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RESUMEN

La fijacién bioldgica de nitrégeno puede sustituir el uso de fertilizantes quimicos en la agricultura y
prevenir la pérdida de la fertilidad del suelo. Este proceso sélo lo realizan bacterias, aigunas de éstas
(del tipo rhizobia} se establecen en las raices de plantas legumincsas proporciondndoles el nitrégeno gue
necesitan para su crecimiento. El interés de la investigacién en estas bacterias es el poder utilizarlas
eficientemente en la agricultura. En los paises tropicales y subtropicales, como México, existen una
gran riqueza de rhizobia cuya diversidad se presenta en este artfculo. ‘
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ABSTRACT

Biclogical nitrogen fixation may substitute for the use of chemical fertilizers in agriculture and
prevent the loss of soil fertility. This process is only performed by bacteria, some of which (belonging
to rhizobia} associate to the roots of plants providing part of the nitrogen plants need for growth.
Research interes on these bacteria is driven by the interest in using them efficiently in agriculture. In
tropical and subtropical countries, as Mexico, there is a large diversity of rhizobia reviewed here.
Key Words: nitrificant bacteria, Rhizobium, diversity, nitrogen fixation.

INTRODUCCION

La fijacién bioldgica de nitrégeno es la conversidon enzimética de nitrégeno
gaseoso a amonio; es una caracteristica exclusiva de procariontes y se encuentra
distribuida en muchos géneros de bacterias (Young 1992). Adema&s de las
bacterias fijadoras de nitrégeno en vida libre, existen bacterias del suelo que se
asocian a plantas y, en particular, un grupo de éstas (de fos géneros Rhizobium y
otros relacionados) se asocian a leguminosas (Martinez & Hernadndez 1999}. La
asociacién Rhizobium-leguminosa contribuye entre un 1/3 y un 1/2 del nitrégeno
fijado de la atmoésfera y se basa en el intercambio de carbono por nitrégeno entre
ambos simbiontes ya que para las plantas el nutriente méas limitante es el
nitrégeno.

Uno de los problemas fundamentales que enfrenta la humanidad es la
produccidn de alimentos en cantidad suficiente. Para la solucién de este problema
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se ha recurrido a la utilizacién de fertilizantes, los cuales se aplican cada vez en
cantidades mayores. El usc masivo de los fertilizantes ha generado diversos
problemas; por ejemplo, la contaminacién de los suelos, de los mantos acufferos
y cuerpos de agua. Ante esta situacidén se realizan esfuerzos por conocer los
sistemas bioldgicos v poder modificar las practicas agricolas lo suficiente para que
sea la fijacion biolégica de nitrogenc la que reemplace al nitrégeno extraido del
suelo por los cultivos, y no la aplicacion de los fertilizantes. Ademas del nitrogeno,
el desarrollo de las plantas estd determinadc en buena parte por los
microgrganismos con los que éstas se asocian. Algunos de ellos pueden suprimir
diversos patdgenos evitando enfermedades o, como Azospirilium y Acetobacter,
que pueden estimular el crecimiento de la planta al producir hormonas vegetales,
(Ckon & Kapulnik 1986, Fuentes-Ramirez et al/. 1993), otros proporcionan
distintos promotores del crecimiento vegetal como el lumichrome que produce
Rhizobium meliloti y que estimula la respiracion de la raiz y el desarrollo de plantas
de alfalfa {(Phillips et a/. 1999).

Las leguminosas son ricas como fuente de proteina tanto para la alimentacidn
humana come para el ganado. La produccion de plantas leguminosas depende en
gran medida de la fijacion de nitrogeno que se realiza en simbiosis por el
Rhizobhium especifico. Existen cerca de 19,000 especies de leguminosas {(Allen &
Allen 1980, la mayecria aun no aprovechadas por el hombre. Solo se conocen los
simbiontes para alrededor del 1% de las leguminosas gque forman nddulos fijadores
de nitrégeno (Martinez-Romero & Caballero-Mellado 1996).

Se ha generado un gran conocimiento sobre rhizobia que se ha centrado en unas
tres o cuatro especies (Fisher & Long 1992, Kaneko er a/. 2000, Galibert et al.
2001, Gottfert et a/. 2001); en cambio, existe un gran desconocimiento sobre la
biodiversidad global de estas bacterias. La riqueza de rhizobia es mayor en suelos
tropicales y subtropicales que en suelos templados, concordante con la mayor
riqueza de leguminosas en estas zonas {Yanagi & Yamasate 1993).

