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I. OBJETO E INTERES DEL TRABAJO

Los microorganismos que viven en el suelo, desarrollian en
su habitat natural actividades de gran interés por su repercusion
en el crecimiento y nutricién de las plantas, y como consecuencia

de ello, en nutricidon animal.

La necesidad de incrementar la calidad y cantidad de las
cosechas agricolas, ante la creciente demanda de alimentos, condi
ciona el progresivo agqtamiento de los suelos, lo que a su vez,
induce a aumentar el consumo de fertilizantes quimicos, de eleva-
do coste. Estos hechos han animado a investigar la posibilidad de
manipular las poblaciones de microorganismos que habitan el suelo
y que intervienen en los ciclos de los nutrientes, con el fin de
mejorar el contenido en formas asimilables por las plantas culti-
vadas. La idea, légicamente, es incrementar la produccion vegetal
y reducir el consumo de fertilizantes de elevado precio y contami

nantes, a la larga, de los ecosistemas.

En este sentido, hacia la década de los afios 50, se inicid
un capitulo de investigacidn sobre el posible empleo de bacterias
solubilizadoras de fosfatos (fosfobacterias) y fijadoras de nitré
geno atmosférico (Azotobacter) como fertilizantes bioldgicos. Sin
embargo, por diversas razones, unas de indole ecolbgica relaciona
das con fenémenos de antagonismo entre microorganismos indigenas
e introducidos, y otras derivadas de la falta de operatividad en
la rizosfera de los mecanismos que tales bacterias demostraron
"in vitro'', dichos tratamientos no produjeron los efectos espera-

dos. Fosfobacterias y Azotobacten fueron perdiendo credibilidad




como ''fertilizantes' que podian ser aplicados en sustitucidn, al
menos parcial, de los productos quimicos clasicamente empleados

con tal fin.

Actualmente, la atencidén se ha centrado en el estudio de
microorganismos capaces de formar asociaciOnes simbidticas mu-
tualisticas con las plantas. Asfi, estas se benefician directamen-
te de la accién de los microorganismos, que a su vez encuentran
en la planta un nicho ecoldgico protegido y fuentes de carbono
asimilable. Tal es el caso de la simbiosis Rh{zob{um-leguminosa
que, como se sabe, representa un importante aporte de nitrdgeno
a tales plantas y a través de ellas a la biosfera, y que es hoy
dia objeto de numerosos estudios debido a la gran variedad de fa
cetas aidn desconocidas de su biologia. Iguaimente, en los Glti-
mos afios ha alcanzado un considerable interés el estudio de otra
asociacidén mutualistica entre hongos microscépicos y raices de
la mayoria de las plantas: Las micorrizas endotroficas vesiculo-
arbusculares (VA). Se sabe que lashifas del hongo que se desarro
1lan en la raiz y emergen de ella, juegan un importante papel en
la translocacidon hacia la planta de iones .fosfato, por lo que,
en suelos con un contenido bajo en fosfato asimilable, caso ge-
neralizado a la mayoria de los suelos agricolas, las micorrizas
representan una contribucién fundamental para la economia nutri-
tiva de la planta. El interés por las micorrizas VA crece en la
actualidad de forma considerable, no sélo por su potencialidad
préctica, sino también porque diversos aspectos de su biologfa

son, por ahora; desconocidos.

A pesar de la importancia que se reconoce a estas simbio-
sis microbio~planta, pocos trabajos se han dedicado a investigar
efectos de la aplicacidn conjunta de Riizobium y el hongo de la
micorriza VA sobre el crecimiento y nutricién de las plantas (le

guminosas). En tales trabajos se ha puesto de manifiesto una in-




teraccidn positiva, a nivel de efectos, entre ambos microorganis
mos. Como causas de ello se ha apuntado la interaccion N x P que
Rhizobium y hongos VA, respectivamente, aportan a la planta y a
la simbiosis reciproca. No obstante, cabe esperar que ocurran in
teracciones entre ambos microorganismos, bien en el desarrollo
de ellos en la rizosfera, bien en los procesos de infeccién de
las raices, en el establecimiento de las simbiosis, etc. El estu
dio de diversos aspectos de tales interacciohes, asi como los me
canismos por los cuales ocurren, es el OBJETO del presente TRABA

Jo.

Las leguminosas, plantas de gran interés agricola, son las
Gnicas susceptibles de mantener ambos tipos de simbiosis. Ellas
pues seradn el material vegetal utilizado para llevar a cabo esta
investigacidén. Concretamente, la planta elegida ha sido la alfal
fa, Medicago sativa L., dado, de un lado, su interés en nutricion
animal en esta regién agricola, y de otro, debido a que sobre su
Rhizobium especifico, R. meliloti, se desarrollan en este Depar-
tamento investigaciones que han permitido conocer muchos aspec-
tos de su Bioquimica y Genética, los cuales representan una base

de conocimientos de gran utilidad para el presente estudio.
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1. INTRODUCCION (REVISION BIBLIOGRAFICA)

Hace unos 400 millones de afios las plantas comenzaron a co
lonizar la superficie terrestre. Sin lugar a duda, el hambre y la
sed, las dos grandes y eternas dificultades de la existencia so-
bre este Planeta, incidieron de forma decisiva en los primeros pa

sos de la evolucidn de los vegetales.

Como es mayoritariamente aceptado, las plantas se origina-
ron a partir de las algas verdes. El trdnsito de estas, desde su
habitat acuitico a ambientes secos, y la evolucidn en ellos a '‘plan
tas'' con ''raices', antecesoras de los actuales vegetales superio-

res, fue punto crucial en la historia de la vida sobre la tierra.

Hoy dia se acepta que la colonizacién de aquel ''suelo', se
co y pobre, por las algas, fue posible gracias a que estas se aso
ciaron con microorganismos, lo cual permitid que pudieran captar
sus alimentos minerales. De un lado, hongos microscdpicos forma~
ron las primeras "micorrizas', simbiosis especializadas en la cap
tacion de fésforo (Nicolson, 1975; Pirozynski y Malloch, 1975) y
de otro, las '"plantas' se asociaron con microorganismos fijadores
de N2 atmosférico, asociaciones que posteriormente evolucionaron

a simbiosis mutualisticas (Postgate, 1974).

Las micorrizas, se originaron practicamente con las plan-
tas, permitieron su evolucién y a su vez, han evolucionado con
ellas y con ellas se han perpetuado. Actualmente estd fuera de
duda que las simbiosis mutualisticas microbio-planta siguen de-

sempefiando un papel idéntico al antes mencionado en la coloniza-



cién de nuevos habitats (Harley, 1973) y, en general, se acepta
que inciden decisivamente en el crecimiento y nutricidn de los
vegetales, hecho que cobra singular importancia en suelos de ba-

ja o moderada fertilidad.

La simbiosis Rhi{zob{um-leguminosa y las micorrizas VA son
quizds los dos ejemplos mas representativos de los aspectos men-
cionados. Se trata de dos simbiosis mutualisticas (Lewis, 1973),
en las que los microorganismos heterdtrofos, hongo y Riiizob{um,
causan escaso dafio a la planta huésped. Nutricionalmente, ambos

microorganismos son biotrofos en condiciones ecoldgicas normales.

A continuacién se estudian, por separado, las caracteristi
cas y funcionalismo de ambas simbiosis y posteriormente, se consi_

derard el significado de la coexistencia de ambasen plantas legu

minosas.




MICORRIZAS ENDOTROFICAS VESTICULO-ARBUSCULARES

", .. under agricultural field conditions,
crop do not, strictly speaking, have roots,

they have mycorrhiza''.
Wilhelm (1966)

Las micorrizas son simbiosis mutualisticas entre hongos y
raices de plantas superiores (Lewis, 1973 y Medve, 1978). Salvo
en ciertas excepciones, limitadas cuantitativamente, la planta su
ministra al hongo fuentes de carbono procedentes del fotosintato,
ademds de un nicho ecolégico protegido de los fendémenos de antago
nismo microbiano en la rizosfera. Por su parte, el hongo ayuda a
la planta a absorber sus nutrientes minerales del suelo (Nicolson,
1967 y Harley, 1972). Las condiciones de mutualismo llegan a es-
tar tan acentuadas en las micorrizas, que se puede decir, de acuer
do con Gerdemann (1968), que ''1a mayorfa de las plantas cuando cre
cen en condiciones naturales son organismos dobfes en el sentido
de que el 6rgano a través del cual absorben agua y nutrientes es-

td constituido por la raiz propiamente dicha y un hongo''.

En las excepciones referidas anteriormente, la relacidén hon
go-planta, puede cambiar de biotréfica a necrotréfica, es decir,
dejaria de ser una simbiosis mutualistica para pasar a parasitis-
mo (Smith, 1974; Crush, 1976).




Tipos de micorrizas

Hist6ricamente, las micorrizas han venido siendo clasifica
das, en base a su estructura y morfologia, en dos grandes grupos:
Ectotroficas y Endotréficas. En las primeras, se incluian mico-
rrizas en las cuales el hongo,normalmente de micelio tabicado,
forma un auténtico manto de hifas que rodea la raiz. El desarro-
11o del hongo en el interior de la corteza es intercelular, dan-
do aspecto de red (red de Hartig). En las endotréficas, sin em-
bargo, el hongo no forma manto sobre la raiz, y las hifas pene-
tran en el interior de las células de Ja corteza. No obstante,
hoy dfa se sabe que los hongos formadores de endomicorrizas estén
muy distanciados taxondmica y fisiolbégicamente, por lo que ha si-
do necesario modificar esta clasificacion y subdividir a las anti

guas Endotro6ficas en varios grupos.

En la Figura 1 se presentan los tipos de micorrizas ac-

tualmente aceptados de acuerdo con Smith (1974) y Lewis (1975).

Es evidente que las micorrizas mas extendidas, son las de
tipo vesfculo-arbuscular (VA). Esta simbiosis, se encuentra en
todos los climas y es formada por la mayoria de las plantas de

interés agricola e industrial (Sanders y Hayman, 1977).

Micorrizas Vesiculo-Arbusculares (VA): Presencia y dis
tribucibn

Las micorrizas vesTculo-arbusculares se conocen desde el
siglo pasado, pero a pesar del interés ecoldgico que se deriva
de su casi omnipresencia, no se les prestd demasiada atencidn.
En los Gltimos 15 a 20 afios, y ante la evidencia de la repercu-
sion de esta simbiosis en nutricidén vegetal, es cuando se estd

realizando una investigacion cada vez mis intensa sobre el tema.

Las micorrizas VA han sido descritas en todos los conti-~




FIGURA 1
TIPOS DE MICORRIZAS
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nentes,excepto en la Antartida (Tinker, 1975). Se han encontrado
en Briofitas, Pteridofitas, Gimnospermas y Angiospermas (Gerde-

mann, 1975) y mientras que solo un 3% aproximadamente de las fa-
nerbgamas tienen micorrizas ''formadoras de manto' (Meyer, 1973),

la gran mayoria de las especies restantes tienen micorrizas VA.

La opinién de Gerdemann (1975) es muy expresiva cuando di
ce que '"'es mas facil enumerar las familias de plantas en las cua
les no se han encontrado {(micorrizas VA) que recopilar una lista
de aquellas en las que se sabe estan presentes''-Estas familias
en las que no se han encontrado micorrizas VA son, de acuerdo con
Gerdemann (1975), las siguientes: a) Pinaceae, Betwlaceae y Faga
ceae (forman micorrizas con manto); b) Orchidaceae y Ernicaceae
(forman sus tipos especificos de micorrizas); c) ciertas fami-
lias que han sido descritas como ''no micorrizables' tales como
Chenopodiaceae, Cruciferae, Fumariaceae, Cyperaceae, Commelina-
ceae, Unticaceae y Poligonaceae (Hirrel et al.,1978). No obstan-
te, algunas especies de estas familias han sido descritas recien
temente como micorrizables (Gerdemann, 1975; Kruckelmann, 1973).
Es mads, no seria {légico pensar que plantas supuestamente ''no mi-
corrizables' en condiciones normales, puedan serlo en otras con-

diciones de cultivo.

Existen también ciertos grupos de plantas que tienen tan-
to micorrizas ‘'formadoras de manto'' como micorrizas VA, tal es
el caso de Salicaceae, Juglandaceae, Tiliaceae, Mintaceae, Juni-
perus, Chamaecyparis (Gerdemann, 1968) Quercus (Grand, 1969) y
Caesalpinaceae (Redhead, 1968).

