rizosfera es el factor principal que incide
claramente en la produccién de moléculas
inductoras de los genes nod por algunas
leguminosas.

La proteina NodD es una proteina regula-
dora de transcripcion derivada del gen nodD
gue interactda con los exudados radiculares,
entre ellos los flavonoides, lo cual contribuye a
la especificidad del hospedero en esta primera
fase (Geiger, Ritsema, van Russell, Tak y
Wijfies, 1994; Sprent, 2001). En una segunda
fase la bacteria, después de activados los
genes comunes nodABC, produce metabolitos
(metabolitos o factor Nod), algunos de los
cuales pueden actuar como sefiales en las
plantas hospederas respectivas. En todos los
casos estudiados estas sefiales son lipo-
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oligosacaridos, los cuales son acompafiados
por grupos funcionales caracteristicos para las
especies de rizobios relacionados en su
sintesis, que posteriormente inducen el
proceso de nodulacion en la planta (Denarié,
Debellé y Rosenberg, 1992; Verma, 1992;
Sprent, 2001).

En la planta hospedera el rizobio migra
hacia el primordio nodular por un pasaje
intracelular. Las células infectadas estan
localizadas en la zona radicular entre los pelos
radiculares mas pequefios emergentes y el
extremo no piloso de la raiz (Kijne, 1992). Los
pelos radiculares, ante la presencia de la
bacteria, adoptan diferentes formas, como se
ilustra en la figura 1. La unién del rizobio con
la superficie radicular ocurre en dos fases: en
la primera, las células bacterianas se adhieren
por separado a la superficie del pelo radicular.
En la segunda, otros rizobios de adhieren a la
cadena de células, lo cual termina en una
acumulacion de rizobios en el sitio de unién
(Smit, Logman, Boerrigter, Kijne y Lugtenberg,
1989). Diferentes moléculas estan relacio-
nadas con estas fases de unién. También Smit
et al. (1989) descubrieron una proteina rizobia-
na de superficie, denominada rhicadesina, la
cual probablemente esté relacionada con la
unién del rizobio y la superficie radicular.
Segun el criterio de estos autores, esta
proteina también es comdn para otras
Rhizobiaceae, incluso para el Agrobacterium.

Después de la union del rizobio con la
superficie, el pelo radicular responde con un
encorvamiento (Haack, 1964; Newcomb, Sipell
y Peterson, 1979) (fig. 2). El rizobio atrapado
en este encorvamiento puede ser ingerido por
la célula radicular. Algunas células de la pared
celular que han resultado degradadas
sugieren la intervencién de enzimas degradan-
tes en el proceso de infeccion, como la
pectinasa, las hemi-celulasas y las celulasas
(Hubbell, Morales y Umali-Garcia, 1978;
Martinez-Molina, Morales y Hubbell, 1979).
Otras sustancias, como las lectinas, probable-
mente estén involucradas en la iniciacion y el
desarrollo del sitio de infeccion. Segun Brewin
y Kardailsky (1997), las lectinas influyen en la
morfogénesis celular vegetal y en el desarrollo
del nédulo. Las lectinas estan presentes en la
superficie de las células epidérmicas en el
momento de su diferenciacion en trichoblastos
(Mellor y Werner, 1990).
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Fig. 1. Caracteristicas tipicas de la deformacion de los pelos radiculares
ante la infeccidn de los rizobios: a) Pelos radiculares en su estado
normal; b) Apariencia abultada de los pelos radiculares ante la
presencia de la bacteria viva; c) Apariencia elongada de los pelos
radiculares ante la presencia de la bacteria viva; d) Deformacion
helicoidal de los pelos radiculares ante la presencia de la bacteria
viva (adaptado de Ervin y Hubbell, 1985).

La llegada del rizobio al pelo radicular es
seguida por la formacion de una invaginacion
tubular creciente de la membrana plasmatica
hospedera, acompafiada de una deposicion de
material de la pared celular en las regiones
subapicales de la membrana invaginada. La
estructura resultante es llamada filamento de
infeccion y contiene el rizobio invasor; existen
evidencias que sugieren que los polisacaridos
extracelulares del rizobio estan involucrados
en la formacion de este filamento (Kijne,
1992).