Diversidad funcional y taxondmica del grupo

Todas las especies de rhizocbia forman nddutos en las raices o tallos de las
leguminosas y se establecen dentro de estas estructuras en donde proliferan, se
diferencian vy fijan nitrégeno. Existe especificidad en esta relacidn, lo que significa
gue una especie de leguminosa establece simbiosis con un limitado numero de
especies de rhizobia (Long 1989). Se han identificado diferentes sitios de
diversificacion de las legumingsas vy éstes coinciden con los sitios de
diversificacion de los rhizobia que son capaces de establecer simbiosis con las
leguminosas en cuestion (Martinez-Romero & Caballero-Mellado 13986).
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En los ultimos anos se ha incrementado el nimero de especies y géneros de
rhizobia porque se han analizado leguminosas que no se habian estudiadoe y porgue
la metodologia para clasificar bacterias es méas poderosa. Utilizando enfoques de
biologia molecular, se han establecido también las relaciones filogenéticas de estas
bacterias {(Van Berkum & Eardly 1998). En el cuadro 1 se listan las especies y
géneros de rhizobia.

Cuadro 1
Taxonomia actual de rhizobia

Génern Especie Huésped

Azorhizobium A. caulinodans Seshania rostrata

Bradyrhizobium

B

elkani

B. japonicum

B
B.

fiaoningense
yuanmingense

Glycine max (soya)
Glycine max
Glycine max
Lespedeza

Mesarhizobium amorphae Amorpha fricticosa
ciceri Cicer arietinum (garbanzo)
huakuii Astragalus
loti Lotus

TRIIRRR

maditerranegum
plurifarium
tianshanense

Cicer arietinum
Acacia, Leucaena
Giycyrrhiza, Sophora, Glycine y otras

Rhizobium R. et Phaseolus vulgaris (frjol}, Mimosa affinis
R. galegae Galega
R. galhcum Phaseolus vulgaris
R. giardiri Phaseolus vulgaris
R, hainanense Stylosanthes, Centrosema, Desmodium,

Tephrosia

R. huautlense Sesbania herbacea
B. lequrminosarurr Vicia (chicharo), Trifolium (trébol)
R. mongolense Medicago ruthenica, Phaseolus vulgaris
R. tropici Fhaseolus vuigaris, Leucaena
R. undicola Neptunia natans

Sinorhicobium 5. arboris Acacia senegal, Prosopis chilensis
§. fredii Glycine max
5. kostense Acacia senegal, Prosopis chilensis
S. medicae Medicago spp
5. melfiloti Medicago sativa (altalta)
S. saheli Sesbania
S. terangae Sesbania, Acacia
S. xinfiangense Glycine max
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Patrones de diversidad taxonémica en México

México es uno de los sitios de origen del frijol, Phaseolus vuigaris, y de
diferentes especies de Leucaena, Mimosa, Sesbania y Acacia y de otras muchas
leguminosas. El aislamiento de las bacterias de estas leguminosas ha revelado en
algunos casos una diversidad genética enorme vy nos ha llevado a proponer nuevas
especies de Rhizobium, las cuales son nativas de México y no se encuentran en
otros sitios salvo en las ocasiones en que, ya sea deliberadamente ¢ no, han sido
introducidas en estos lugares. Por ejemplo, encontramos que las semillas de frijol
pueden diseminar a sitios geograficos distantes a la especie Rhizobium etl, que
portan sobre su testa {(Pérez-Ramirez et a/. 1998).

Es precisamente F. et/i el microsimbionte que seguramente co-evaluciond con
el frijol {Segovia er a/. 1393) v el mas eficiente en fijacion de nitrogeno con las
lineas Mesoamericanas de Phaseclus vulgaris (Martinez-Romero et a/. 1998a).

También se han descrite dos biovariedades de A. et/, una can especificidad
preferente para frijol vy otra con especificidad més amplia que incluye a Leucaens
spp, Mimosa affinis y frijol. Esta dltima, la biovariedad mimosa, es mas limitada
en su diversidad genética {heterozigosis promedio, H=0.2, calculado de acuerdo
con Selander et al. 1986) gue la biovariedad phasecli (H=0.8). La amplia
diversidad del biovar phaseoli {(Pinero et /. 1988, Segovia et a/. 1991, Eardly et
al. 1995b) se corretaciona con la gran distribucién geogrédfica del cultivo del frijol.