Morfologia y dindmica de la infeccién VA

Aunque la ausencia de ''manto'' de micelio externo dificul
ta el reconocimiento de las micorrizas VA, utilizando una técni-

ca sencilla de clarificacién y tincién Phillips y Hayman, 1970),




puede ser estudiada su morfologia mediante el examen microscdpico
consiguiente. En contraste con lo que sucede en las micorrizas for
madoras de manto, la infeccién VA origina pocos cambios morfolégi-

cos en la rafz.

La infeccidn se desarrolla, bien a partir de clamidosporas,
o bien a partir del micelio originado en una raiz previamente in-
fectada (Tinker, 1975a y Powell, 1976). Las clamidosporas, que re
sisten condiciones adversas en el suelo, tales como el calor y la
sequia, germinan cuando las circunstancias son favorables. Los ''tu
bos de germinacién' producidos, mueren a no ser que encuentren, y
penetren con &xito, en una rafz huésped (Sanders y Hayman, 1977).
El tubo de germinacidn, o la hifa infectiva, forman un apresorio
sobre la superficie de la raiz, produciendose asi la pehetracion
del hongo, que segiin Tinker (1975a) tiene lugar normalmente entre
dos células epidérmicas. La hifa invasora se ramifica intercelu-
larmente, de forma rapida, en la corteza de la raiz, sin invadir

endodermis, eje ni meristemos.

Poco tiempo después de la infeccidn.se desarrollan los 'ar
bsculos' mediante ramificacion dicotébmica repetida de hifas intra
celulares, hasta la formacién de hifas de menos de 0,2 ym de diame
tro (Tinker, 1975a). Cuando se forma un arbidsculo, el almidén de
la célula invadida desaparece al mismo tiempo que el niicleo se alar
ga y se divide (Gerdemann, 1975). Los arbisculos son digeridos ra-
pidamente y su contenido es absorbido por el huésped (Kaspari, 1973).
Después de que los arbilisculos son digeridos, los nicleos vuelven a

su tamafio normal y el almiddén puede reaparecer (Gerdemann, 1975).

Posteriormente a los arbisculos se forman las vesiculas que
son estructuras ovoides que contienen material lipidico. Estos
son 6rganos de reserva, y en algunos casos, su pared gruesa las

asemeja a clamidosporas. Se forman intra o intercelularmente
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Elementos morfoldgicos tipicos de las micorrizas V-A: Vesi-

culas (arriba) y arbisculos (abajo).




y tanto fuera como dentro de la raiz (Gerdemann,1968 y 1975 y Ni

colson, 1967).

El desarrollo de la infeccidn en el interior de la corte-
za estd acompafiado por un crecimiento exterior de las hifas, es-
tableciendose posteriores puntos de entrada. Las hifas que emer-
gen de la raiz se extienden por el suelo varios centimetros (Rho
des y Gerdemann, 1975), dando lugar al micelio externo, que se
desarrolla en la etapa de formaci6n de vesiculas, y que constitu
ye el sistema de absorcidn de nutrientes. Estd formado por una
red tridimensional de hifas, unas de 8-30 um de didmetro (Tinker
1975 y Nicolson, 1967) que son consideradas la base permanente de
este micelio, y otrasmas delgadas (2-7 um), de posible funcién ri

zoidal, m3s efimerasque las anteriores.

Sobre el micelio externo se forman grandes esporas vegeta
tivas que van madurando hasta convertirse en clamidosporas. Algu
nas especies de hongos VA forman esporas dentro de la raiz, en
tal abundancia, que llegan a romperla (Gerdemann,1975) mientras
que otros endofitos VA no forman esporas de resistencia (Mosse,
1978). Determinadas especies forman esporocarpos (Gerdemam y Tra

ppe, 1974).

En cuanto a la dindmica del desarrollo de la infeccion VA
en un huésped, aunque con peculiaridades y matices propios de las
especies implicadas y factores ecolégicos controlantes, se carac
teriza por seguir un modelo en 3 fases: Fase lag, en la que tie-
ne lugar la germinacién de las esporas y comienza la colonizacién
de las raices por las hifas; a continuacidn, sigue una fase de de
sarrollo intensivo de la infeccidn, y por dltimo,se llega a la fa
se de constancia en la cual no varfa la proporcién entre raices
micorrizadas y no micorrizadas. Si se representa en una grafica

el porcentaje de infeccidn con respecto al tiempo, se obtiene una

1




tTpica curva sigmoidal (Sutton, 1973).

Tinker (1975a) propone un modelo tedrico, basado en una fér
mula matemdtica, que permite calcular el desarrollo de la infec-
cidén en un momento dado. Este modelo, segiin su autor, es Gtil pa-
ra precisar el concepto de especificidad, en el sentido de suscep
tibilidad de un huésped a la infeccién. El modelo acepta que el
ritmo de la infecci6n, es decir, el ritmo de formacion de nuevas
raices infectadas por unidad de volumen de suelo, es proporcio-
nal a la constante S (susceptibilidad o especificidad), a la can
tidad de raices no infectadas, pero receptivas, y a la cantidad
de raices infectadas, todo por unidad de volumen de suelo. Par-
tiendo de la base del crecimiento exponencial de la raiz, Tinker
obtiene una foérmula, que aplicada y calculada para una secuencia
de dfas, proporciona una curva tedrica que coincide sensiblemen-

te con la obtenida experimentalmente.

Hongos formadores de micorrizas VA

El parecido de las infecciones VA en su anatomia, hizo pen
sar que la mayoria de ellas estaban causadas por el mismo hongo.
Hasta la revision de Mosse (1973ayse aceptaba que los endofitos VA
pertenecfan en su mayoria al género Endogone, del cual se habian
descrito diversidad de ''tipos' o ''razas'. De acuerdo con la clasi
ficacidon de Taxter (1922) todas las especies de Endogone forma-
ban esporocarpos. En vista del descubrimiento de esporas de resis-
tencia ectocarpicas, unidas al micelio externo de raices micorriza
das, Mosse sugirid la necesidad de revisar la taxonomia de estos
hongos. En este sentido, Gerdemamy Trappe (1974) llevan a cabo es
tos estudios y encuadran a los hongos VA en la familia Endogonaceae
de los Muconrales (ficomicetos), agrupados en 4 géneros: GLomus,
Sclerocystis, Gigaspora vy Acqulospora, ninguno de los cuales ha

podido ser aislado en cultivo puro. Hoy dia se acepta universalmen
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te esta clasificacién y se le adicionan nuevas especies (Hall,
1977; Nicolson y Schenck, 1979 y Daniels y Trappe, 1979).

De gran interés es la '"clave de identificacion practica"
de Mosse y Bowen (1968), en la que se diferencian los hongos VA
de acuerdo con la estructura de la pared y citoplasma, color,
forma y tamafio de la espora, forma de la hifa de sustentacion,
modalidad de germinacidn, etc. Algunos de los tipos de espora de
Mosse y Bowen (1968) difieren s6lo en caracteristicas poco impor
tantes, y otros, en aspectos fundamentales. De esto se deduce que
en unos casos se trata de esporas pertenecientes a géneros dife-
rentes, en otros a especies, y finalmente, ciertos tipos no son
mas que variedades o estirpes de una misma especie. Hoy dia, si-
gue siendo muy comin la utilizacién en la bibliografia de la de-
nominacién del "tipo de espora'' de Mosse y Bowen (1968), si bien,
se indica, asi mismo, la especie de Gerdemann y Trappe (1974) co

rrespondiente.

Especificidad (Suceptibilidad)

Los hongos que forman micorrizas VA tienen un espectro de
huéspedes extremadamente amplio, lo cual hace catalogarlas como
inespecificos.Sin embargo, si que existen diferencias en el gra-
do de susceptibilidad del hué€sped y en la adaptabilidad del hon-
go a determinadas condiciones. La existencia, por ejemplo, de hon
gos mas adaptados a especies forestales y otras a cultivos agri-
colas, es un hecho comprobado (Gerdemann, 1975); asi mismo, se
sabe que el prde un suelo es un factor determinante de la presen
cia y efectividad de ciertos tipos de esporas (Mosse, 1972 y Graw,
1979). Esto parece indicar que si hay marcadas diferencias en la
facilidad e intensidad con que los endofitos infectan, se desarro
1lan y operan en distintos huéspedes y bajo diferentes condicio-

nes ecoldgicas (Mosse, 1973a; Strzemska, 1974; Hayman, 1975b;
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Kruckelmann, 1975). Estas consideraciones permiten concluir, de
acuerdo con Mosse, que existe ''cierta especificidad' en micorri-
zas VA, en términos de efectividad de la simbiosis, pero que és-
ta parece depender mds de la interaccidn con un tipo de suelo y

condiciones de cultivo, que con un huésped particular.

Factores que controlan la infeccién

El potencial infectivo de un suelo viene determinado por la
cantidad de esporas presentes y por la intensidad de la infeccidn
de las raices que contiene. Estos pardmetros se sabe que estédn in

fluenciados por las condiciones ambientales.

Para extraer y cuantificar las esporas de hongos VA de un
suelo se usa la técnica, relativamente sencilla, del ''tamizado
himedo y decantacidén' (''wet sieving and decanting'), descrita en
detalle por Gerdemann y Nicolson (1963). La cuantificacion de
la infeccion se lleva a cabo, normalmente, mediante el examen mi
croscdpico de muestras representativas de raices Phillips y Hay-
man, 1970). Recientemente, se han revisado y evaluado los métodos
mas comunmente usados para cuantificar la micorrizacidn en raices

tefiidas (Giovanneti y Mosse, 1980).

De otro lado, Hepper (1977) y Becker y Gerdemann (1977}, han
propuesto métodos colorimétricos para estimar la intensidad de la
infeccion VA, pero la aplicabilidad de estos métodos es limitada

y no han desplazado a la técnica anteriormente citada.

La mayoria de las esporas (Hayman, 1970) y de las raices mi
corrizadas (Sparling y Tinker, 1975) se encuentran en la capa su
perficial del suelo (15-20 cm). Con respecto a ello, quse
(1978) opina que este hecho puede ser simplemente el reflejo de
una mayor densidad de raices en la capa arable de los suelos, aun

que no se debe olvidar que la escasez de 02 en capas mas profun-
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das puede ser el factor condicionante. De acuerdo con Hayman et
al. (1975), el nimero de esporas encontrado en la mayor parte de
los recuentos descritos oscila entre 0.1 y 5 esporas por gramo

de suelo.

Segdn Hayman (1970), Daft y Nicolson (1972) y Hayman et al.
(1975) el nimero de esporas estd estrechamente correlacionado con
la intensidad de la infeccidn en las raices. Incluso Daft y Nif
colson indican que el nimero de esporas en la rizosfera es la me
dida de la infeccidn mis correlacionada con el peso de la planta.
No obstante existen excepciones en las cuales no se manifiesta
tal correlacién (Redhead, 1975), y segin Mosse (comunicacidn per
sonal) el potencial infectivo de un suelo estd mas relacionado’
con la cantidad de raices micorrizadas existentes en dicho suelo,
que con el ndmero de esporas presentes. De acuerdo con esta auto
ra (Mosse, 1978), la: infeccién estaria condicionada, de un lado,

a la densidad de raices e infectividad del suelo, y de otro, al
déficit nutritivo de la planta, que a su vez depende de la espe

cie vegetal y de la disponibilidad de nutrientes en el suelo.

A parte de estas circunstancias condicionantes de la infec-
cion, otros factores ecolbgicos diversos pueden afectar el proce

So.
Tales factores se pueden agrupar para su estudio en:

- Factores que afectan a la fotosintesis del huesped direc-

tamente.

- Factores que afectan las condiciones del suelo.

Factores que controlan el ritmo de crecimiento y desarro-

1lo de las raices.

- Presencia de otros microorganismos de la rizosfera.
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Factores que afectan a la fotosintesis del huésped directamente.-

La luz es factor fundamental en la infeccién VA (Hayman, 1974).
En plantas colocadas en ligera penumbra, la infeccidn no se afecta
de forma considerable (Redhead, 1975); sin embargo, si son somet i
das a grandes sombras, la infeccidn se reduce dristicamente y la
produccién de esporas es afectada negativamente en un 80% (Redhead
1975). Como era de esperar, si se elimina el aparato fotosintético
de la planta, la infeccidn y produccién de esporas se reducen dras

ticamente. (Baylis, 1969).

Las bajas temperaturas reducen también la infeccidn y la pro-

duccién de esporas (Furlan y Fortin, 1973).