De acuerdo con lo observado por van
Brussel, Bakhuizen, van Sprensen, Spaink,
Tak, Lugtenberg y Kijne (1992), alin no se
sabe hasta qué punto la presencia del rizobio
en el filamento de infeccién influye en la
polarizacién de las células y, por lo tanto, en el
crecimiento del filamento. Es posible que las
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moléculas extracelulares de la matriz del
filamento contribuyan continuamente a las
interacciones entre la bacteria y la membrana
plasmatica (Kijne, 1992). Segun este autor, a
la infeccién de la célula por los rizobios le
sigue la migracion del ndcleo hacia el centro
de la célula y la formacién de estructuras
cbnicas radialmente orientadas, llamadas
puentes cito-plasmaticos; el cruce del
filamento e infeccién por la pared celular
hospedera ocurre invariablemente opuesto al
eje del puente citoplasmatico, pasa el nucleo
celular y eventualmente alcanza la pared
periclinica de la célula.

Posteriormente, la bacteria se sitia dentro
de un compartimento celular rodeado de una
membrana del hospedero: el simbiosoma
(Roth, Jeon y Stacey, 1988; Brewin, 1998), el
cual es producido por la planta hospedera por
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un flup de membrana de Golgi. Se ha
demostrado que el microsimbionte tiene un
papel decisivo en la formacién, estabilidad,
composicion proteinica y densidad de las
particulas de esta membrana (Werner, 1992).
Algunas fuentes de peréxido, como NAPH
oxidasa, diamina oxidasa u oxalato oxidasa,
pueden encontrarse en el simbiosoma y la
regulacion de estas actividades puede ser muy
importante en la simbiosis (Brewin, Rathbun y
Wisniewski, 2000). Durante el desarrollo del

nédulo es altamente inducida la biosintesis de
la membrana y un flujo de proteinas, entre las
que se encuentran las lectinas (Downie y
Kondorosi, 1998).

Segln Van Kammen (1995), cada una de
las fases sucesivas de la formacién del nédulo
en las raices es marcada por la expresion de
genes de la planta, especificos en la nodula-
cion, que codifican las proteinas llamadas
nodulinas.

Las células del filamento de
infeccibn se multiplican
activamente y se infectan
con los rizobios, pero no

hay fijacion

El meristemo formado por
células pequefias no conta-

minadas por los rizobios, lo
que posibilita el creci-
miento del nédulo

Zona de fijacion del Na,
constituida por bacteroides.
Esta zona se tifie de rojo o
rosado por laleghemoglobina

degeneracion,
No se

Zona de
verde o marrén.
realiza fijacién del N,

Sistema vascular derivado
de los vasos del tallo, que
irriga al nédulo brindando
los carbohidratos nece-
sarios para la reaccion de
fijacién y transporte a las
hojas de los compuestos
nitrogenados formados

Fig. 2. Proceso general de infeccion y desarrollo nodular en una raiz de Glycine max (tomado de FAO,

1985).

En el simbiosoma los rizobios se dividen y
cada uno adopta una forma pleiomorfica (los
llamados bacteroides) y comienzan a reducir
NH, en amonio en el nédulo completamente
formado (Kijne, 1992).

De acuerdo con Boogerd y van Rossum
(1997), existe otra via de penetracion del
rizobio a la raiz, y es la que se realiza a través
de dos células de la epidermis. Esto se ha
comprobado en especies arb6reas como
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Mimosa scabrella y nunca pudo ser observado
el filamento de infeccién.

¢ Reduccion (fijacion) del nitrégeno
atmosférico en amonio por los rizobios
en el noédulo

En el nédulo, el meristemo nodular (zona 1)
puede ser diferenciado de la zona Il de
prefijacion, donde ocurre la infeccion de las
células corticales. En la interzona II-lll el
nitrégeno bacteriano es inducido y procede a
través de la zona Il de prefijacion. En la zona
de senescencia |V, los bacteroides son
degradados por la planta (Van Kammen,
1995). De acuerdo con este autor, el gen que
codifica la leghemoglobina comienza en la
zona de infeccion Il y alcanza su maxima
actividad en la zona de fijacién 11l (fig. 3).

La leghemoglobina es la proteina que le
confiere el color rojo o rosado al nddulo, lo
cual es indicio de una nodulacién efectiva, y su
estructura espectral es similar a la de la
hemoglobina (Somasegaran y Hoben, 1994).
Appleby (1962) informé que la leghemo-
globina exhibia una gran afinidad por el O, y
sugiri6 que esta proteina probablemente
facilite la difusion del O, en el nédulo, lo cual

fue corroborado y calculado méas tarde por
este mismo autor (Appleby, 1984; 1985).