En las semillas de frijol la diversidad genética de £. et/ es muy limitada
indicando que solo algunos clones sobreviven a la desecacién (Pérez-Ramirez et
al. 1998). También hemos encontrado R. et/ dentro de tallos vy raices de maices
cultivados en asociacidn con frijol {Gutiérrez-Zamora & Martinez-Romero 2001},

El patrimonio de Rhizobium de México también incluye a A. huautlense (Wang
et al. 1998) que sdélo se ha aislado de la reserva ecoldgica Sierra de Huautla en
Morelos y que es simbionte especifico de Seshania herbacea. R. huautiense tiene
una diversidad genética muy limitada y estd adaptado a la nodulacion en
condiciones de inundacion (Wang & Martinez-Romero 2000). Hemos documentado
nuevos grupos de Rhizobium, Sinorhizobium vy Mesorhizobium aislados en
Leucaena que no han sido reportados como simbiontes de esta especie en otros
iugares (Wang et a/. 1999},

Dentro del género Sinorhizobium se sabe que S. meliloti y S. medicae nodulan
& la alfalfa. Se ha analizado la diversidad y dominancia de aislados de alfalfa del
Bajio mediante su sensibilidad a antibidticos, asi como su competencia saprofitica
vy su efectividad en alfalfa (Olalde Portugal & Pena Cabriaies 1989a v b). Algunos
de estos aislados no se asemejan a 8. meliloti o 5. medicae (Pena Cabriales & J.
Caballera, comunicacién personal) perc no se ha formalizado su posicidn
taxondmica. Esto es también el caso para otros aislamientos descritos en Meéxico
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de nodules de diversas leguminosas como Leucaena y Gliricidia {Valdes et al.
1993, Penaloza & Marquez 1988).

Patrones de abundancia y diversidad por ambientes.

Las hacterias fijadoras de nitrégeno tienen ventaja sobre otras bacterias en
condiciones donde el nitrdgeno disponible es limitante o completamente deficiente.
Se ha encantrade que ios fertilizantes nitrogenados ahadidos a los cultivos tienern
efectos negativos sobre las poblaciones de fijadores de nitrégenc.

La diversidad genética de Rhizobium aislados de nodulos de trijol disminuye
considerablemente en algunas variedades de frijol (Phaseolus vulgaris), si se
siembran éstas en presencia de fertilizantes nitrogenados (Caballero-Mellado &
Martinez-Romero 1999). El nitrdgeno fijado afiadido como fertilizante guimico
inhibe la formacion de los nddulos y la fijacion de nitrogeno cuando se aflade a
plantas noduladas. El procesc de fijacion de nitrégeno es muy costoso
energeticamente y esto tal vez explique la facil pérdida de los genes de fijacién de
nitrégeno [Martinez-Romero et a/. 1999}, El grupo de Souza et a/. ha descrito la
diversidad por niveles, par nddulo, per planta y por parcela, usando patrones de
Isoenzimas para describir los aislados y diferentes andlisis estadisticos para
cuantificar la diversidad. En general en cada nddulo hay un solo tipo de cepa, pero
los nddulos de una sola raiz los forman una gran diversidad de A. et#/i. Esta
diversidad designada "por planta” casi es tan grande como la que se obtiene de
toda una parcela {Souza et a/. 1994},

La estructura genética de la poblacion en parcela se describe comoe reticulada,
que significa que se intercambia informacidn genética en poblaciones locales (Silva
et al. 1999). En la semilla del frijol hemos reportado la presencia de rhizobia
viable. {a diversidad "por semitla" es muy baja comparada con la poblacion de
nédulos (Pérez-Ramirez et a/. 1998). En nuestro pafs se ha encontrado que las
pcblaciones de Rhizobium aisiadas de nodules de Lewcaena son diterentes
genéticamente si se cultiva a esta planta en suelos donde se habig cultivado
previamente al frijol {(Wang er a/. 1999).