~Factores que afectan las condiciones del suelo.-

Mosse (1972a) y Graw (1979) encontraron que el endofito de
tipo de espora ”yellowlvacuolate” (GLomus mosseae), no se estable
cfa en suelos de pH por debajo de 4,6, pero se logré introducir
cuando se encalaron dichos suelos y se alcanzd un pH = 5,6. La hu
medad, légicamente, influencia también el proceso de micorriza-

cién (Sieverding, 1979).

De otro lado, el porcentaje de infeccion y el nidmero de es-
poras se reducen, por lo general, cuando se aplican fertilizantes
fosforados y nitrogenados (Hayman, 1970, 1975a, 1975b). Se puede
generalizar que las micorrizas VA son mas persistentes en suelos
de baja y moderada fertilidad (Gerdemann, 1975), aunque existén

abundantes excepciones a tal generalizacidn (Kruckelmann, 1975).

Interesante en este sentido, es profundizar algo mas en el

efecto del POh, en particular, sobre la micorrizacion. Adiciones

crecientes de este nutriente, hacen disminuir la infeccién (Bay-
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lis, 1967; Daft y Nicolson, 1969; Sanders y Tinker, 1973; Mosse,
1973b; Hayman, 1975b; Khan, 1975; Sanders, 1975 y Azcén et al.
1978). Asi mismo, la adicién de fosfato reduce también la forma-
cién de esporocarpos (Holevas, 1966 y Mosse 1967). El efecto de
dosis suprabptimas de fosfato fué analizado por Mosse (1973b) en
términos de'“concentracién critica' de fésforo en los tejidos del
vegetal huésped. Adiciones crecientes de POi a plantas que ya han
alcanzado tal ''concentracidn critica'" provocan efecto negativo en
el crecimiento de las mismas. Sanders (1975), mediante un ensayo
en el que aplicaba foliarmente fosfato soluble, concluye que la
concentracidn del i6n dentro de la planta tiene mas influencia

en la reduccidn de la infeccidén que el existente en el suelo. A

similar conclusién 1legan Menge et al. (1978a).

Factores que controlan el ritmo de crecimiento y desarrollo de la

-
ratz.-

Es indudable que los factores antes considerados que afectan
a la fotosintesis o a las condiciones del suelo, repercuten inelu
diblemente sobre la formacidn y crecimiento de las raices. No
obstante, otros factores pueden afectar el desarrollo radical de

forma mids directa. Estos son considerados a continuacién.

Como resultado de diversos muestreos se ha deducido que el
crecimiento 5ntermitente de la raiz afecta a la produccidn de es
poras (Mosse y Bowen, 1968). En las estaciones de lento crecimien
to de la raiz (Mason, 1964) y en sitios donde mueren anualmente
muchas raices secundarias y pelos radicéleg;se ha puesto de mani_
fiesto una reduccién en el nimero de esporas. Las fluctuaciones
en el nimero de esporas debidas a variaciones estacionales (Hay-
man, 1970; Ross y Ruttencutter 1977; Herskowitz y Estey, 1978)
probablemente estdn relacionadas con el ritmo de crecimiento de
la raiz, aunque también tales cambios pueden ser debidos a otras

razones.
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Las observaciones de Neill (19kk4) sugieren que las dife-
rencias en el grado de infeccidn asociadas con la fertilidad del
suelo, estaban relacionadas con el ritmo de crecimiento de la
raiz.Gerdemann (1968) opina que raices vigorosas en crecimiento
activo son dificilmente infectadas, y Harley(1972) concluye di-
ciendo que cualquier factor que cause un crecimiento lento de la
raiz o que reduzca la proporcidén de tejido radical en crecimien-
to activo, tiende a incrementar la infeccidon. Puesto que se sabe
que las auxinas y el etileno, fundamentalmente, y la accidn com-
binada de estas con citoquininas y giberelinas, controlan la for
macién y desarrollo de las raices (Thimann, 1972 y 1974 y Torrey,
1976), es 18gico pensar que estas sustancias hormonales jueguen

un importante papel en la formacion de micorrizas VA.

Esto parece confirmarse en las micorrizas formadoras de man
to (ectomicorrizas) ya que se ha demostrado que los hongos que
las originan producen auxinas (Slankis, 1972 y 1974}, y que és-
tas son rapidamente absorbidas por las raices de las plantas huég
pedes (Fortin, 1970) produciendose cambios morfolégicos que faci
litan el establecimiento de la simbiosis (Slankis, 1974). De otro
lado, también se ha puesto de manifiesto que los hongos formado-
res de micorrizas con manto producen citoquininas (Miller, 1971;
Craft y Miller, 1974 y Kampert yStrzelczyk, 1978) y giberelinas
(Strzelczyk g}_gﬁs,l975), sin que se sepa exactamente la funcidn

de éstas en el proceso de infeccidn.

La posibilidad de llevar a cabo estas investigaciones en hon
gos VA, entraiha problemas basados en la dificultad para hacer cre

cer estos hongos en cultivo puro.

Influencia de otros microorganismos de la rizosfera en la forma-

cidén de micorrizas VA.-

Varios trabajos experimentales han apuntado la existencia de
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interacciones entre hongos de las micorrizas VA y otros microorga
nismos de la rizosfera. En primer lugar, hay que tener en cuenta,
de acuerdo con Mosse (1973a), que los exudados radicales de las
plantas micorrizadas difieren de los de las no micorrizadas, no
s6lo porque cambia el estado nutricional de la planta huésped,
sino también debido a la gran cantidad de tejido del hongo presen
te en la raiz micorrizada, que puede afectar mas directamente a
los exudados. La repercusién de este cambio en los microorganis-
mos rizosféricos comienza a ser investigada (Bagyaraj y Menge,

1978).

En el caso de las micorrizas formadoras de manto, se sabe
que éstas inducen cambios cuali y cuantitativos en la microflora

(Rambel1li, 1972 y Slankis, 197h).

De otro lado, se ha descrito que Azofobacler y otros micro
organismos afectan positivamente la formacidn de micorrizas forma-
doras de manto (Voznyakovskaya, 195k4; Tribunskaya, 1955; Rambelli,
1972; Slankis, 1974). Tal efecto se debe (Slankis, 1974) a las sus
tancias extracelulares que los microorganismos liberan, entre las
cuales pueden jugar un importante papel las fitohormonas, cuya pro
ducci6n es un fendmeno comin de los microorganismos de la rizosfe-

ra (Brown, 1972 y 1974; Barea et al.,1976 y Barea y Montoya, 1975).

El efecto de las bacterias de la rizosfera sobre la forma-
cién de micorrizas VA, comienza a ser estudiado en el trabajo de
Mosse (1962), en el cual se indica un efecto beneficioso de Pseudo
monas sp. en el establecimiento de 1a micorriza. Posteriormente,
los trabajos de Barea et al.(1975) vy Azcén et al. (1976), apuntan
una cooperacién entre los hongos VA y bacterias solubilizadoras de
fosfatos, en cuanto a sus efectos sobre el crecimiento y.nutricidn
de las plantas. Tal interaccién parece existir también en la for

macidén de la simbiosis VA. De igual forma se han sugerido inter
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acciones entre Azotobacten y hongos VA (Azcdn y Barea, 1977; Ba
rea et al.,1973 y Bagyaraj y Menge, 1978).

De gran interés desde el punto de vista de su repercusidn en
Agricultura se muestran las interacciones entre hongos VA y Rhizg
bium sp. y sus efectos sobre el crecimiento y nutricidn de legumi
nosas. Las posibilidades de interaccidon de ambas simbiosis, indi-
cadas por Assai (1944), y que hasta muy recientemente no empiezan
a ser consideradas (Daft y El-Giahmi, 1974 y 1975; Crush, 1974) >
abren una importante linea de investigacidn. Los efectos de la do
ble simbiosis se asocian a la interaccién N x P no habiendose des

crito cooperacidon en el establecimiento de la simbiosis.

Desde 1974 han sido publicados varios trabajos sobre la inte
raccién entre micorrizas VA y Rhizobium. Dado el interés del tema
en el que se basa la presente investigacidon se dedica mds adelan-

te un capitulo detallado al estudio de tales publicaciones.

Finalmente, cabria considerar la influencia que sobre la mi
corrizacibén ejercen ciertos compuestos normalmente usados en agri
cultura como son los pesticidas (El-Giahmi et al. 1976; Steward
y Pfleger, 1977; Boatman et al. 1978; Menge et al. 1978; Bajley y
Safir, 1978; Burpee y Cole, 1978; Menge et al. 1979 y Ocampo y
Hayman, 1980).

Efectos de las micorrizas VA sobre el crecimiento y nu
tricién de las plantas

Es un hecho universalmente aceptado que las micorrizas VA es
tirulan el crecimiento, desarrollo y nutricidn de las plantas, es
pecialmente en suelos de baja y moderada fertilidad (Mosse, 1973a).
En los afos que han transcurrido desde la citada revision de Mosse
se ha producido un acimulo de datos sobre las respuestas de la plan

ta a la inoculacién con endofitos VA. Esta informacién es recogi-
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da en diversas revisiones (Gerdemann, 1975; Tinker, 1975a; Giani
nazzi-Pearson, 1976; Hayman, 1978; Mosse, 1978 y Ocampo, 1980).
La mayoria de los trabajos experimentales han sido llevados a
cabo fundamentalmente en invernadero, utilizando suelos tratados
para ser desprovistos de sus endofitos naturales, y también sue-
los no estériles. Otros trabajos, sin embargo, han sido desarro-
11ados en campo, tratando previamente el suelo con esterilizan-
tes e incluso en algunos casos se han iniciado ensayos en suelos

no tratados.

De los ensayos aludidos se deduce que los efectos se deben
a que la micorriza mejora sustancialmente la absorcidon de nutrien
tes y agua por la planta y que el principal nutriente implicado

es el foésforo.

Se sabe que la mayor parte de los suelos naturales tienen
un bajo contenido en fosfato asimilable, e incluso la mayoria de
los suelos arables produétivos necesitan un aporte considerable
de fertilizante fosforado para mantener su fertilidad (Sanders y
Hayman, 1977). En efecto, el 95-99% del fésforo de un suelo estd
integrado en compuestos organicos o inorgdnicos insolubles (Hay-
man, 1975a; Barea et al.,1980). De otro lado, se conoce que el
ritmo de absorcion de los iones fosfato por la planta, es supe-
rior al de desplazamiento de dichos iones desde el suelo no ri-
zosférico hacia ta raiz. Ello condiciona que se forme una zona de
agotamiento. del elemento en la rizosfera. Esta zona de agotamien
to, que ha podido ser puesta de manifiesto por autorradiografia
(Owusu-Bennoah‘y Wild, 1979), es la base que justifica que el Poi
sea factor limitante del crecimiento de las plantas en gran nime-
ro de suelos (Hayman, 1975a y Barea et al., 1980). Efectivamente,
el desplazamiento del i6n fosfato hacia la raiz, tiene lugar por
difusion (Bieleski, 1973) y en su camino hacia la planta se fija
facilmente a arcillas y coloides del suelo por medio de combina-

ciones insolubles con Ca, Fe o Al.

21




Los mecanismos propuestos para explicar la mayor capacidad
de absorcidn de fésforo por plantas micorrizadas estdn basados,

de acuerdo con Tinker (1975a), en las siguientes causas:

a) Que la micorrizacién induzca cambios morfoldgicos en la

planta.

b) Iden fisioldgicos, lo que provocarfa un incremento de la
capacidad de la superficie de la raiz de la planta para

absorber fésforo.

c) Que la micorrizacién proporcione una superficie de absor

cién adicional (hifas del hongo), o mas eficaz.

d) Que las hifas o las raices micorrizadas tengan capacidad
para solubilizar fuentes de fésforo no disponibles a raji

ces no infectadas.

e) Que la raiz micorrizada tenga mds longevidad que la no

infectada.