Por otra parte, Sanchez, Padilla, Pérez y
Lara (1991) consideraron las leghemo-
globinas como las nodulinas mas abundantes,
que funcionan como conductoras de O, y
facilitan su difusion a los bacteroides; estos
son producto de una familia de genes
multiples, cuya expresion es fuertemente
activada antes de la fijacion del dinitrégeno.

El sistema de la enzima nitrogenasa esta
compuesto por dos proteinas: la hierro (Fe-)
proteina y la molibdeno-hierro (MoFe-)
proteina, las cuales, en su conjunto, son
responsables de la reduccion del dinitrégeno
atmosférico y es una actividad dependiente del
ATP (Van Kammen, 1995). La Fe proteina
acepta electrones de dos grupos de proteinas
especificas a la nitrogenasa que donan
electrones: las ferredoxinas o flavodoxinas, y
los transfiere, uno a uno, hacia la MoFe
proteina. La Fe proteina tiene dos moléculas
de Mg.ATP asociadas a ella. La proteina
reducida que porta un electr6n para ser
donado se enlaza con la MoFe proteina. Alli
existe un sitio de enlace de cada mitad del
tetramero de la MoFe proteina, las cuales se
cree que funcionen de forma independiente.

Meristemo nodular

Zona de prefijacion

Interzona

Gen que codifica
para la
leghemoglobina

Zona de prefijacion

Zona de senescencia

Fig. 3. Esquema basico general del proceso de fijacion de dinitrégeno atmosférico en el nédulo (adaptado

de Guan, Pawlovski y Bisselling, 1995).

En el enlace siguiente, un electréon es
transferido de la Fe proteina hacia la MoFe
proteina con una hidrélisis concomitante de
ambos enlaces de moléculas de ATP hacia
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ADP; ambas proteinas se disocian y el
proceso comienza de nuevo (Giller, 2001). De
acuerdo con lo informado por estos autores, la
reaccidon de la nitrogenasa requiere de una
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demanda energética grande: como minimo 16
Mg.ATP son hidrolizados bajo condiciones
ideales, como se observa en la reaccion:

N, + 8H" + 8 € + 16Mg.ATP — 2NH; + H, +
16Mg.ADP + 16Pi

Se conoce que en condiciones naturales
esta demanda es aun mayor; por lo tanto, es
importante que el sistema de la nitrogenasa
esté bajo el control de las células fijadoras de
N,. Uno de los mas interesantes y mejor
definidos sistemas de control fue descrito
primeramente en Rhodospirillum rubrum por
Ludden y Burris (1976).

El sistema de la enzima nitrogenasa es
muy sensible al oxigeno y esta es inhibida
irreversiblemente por el O,. Segun Giller
(2001) esto puede ser una secuela accidental
de la evolucion de la nitrogenasa cuando la
atmoésfera de la tierra alun contenia bajos
niveles de O,, 0 puede ser también un aspecto
fundamental de la reaccion de reduccion del
N,. Cuando este proceso ocurre, en los
nédulos hay una alta demanda de O,; por lo
tanto, los bacteroides deben ser mantenidos
en un ambiente bajo en O,, pero suplemen-
tados con un alto flujo de este elemento (Van
Kammen, 1995).

nATP

reductor

o

Los genes que codifican para la sintesis de
la enzima nitrogenasa se denominan genes nif
(A, HDK, B, E, N, S) y son activados de
diferentes formas, entre las que se encuentra
el bajo nivel de O los demas pueden
constituir por si mismos operones transcritos.
En los rizobios, los genes nif normalmente son
expresados Unicamente dentro del nddulo,
aunque algunas cepas de Bradyrhizobium
pueden ser inducidas a expresarlos ex planta
(Sprent, 2001). Otros genes que toman parte
del proceso de fijacibn del dinitrégeno
atmosférico son los genes fix (ABC, F, GHI,
LJ, KN, R, X), muchos de los cuales son
activados por los genes nif (Martinez-Romero
y Palacios, 1990) y que codifican para otros
componentes de la reaccion general de la
nitrogenasa, en particular en la cadena del
transporte de electrones que conlleva hacia el
proceso de reduccién del nitrégeno (Sprent,
2001).