Estudios en campo

Se han realizado diversos expernimentos de incculacion de leguminosas en
Mexico. Cuando se introdujo el cultive de ta soya en el Noroeste, también se
adoptd la practica de inocular con cepas de Rhizobium {ahora reclasificados como
Bradyrhizobiurm). La respuesta a la inoculacion fue muy buena con incrementas en
rendimiento pero sdélo durante los primeros anos debido a gue al parecer
Bradyrhizobium se establecid en suelo y va no fue necesaric anadir mas bacterias
como incculantes.
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En frijol, la experiencia de inoculacion ha tenido resultados muy variables. El
problema principal que existe es la poblacion de R. et/ nativa, altamente adaptada
y competitiva para nodular. En general, las bacterias introducidas como incculante
forman una proporcion muy pequefia, menor al 5% de Jos nédulos. El resto lo
forman las cepas nativas. Para resolver este problema, se ha propuesto que la
seleccién de las mejores fijadoras se realice a partir de la poblacién nativa del sitio
donde se piensa trabajar y que se analicen los determinantes genéticos de la
competencia (Martinez-Romero & Rosenblueth 1390).

Las cepas nativas altamente competitivas ocasionan que en muchos casos no
se obtenga respuesta a la inoculacion. Mediante la cuidadosa seleccidn de cepas
efectivas y utilizando cepas meodificadas genéticamente, se ha logrado obtener en
ensayos de campo {en colaboracidén con el INIFAP] incrementos en el contenido
de nitrogeno de las semillas {Burgos et a/. 1999 & J. Mora, comunicacion
personall.

Ciertamente se requiere inocular en los casos en [0s que no se encuentra fa
especie de Rhizobium en el suelo o sdlo se encuentra en muy bajos nimeros para
nodular a la leguminosa de interés. En estos casos, la respuesta a la inoculacién
es clara salvo que existieran antagonistas de la nodulacidn como se ha reportado
cuando se desmontan las selvas, cuando existen contenidos de nitrégeno y
materia organica muy altos que inhiben la nodulacién vy fijacion de nitrdgeno o bien
que sean muy escasos el fosforo o el molibdeno.

PERSPECTIVAS

Uno de los objetivos de la investigacion en fijacion de nitrégeno es sustituir
fertilizantes quimicos por inoculantes bicldgicos. Para esto es necesario obtener
cepas bacterianas con esta capacidad, aisladas de las plantas de interés, de su
rizésfera o de nddulos.

La busgueda y el aislamiento de fijadores de nitrégenc se requiere como la base
para la produccion de inoculantes bacterianos gue estimuien la produccion vegetal.
Actualmente hemos empezado un estudio para aislar y caracterizar fijadores de
nitrégeno obtenidas de leguminosas de la selva. El determinar por gqué las
inoculaciones funcionan en ciertas ocasiones y en cotras falian requiere mas
investigacién; ademds, las bacterias rizosféricas se pueden manipular
genéticamente para degradar compuestos contaminantes como una estrategia de
bioremediacion o para suprimir patégenos.

34



Acta Zool. Mex. (n.s.) Numero especial (2007)

CONCLUSIONES

Solo se ha explorado una pequefa proporcién de la riqueza de rhizohia existente
en Meéxico. En la medida en que se conserven (as especies nativas de
leguminosas, se preservarad también sus microsimbiontes siempre y cuando estas
plantas no se siembren en presencia de fertilizantes gquimicos que inhiben el
proceso simbidtico.

Las leguminosas son cultivos clave en la agricultura sustentable ya que
enriquecen al suelo de nitrogeno cuando tienen nddulos fijadores de nitrégeno.
Para promover la nodulacion se recomienda la practica de inocular con cepas
seleccionadas (adaptadas al lugar de interés) o mejoradas genéticamente. El
conocimiento basico de Rhizobium provee de herramientas para mejorar estas
cepas y aumentar su capacidad de fijar nitrégeno (Martinez-Romero et a/. 1998b).

Al igual que en el caso de Rhizobium, so6lo se conocen una minoria de los
microorganimos existentes en la naturaleza, los cuales son necesarias en los ciclos
biocgeogquimicos. Tal vez estamos extinguiendo muchos microorganismos sin
darnos cuenta, tal y como ha ocurrido con la diversidad genética de sitios del
Amazonas afectados por la deforestacion {Borneman & Triplett 1997). Es
necesario preservar las selvas y bosgues tropicales para también preservar
microorganismos del suelo,
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