La posibilidad d) ha sido objeto de especial investigacion y
controversia. De un lado, muchos experimentos indican que las plan
tas micorrizadas crecen mejor que las no micorrizadas en suelos
enriquecidos con formas diffcilmente solubles de fé6sforo, tales
como apatito, fitato y fosfatos de Ca, Al o Fe (Azcén 95_513,1976
y Barrow et al., 1977). De otro lado, en micorrizas formadoras de
manto, ha sfdo descrita la presencia de fosfatasas de superficie
(Bartlett y Lewis, 1973). Todo esto hizo pensar en una posible so
lubilizacién de fosfatos por las hifas de las micorrizas VA. Sin
embargo, ensayds con P32 (Sanders y Tinker, 1971; Hayman y Mosse,
1972 y Powell, 1975a) pusieron de manifiesto que, tanto las plan-
tas micorrizadas como las no micorrizadas, toman el fésforo de la
misma fuente: el "pool 13bil' de fosfato soluble (Tinker, 1975b).
La absorcidn mids eficiente por las raices micorrizadas, causa que

se estimule ladisociacién quimica del fosfato insoluble para repo
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ner el soluble, que estd siendo captado por las hifas de la mico
rriza VA, y mantener asi el equilibrio fosfato insoluble-fosfato
soluble, Ello puede justificar la respuesta de las plantas mico-
rrizadas a -la adicidn de fosfato de roca (Azcén et al., 1976 vy
Powell y Daniel, 1978). No obstante, Smith (1974) aconseja conti
nuar la investigacion sobre la posible utilizacién de formas no
asimilables de fosfato por las micorrizas VA, en ciertos suelos
o condiciones no investigados ailin a fondo.

La eficacia de las raices en la absorcion de fosfatos se

32

ha valorado midiendo la cantidad de P°" captado por unidad de lon
gitud de rafz (Sanders y Tinker, 1971 y 1973). Estos autores esti
man que el pardmetro mencionado ("inflow') es 4 veces mayor para
las raices micorrizadas, que para las no micorrizadas, lo que quie
re decir que las raices micorrizadas absorben los fosfatos mucho
mis eficazmente que las no micorrizadas. Tinker (1975a), al discu
tir los mecanismos antes mencionados, concluye que las explicacio-
nes basadas solamente en cambios morfoldgicos de la rafz (hipSte-
sis a) no justifican ese considerable incremento en la eficacia,
maxime cuando se conoce que los cambios morfoldgicos que aparen-
temente originan las micorrizas son insignificantes. De otro lado,
las razones basadas en suponer una mayor longevidad de las raices
micorrizadas no parecen aceptables, si se tiene en cuenta que las

raices no micorrizadas son capaces de absorber fésforo durante lar

gos periodos de tiempo (Russell y Sanderson, 1967).

La hipétesis c) se considera hoy dfa la mas acertada (Tinker,
1975a). En efecto, se acepta que el papel fundamental de las mico-
rrizas estriba en que las hifas externas del hongo extienden el
campo de absorcién de la planta mas lejos de la zona de agotamien-
to que rodea la raiz, de tal manera, que la red de hifas externas
permite a la raiz incrementar su superficie de absorcién y explo-
rar un volumen de suelo superior al que pueden utilizar las plan-

tas no micorrizadas. Esto parece estar confirmado por los traba-
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jos de Hatting et al. (1973) y Pearson y Tinker (1975) en los cua

les se detectd captacion de P32

por raices micorrizadas, cuando
el is6topo fue colocado a una distancia no accesible a raices no

micorrizadas.

Concretamente, Rhodes y Gerdemann(1975) encuentran que las
hifas de GLomws pueden extender la zona de captacidon de fosfato

hasta, al menos, 7 cm de la superficie de la ralz.

Es indudable que la longitud, distribucion y actividad de
las hifas externas, son factores de la mayor importancia en la
efectividad de las micorrizas VA. Los cdlculos de Sanders y Tin-
ker (1973) indican que 1 cm de raiz micorrizada de cebolla tiene
80 cm de hifas externas. De otro lado, Gray y Gerdemann (1969) su
girieron la posibilidad de que la superficie de la hifa fuera mas
activa en la captacion de iones fosfato. Sin embargo, Bowen et al.
(1975), utilizando P32, ponen de manifiesto que el incremento en
la captacidn de fosfatos debido a las hifas, depende mas de su po
sicidén, longitud y nimero, que de alguna propiedad especial de la
superficie que agilice la captacidn. Estas apreciaciones parecen

descartar la hipbtesis b).

Para explicar la translocacidon de fosfato en la hifa, Jennings

et al. (1974) proponen 3 posibles mecanismos:

i) Simple difusién, ii) corrientes protoplasmaticas mono o
bidireccionales y iii) flujo masivo originado por diferencias de
presion dentro de la hifa. Cualquiera de estos mecanismos, para
poder ser aceptado, debe ser capaz de justificar flujos del orden
de 10_8 a 10-9 mo | cm_2 seg—], que es el flujo calculado en el in

terior de la hifa.

Tinker no considera aceptable el mecanismo i), ya que para
que por simple difusidén se consiguieran esos flujos, deberia ha-
ber unos gradientes muy elevados. Diversas observaciones han pues

to de manifiesto que la ciclosis o corrientes protoplasmaticas bi
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direccionales existen (Burnet, 1968) siendo ésta por tanto, una
explicacién convincente. Sin embargo, este mecanismo por si sélo
no es suficiente para justificar el flujo (Tinker, 1975a), por
lo que es posible que ambos mecanismos, flujo masivo y corrientes

protoplasmdticas, operen, quizas simultdneamente.

Este modelo de translocacidn ha podido ser completado gra-
cias a los trabajos histologicos de Cox et al. (1975) y callow
et al. (1978), en los cuales se ha puesto de manifiesto la exis-
tencia de granulos de polifosfato en las vacuolas de hifas y ar-
bisculos, particularmente cuando la infeccidn estad en sus esta-
dios jOovenes y vigorosos. El modelo que sugiere Tinker, basado en
estas observaciones, es que el i6n fosfato se trasloca como grd
nulos de polifosfato,que en las vacuolas se van depositando, in
crementando su tamafo o disminuyéndolo a medida que van siendo

utilizados.

La operatividad de este mecanismo est3 asegurada con la exis
tencia de polifosfatasas acidas, y sobre todo alcalinas, locali-
zadas en las vacuolas de arbisculos maduros e hifas intercelula-
res, descritas por varios autores (Gianinazzi-Pearson y Gianina-
zzi, 1976, 1978a y 1978b; Gianinazzi et al.,1979 y MacDonal y Le
wis, 1978).

En cuanto a la transferencia de fosfatos del hongo al hués-
ped, se acepta desde hace tiempo (Harley, 1972), que tiene lugar
en los arbidsculos, los cuales degeneran y son digeridos, 1iberan
dose el fésforo que contienen. Observaciones a nivel estructural
(Cox y Sanders; 1974) confirman este hecho, habiendose observado
como los arbisculos se van formando y degenerando, calculédndose-
les una vida media de 7 a 11 dfas (Bevege et al., 1975).-No hay
que descartar, sin embargo, la posibilidad de que ocurra una trans
ferencia de fosfato, y otros materiales, a través de los plasma-

lemas fingico y del huésped. En este sentido, Woolhouse (1975)
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propone un mecanismo de transporte pasivo para el plasmalema del
hongo y activo para el de la célula huesped, mediante el cual el
fosfato puede alcanzar las células del huésped sin necesidad de

desintegracion del arbisculo.

Hay que considerar también la posibilidad de que la transfe
rencia tenga lugar en otras partes del micelio interno y no dni-
camente en los arbidsculos (intracelulares). Hay varias razones
para pensar esto; de hecho, en micorrizas formadoras de manto,
hay intercambio de fosfato sin que ocurra la penetracidn intra-
celular del micelio. AsT mismo, se han detectado respuestas a la
infeccidn VA antes de la formacién de arbdsculos (Tinker, 1975a).
Se puede concluir, pués, que el sitio fundamental de transferen-

cia es el arblGsculo, pero puede que no lo sea exclusivamente.

De otro lado, esti demostrado que el fotosintato de la plan
ta es transferido al hongo, y que llega hasta su micelio externo
(Cox et al., 1975 y Ho y Trappe, 1973). Aunque no se conoce el me
canismo de la transferencia, se acepta que ésta tiene lugar en

los arbisculos (Tinker, 1975a).

Finalmente, cabe considerar que se han llevado a cabo muchos
trabajos para determinar si las micorrizas VA favorecen la capta
cidén de otros nutrientes. En algunos de tales trabajos, parece in
dicarse la captacién de Zn (Gilmore, 1971), S (Gray y Gerdemann,
1973 y Rhodes y Gerdemann, 1978a y b} K (Powell, 1975b) y Ca (Rho
des y Gerdemann, 1978a) por micorrizas VA. Sin embargo, existen
contradiciones para estos y otros nutrientes (Mosse, 1973a) por
lo que no se pueden generalizar estas apreciaciones. Probablemen
te, lo que ocurra sea que, por ser el fosforo factor limitante
~del crecimiento, las plantas micorrizadas estan mas equilfbradas
fisioldgicamente, lo que puede condicionar una mayor absorciodn

de otros nutrientes.

De igual modo, Safir et al. (1971) han sugerido que las mi-
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corrizas VA estimulan la captacidn de agua. Esto puede ser de
gran importancia ecoldgica en suelos 4ridos, pero el fendmeno ha
sido discutido posteriormente (Safir et al. 1972) y necesita mas

estudio antes de elaborar conclusiones definitivas.

Micotrofismo en plantas: Dependencia de las micorrizas

Ciertas especies son mas 'micotréficas'' que otras (Sanders
y Hayman, 1977) en el sentido de que obtienen mis beneficio de

las micorrizas VA.

La dependencia de las micorrizas es definida por Gerdemann
(1975) como ''el grado en que una planta depende de la condicidn
de estar micorrizada para producir su maximo crecimiento y rendi
miento a un nivel dado de fertilidad del suelo'. En un extremo
de esta graduacidn estén las plantas no micorrizables, absoluta-
mente no-dependientes de las micorrizas, y en el otro se situan
ciertas variedades de CkiﬁuA que son ''altamente micorrizé—depen—
dientes' ya que incluso una fertilidad elevada no les proporcio-
na los beneficios de la micorrizacién (Kleinschmidt y Gerdemann,
1972). La mayoria de las plantas se encuentran entre estos extre
mos, y para cada especie y situacidn se supone la existencia de
un nivel de fertilidad (fundamentalmente de fosfato asimilable)
al cual crecen igual las plantas micorrizadas que las que no lo

estan.

Generalmente, las plantas con alta demanda de fésforo (como
las leguminosas) o pobre sistema radical. (cebolla, patata) respon
den mejor a la micorrizacién.Baylis (1970, 1972 y 1975) indica
que la capacidad de las plantas para crecer en suelos que tienen
muy poco fésforo disponible puede depender del desarrollo de los
pelos radicales, asi, plantas con pocos o cortos pelos radicales
dependerdn mas de la formacidn de micorrizas, que aquellas con pe

los bien desarrollados. No obstante, parece ser que ademds de la
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cantidad y tamafio de los pelos, otros factores deben estar impli
cados, pues plantas como Paspalum notatum y Centrosema pubescens
con largos pelos radiculares, no toman eficientemente el fésforo

del suelo, a no ser que estén micorrizadas (Mosse et al., 1973).

Micorrizas VA y enfermedades de las plantas

Recientemente, se estan llevando a cabo investigaciones para
determinar el papel que pueden desempeiiar las micorrizas VA en la
proteccidn de las plantas frente a ciertos patdgenos, ya que va-
rios estudios han sugerido esta posibilidad (Schonbeck, 1978; Si-
kora, 1978; Veldeman, 1979 y Schonbeck y Dehne, 1979). Estos tra-
bajos indican que las micorrizas pueden aumentar, y a veces dismi
nuir, la resistencia de las plantas a las enfermedades. De acuer-
do con Schonbeck y Dehne (1979), se puede concluir que las mico-
rrizas VA aumentan la resistencia de las plantas, cuando se trata
de patdgenos que invaden las raices, mientras que las enfermeda-
des que afectan a la parte aérea de las plantas, pueden manifes-

tar mds virulencia en plantas micorrizadas.