El H, producido por la reduccién del N, en
amonio es oxidado por la enzima hidrogenasa.
La produccion de H, por una enzima, seguida
del consumo de H, por otra enzima, conlleva a
un ciclo del H, (Arp, 1992) (fig. 4).

n(ADP+Pi)

Fig. 4. Esquema del ciclo del H, en simbiontes Ny-fijadores y las bacterias
dinitrofijadoras de vida libre (adaptado de Arp, 1992).
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La funciébn de la hidrogenasa varia de
acuerdo con la fisiologia y el metabolismo del
microorganismo. En el caso de los micro-
organismos dinitrofijadores, la habilidad para
oxidar el H, estd asociada con el micro-
simbionte y es generalmente considerada una
propiedad beneficiosa de éstos, ya sea en
simbiosis o en vida libre, ya que el H, liberado
por la nitrogenasa puede ser consumido y el
reductante usado de forma que pueda ser Util
para las células (Dixon, 1976).

Otras ventajas de la hidrogenasa han sido
detalladas por Giller (2001):

Como la oxidacion del H, esta asociada al
consumo (al menos en microorganismos
aerbbicos, como los rizobios), esta carac-
teristica ayuda a mantener la presion
parcial de O, por debajo de los "niveles de
peligro" para la nitrogenasa.

El H, puede actuar como un inhibidor
poderoso de la reduccion de N, por la
nitrogenasa, por lo que la actividad de la
hidrogenasa puede servir para mantener
alta la eficiencia de la reduccion del N,
mediante la eliminacion del inhibidor
potencial.

Importancia de la simbiosis leguminosa-
rizobio en la préactica agricola

El consumo individual de proteina de los
5,3 hillones de habitantes del planeta es
aproximadamente de 70 g/dia, o 23 000 000 de
toneladas de nitrégeno por afio (Waggoner,
1994). Para mantener este nivel de consumo,
y teniendo en cuenta que la poblacion mundial
se duplicara en los proximos 40 afios, se
necesitara el doble o el triple de la produccion
actual de alimentos (Vance, 1997).

Es sabido que la explosién demografica del
siglo XX ha sido mantenida por una
combinacion del proceso Haber-Bosch para
producir amonio como fertilizante, y por la
revolucién verde, en la cual las variedades de
vegetales altamente productivas fueron
hibridizadas en el contexto de un consumo
pleno de nitrégeno; sin embargo, ¢debemos
realmente mantener esta produccion de la
misma forma, con los mismos costos?
(Newton, 1999).

Uno de esos costos provenientes de la
utilizacion indiscriminada de fertilizantes se
relaciona con la contaminacion del agua
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potable, asi como de los lagos y los rios por
los nitratos. Este problema no existia 50 afios
atrds cuando las cosechas y el nitrégeno
utilizados eran menos del 50 % de lo que son
ahora (Bockman, citado por Newton, 1999). El
otro tipo de costo es la produccion de Oxidos
de nitrégeno, los cuales conllevan a pertur-
baciones atmosféricas potenciales. Tanto el
oxido nitroso como el 6xido nitrico se originan
de las poblaciones de microorganismos del
suelo (Newton, 1999). La denitrificacion
produce cerca de 90 % de nitrdgeno gaseoso y
10 % de Oxido nitroso, el cual es un gas de
invernadero con una energia reflectiva 180
veces mayor que la del diéxido de carbono
(Hardy y Eaglesham, 1995).

El manejo juicioso del nitrogeno en el
ambiente es esencial para el desarrollo de una
agricultura  mas productiva y sostenible
(Newbold, 1989). En este contexto, la impor-
tancia de la fijacion biologica del dinitrégeno
para la seguridad de los alimentos en el
mundo es realmente incuestionable y el uso
de cultivos capaces de efectuar una fijacion
simbidtica del N, es el componente primario en
una agricultura sostenible (Vance, Graham y
Allan, 2000).

Las leguminosas, en su funcion de plantas
hospederas de las bacterias rizobios, desem-
peflan un papel crucial en la agricultura
sostenible, y desde décadas pasadas existen
evidencias de su importancia en programas
agricolas de varios paises (Heath, Metcalfe y
Barnes, 1973; Vincent, Whitney y Bose, 1977;
Summerfield y Bunting, 1980). Ruiz, Funes y
Fernandez (1976), Sistachs y Frias (1980), asi
como Machado y Alfonso (1981) y muchos
otros autores, han hecho referencia a las
caracteristicas agronémicas y a la fijacion del
dinitrégeno de las leguminosas forrajeras y de
grano en la ganaderia de Cuba.

No obstante, en las zonas tropicales no
estan aln completamente explotadas las
ventajas de la fijacién simbiética del dinitro-
geno. De acuerdo con Dreyfus (1998), la
mayoria de las leguminosas espontaneas
anuales en los terrenos cultivables del trépico,
que fijan activamente el dinitrdgeno con los
rizobios, son consideradas por los campesinos
como malezas.