No se conocen, por el momento, las causas que pueden expli-
car estos hechos, aunque numerosas investigaciones se estan reali
zando en este sentido, por lo que son de esperar avances en los co
nocimientos de esta nueva faceta del papel ecolbgico de la simbio
sis VA,

Implicaciones préicticas de las micorrizas VA: Sus posi
bilidades de utilizacién como "fertilizantes biolégi-

cos"

Actualmente estan siendo consideradas las posibilidades de
inoculacidn de micorrizas VA en campo, con objeto de mejorar el
rendimiento de las cosechas agricolas, con el consiguiente aho-
rro de fertilizantes quimicos tradicionales (Sanders y Hayman,

1977).
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Las respuestas positivas a la introduccidén de endofitos VA
son de esperar, principalmente, en suelos en los que los hongos
VA indigenas sean escasos o inefectivos (Mosse, 1977). Por esta
razon, en la mayoria de los ensayos llevados a cabo en suelos na
turales, se han usado ''esterilizantes' para eliminar endofitos.
nativos (Menge et al., 1977). No obstante, se han iniciado ensa-
yos en campo sobre suelo no tratado ($aif y Khan, 1977; Black y
Tinker, 1977; Hayman, 1977; Abbot y Robson, 1978 y Powell, 1979),
en los cuales se muestran incrementos, de hasta un 150% en el pe
so seco de la cosecha (parte aérea de las plantas), de los trata
mientos con endofitos introducidos frente a los que sdlo tenfan

los nativos del suelo en cuestion,

Segiin Mosse (comunicacién personal), el indculo més efectivo
consiste en raices de plantas infectadas. El problema, actualmen-
te, se centra en conseguir suficiente indculo para realizar apli-
caciones masivas del hongo, ya que al no crecer é&ste en cultivo
puro, tiene que ser reproducido sobre plantas en recipientes limi
tados. La produccidn de indéculo por este método, ademas de ser ca
ra y lenta para poder ser usada con fines comerciales, tiene el
peligro de contaminacidn por hongos patdgenos que pueden desarro-
Ilarse a la vez que el hongo de la micorriza (Hayman, 1977 y Men-
ge y Jonhson,1978). De ello se deduce que tienen que ser investi-

gados nuevos métodos de produccidon de indculo.

Con respecto a las técnicas para la aplicacidn en campo del
inéculo, éstas varian seg(in se trate de plantas anuales o perem-
nes. En el caso de plantas anuales se recomienda que las semillas
sean introducidas en el interior de pequefias masas de inéculo
('pelleting') o depositadas sobre éste en el momento de la siem-
bra. Si se trata de plantas peremnes, las plantulas deben de ser
preinoculadas y transplantadas cuando las raices estén fuertemen

te micorrizadas (Hayman, 1977 y Hall, 1979).




Papel de las micorrizas VA en la evolucién de las plan

tas

Se acepta que la colonizacién de la superficie terrestre por
las plantas tuvo lugar hace unos 400 millones de afios, entre los

periodos Silirico y Devénico (Chaloner, 1970).

La planta fésil mds antigua que ha podido ser estudiada
pertenece al género Rhynia y data de hace unos 370 mililones de
afios. Se han obtenido microfotografias (Kidston y Lang, 1921) de
las ''raices' de esta planta, en las cuales se aprecia claramente
la presencia de una formacién fingica en su interior; algunas de
tales microfotografias se reproducen en el trabajo de Nicolson
(1975), y como dice este autor, ''uno no tiene por mas que sentir
se impresionado por la similitud de algunos de tales hongos con

las actuales especies de Endogone (GLomus}''.

Kidston y Lang (1921) consideraron que, en ciertos casos, ta
les asociaciones hongo-''raiz'' eran ""micorrizas''. Otros autores
(Boul lard y Lemoigne, 1971),al examinar materiales similares, con
cluyen también que una asociacidn tipo micorriza estaba presente
en algunas 'faices'. Parece ser, puéé, que asociaciones que recuer
dan a las modernas micorrjzas VA existieron en los estadios mas

tempranos de la evolucidén de las plantas.

Es muy probable que las primeras plantas que evolucionaron

y se establecieron en un ecosistema terrestre, encontraran un "

sue
lo'" ya colonizado por poblaciones microbianas, entre las cuales po
siblemente hubiera cianobacterias (antes algas verde-azuladas) y
bacterias fijadoras de N2 (Fischer, 1965). Por esta razén, no se-
ria el nitrégeno factor limitante, sino que posiblemente lo fuera
el fésforo, tal como ocurre actualmente en la colonizacién de nue
vos habitats (Harley | 1973). En tales condiciones, cualquier aso-

ciacidn planta-microorganismo que mejorara la extraccion de fésfo
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ro del medio, serfa seleccionada y perpetuada (Baylis, 1974). Ni
colson (1975), concluye que éste podria ser el origen de las mi-
corrizas VA, El micotrofismo, por tanto, no es un proceso nuevo,
sino que se origind con la aparicién de plantas con raices (Ke-
lley, 1950).

Generalmente, se reconoce que las plantas vasculares se han
originado a partir de las algas verdes. En este sentido, Pirozyns
ki y Malloch (1975) han propuesto una hipdtesis segin la cual pa
ra que el alga semiacudtica pudiera superar los problemas de de-
secacién y nutricién que suponfa el paso a un habitat terrestre,
debieron asociarse simbi6ticamente con un hongo acudtico (un oo-
miceto).Segln esta hipStesis, las plantas serian el producto de
tal simbiosis, la cual permitiria la colonizécién de la tierra du
rante los periodos SilGrico y Devonico. La conclusidn de estos au
tores es taxativa:''Las plantas terrestres nunca tuvieron indepen
dencia, porque si la hubieran tenido nunca hubieran colonizado la
tierra'. La simbiosis fué posiblemente de tipo endotréfico, que
es la forma de asociacidn mantenida hoy difa por casi todas las

plantas en forma de micorrizas VA.

Perspectivas de la investigacién en micorrizas VA

El estudio de esta simbiosis es un actual y apasionante cam-
po de investigacidén en sus diversas facetas, tales como los aspec
tos b3sicos de su biologia, sus implicaciones en la ecologia mi-
crobiana del suelo y la rizosfera, su repercusidén en la ecologia,
fisiologia y bioquimica de las p]antas,‘taxonomTa de los endofi-
tos, y finalmente, las posibilidades de su aplicacidon practica en

agricultura.

Los temas actuales de investigacidn son diversos y abarcan
todas y cada una de las facetas anteriormente descritas, pero a

nuestro juicio dos grupos de lineas de investigacidon presentan un
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interés extraordinario y constituyen sendos retos para los inves

tigadores ; estos temas son los siguientes:

a) Estudios sobre la biologia bhasica, derivados del cultivo

axénico del hongo.

b) Investigaciones sobre la posible aplicaci6n practica de

las micorrizas VA como ''fertilizantes microbianos''.
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SIMBIOSIS MUTUALISTICA RHIZ(OBIUM-LEGUMINOSA

Ciertos microorganismos del suelo forman con algunas plantas
superiores asociaciones simbidticas mutualisticas capaces de fi-
jar N, atmosférico. La existencia de tales simbiosis puede ser fa
cilmente visualizada por la presencia de nddulos en las raices,
que aparecen como respuesta de la planta a la invasién por el mi-

croorganismo.

Tales microorganismos son procariotas pertenecientes a las
familias R{zobiaceae, Frankiaceae y a la divisién Cianobacteria

(antes algas verde-azuladas).
Estos son:

a) Frankia. La capacidad de estos actinomicetos para crecer
y fijar N2, s6lo ha sido observada en nédulos de las rai
ces de ciertas Angiospermas no-leguminosas (Rodrfguez-Bi
rrueco, 1969; Bond, 1976; Akkermans, 1978).

b) Rhizobium. Las especies de este género son capaces de cre
cer en vida libre, pero su actividad fijadora de NZ’ al
menos en condiciones naturales, s6lo ocurre cuando se es-
tablece la simbiosis con plantas leguminosas. Recientemen
te, se ha descrito que un Rhizobium sp. forma nddulos con

la no-leguminosa Trema aspera (Trinick, 1973).

c) Nostoc (Anabaena ?). Esta cianobacteria es capaz -de crecer
y fijar N2 tanto libre como simbidticamente. Forma nddulos

en raices de Gimnospermas (Stewart, 1976).

Por las razones expuestas en el OBJETO del presente
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trabajo, nos vamos a centrar exclusivamente en el estu-

dio de la simbiosis Rhizob{um-leguminosa.

Presencia y distribucibén de la simbiosis Rh{zobium-le

guminosa

Practicamente en la totalidad de las especies de legumino-
sas estudiadas (el 10% de las existentes sobre la tierra), se ha
puesto de manifiesto la presencia de nédulos en sus raices (Har-
ley, 1971 yNutman, 1975). Las especies de laguminosas que no for
man nédulos, pertenecen en su mayorfa a la familia Cesalpinoideae
(Vincent, 1974).

Con respecto a su distribucidon, se puede decir que, en gene
ral, en donde una leguminosa susceptible estd presente, se encuen
tra su Rhdizobium especifico. Lo contrario, sin embargo, es mas di
ficil de asegurar, aunque normalmente no se encuentra Rhizobium

en aquellos habitats en los que sus huéspedes no estan presentes.

Clasificacibén de los Rhizobium

Actualmente existe gran controversia en relacidén con la taxo
nomia de las especies de Rhizobium (Nutman, 1975 y Graham, 1976).
Clasicamente, y asi lo recoge la edicidon vigente del Manual de Ber
gey (Buchanan y Gibbons, 1974), se admite la existencia de seis es
pecies de Rhizobium: R. tnifolii, R. Leguminosarum, R. phaseokld,
R. meldiloti, R. Lupini y R. japonicum, de acuerdo con las plantas
mas significativas que estos pueden infectar. No obstante, algunos
autores (Lange, 1961 y Norris, 1965) consideran que este criterio
no es suficiente para diferenciar seis especies, por lo que propo-
nen agruparlos en una sola, o a lo mas dos de rapido y lento creci
miento, admitiendo la existencia de variedades adaptadas a los dis
tintos grupos de leguminosas. La idea de estos autores viene apoya

da por estudios de taxonomia numérica y de composicidn de bases de
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ADN, ademas de por el hecho de que, Rhizobium especificos para va
rias plantas, pueden diferir en sus propiedades morfoldgicas, in-
munolégicas y bioguimicas (Date y Decker, 1965; Dudman, 1965; John
son y Means, 1963; Manil, 1963) y por el contrario Rh{zobium con-
siderados de distintas especies, pueden tener caracteristicas si-

milares (Bonnier y Brakel, 1969).

Crecimiento de Rhi{zobium en la rizosfera

Rhizobium es predominantemente un microorganismo rizosférico,
capaz de multiplicarse sobre la superficie de las raices, tanto
de no leguminosas como de leguminosas, pero especialmente de &s-
tas (Rovira, 1965).

Se sabe, en efecto, que las plantas ejercen una accidn selec
tiva sobre los microorganismos que crecen en su rizosfera. En el
caso de Rhizobium, ocurfg que incluso diferentes especies y razas
de esta bacteria son estimuladas en distinto grado, pero no siem-
pre mds por sus huéspedes especificos que por plantas no suscepti
bles de su infeccidn. Esto quiere decir gque no se ha puesto de
manifiesto una estimulacién especifica, aunque si selectiva, por
parte de la leguminosa huésped hacia su Rhizob{um (Peter y Alexan
der, 1966 y Rovira, 1969). En general, la estimulacion es mas acu
sada en los sitios donde emergen raices laterales (Nutman, 1975).
Posiblemente, la planta ejerce su influencia selectiva sobre Rhi-
zob{um mediante el efecto nutricional de sus exudados radicales.
No obstante, por la complejidad de éstos y por la variabilidad de
las distintas especies de Rhizob{um en cuanto a sus requerimien-
tos nutritivos, se hace dificil obtener conclusiones definitivas
de las causas concretas que determinan tal influencia selectiva.
Es mias, se han encontrado exudados radicales que no tienen efec-
to sobre Rh{zobium, e incluso, algunos que inhiben su crecimien-

to (Mac Gregor y Alexander, 1972 y Currier y Strobel, 1976).
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De otro lado, es l6gico pensar que los diversos factores eco
16gicos que inciden en la rizosfera, afecten al desarrollo de RA{-
zob{um. Entre otros, pH, salinidad, temperatura, desecacidn, ferti
lizantes quimicos, etc..., se sabe que influencian la superviven-
cia y/o actividad de estas bacterias. No obstante, existe conside-
rable variabilidad en el comportamiento de los distintos Rhizobium
ante las diferentes circunstancias ambientales, por ello, prescin-
dimos de elaborar conclusiones generales, haciendo sdlo referencia
a trabajos de revisidon sobre este tema (Nutman, 1975 y Schmidt,
1978).

AsT mismo se sabe que muchos microorganismos del suelo afec-
tan el crecimiento de Rhizobium. Algunos de ellos son capaces de
estimularlo {(Krasilnikov, 1958 y Vincent, 1974), mientras que otros
lo inhiben (Nutman, 1965 y Broughton, 1978). El mecanismo de anta-
gonismo frente a Rhi{zob{um m3s comunmente descrito es el basado en
la produccidn de antibidticos por otros microorganismos de la rizos
fera (Pattison y Skinner, 1974), pero ademis, se sabe que Rhizobium
puede ser parasitado por Bdeflov.ibnio y bacteridfagos especificos,
lisado por mixobacterias y sometido a predacidn por parte de cier-
tas amebas del suelo (Schmidt, 1978). STn embargo, al igual que
ocurre en otros casos de antagonismo microbiano, estos fendmenos
han sido puestos de manifiesto mediante estudios "in vitro' y no

se conoce su significado real en el suelo (Stotzky, 1972).

Propiedades caracterfsticas de la simbiosis Rhizobium-legu

minosa.

La simbiosis Rhizobium-leguminosa se establece como resultado
de la expresién de unas caracteristicas propias de la bacteria
(Thornton, 1952; Denarie y Truchet, 1974 y Schwinghamer, 1977), de
la planta huésped (Nutman, 1952; Holl, 1975 y Holl y LaRue, 1976)

o de la asociacidn de ambas (Dixon, 1969; Dart, 1974 y Vincent,
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1974). Estas caracteristicas, o propiedades simbidticas, reciben
los nombres de especificidad, infectividad y efectividad o acti-

vidad.

Actualmente se admite que Ri{zobdium es capaz de fijar nitré
geno en ausencia de la planta huésped, es decir, que Rhizobium
posee la informacién genética necesaria para llevar a cabo este
proceso (ver Bedmar y Olivares, 1979, para referencias). No obs-
tante, en condiciones naturales el N2 s6lo es fijado en el inte-
rior del nédulo, una vez establecida la asociacién bacteria-raiz,

y como consecuencia de la expresion de los dos genomas.

A continuacidn trataremos cada una de las tres propiedades
de 1a simbiosis Rhlzobium-1eguminosa. Las dos primeras, especifi
cidad e infectividad, van a ser estudiadas conjuntamente, ya que
ambas estdn tan Tntimamente relacionadas que no parece l6gico

considerarlas por separado.

Especificidad e infectividad.-

Cualquiera que sea el mecanismo de la invasion de las raices
por Rhizobi{um, tal mecanismo se sabe que posee un grado de especi-
ficidad variable. En efecto, ciertas. leguminosas tienen unos re-
querimientos muy concretos para ''su'' Rh{zobium, mientras que otras

aceptan un espectro extremadamente amplio (Broughton, 1978).

El esquema propuesto por Nutman (1965), en el que se recogen
las interacciones bacteria-raiz que conducen a la infeccidn de los
pelos radicales, sigue aceptandose en sus lineas generales, pero
evidentemente, el progreso de la investigacidén sobre el tema ha
dado lugar a nuevas informaciones que hay que tratar de acopfar a
los esquemas ya establecidos. Asi tenemos el esquema propuesto por
Nutman (1977) y el que se puede deducir de la revision de Brough-
ton (1978). A parte de diferencias en el tratamiento de alguno de

los factores implicados, ambos esquemas difieren, fundamentalmen-
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te, en la prioridad en el tiempo de ciertos pasos que conducen a

la formacién del cordon de infeccidn.
En la Figura 2 se expone un resumen de ambos esquemas.

Hoy dia se conocen y aceptan como ocurren la mayoria de di-
chos procesos, mientras que otros, o sus causas, son aiin descono
cidos o se conocen de modo fragmentario, por lo que para dar ex-
plicaciones a estos Gltimos se han expuesto y discutido varias

hipbtesis.

Seguidamente, se analizan, por separado, cada uno de estos
procesos, tanto en sus facetas conocidas como en las hipotética-
mente supuestas.

Via de entrada: los pelos radicales.~

Se acepta universalmente que la infeccidon ocurre a través

de los pelos radicales de la planta (Ljunggren, 1969 y Dart,

1974 y 1977), aunque existan otras posibilidades de entrada, es-
pecialmente cuando intervienen Ri{zob{um de lento crecimiento o

del grupo ''cowpea''.

El primer hecho visible que tiene lugar en el proceso de
preinfeccidon, es la elongacidén y ramificacion de los pelos radi-

cales.

Se sabe que el periodo de susceptibilidad a 1a infeccidn es
corto y tiene lugar durante la elongacidén de los pelos. AsT mis-
mo, se conoce que las infecciones no ocurren al azar, sino en si-
tios determinados (Nutman, 1956; Lim, 1963). La formacién de cor
dones de infeccidn después del periodo de susceptibilidad, puede
no dar lugar a la formacion de nbédulos, y en todo caso, éstos pue

den ser no efectivos en la fijacidn de N, (Broughton, 1978).

Influencia de los exudados radicales.-

Anteriormente se comentd el efecto de los exudados radicales
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Figura 2

Secuencia de eventos en el proceso de pre-infeccidn de raices de
leguminosas por sus Rh{zobium especificos.

NUTMAN (1977) BROUGHTON (1978)

Formacidén de pelos radicales
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Multiplicacién de Rhlzobdium en la rizosfera
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sobre el ﬁrecimiento de Rhizobium en la rizosfera. De acuerdo con
Nutman (1965), se trata de un efecto de estimulacidn selectiva,
aunque no especifica en el sentido estricto del término. No obs-
tante, Olivares (1977) deduce de los resultados de Casadesis et
al. (1976) que dicho efecto, no totalmente especifico, que va a
dar lugar al predominio en la rizosfera de un Rhizob{um determi-
nado, es consecuencia de una induccidén especifica de la bacteria
sobre la rafz. Efectivamente, Casadesiis et al. (1976) demostra-
ron un incremento en la secrecidn de tript6fano por la raiz de
alfalfa cuando se encuentra en presencia de R. meliloti, o de sus
polisacdridos extracelulares. Como es sabido, los polisacaridos
extracelulares de Rhizobdlum inducen la produccién de poligalactu
ronasa (PG), lo cual produce una relajacidn de la pared celular.
Consecuentemente, la PG intervendria, no sblo en la penetraciodn
de los Rhizobdium en el interior de los pelos radicales, como se
vera posteriormente, sino también en la liberacidn de triptéfano
por la rafz. Ello signffica un incremento del sustrato necesario
a Rhizobdum, y otros microorganismos de la rizosfera, para la pro
duccién de acido indol acético (AIA). Esta fitohormona auxinica
tiene posiblemente un papel miltiple en el proceso de infeccidn,
ya que se ha sugerido su participacidon en la formacidon, desarro-
1lo y curvatura de los pelos radicales, asi como en la formacidn
del cordén de infeccidn, aspectos estos que se discuten posterior

mente.

Después de las matizaciones de Olivares (1977) a los esque-
mas de Nutman (1965 y 1977), la situaci6n podria quedar resumida

como se indica en la Figura 3.

Unibén de los Rhdizobium a los pelos radicales: Pépel de

las lectinas

Una vez establecidos en la rizosfera de una leguminosa, cier

Lo




Figura 3
Papel de los exudados radicalies, polisaciridos de

Rhizobium y auxinas en el proceso de pre-~infeccidn.
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tos Rhi{zobium se unen a la superficie de la rafz, tanto a los pe-
los radicales como a las células epidérmicas (Dazzo et al., 1976).
La unidn siempre ocurre con el eje mds largo de la bacteria per-
pendicular a la rizoplana (Broughton, 1978y. Esta unidén sélo se

manifiesta entre un Rhizobium y su leguminosa apropiada.

Bohlood 'y Schmidt (1974) y (1976) sugirieron que los Rhizobium
podrian estar unidos a las raices a través de las lectinas (fito-
hemaglutininas) situadas en el "sitio' de unidén polar. En su tra-
Bajo original, Bohlood y Schmidt (1974) encontraron que las lecti
nas de la soja se combinaban especificamente con 22 de 25 R.japo-
nicum y no se unieron con ninguno de 23 Rhizob{ium sp. representa-

tivos, incapaces de nodular con la soja.

Si efectivamente las lectinas son mediadoras en el proceso de
unidén de los Rhizobium a la rafz, ejerciendo una funcidn de puen-
te, es un tema que se estd debatiendo actualmente. La hipdtesis
es bastante atractiva, por lo que examinaremos a continuacién las
posibilidades de que estas glucoproteinas sean responsables direc
tas del control de la especificidad en la asociaci6n Rhf{zobium-le
guminosa. Dos recientes revisiones, la de Schmidt (1978) y espe-
cialmente la de Broughton (1978) estudian la naturaleza, caracte-
risticas, propiedades y funcionalismo de las lectinas, y defien-
den la hipGtesis de que las lectinas, situadas en determinados
""'sitios' del pelo radical, interaccionan especificamente con lipo
polisacdridos concretos situados en la superficie de las células
del Rhizob{um apropiado. Estos receptores parecen estar presentes
en la superficié de Rhizobi{um, sélo en determinados momentos del

desarrollo del cultivo de la bacteria (Dazzo et al., 1979).

Las lectinas, que como ya se ha dicho, tienen naturaléza glu-
coproteica, son tetrameros con subunidades que pueden ser idénti-
cas {Lectina de Tipo 1), iguales dos a dos (Tipo Il) o incluso to

das diferentes (Tipo i11) (Broughton, 1978), y pueden poseer 0, 1,
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26 b4 sitios e unién para los Rhizobium por tetramero.

La hipétesis de Broughton (1978) es que la unién ocurrirfa a
través de moléculas de lectina (6 similares a las lectinas) pre-
sentes en los pelos radicales, a las cuales se adhieren los Rhii-
zobdium. La situacién, de acuerdo con Broughton (1978), puede es-
quematizarse como recoge la Figura 4, Como se dijo anteriormente,
esta hipdtesis sigue siendo actualmente objeto de estudio y con-
troversia. De hecho, en el Gltimo Symposium sobre fijacion de ni
trogeno, celebrado en Brighton en Septiembre de 1979, se presen-
taron comunicaciones a favor (Kamberger y Nordhoff, 1979), y en

contra (Hombrecher y Brewin, 1979) de tal teoria.

Reaccidn de curvatura de los pelos radicales y su induccién

por Rhizobium.- -

Este proceso posee una elevada especificidad (Yao y Vincent,
1969), no obstante, se ha observado la reaccidn de curvatura
("curling'') de una leguminosa frente a Ril{zobium sp. no especifi
€COS Suyos (Li y Hubbell, 1969), aunque la reaccidn si que parece
restringida a las leguminosas (Nutman, 1958). Hay que distinguir,
sin embargo, entre una ''moderada curvatura' de los pelos radica-
les, y una ''curvatura marcada', en la cual los pelos muestran un
dngulo en su extremo de uhos 360° (Broughton, 1978). Sdlo en el
caso de "curvatura marcada'' se puede hablar de gran especifici-
dad (Vincent, 1974 y Yao y Vincent, 1976) y s6lo ocurre cuando
existe un contacto fisico Tntimo con el Rhizobium especifico in-

vasivo.

Desde hace tiempo se sabe que estas bacterias son las induc-
toras de la 'reaccidn de curvatura' (Mc Coy, 1932), habiendosele
adjudicado al AIA un cierto papel en tal reaccidn (Kefford et al.,
1960). Efectivamente, varios autores han encontrado influencia

de filtrados libres de células de cultivos de Rhizobium en la
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reaccién de curvatura (Yao y Vincent, 1976 y Hubbell, 1977), pe
ro el efecto, tanto medido como ndmero de pelos deformados 6 co
mo intensidad de la reaccidn, nunca superd al producido por el

Rhizobium homélogo en cultivo puro (Vincent, 1974).

La participacidn de las auxinas es, sin embargo, objeto de
controversia, ya que si bien Key et al. (1967) afirman que son
necesarias para la sintesis de nuevas proteinas que permiten la
deformacidn del pelo, Bergersen (1978) mantiene que no intervie
nen especificamente, porque su adicidn no produce ''curvatura

marcada'' del pelo radical.

Yao y Vincent (1976) revisan la informacidn existente y con
cluyen que hay al menos dos factores implicados en la deforma-
cion del pelo, uno, presente en los filtrados de cultivos de
Rhizobium, parcialmente dializable y termoestable; y otro, no
dializable, que exige un contacto Tntimo entre el Rhizobdium in-
vasivo y la leguminosa para que se exprese su actividad. Se sa-
be que el primero de ellos no es el AlIA (Sahlman y Fahraeus,
1963 y Fahraeus y Ljunggren, 1968), y que es capaz, por si sdlo,
o en conjuncién con otros factores, de estimular actividades en

zimdticas en las raices de leguminosas homélogas (Hubbell, 1970).