Los volumenes de dinitrégeno fijado por los
rizobios son realmente significativos. Existen
informes de hasta 350 kg de N/ha™/ época™ en
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algunas leguminosas (Vance, 1997). En
leguminosas de pastos se han registrado
cantidades que difieren de acuerdo con la
zona geografica donde son evaluadas (tabla
4).

El mejoramiento del rendimiento de los
cultivos a través de la transferencia de suelos
productivos de un campo hacia otro es una
practica utilizada desde tiempos remotos

(Smith, 1992). Desde el descubri-miento
hecho por Hellriegel en el siglo XIX sobre la
nutricién nitrogenada de las leguminosas, la
inoculacion ha sido perfeccionada mediante la
aplicacién de técnicas mas sofisticadas que
comprenden la utilizacién de medios de cultivo
y sustratos adecuados.

Los inoculantes constituyen el medio ideal
para la transportaciéon de los rizobios

Tabla 4. Volumenes de nitrégeno atmosférico fijado por algunas leguminosas pratenses, localizadas en

diferentes zonas geograficas.

. Kg N/ha™/ Zona
Leguminosas pratenses Autor b 1 i
época geografica
Arachis pintoi Thomas, Asakawa, Rondon y Alarcon (1997) 1-7 Colombia
Clitoria ternatea Armstrong, Mc Cosker, Miller, Walsh, 42 Australia
Johnson y Probert (1997)
Desmanthus virgatus Armstrong et al. (1997) 3-15 Australia
Lablab purpureus Armstrong et al. (1997) 31-54 Australia
Lotononis bainesii Armstrong et al. (1997) 17-92 Australia
Macroptilium atropurpureum Alves, Rezende, Resende, Macedo, Tarre, 97-137 Australia
Urquiaga y Boddy (2000)
Neonotonia wightii Alves et al. (2000) 126 Australia
Desmodium intortum Mwangi, Giller, Cadisch y Thorpe (2001) 35-51 Kenya
Macrotyloma axillare Mwangi et al (2001) 9-32 Kenya
Stylosanthes capitata Behling Miranda, Fernandes y Cadisch 1-40 Colombia
(1999)
Thomas et al (1997) 141-179 Brasil

desde el fermentador hasta la leguminosa en
el campo. Una formulacion y aplicacion de alta
calidad deben mantener, de una forma
conveniente y econdmica, una alta poblacion
de rizobios efectivos en el suelo (Smith, 1992).
Segun Thikhonovich (1993), cerca del 30-40 %
de las leguminosas del mundo pueden ser
inoculadas con la actual produccion de
inoculantes. Para incrementar su utilizacién,
es necesario mejorar la calidad y optimizar la
tecnologia de su aplicacién practica.

Otro de los aspectos que se deben tener
en cuenta en la inoculacion de leguminosas es
la competencia de otros microorganismos en
la rizosfera. En tal sentido, Vincent (1982)
asegurd que existen factores relacionados con
la competencia por la ocupacién de las raices,
entre ellos:

e El genotipo de la planta hospedera.
e La cantidad de células en el in6culo y en la
superficie radicular.

e El ritmo de multiplicacién de los rizobios.

e El estado fisiolégico de los rizobios en el
momento de la inoculacion.

e Temperatura, oxigeno Yy niveles nutri-
cionales.

e Compatibilidad (a veces expresada en
efectividad) entre el rizobio y la planta
hospedera.

También Prévost, Drouin y Antoun (1999)
afirmaron que la productividad de las
leguminosas se afecta por las interacciones de
la planta hospedera, los rizobios y los factores
ambientales. Binder (1997) cit6 la intensidad
de la luz, la temperatura y la humedad del
suelo, el pH, la materia organica y la
aplicacion de nitrégeno al suelo como factores
que inciden directamente en el proceso de
simbiosis leguminosa-rizobio.

En Cuba, los trabajos de diversos autores
(Bécquer, Prévost y Prieto, 2000; Bécquer,
Prévost y Cloutier, 2001, 2002; Bécquer,
Prévost, Cloutier y Laguerre, 2002) han
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demostrado la existencia de cepas de rizobios
gue son tolerantes a factores fisico-quimicos
estresantes, tales como: acidez, alcalinidad y
altas temperaturas, y que presentan un alto
potencial de eficiencia simbidtica al ser
inoculadas en leguminosas promisorias para la
ganaderia. También Lbépez, Ramirez vy
Gonzéalez (1998); Lopez, Gonzalez y Garcia
(1999); asi como Loépez, Gonzalez, Ramirez,
Cordovi, Gémez y Castillo (2000) informaron
acerca de cepas de rizobios tolerantes a
diferentes grados de salinidad. Estas cepas,
por proceder de ecosistemas ganaderos
cubanos que se encuentran bajo condiciones
edafoclimaticas agresivas, constituyen un
factor importante de aplicabilidad agronémica
en el futuro.

Segun Herridge, Rupela, Serraj y Beck
(1994), el manejo de los sistemas de cultivo
para minimizar el estrés y maximizar los
rendimientos, y el desarrollo de cultivares y la
correcta seleccion de las cepas de rizobios
con un potencial alto de fijacion simbiética, son
factores de incremento de la productividad en
las leguminosas.

CONCLUSIONES

La simbiosis leguminosa-rizobio constituye
la asociacibn mas significativa en cuanto a la
fijacion biologica del dinitrégeno y su impacto
en la agricultura, y es, al mismo tiempo, la mas
comprendida por la ciencia.

A pesar de la gran diversidad genética de
las leguminosas, la gran mayoria son infecta-
das por los rizobios, los cuales pasan a formar
parte de un largo proceso que empieza con la
infeccion del sistema radicular y termina con la
senescencia de los nédulos en ciertas etapas
fenolégicas de la planta. Se ha revelado que
para ocurrir la fijacion del dinitrégeno en el
interior de las raices, deben estar presentes
diversos factores bioquimico-genéticos desde
el inicio del proceso en la rizosfera, tales
como: la quimiotaxis entre la bacteria y las
raices, la presencia de leghemoglobina (el
pigmento vegetal que facilita la difusién del O,
en el nédulo), asi como la enzima nitrogenasa,
que es la responsable de la reduccion del
nitrégeno. La informacién genética desempefa
también un papel fundamental en este
proceso, ya que existen genes que codifican
para determinadas funciones.
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Una de las consecuencias negativas de la
utilizacion  indiscriminada de fertilizantes
industriales lo constituye la contaminacién del
agua potable por nitratos, asi como de lagos y
rios. Otros efectos negativos se manifiestan en
las perturbaciones atmosféricas, ya que la
denitrificacion que ocurre por el exceso de
fertilizantes nitrogenados en el suelo provoca
la formacion de nitrdgeno gaseoso y de Oxido
nitroso, por lo que se impone el manejo
juicioso del nitrégeno en el ambiente para el
desarrollo de una agricultura mas productiva y
sostenible. En este contexto, la importancia de
la fijacion biolégica del dinitrébgeno para la
seguridad de los alimentos en el mundo es
incuestionable y el uso de cultivos capaces de
efectuar una fijaciéon simbidtica del N, es el
componente primario en una agricultura
sostenible.

CONCLUSIONS

The legume-rhizobium simbiosis consti-
tutes the most significant association regarding
the biological fixation of dinitrogen and its
impact on agriculture, and it is, at the same
time, the association best understood by
science.

In spite of the great genetic diversity of
legumes, most of them are infected by
rhizobia, which become part of a long process
that begins with the infection of the root system
and ends with the senescence of the nodules
in certain phenological stages of the plant. It
has been revealed that for the dinitrogen
fixation to take place within the roots, several
biochemical-genetic factors must be present
since the beginning of the process in the
rhizosphere, such as: the chemotaxis between
the bacterium and the roots, the presence of
leghaemoglobin (the plant pigment that
facilitates the diffusion of O, in the nodule), as
well as the presence of the nitrogenase
enzyme, which is responsible for the nitrogen
reduction. The genetic information plays also a
main role in this process, because there are
genes that codify for certain functions.

One of the negative consequences of the
indiscriminate use of industrial fertilizers is the
pollution of drinking water, as well as of lakes
and rivers, by nitrates. Other negative effects
are shown in the atmospheric disturbances,
because the denitrification caused by the
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excess of nitrogen fertilizers in the soil
produces the formation of gaseous nitrogen
and nitrous oxide, and that is the reason why
the judicious management of nitrogen in the
environment is urged for the development of a
more productive and sustainable agriculture. In
this context, the importance of the biological
fixation of dinitrogen for food security all over
the world is unquestionable, and the use of
crops capable of carrying out a symbiotic
fixation of N, is the primary component of a
sustainable agriculture.
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