Penetracién de los Rhizobium en el pelo radical.-

Se sabe que sblo parte de los pelos radicales deformados
conducen a la formacién de nédulos y que la infeccidn parece
iniciarse en los puntos mas agudos de los pliegues de los pelos.
Es precisamente en esos puntos en donde la estructura normal
del pelo se encuentra mas forzada, llegidndose incluso a'la expo

sicién de la pared primaria de los mismos (Bergersen, 1978).

La observacidn de que Riizobium no disuelve ni penetra la

pared celular del pelo en el sitio de contacto, condujo a la hi
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potesis de que la infeccion empieza a través de un proceso de in
vaginacién del pelo radical (Nutman, 1956). Tal invaginacidn va
a dar lugar a la formacidn del cordén de infeccidn, del que a
continuacidn se hablard. Esta hipStesis ha recibido el apoyo de
los estudios al microscopio electrénico de los sitios de infec-
cién de los pelos (Napoli y Hubbell, 1975). Rhizobium penetra en
el pelo, via cordon de infeccidn, y a través de éste alcanza el
citoplasma de la célula huésped. Una vez alli, tienen lugar una
ser ie de reacciones enzimidticas que conducen a la disolucion del
corddn, quedando las bacterias libres en el citoplasma de la cé-

lula huésped.

Fahraeus y Ljunggren (1959) propusieron que Rhizob{um produ-
ce palisaciridos especificos que inducen un incremento en la pro
duccién de enzimas pectinoliticos por la planta. Estos enzimas
relajarian la pared celular del huésped, permitiendo la inicia-
cidn del corddn de infeccidon y la entrada de la bacteria. De
acuerdo con esta hipdtesis, los enzimas serian inducidos solamen
te por las razas infectivas. En efecto, Ljunggren y Fahraeus
(1959) apuntaron la existencia de correlacidn entre el nivel de
induccién del enzima (poligalacturonasa) y la capacidad de la

bacteria para nodular.

E] pape) de los enzimas pécticos en la invasion de los pelos
radicales ha sido rebatido por diversos autores (Lillich y Elkan,
1968 ; MacMillan y Cooke, 1969 y Bonish, 1973); sin embargo,
otros trabajos m3s recientes, que confirman la capacidad de Rhi(-
zob{um para inducir en la planta la proddccién de enzimas pécti-
cos, apoyan el papel de éstos en el proceso de invaginacién (Pa-
lomares, 1975 y Verma et al., 1978). Se sabe que los polisacari
dos extracelulares de Rhil{zob{um son los responsables de la induc
cién, habiéndose demostrado que la sintesis de tales polisacari-
dos en R. mefiloti deriva de la presencia de un ADN extracromosd

mico {(Olivares et al., 1977; Palomares gﬁ_gl., 1978 a y b).
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Lo que si parece mis cuestionable del trabajo inicial de Fah-
raeus y Ljunggren (1959) es que la induccidn de enzimas pécticos
sea la base para explicar la especificidad, tal como discuten Sol
heim y Raa (1971). As? mismo, es discutido si tales enzimas tie-
nen, ademis, actividad en la disolucién del corddn de infeccidn

una vez formado (Verma et al., 1978).

Recientemente, se ha apuntado que las lectinas son capaces de
iniciar algunos cambios enzimdticos (Albersheim y Wolport, 1976)
que afectan, por ejemplo, a la invaginacidn del pelo para formar

el cordén de infeccidn.

Desarrollo del corddn de infeccidn.-

El corddn de infeccidén es una estructura tubular, cuya superfi
cie interna estad formada por celulosa y que estd rodeada por la
membrana plasmdtica de la célula huésped (Dixon, 1969 y Verma et
al., 1978). En el interior del corddén se encuentran las bacterias
unidas extremo con extremo, usualmente inmersas en una matriz de
polisacirido. El cordén crece hasta alcanzar el cortex de la raiz,
donde se ramifica y divide. El crecimiento del corddn de infeccidn
ocurre prgbablemente por aflojamiento de la celulosa bajo la in-
fluencia de las auxinas producidas en el interior del tubo por Rh£
zob{um (Bergersen, 1978), ya que estas hormonas pueden inducir la
sintesis de celulasas. La produccidn de auxinas "in vitro'" por Rh{
zobium, ha sido repetidamente puesta de manifiesto (Rigaud, 1969 y
Sanchez-Calle et al., 1978).

Eventualmente,el corddn de infeccidn se disuelve 1iberandose
las bacterias al citoplasma de la célula huésped (Verma et al.,
1978). Esto ha sido puesto en evidencia mediante estudios.al mi~
croscopio electrdnico que muestran la erosidn o disolucion de la
pared celular, y restos de ésta rodeando a las bacterias (Chandler,
1978 y Dazzo et al., 1976). Es 16gico pensar que enzimas capaces de

hidrolizar la pared celular intervengan en este proceso. Aparte de
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los trabajos ya resefiados sobre la produccidn de enzimas pécticos
inducidos por Rh{zob.{um, hay que hacer notar otras publicaciones
recientes en las que se pone de manifiesto la produccidn de enzi-
mas pécticos (Hubbell 53.313,1978)’ celulasas y hemicelulasas

(Martinez-Molina et al., 1980) por Rhizobium en cultivo puro. La
actuacidn "in vivo' de estos enzimas ha sido discutida en el tra-
bajo de Verma et al., (1978). Estos autores indican que la degra-
dacién de la pared celular seria llevada a cabo por pectinasas

producidas por las bacterias y celulasas procedentes de la planta.

Desarrollo inicial del nédulo.-

S6lo un porcentaje relativamente bajo de infecciones da lugar

a nddulos.

Cuando el cordén de infeccidén alcanza el cortex de la rafz,
las células de éste son estimuladas en su ritmo de division y a
partir de ellas se desarrollard el ndédulo. La mayoria de estas cé
lulas iniciales del nddulo, contienen un nimero doble de cromoso-
mas y han sido 1lamadas por eso disomidticas. También se dividen
algunas células normales. Las células disomidticas van a dar lugar
al tejido central del nédulo, en el cual se desarrollan las bacte
rias y tiene lugar la fijacion de N2. Las otras células daran lu-
gar a los tejidos no infectados del nddulo: La corteza y los cor-
dones vasculares que conectan con el sistema vascular de la raiz
(Bergersen, 1978). Con respecto al origen de las células disomati
cas, existe discusidn en la literatura cientifica, pero una hipd-
tesis comunmente aceptada sostiene la participacion de las cito-
quininas, junto con las auxinas, en la produccidn de estas célu-
las (Pankhurst y Schwinghamer, 1974). De hecho, Phillips y Torrey
(1970) y Sanchez-Calle et al. (1978) han descrito la presencia de

citoquininas en cultivos de Rhizobdium sp.
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Efectividad o actividad.-

Es la tercera propiedad & ''caracteristica simbidtica' de la
asociacién mutualistica Rhizobium-leguminosa. Como consecuencia
de su correcta expresidn, tiene lugar en el nédulo una secuencia
de procesos bioquimicos, que en esencia, conducen a la reduccidn
del N2 de la atmésfera hasta NHZ, el cual se integra en cetodci-
dos sintetizados por la planta, dando lugar a aminodcidos que pa
san del nbédulo al xilema, siendo asi transportados para su utili
zacidn por el vegetal. Las repercusiones practicas de este proce
so de fijacién del N2 atmosférico por leguminosas son totalmente

reconocidas.

Las reacciones clave de la fijacion de N2 ocurren en las cé-
lulas infectadas por Rhizob{ium existentes en el tejido central
del nddulo. Tal como se deduce de estudios al microscopio elec-
trénico (Bergersen, 1974), cada célula huésped contiene miles de
bacterias rodeadas individualmente, o en grupos, por membranas
que se sabe son sintetizadas por el huésped. Estas bacterias que
viven intracelularmente en los nddulos activos reciben el nombre
de '"bacteroides'', para distinguirios de las formas no fijadoras
de N2 que se encuentran en el suelo, cultivos, o primeros esta-
dios de la infeccidn. Los bacteroides difieren de lascélulasnor-
males en su morfologia, incapacidad para crecer en medios de cul
tivo ordinarios (Bergersen, 1968), poseer alteraciones en los ci
tocromos y otros componentes de la cadena de transporte de elec-
trones (Appleby, 1969 y Evans y Russell, 1971) y en que contie-

nen nitrogenasa activa.

La fisiologia y bioquimica del proceso de fijacidon han sido
objeto de numerosos trabajos experimentales y de revisidn. Entre
estos cabe destacar, por recientes, los de Eady y Postgate (1974),
Postgate (1975), Yates (1976), Evans y Barber (1977) y Bergersen
(1978). La Figura 5 muestra un esquema de los procesos mas impor-

tantes de la fijacion de N2.
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Nitrogenasa

Con este nombre se conoce el complejo enzimdtico que cataliza
la reduccidn del N2 a NH3. Su presencia ha sido demostrada en una
gran variedad de microorganismos, entre los cuales se encuentran
bacterias aerobias, facultativas, anaerobias y fotosintéticas, y
también Cianobacterias. En lineas generales, se puede hablar de
una similitud entre las mitrogenasas, cualquiera que sea el tipo
de microorganismo del que proceden. Dentro del nédulo se sabe
que la nitrogenasa est3 localizada en los bacteroides (Evans y Ru
ssel, 1971), sin embargo, hasta muy recientemente, no ha podido
ser demostrado de manera directa que los Ra(zobium '‘per se'' poseen
la informacidén genética necesaria para sintetizar y regular el
funcionamiento de este enzima. Esto se deduce de los ensayos de
Pagan et al. (1975), McComb et al. (1975) y Bedmar y Olivares
(1979), en los que se demuestra que los Riizobd{um pueden fijar N2
en cultivo puro, bajo determinadas condiciones, en ausencia de

planta huésped.

E1 complejo enzimdtico estd constituido por dos tipos de pro-
teinas: La molibdo-ferro-proteina (Mo-Fe-Prot.) y la ferro-protei
na (Fe-Prot). En general, se ha observado que las combinaciones
de ambos componentes, procedentes de microorganismos aerobios di-
ferentes o anaerobios diferentes, parecen ser mas compatibles (opg
rativas) que las combinaciones de las procedentes de aerobio con

anaerobio.

Los requerimientos basicos para que opere la nitrogenasa son:
condiciones anaerobias (el enzima es muy sensible al 02), ATP,

++
Mg vy una fuente de poder reductor.

Durante la reaccidn, la energia del ATP y los electrones del
reductor originan un cambio conformacional en la Fe-Prot. y la con

vierten en un reductor con un potencial redox de -400 mv (Orme-
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-Jhonson, 1977). La Fe-Prot. reducida transfiere electrones a la
Mo-Fe-Prot., la cual a su vez reduce al N2 (Evans y Barber, 1977).
La reduccidn de una molécula de N, a dos de NH., requiere de 12 a

15 moles de ATP (Orme-Jhonson, 1957). ’

Ademis dei N2, otros sustratos, entre ellos el ion H+, pueden
ser reducidos por accidn de la nitrogenasa, e incluso cuando la
reaccion de la nitrogenasa es llevada a cabo en una atmbsfera de
N2 puro, del 25 al 30 % del reductor proporcionado a la reacciodn
es consumido, en la reduccidn de H+ a HZ' Energéticamente, hay que
tener en cuenta que el consumo de ATP en la reaccidn de la nitro-
genasa es aproximadamente el mismo cuando actila como aceptor el
N2 que cuando lo hace el H+. Esto indica que una gran cantidad de
la energia aportada a la nitrogenasa, del 30 al 60 % segin Schu-
bert y Evans (1977), es gastada en la reduccidn del H*. Por esta

razén, salvo que los organismos posean un mecanismo para utilizar

el H2 producido, puede perderse gran cantidad de energfa.

Sustratos para la provisidén de energia y poder reductor

para que opere la nitrogenasa.

Es un hecho totalmente aceptado que la energia para que los
bacteroides fijen nitrdgeno en los nddulos es proporcionada por la
planta. En efecto, los factores que afectan a la fotosintesis, in
fluencian de forma correlacionada el ritmo de fijacidon simbidtica
de N2 (Bergérsen, 1974; Hardy y Havelka,1976). El producto princi-
pal del fotosintato que llega desde las hojas al nddulo es la saca
rosa {Bach g£_§l¥, 1958), no obstante, este azlcar no es utilizado
directamente por bacteroides aislados, sino que es hidrolizado en
el nédulo por una invertasa sintetizada por la propia planta (Ber-
gersen, 1974). Las rutas del metabolismo glucidico en bacteroides

no estdn completamente establecidas, aunque se sabe que estos con-

tienen enzimas glucoliticos (Evans y Barber, 1977).
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Los bacteroides tlevan a cabo reacciones de carboxilacidn,

utilizando para ello el CO2 de la atmdsfera (Lowe y Evans, 1962).

E1 poder reductor es generado en el bacteroide mediante fos-
forilacidn oxidativa de los sustratos carbonados (vyates, 1976).
Los reductores mds comunes de la nitrogenasa son una ferredoxina
y una flavodoxina (Evans y Russell, 1971), pero también se han
descrito actividades subsidiarias de las formas reducidas del
FMN, FAD, NADP' y NAD' generados por la actividad de varios sis-
temas de deshidrogenasas acoplados a las cadenas de transporte

de electrones (Bergersen, 1978).

Papel de la leghemoglobina en el aporte de O
roide.

5 al bacte-

Las preparaciones purificadas de nitrogenasa son extremadamen
te sensibles al ox7geno, por ello, los microorganismos aerobios
han tenido que desarrollar mecanismos especializados para la protec
cién de la nitrogenasa ''in vivo''. Mientras que Azofobacter lleva a
cabo tal proteccién mediante su elevado ritmo de respiracidn (Pos&
gate, 1975), los bacteroides de Rh{zobium poseen un sistema de pro
teccién altamente especializado y efectivo. La clave de dicho sis-
tema es la leghemoglobina. (Tjepkema y Yocum, 1974). El oxigeno se
combina con la leghemoglobina, dando lugar a la oxileghemoglobina.
Combinado de esta forma, el 02 es transferido a la superficie del
bacteroide, en donde la oxileghemoglobina se disocia muy lentamen-
te, por lo que la»concentracién de 02 libre en la superficie del
bacteroide es siempre muy baja. Una vez alli, el O2 es aceptado
por un sistema de oxidasas muy especializado, que posee una afini-
dad poco comiin por €l. Este sistema, que opera a bajas concentra-
ciones de 02, es altamente eficiente en la sintesis de ATP (Evans
y Barber, 1977; Bergersen, 1978). Se sabe que el bacteroide es res
ponsable de la biosintesis del grupo hemo, mientras que la apopro-

teina es de origen vegetal (Appleby, 1974).
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Reciclaje de H, en el bacteroide.

2
. » - * -, +
Como se dijo anteriormente, la reduccién de H supone una
pérdida de energia que s6lo puede ser paliada con la utilizacién

posterior del H, producido. Efectivamente, algunas leguminosas

2

han desarrollado mecanismos por los cuales el H, producido es re
ciclado y utilizado en el sistema de transporte de electrones,

con lo cual parte de la energia gastada es recuperada.

La utilizacidon del H, tiene lugar a través de una secuencia

2
de reacciones,en la primera de las cuales interviene la hidrogena
sa. Parece ser que las células de RA{zob{um contienen la informa-
cidn genética necesaria para la sintesis de la hidrogenasa, pero

el efecto del huésped sobre la expresion de este enzima es decisi

vo, aunque su modo de accidn es desconocido.

Desde el punto de vista prictico, serfa de gran interés con-
seguir combinaciones de razas de Rhizobium y cultivares de legumi
nosas apropiadas para que se produzcan nddulos en los cuales se
use eficientemente la energfa, y no se malgaste en el desprendi-

iento de H_.
miento de H,

Consideraciones genéticas sobre la simbiosis Rhizobium-

leguminosa.

Es obvio que los sistemas simbidticos, por su complejidad,son
poco asequibles para el andlisis genético, por lo que las investiga
ciones en este campo se dificultan enormemente. La simbiosis Rh{zo-
bium-leguminosa no es una excepcidn, por ello, los datos que se tie
nen de la interaccidn de los genomas de la planta y de la bacteria

son ain muy 1imitados.

Los conocimientos actuales acerca de la genética de Rhizoblum,
y de la simbiosis ya establecida, han sido analizados exhaustivamen

te en la revisién de Casadesis y Olivares (1978).
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Tradicionalmente, las propiedades simbidticas de Raizob.{um
han sido clasificadas en 3 grandes fenotipos: especificidad del
huésped (Hsp) o capacidad de npdular un huésped especifico, in-
fectividad (Inf) o capacidad de inducir la formacidn de nddulos

y efectividad (Eff) o capacidad de fijar N, en el nédulo. Un sub

2
grupo de los genes €34 serfan los genes nif, encargados de codi-

ficar la sintesis de la nitrogenasa.

Segln esta clasificacién es djffcil distinguir claramente

+ + s -
los caracteres Hps e Inf Para evitar esta confusidn, se pue-

- . + . B
de definir el fenotipo Hps como el conjunto de caracteristicas
que permiten a un Rh{zob{um dado asociarse simbidticamente con

un ndmero limitado de huéspedes.

Como ya se ha dicho, la especificidad se ha usado como cri-
terio taxondémico, pero el rigor de este criterio es bastante dis
cutible y solo aplicable de forma estricta a R. meliloti (Graham,
1976). Actualmente se ha sugerido que la base del ''reconocimien-
to'' especifico puede residir en la interaccidn de las lectinas
de la rafz y el antigeno 0 del lipopolisacdrido de Rilzobium (Wol
pert y Albersheim, 1976), como ya se ha indicado anteriormente.
La lectina superficial de la rafz del trébol, la "trifolina' ha
sido aislada y purificada (Dazzo y Hubbell, 1975 y Dazzo et al.,
1978) y la capacidad de agiutinar con ella ha sido transferida
de R. tnifolii a Azotobactern vinelandii por transformacidn (Bis-
hop et al., 1977). De acuerdo con Casadesds y Olivares (1978),
estos hechos permiten dg$tinguir el caré;ter Hsp+ (aglutinacidn
especifica) del Inf' (capacidad de nodular). Por el momento, no
hay datos sobre la localizacién, funcionamiento y expresién de

los genes hap.

+
En lo que respecta al cardcter Inf , es decir a la capaci-
dad de Rhizobium sp. para invadir el cortex de la raiz del hués

ped apropiado e inducir la formacion de nédulos, se sabe que,
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salvo en R. meliloti, es muy frecuente la pérdida espontdnea del
mismo, aislandose de forma relativamente ficil los fenotipos Inf.
También se sabe que el tratamiento con agentes eliminadore¢ de
plasmidos, lleva consigo frecuentemente la pérdida de la tapaci-
dad infectiva. Todo esto ha hecho pensar en la posibilidad de que
los genes {nf se encuentren localizados en un pldsmido (Dunican

y Cannon, 1971; Higashi, 1967 y Prakash et al., 1980).

En cuanto al control genético de la efectividad, se tienen es
casos datos de los mecanismos que determinan la aparicion de los

distintos enzimas implicados en la fijacion de N,, Hay razones su

2
ficientes para pensar que el operén nif de Rhizobium sp. se en-
cuentra en un plasmido (Dunican et al., 1976; Nuti et al., 1979),

aunque existen genes eff en el cromosoma (Kondorosi et al., 1979).

Con respecto a la regulacidn de la fijacidn de N2, la mayoria
de los estudios han sido llevados a cabo en fijadores de vida li-
bre por su menor complejidad, por lo que no se tienen muchos cono
cimientos de como se ejerce esta regulacién en el interior del nd
dulo. Las investigaciones se han centrado fundamentalmente en la
regulacidon de la biosintesis de la nitrogenasa. Se géke que la ac
tividad de los genes nif, ademds de estar controlada pqr los genes

ef4, posee un sistema propio de regulacidn.

En kREebsiella la clave de la regulacidn parece estar en la glu
tamina sintetasa, ya que en ausencia de amonio u otros compuestos
nitrogenados que inhiben la actividad nitrogenasa, la glutamina
sintetasa (GS) tiene una funcién reguladora, activando la trans-
cripcidn del operdn nif y desencadendndose asi la sintesis de ni-
trogenasa. Sin embargo, en presencia de amonio la GS sufre una mo
dificacién por la adicién de radicales adenilo, lo cual determina

su inactivacidn. (Streicher et al., 1974).

En los bacteroides de Riizobium el glutamato parece ser el en
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cargado de la regulacién (Casadesis y Olivares, 1978). El gluta-
mato inhibe la utilizacién del amonio, probablemente mediante una
inhibicion de los enzimas encargados de su asimilacion, entre los
que se encuentra la glutamina sintetasa. Si el glutamato inhibe la
actividad catalitica de la GS, y no su sintesis, el modelo de Strei
cher et al.,(1974) puede ser extrapolable a Rhizobiuwn. Al inhibir
el glutamato la asimilacién de amonio, provocando su excrecidn, de
termina el cardcter mutualistico y no parasitico de la simbiosis

Riv{zobium-1eguminosa.

Finalmente, hay que hacer referencia a los estudios que sobre
transformacidn, transduccién y conjugacidn estdn siendo 1levados a
cabo en Ri{zobium con vistas a la localizacion de los genes simbid
ticos, ya que son de gran importancia desde el punto de vista de

investigacidn basica y aplicada.

Origen y evolucidn de la simbiosis Rhizobium-leguminosa.

En términos generales, se puede afirmar que el acontecimiento
fundamental de la evolucidn de la vida en nuestro planeta en el pe-
riodo Paleozdico, fué la conquista de las zonas terrestres por repre
sentantes de casi todos los phyla de animales y vegetales. Los ante-
cesores de las plantas superiores eran formas acuaticas, y para ini-
ciar la colonizaciéon de habitats secos y pobres nutritivamente, de-
bieron sufrir una profunda transformacion en su proceso evolutivo.
Se sabe que esto ocurrid entre los periodos Sildrico y Devénico, ha-

; 6 .
ce, aproximadamente, unos 400 x 10" afos.

Como ya se comentd anteriormente, las micorrizas tuvieron una
influencia decisiva en la evolucidén de las plantas, facilitando la

captacidn de fésforo y H,0 a partir de aquel ''suelo'. La obtencidn

2
del nitrégeno, el otro macronutriente que tanto desde el punto de
vista cuali como cuantitativo, es clave en nutricidn vegetal, pare-

ce ser que fué posible porque el ‘'‘suelo' estaba colonizado por bac-
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terias y cianobacterias fijadoras de N, atmosférico (Fisher,1965).

2
En efecto, la existencia de organismos fijadores podria remon
tarse a unos 2.000 x 106 afios (Dilworth, 1974). El carécter reduc
tor y el requerimiento de anaerobiosis propios de la nitrogenasa,
son dos atributos que parecen complietamente 16gicos y adecuados
para un enzima que debia funcionar en la primitiva atmésfera anae
robia (Postgate, 1974). De acuerdo con los razonamientos de Sil-
ver y Postgate (1973), Postgate (1974) y Casadesis y Olivares
(1978), el sistema debié surgir bajo la atmdsfera N2/C02 y no du-
rante la fase de evolucidn bidtica cuando el NH, era abundante

3
(atmbsfera NH3/CH4).

El origen de la fijacién simbidtica de N, por la asociacidn

Rhizobium-leguminosa es bastante posterior. éegﬁn Hattori (1973),
tuvo lugar entre los periodos Jurdsico y Cretdceo del Mesozoico,

es decir, hace unos 150 x 106 afios, época en la que también debie
ron originarse los sistemas fijadores simbidticos en no-legumino-

sas (Bond, 1963).

Varias hipdtesis han sido apuntadas para explicar el origen y
evolucidn de esta simbiosis. Segln Parker (1957), la asociacidn es
consecuencia de una adaptacidn ecoldyica que debid ocurrir de acuer
do con las siguientes fases: a) asociacidn entre un fijador de vi-
da libre y la planta sobre la superficie de la raiz (tal como la
que hoy existe en Azospiniflum brasiliense - sinénimo de Spinillum
Lipogerum- o Azotobacter paspali (Dobereiner et al, 1973) b) sim-
biosis '"lasa! sobre la superficie de la rafz; c) establecimiento
de la simbiosis dentro del tejido cortical de la rafz y d) forma-
cién de un tejido especializado en la fijacidn de NZ’ que es el né
dulo. Segln esta hipétesis, la seleccidn natural fué dando lugar a
asociaciones cada vez mas dependientes de la planta. La hipbtesis
de Dilworth y Parker (1969) sugirié que Rhizobium podia haber de-

positado parte de la informacidn genética, o de su expresidn, en
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